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RESUMEN 

 

 

Entre los biopolímeros, las proteínas de soja tienen la capacidad de formar películas 

comestibles y biodegradables con gran potencial para reemplazar en al menos algunas 

aplicaciones a los sintéticos derivados del petróleo. Respecto de los polímeros sintéticos, las 

películas proteicas presentan excelentes propiedades barrera a gases, lípidos y aromas; pero 

existen aspectos que aún deben ser resueltos para aumentar su difusión 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 específicas para este tipo de materiales adecuadas. 

El objetivo general de la presente tesis fue estudiar distintas alternativas para mejorar la 

funcionalidad y aplicabilidad de películas en base a proteínas de soja, combinando estrategias de 

formulación y procesamiento y analizando algunas aplicaciones específicas, en las que las 

desventajas de los materiales para otros usos se transforman en aspectos deseables. En particular 

en este trabajo se estudió: 

- el agregado conjunto de nanorefuerzos y aditivos que otorgan alguna otra propiedad 

adicional a la formulación, específicamente 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 

húmedo, analizando las condiciones óptimas del proceso, y el agregado de fibra y cera a la 

formulación. 

- el uso de estos materiales para la formación de liberadores de principios activos, útiles 

para realizar tratamientos poscosecha de vegetales en el envase durante el almacenamiento: pads 

contenedores-liberadores de 1-metilciclopropeno, un inhibidor de la acción de etileno, para 

extender la vida útil de frutos de tomate, y matrices liberadoras (generators) de dióxido de azufre 

por activación de las películas con sulfito de sodio para retrasar el pardeamiento de manzanas 

mínimamente procesadas. 
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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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ABREVIATURAS 

 
 

-    esfuerzo de corte 

-   marca registrada 

-   nivel de significacíon 

- 0   umbral de fluencia 
- 1-MCP  1-metilciclopropeno 
- A  área 
- a*  parámetro de color CIE-Lab 
- AB  cera de abeja 
- Abs  absorbancia 
- ABTS.+  radical del ácido 2,2-azino-bis(3-etilbenzentiazolino-6-sulfónico) 
- AEC     aceite esencial de clavo de olor 
- ANOVA  análisis de varianza 
- ASTM  American Society for Testing Materials 
- b*  parámetro de color CIE-Lab 
- Ca  cera de carnauba 
- AOX  actividad antioxidante 
- D   velocidad de deformación 
- Dm  deformación en punción 
- d  diámetro 
- DO  densidad óptica 
- DSC  calorimetría diferencial de barrido 
- E  módulo de Young 
- EC50  concentracion equivalente 50% 
- eq  equivalente 
- ETA’s  enfermedades transmitidas por alimentos 
- F  fibras 
- Fm  Fuerza máxima en punción 
- HR  humedad relativa 
- IR  infrarrojo 
- IR60  película secada por luz infrarrojo a 60 °C en tape casting 
- K   índice de consistencia 
- kV  kilovoltios 
- L*  parámetro de color CIE-Lab, luminosidad 
- m  masa 
- mA  miliamperes 
- MFC   celulosa microfibrilada 
- n   índice de flujo 
- N  Newton 
- p.a.  pro análisis 
- pH  potencial de hidrógeno 
- Pv

H2O  presión de vapor de agua (1753,35 Pa) a 20 °C 
- rpm  revoluciones por minuto 
- SEM  microscopía electrónica de barrido 
- SPI  aislado proteico de soja 
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- TEM  microscopía electrónica de transmisión 
- Tf  temperatura de fusión 
- Tg  temperatura de transición vítrea 
- UA  unidad arbitraria (empleada en la medida de opacidad) 
- UFC  unidades formadoras de colonias 
- W  peso usado en el cálculo de pérdida de peso 
- WL  pérdida de peso 
- WSP  pectinas solubles en agua 
- WVP  permeabilidad al vapor de agua 
- δ  espesor 
- ΔE  variación de color 
- Δm/Δt  velocidad de permeación del vapor de agua 
- ε  coeficiente de extinción molar 
- εr  elongación a la ruptura medida en tracción 
- ηapp   viscosidad aparente 
- θ  ángulo de difracción 
- λ  longitud de onda 
- ρ  densidad 
- σr  tensión a la ruptura medida en tracción 
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1. INTRODUCCIÓN GENERAL 

 

 

1.1. Materiales plásticos sintéticos 

 

Comúnmente reconocemos a los plásticos sintéticos como aquellos materiales obtenidos 

mediante polimerización de compuestos orgánicos derivados del petróleo. Estos materiales se 

caracterizan comúnmente por ser económicos, fáciles de trabajar y moldear empleando calor y 

presión, flexibles, fuertes pero ligeros. Asimismo pueden ser resistentes a la radiación, a la 

corrosión, al agua y al ataque de numerosos productos químicos y microorganismos y presentar 

buenas propiedades aislantes. Debido a su amplia gama de propiedades y a su bajo costo de 

producción, la utilización de los plásticos sintéticos ha adquirido gran popularidad llegando a 

sustituir a otros materiales en los ámbitos doméstico, agrícola, industrial y comercial (Goddard, 

1990; Avella y col., 2001). Más allá de sus beneficios el empleo masivo de estos plásticos 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 energía proveniente de recursos fósiles 

consumida en la producción y transporte, las emisiones de gases que contribuyen al efecto 

invernadero (CO2, CH4 y N2O) (Zhang y Mittal, 2010); 

ii) su incierta disponibilidad y precio futuro. Al ser el petróleo  un recurso no renovable, la 

evolución y producción sostenida de estos materiales está condicionada y por ende se estima que 

su precio continuará incrementándose;  

iii) en general, los materiales plásticos sintéticos son altamente resistentes a la degradación, 

lo que conlleva a que se acumulen sobre la superficie terrestre, constituyendo un serio problema 

ambiental mundial relacionado con la contaminación del aire y fuentes de agua, entre otros 

(Hernández Silva y Guzmán Martínez, 2009). Algunas posibles soluciones a este problema podrían 

ser acumularlos en lugares específicos, incinerarlos o reciclarlos (Weber, 2002). La acumulación en 

lugares específicos no es una solución real, además de que con el crecimiento de las sociedades es 

difícil encontrar lugares para acumularlos. La incineración de los plásticos produce una gran 

cantidad de CO2, favoreciendo el calentamiento global y a veces produce gases tóxicos que 

también contribuyen a la contaminación ambiental (Song y col., 2011). Si bien el reciclado sería la 

opción más amigable con el medio ambiente, requiere mucho trabajo y energía ya que implica 
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remover los plásticos, 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 problemáticas muestran claramente que resulta prioritario desarrollar materiales 

poliméricos alternativos que no impliquen el uso de componentes tóxicos o nocivos en su 

fabricación, y que puedan reemplazar a los sintéticos al menos en algunas aplicaciones. Por estas 

razones, desde las últimas décadas el desarrollo de materiales biodegradables ha sido un gran 

desafío (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. Bioplásticos 

 

Actualmente los esfuerzos en investigación se focalizan en desarrollar nuevos materiales 

biodegradables a partir de fuentes renovables para reemplazar a los polímeros sintéticos 

ampliamente utilizados. Los bioplásticos tienen al menos alguna de estas características 

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 dióxido de carbono, metano, componentes inorgánicos o biomasa y puede 

medirse mediante ensayos estándar durante un determinado período de tiempo (ASTM D6400-99, 

2002). 

Basándose en su origen, los bioplásticos pueden clasificarse en tres grupos (Figura 1.1) 

(Reddy y col., 2013): 

 

i) Bioplásticos 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 químicos (como los ácidos poliláctico y poliglicólico, PLA y PGA respectivamente) o 

biológicos (como los polihidroxialcanoatos o PHAs, y la celulosa bacteriana) (Sudesh y Iwata, 

2008). 
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ii) Bioplásticos basados en el petróleo: estos polímeros se sintetizan a partir de recursos del 

petróleo, 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 categoría. 

 

iii) Bioplásticos basados en recursos mixtos: preparados a partir de combinaciones de 

monómeros de base biológica o derivada del petróleo; incluyen polímeros tales como poli-

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

 

 

Figura 1.1. Clasificación de los bioplásticos en función de su origen o su método de producción (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 combinación de ambas características es lo 

que hace al gran interés en esta área. Los bioplásticos basados en recursos renovables antes 

mencionados son a la vez biodegradables y renovables. Se pueden clasificar en tres categorías de 

acuerdo con el método de producción (Figura 1.1): 

 

- Polímeros producidos por síntesis química clásica a partir de monómeros naturales

BIOPLÁSTICOS

Basadosen recursos
renovables

Basadosen el 
petróleo

Bioplásticos
basadosen recursos

mixtos

PTT, bio-materiales
termoestables

PCL, PEA, 
PBAT, PBSA

PLA, PGA

Producidosporsíntesis
químicaclasicaa partir
de monómeros
naturales

Producidospor
microorganismoso 
bacterias

geneticamente
modificadas

Biopolímeros naturales

Proteínas; ligninas, 
polisacáridos

PHAs, celulosa
bacteriana

: entre estos 

polímeros, los más estudiados son: el ácido poliláctico (PLA), preparado a partir de la 
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polimerización de ácido láctico que se produce por la fermentación de hidratos de carbono; y el 

ácido poliglicólico (PGA) sintetizado a partir de ácido glicólico. Desde un punto de vista comercial, 

el PLA es un material interesante ya que tiene buenas propiedades mecánicas, es transparente y 

biodegradable; sin embargo, el nivel de producción industrial es costoso en comparación con los 

materiales termoplásticos más utilizados (van Tuil y col., 2000; Bohlmann, 2005). 

 

- Polímeros producidos por microorganismos tal como se encuentran en la naturaleza o bacterias 

modificadas genéticamente: este grupo está constituido por los poliésteres producidos por una 

amplia variedad de microorganismos como fuente de almacenamiento de carbono y energía 

(Suriyamongkol y col., 2007). Entre ellos, los polímeros más conocidos son los 

polihidroxialcanoatos, entre los cuales los más estudiados son los polihidroxibutiratos (PHB). Hay 

otros polímeros producidos por microorganismos que están siendo estudiados en la actualidad, 

tales como la celulosa bacteriana, entre otros. Es de destacar que los costos de producción de 

estos polímeros son todavía altos. 

 

- Biopolímeros naturales: esta categoría comprende los polisacáridos (derivados de celulosa, 

alginato, pectina, almidón, quitosano, carragenina, agar y gomas), ligninas y proteínas (proteína de 

soja, trigo, gluten de trigo zeína de maíz, gelatina, suero de leche, caseína 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 biodegradación por las enzimas hidrolíticas que 

producen los microorganismos. Esta característica 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. Proteínas como biopolímeros 

 

Entre los biopolímeros biodegradables y renovables se encuentran las proteínas. La 

función de estos polímeros naturales es aportar estructura y actividad biológica a plantas y 

animales. Están constituidas por aproximadamente 20 aminoácidos, que además de tener los 

grupos α-amino y α-carboxilo involucrados en las uniones peptídicas, presentan una cadena lateral 

con diferentes grupos funcionales que le dan un carácter distintivo (Mauri y Añón, 2012). La 
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mayoría de las proteínas están constituidas por 100-500 aminoácidos. Dependiendo del orden que 

se unan los aminoácidos para formar la cadena polipeptídica (estructura primaria), la misma 

asumirá distintas organizaciones espaciales sobre su eje (estructura secundaria), estabilizadas 

básicamente por puentes de hidrógeno. El siguiente nivel de estructura (estructura terciaria) 

refleja la organización tridimensional de la cadena polipeptídica, en base a uniones puentes de 

hidrógeno, de van der Waals, interacciones electroestáticas e hidrofóbicas y puentes disulfuro, 

para formar estructuras proteicas globulares, fibrosas o al azar. Finalmente, la estructura 

cuaternaria ocurre como consecuencia de la asociación de diferentes cadenas polipeptídicas, 

iguales o no entre sí, que interaccionan a través de uniones no covalentes originando moléculas 

únicas (Cheftel y col., 1985; Gennadios, 2002). Estos niveles de estructura proteica determinan las 

propiedades funcionales que presentarán estas macromoléculas, en particular aquellas 

relacionadas con las interacciones proteína-proteína las cuales dan origen a la formación de 

matrices con características propias, por ejemplo geles, películas, recubrimientos, etc. 

(Damodaran y Paraf, 1997; Denavi y col. 2009; Mauri y Añón, 2012; Song y col., 2011). Se sabe que 

la conformación nativa de las proteínas deriva de su estructura secundaria y terciaria y de las 

interacciones que establecen con el medio. Esta conformación es por lo tanto frágil y modificable 

por variables tales como temperatura, pH, fuerza iónica, constante dieléctrica del medio, presión, 

tratamientos mecánicos, radiación, etc. La modificación de la conformación de la proteína tiene un 

impacto positivo o negativo directo sobre sus propiedades funcionales y puede constituir una vía 

para producir materiales con distintas propiedades (Gennadios, 2002). 

La diversidad de proteínas susceptibles de ser evaluadas en la producción de biopolímeros 

es muy alta y al elevado número de factores antes mencionados se suma la diversidad biológica 

que permite contar con polipéptidos con características muy diferentes. En las últimas décadas 

han sido estudiadas numerosas proteínas de origen animal (caseínas, proteínas del suero de leche, 

albúminas, colágeno, gelatina, queratina y proteínas miofibrilares) y vegetal (soja, gluten de trigo, 

zeínas, de girasol, algodón, amaranto, maní, arroz, arveja, sorgo, pistacho y lupino, etc.) por su 

capacidad de formar bioplásticos (Dangaran y col., 2009; Denavi y col., 2009; Zhang y Mittal, 2010; 

Pérez-Gago, 2012; Salgado y col., 2013; Echeverría 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 proteínas de soja, entre otras cumplen con estas premisas y se encuentran 

altamente disponibles en nuestro país. 
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1.3.1. Proteínas de soja 

 

La soja (Glycine max) pertenece a la familia de las Leguminosas y sus semillas contienen 

aproximadamente un 40% de proteína. Entre las proteínas de soja se han identificado dos 

fracciones principales: albúminas (solubles en agua) y globulinas (solubles en soluciones salinas). 

La fracción globulinas representa el 80% de la proteína total y son proteínas de almacenamiento, 

solubles a pH> 8 que precipitan a pH 4,5 (pI), y presentan un bajo contenido de metionina y 

cisteína. Estas proteínas de almacenamiento con estructura globular se encuentran en cuerpos 

proteicos y se hidrolizan durante la germinación (Nielsen, 1985 a; Zhang y Mittal, 2010). 

Las fracciones de proteína de soja han sido caracterizadas por sus coeficientes de 

sedimentación en gradientes de sacarosa (2S, 7S, 11S y 15S) (Pearson, 1983). La fracción 2S (20% 

del total de proteínas) 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 además de citocromo c, α-conglicinina y proteasas (Wolf, 1970). La globulina 7S (35% de las 

proteínas) está compuesta por lectinas (o hemaglutininas), lipoxigenasa, amilasa y β y γ-

conglicininas (Nielsen, 1985). La globulina 11S (35% del total de proteínas) está compuesta por 

glicinina. La fracción 15S (10% del total de proteínas) contiene agregados de 11S (Wolf, 1970). Los 

aislados proteicos de soja contienen principalmente globulinas 7S y 11S. La β-conglicinina (7S) es 

una glicoproteína compleja que exhibe polimorfismo en las subunidades que la componen. Se 

trata de un trímero con una masa molecular de 180-200 kDa, formada por tres polipéptidos 

diferentes, designados α, α' y β (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 hexámeros ([AB]6 de 320-380 kDa) 

compuestos por dos trímeros asociados por interacciones hidrofóbicas. Se han identificado cinco 

subunidades mayoritarias AB (de 58-69 kDa) que conforman la estructura hexamérica, 

manteniéndose unidas mediante interacciones no-covalentes. Están formadas por un polipéptido 

ácido (polipéptido A, de 30 kDa), y un polipéptido básico (polipéptido B, de 30 kDa) enlazados por 

un enlace disulfuro (Nielsen, 1985;  Staswick y col., 1984; Utsumi y Matsumura, 1997). 

Las proteínas de soja se encuentran disponibles comercialmente en tres formas que 

difieren en el contenido proteico, la harina de soja (≈ 50-59% de proteína), los concentrados (65-

72% de proteína) 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 alimentación animal), lo que implicaría un mejor aprovechamiento de este 

subproducto (Remondetto y col., 2002). Esto convierte a las proteínas de soja en una materia 

prima interesante para la formulación de materiales biodegradables de gran disponibilidad y 

menor costo en comparación a otras fuentes de proteínas (Rouilly y Rigal, 2002; Zhang y Mittal, 

2010; Song y col., 2011). 

Los concentrados de proteína son generalmente obtenidos por técnicas que procuran 

eliminar los componentes no proteicos, principalmente los hidratos de carbono. Para aumentar los 

contenidos de proteína se emplean soluciones alcohólicas 60-80% v/v, o agua a un pH cercano al 

punto isoeléctrico de las proteínas (pI 4,5 para las de soja) con el fin de minimizar la pérdida de 

proteína por solubilización (Vioque y col., 2001). 

Por su parte, los aislados proteicos se obtienen a través de la solubilización de las 

proteínas en soluciones salinas y/o a pH alejado de su punto isoeléctrico, realizándose su posterior 

concentración por ultrafiltración o por precipitación isoeléctrica. Posteriormente se realizan 

procesos de secado hasta obtener polvos ricos en proteína (Vioque y col., 2001). Estos 

tratamientos pueden afectar el valor nutricional del producto final, así como sus propiedades 

fisicoquímicas y funcionales (Pérez-Gago, 2012). El mayor contenido proteico de los aislados hace 

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

 

 

1.4. Películas proteicas 

 

La formación de películas de matriz proteica requiere de una serie de etapas que implican: 

i) la ruptura, por procesos físicos o químicos, de los enlaces intermoleculares (no covalentes 

y/o covalentes) que estabilizan a las proteínas en su estado nativo lo que permite una mayor 

movilidad de las cadenas polipeptídicas; 

ii) la disposición y orientación de las cadenas proteicas móviles a la forma deseada; 

iii) la formación 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 (hidrofóbicas, electroestáticas e iónicas, de van der Waals y 

puentes de hidrógeno) (Mauri y Añón, 2012). 

En la actualidad, las películas en base a proteínas, al igual que las de los otros 

biopolímeros, pueden formarse por dos procesos tecnológicos: uno húmedo basado en la 
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dispersión o solubilización de las proteínas, y otro seco basado en las propiedades termoplásticas 

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

 

 

1.5. Propiedades de las películas proteicas 

 

Las propiedades de las películas proteicas están determinadas por su microestructura, la 

cual varía dependiendo de la composición proteica inicial y de la metodología utilizada para su 

obtención (Denavi y col., 2009). La estructura de la proteína determina la capacidad de los 

polipéptidos de interaccionar entre sí y con otros componentes presentes en la formulación. Esto 

afecta el grado de entrecruzamiento y el carácter hidrofílico-hidrofóbico de las películas y con ello 

sus propiedades físicoquímicas, mecánicas y de barrera (Mauri y col., 2006 y 2008; Salgado y col., 

2010). Cuando se obtiene una película en base a proteína, a partir de un método húmedo o seco, 

la eliminación de agua durante el secado genera que las proteínas interaccionen entre sí para 

formar una matriz generalmente quebradiza; en este sentido, es necesario considerar el uso de 

plastificantes que se añaden comúnmente para disminuir la fragilidad (Hernández-Izquierdo y 

Krochta, 2008; Song y col., 2011; Vieira y col., 2011; Oz y Ulukanli, 2012). Los plastificantes más 

comunes utilizados en películas en base a biopolímeros incluyen agua, glicerol, propilenglicol, 

sorbitol, sacarosa, polietilenglicol, ácidos grasos y monoglicéridos (Sothornvit y Krochta, 2005). El 

agregado de estos compuestos provoca una disminución de la interacción entre las cadenas 

peptídicas, y como consecuencia de ello se produce una disminución de la Temperatura de 

transición vítrea (Tg) de las películas, un aumento en la elongación acompañado de una 

disminución en la resistencia mecánica y en general una disminución de sus propiedades barrera a 

la humedad, al oxígeno 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 hidrófobos, tales 

como ésteres de citrato también están 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 químicos (por lo general aldehídos 

de bajo peso molecular como formaldehído, glioxal, y glutaraldehído) reaccionan con los grupos 

amino y sulfidrilo de las proteínas formando interacciones covalentes intra e intermoleculares. Si 

bien los aldehídos son entrecruzantes efectivos, la posible toxicidad de los mismos los deja 

limitados para aplicaciones no alimentarias (Galietta y col., 1998) siendo la vía enzimática (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 más 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 películas proteicas sometiendo a las proteínas 

a distintos tratamientos (químicos, físicos y/o enzimáticos) previamente, durante o luego que se 

formaron las películas, los que inducen cambios estructurales de la matriz, y en consecuencia en 

sus principales propiedades: 

 

i) Modificaciones de las formulaciones iniciales por tratamientos físicos y/o químicos: a modo 

de ejemplo podemos mencionar tratamientos térmicos, con alta presión, irradiación, hidrólisis, 

tratamiento con ácidos o álcalis, adición de iones metálicos, sales, agentes esterificantes, etc. 

(Rangavajhyala y col., 1997; Krochta, 1997; Rhim y col., 2000; Foulk y Bunn, 2001; Tang y col., 

2005; Mauri y Añón 2006 y 2008; Ghorpade y col., 1995; Koehler y col., 2010). Se sabe que el 

tratamiento térmico induce reacciones de desnaturalización de las proteínas de soja, siendo más 

sensible a la acción de la temperatura la fracción β-conglicinina que la glicinina. También han sido 

detectadas reacciones de disociación y, dependiendo de la concentración de proteínas presentes 

durante el tratamiento térmico, reacciones de agregación (Hermansson, 1978; Yamauchi y col., 

1991; Sorgentini y col., 1995). Por su parte el tratamiento de estas proteínas en medio ácido 

conduce a la desnaturalización y disociación selectiva de glicinina, sufriendo un menor efecto la β-

conglicinina (Koshiyama, 1972; Wagner y col. 1996; Puppo y Añón, 1999). El tratamiento 

combinado temperatura-medio ácido induce modificaciones adicionales tales como hidrólisis y 

desamidación (Matsudomi y col., 1985; Wagner y Guéguen, 1995). Todos estos cambios afectan 

de manera pronunciada las propiedades funcionales que pueden exhibir las proteínas. Ha sido 

demostrado que los cambios estructurales sufridos por las proteínas de soja, indicados 

anteriormente, afectan su solubilidad, capacidad de absorción de agua, viscosidad, capacidad de 

emulsificación y de formación 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 películas resultantes, siendo más significativos los efectos sobre 

las propiedades mecánicas y solubilidad que sobre la permeabilidad al vapor de agua. 
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ii) Modificación de las condiciones de procesamiento: cambios en las condiciones de proceso 

pueden conducir a la obtención de materiales con distintas propiedades. Por ejemplo, durante el 

secado de las películas, la humedad relativa (HR) del ambiente afecta el flujo de vapor de agua 

desde la dispersión filmogénica pudiendo influenciar el tipo y la proporción de interacciones entre 

cadenas de proteínas (Denavi y col., 2009). Foulk y Bunn (2001) observaron que el aumento en la 

temperatura de termocompresión empleada incrementó la resistencia a la tracción y redujo la 

permeabilidad al vapor de agua de películas de soja acetiladas. 

 

iii) Aplicación de tratamientos físicos y químicos posteriores a la formación de las películas: el 

curado (tratamiento térmico) afecta sensiblemente las propiedades de las películas proteicas, en 

general aumenta la resistencia a la tracción y la coloración, a la vez que disminuye la elongación, el 

contenido de humedad y la permeabilidad al vapor de agua de las películas resultantes (Gennadios 

y col., 1996 y Rhim y col., 2000). Por otra parte, la irradiación con rayos UV y gamma también 

puede afectar a las proteínas provocando cambios conformacionales, oxidación de los 

aminoácidos, ruptura de enlaces covalentes, formación de radicales libres y reacciones de 

recombinación y polimerización (Urbain, 1977; Pateau y col., 1994). Ghorpade y col. (1995) y 

Gennadios y col. (1998) lograron incrementar la resistencia a la tracción de películas proteicas 

tratadas con radiación gamma y UV, respectivamente. Tratamientos combinados de alta 

temperatura y alta presión aumentan la resistencia mecánica de películas de soja (Kim y col., 

2002). 

 

Comparados con los materiales plásticos sintéticos, los materiales proteicos presentan 

excelentes propiedades barrera a gases (en particular al O2), a los lípidos y a los aromas; pero 

comúnmente no muestran propiedades mecánicas y de barrera al vapor de agua satisfactorias 

para aplicaciones prácticas 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 mecánicas de los materiales proteicos son generalmente objeto de 

estudio ya que la importancia de esta propiedad radica en que una película biodegradable debe 

soportar la tensión normal encontrada durante su aplicación (en envasado de alimentos o usos 

agrícolas, por ejemplo) y posterior manipulación 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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películas proteicas, debido a la naturaleza hidrofílica de estas macromoléculas, puede 

considerarse como una de las características más desventajosas frente a ciertas aplicaciones y la 

que más las diferencia de los materiales derivados de los polímeros sintéticos mayormente 

utilizados. El aumento de la resistencia al agua de estos materiales constituye uno de los objetivos 

más buscados en esta área de investigación. 

Respecto a las potenciales aplicaciones en packaging de alimentos, la característica más 

beneficiosa de los materiales proteicos reside en su comestibilidad y su biodegradabilidad. Para 

poder mantener la primera de dichas características, todos los componentes (proteínas, 

plastificantes y otros aditivos) empleados en la formulación de las películas deben ser ingredientes 

de grado alimentario. Asimismo los procesos de fabricación deben ser apropiados para la 

elaboración de alimentos (Krochta, 2002). Para que un material sea biodegradable, sus 

componentes deben ser biodegradables. Es importante además que los productos de degradación 

sean ambientalmente seguros (de Vlieger, 2003). La cinética de biodegradación del material 

dependerá del tipo de proteína (peso molecular, estructura) y de los aditivos usados (por ejemplo, 

plastificantes, refuerzos, etc). De todas maneras, las proteínas se sitúan entre los polímeros de 

más rápida degradación, no habiéndose observado efectos tóxicos de las mismas, ni de sus 

metabolitos al emplear ensayos de inhibición microbiana. 

 

 

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

películas proteicas 

 

La aplicación 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 difusión de películas proteicas (Petersen 

y col., 1999). Si bien los materiales de base proteica presentan potencial, existen diversos aspectos 

que aún deben ser resueltos para aumentar su difusión 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 específicas para este tipo de materiales. 
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1.6.1. Procesamiento de los materiales proteicos 

 

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

procesos húmedos y secos. 

 

- Procesos húmedos: estos procesos son utilizados principalmente a escala laboratorio e involucran 

comúnmente la disposición de una solución o dispersión proteica sobre un molde o soporte 

seguida de la evaporación del solvente (Guilbert y Cuq, 2005; Hettiarachchy y Eswaranandam, 

2005). Estos procesos tienen varias limitaciones que incluyen el pequeño tamaño y la baja 

capacidad de producción, los tiempos largos de proceso, y la eliminación de grandes cantidades de 

solventes (dado que la relación materia seca a solvente es baja y los sólidos no superan el 10-12% 

de la dispersión inicial) (Kozempel y Tomazula, 2004; Larotonda, 2007; Mauri y Añón, 2012). Aún 

así, la obtención de materiales por medio de esta tecnología sigue siendo extensamente 

estudiada, ya que existen antecedentes de escalado de este tipo de procesos en modo 

semicontínuo, como el caso del tape casting o spread coating (Kozempel y Tomazula, 2004; 

Larotonda, 2007; de Moraes y col., 2013). Además 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 termoplásticas de los biopolímeros se definen en relación con la 

teoría de la transición vítrea. 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 proteínas pasan a través de la transición vítrea formando una 

masa gomosa a la que se le puede dar forma y estabilizar por enfriamiento y/o eliminando 

plastificantes volátiles (Hernández-Izquierdo y Krochta, 2008; Mauri y Añón, 2012). La 

temperatura y el esfuerzo de corte provocan una gran reestructuración del material proteico. Las 

proteínas pueden procesarse desde el estado fundido por las técnicas convencionales de los 

polímeros sintéticos, tales como moldeo por compresión, inyección y extrusión (Cunningham y 

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; Hernández-Izquierdo y Krochta, 2008; Luecha y 

col., 2010; Guerrero y col., 2011). 



 

17 
 

Resulta importante conocer el comportamiento reológico de las proteínas en las 

condiciones requeridas por los procesos secos. Las propiedades viscoelásticas y de flujo de algunas 

proteínas han sido extensamente estudiadas, pero existen pocos trabajos determinando la 

viscosidad de las proteínas fundidas. En general la dependencia de la viscosidad de la proteína con 

la temperatura, el esfuerzo de corte y el contenido de plastificante parece ser similar a la del 

almidón termoplástico (Redl y col., 1999b; Morgan y col., 1983; Della Valle y col., 1998). La 

principal diferencia surge de la potencialidad de la proteína de entrecruzarse o reticularse de 

manera termoestable por lo que se observa una dependencia compleja de la viscosidad de la 

proteína con la historia tiempo-temperatura y el esfuerzo de corte. La historia térmica estaría 

relacionada con la polimerización de proteínas, mientras que la historia del esfuerzo de corte sería 

relevante para el proceso de depolimerización (Mauri y Añón, 2006). Así por ejemplo, cuando se 

plastifica gluten de trigo con glicerol se forma una fase maleable que se asemeja a una estructura 

de sólido viscoelástico con un comportamiento pseudoplástico (Pommet y col., 2005). Las 

propiedades reológicas de gluten plastificado muestran que los principios de superposición 

tiempo-temperatura se pueden aplicar a este tipo de sistemas (Redl y col., 1999a). Sin embargo, el 

rango de temperatura en el que es válido este principio es restringido, debido a que el polímero 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 compresión es valioso por su simplicidad y capacidad de producir 

productos de gran tamaño, los procesos de extrusión e inyección son los métodos preferidos para 

la producción envases. Estas tecnologías permiten obtener, por ejemplo, materiales compuestos, 

películas para usos agrícolas, 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 tecnologías para la formación de materiales a partir de proteínas de girasol, soja, gluten, 

del suero de leche y miofibrilares ha sido estudiado (Orliac y col., 2002 y 2003; Micard y col., 2001; 

Cuq y col., 1998; Foulk y Bunn 2001; Mungara y col., 2002), su aplicación todavía 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 investigación en el análisis de 

estas técnicas de procesamiento. En este trabajo de Tesis se intentará avanzar en las técnicas de 

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

 

La formación de materiales compuestos propende a combinar a la proteína 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 proteínas de distinto origen (Cao y col., 2007; Denavi y col., 2009; Ghanbarzadeh y 

Oromiehi, 2009; Monedero y col. 2010); 

 

-mezclas de proteínas con otros polímeros (blends): varios autores han estudiado la formación de 

películas mediante mezclas de proteínas con otros polímeros, ya sea naturales o sintéticos con el 

interés de mejorar las propiedades mecánicas y/o de barrera, así como facilitar el procesamiento 

de las películas proteicas. Así se ha estudiado la formación de materiales a partir de proteínas con 

otros biopolímeros tales como  quitosano (Ferreira y col., 2009), alginato, pectinas y carragenatos 

(Coughlan y col., 2004), almidón (Gonzalez-Gutierrez y col., 2010; Arvanitoyannis y col., 1998), 

metilcelulosa (Zuo y col., 2009); 

 

–mezclas de proteínas con polímeros biodegradables sintéticos: como ácido poliláctico (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 proteínas y polímeros sintéticos 

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

 

-mezclas de proteínas con lípidos: 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 lípido constituye una capa separada de la proteica. Estos materiales en general se forman 

depositándolos sobre la película proteica a partir del fundido o a partir de una solución que lo 

contenga (también llamados bicapa). El tipo restante de materiales compuestos de proteínas y 

lípidos son los denominados emulsionados, en los que la fase lipídica 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 formación de películas compuestas en base a proteínas de soja y cera de 

abeja, bicapa y emulsionadas. Los autores observaron que si bien las películas emulsionadas se 

formaban en una sola etapa, las bicapa presentaron mejores propiedades mecánicas y de barrera 

al vapor de agua. También se ha estudiado la formación de películas proteicas con otros tipos de 

lípidos tales como ácidos grasos, aceites esenciales y sus mezclas (Atares y col., 2010; Monedero y 

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

 

–adición de refuerzos: las fibras celulósicas naturales, como las de lino, yute, ramio, cáñamo, sisal, 

y ananá, han atraído la atención como refuerzos para materiales compuestos, debido a que 

poseen un módulo específico 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 mecánicas y de barrera al combinar proteínas con fibras celulósicas 

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 área de materiales proteicos compuestos en investigación, si bien ha sido explorada tal 

como los antecedentes anteriormente mencionados lo indican, requiere aún de avances en 

investigación, priorizando a aquellos de naturaleza biodegradable obtenidos de recursos 

renovables, y aplicables en tecnologías de envasado de alimentos. Bajo estas premisas, algunos de 

ellos serán estudiados en este trabajo de Tesis. 

 

1.6.3. Materiales nanocompuestos 

 

Los materiales nanocompuestos son una nueva generación 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 mecánicas y de barrera, estabilidad 

térmica, resistencia química y apariencia superficial (Giannelis, 1996), aún con niveles de carga 

bajos ( 5-10%), inferiores a los usados en la formación de materiales compuestos tradicionales. 

Este comportamiento es posible debido al gran área superficial que presentan las nanopartículas 

(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 más empleadas de los nanorefuerzos es la que tiene en cuenta el 

número de dimensiones en el rango nanométrico de los materiales de relleno dispersados (Condés 

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

 

i) nanopartículas isodimensionales: cuando tres dimensiones son del orden de los 

nanómetros, como las nanopartículas esféricas de sílice, nanoclusters semiconductores y las 

nanopartículas metálicas (Vladimirov y col., 2006; Herron y Thorn, 1998). Estas nanopartículas 

muestran generalmente un efecto refuerzo moderado debido a su baja relación 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) partículas alargadas: cuando están presentes dos dimensiones en la escala nanométrica y 

una tercera dimensión es más 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) partículas en capas: cuando sólo poseen una dimensión en el intervalo nanométrico. En 

este caso, la carga está presente en forma de láminas de uno a unos pocos nanómetros de espesor 

y cientos de miles de nanómetros 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 más íntimas lo que puede provocar una importante mejora en las propiedades 

de los materiales. En este contexto, la relación área de superficie-volumen de los refuerzos 

empleados en la preparación de materiales nanocompuestos es crucial para entender sus 

relaciones estructura-propiedad (McCrum y col., 1996). En general, la relación área 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 nanopartículas isodimensionales. A su vez, entre 

estos dos nanorefuerzos, los laminados poseen mayor área, lo que sugiere que las nanofibras son 
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más fácilmente 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 nanopartículas metálicas, nanoarcillas, nanotubos de carbono, 

nanopartículas derivadas de polisacáridos (como las nanopartículas de almidón y las nanofibras de 

celulosa), nanocristales de distinto origen, el grafeno, y nanorellenos orgánicos, entre otros (Ojijo 

y Sinha Ray, 2013; Famá y col., 2011; Pan y col., 2011; Hong y col., 2005; Mihindukulasuriya y col., 

2014). Al igual que en los materiales compuestos, el área de materiales nanocompuestos está en 

intensa investigación y los trabajos se focalizan principalmente en formular materiales eco-

compatibles. Algunos de los refuerzos de interés siguiendo esa línea son las nanoarcillas y los 

derivados de polisacáridos. A continuación 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, económica 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), 

proteínas de suero de leche (Hedenqvist y col., 2006) y gelatina (Rao, 2007). La principal razón por 

la cual estas nanoarcillas mejoran las propiedades de los polímeros son las interacciones 

superficiales fuertes entre la matriz polimérica y la carga (Chen y col., 2002). Están compuestas por 

capas de silicatos que generalmente tienen grosores del orden de 1 nm y grandes superficies (10-

1000 nm), por lo que aún 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 polisacáridos, y en 

particular de la celulosa, generan una buena alternativa para la formulación 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 

mecánicas y de barrera de distintas matrices biopoliméricas (Pereda y col, 2010; Siqueira y col., 

2010; Siró y col., 2010; Klemm y 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 biopolímeros con la adición de 

diferentes nanopartículas, mejoras en las propiedades mecánicas, incrementando el módulo 

elástico y la resistencia a la rotura y disminuyendo la elongación a la rotura en ensayos de tracción. 

Por ejemplo, nanocompuestos de MMT y almidón o proteínas de soja, nanocilindros celulosa y 

PLA, nanotubos de carbono y PCL, o nanopartículas de almidón y caucho natural (Huang y Yu, 

2006; Echeverría 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 

incorporación 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 dependerán tanto de la 

relación de aspecto de los nanorellenos como de su orientación y dispersión en la matriz 

polimérica (Bharadwaj, 2001). 

 

 

Figura 1.2. Representación 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 polímero que conduce a la reducción de la permeación. 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 láminas y de la estructura de los nanocompuestos 

(Reddy y col., 2013). Las mejoras más 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 almidón termoplástico y arcilla, acetato de 

celulosa y arcilla, o almidón y las nanofibras de celulosa (Park y col., 2003 y 2004; Dufresne y col., 

2000). Mejoras para las propiedades de barrera al oxígeno debido la adición de nanocargas se han 

reportado para los diferentes sistemas nanocompuestos de bioplásticos, por ejemplo para PLA o 

PHB se han añadido nanoarcillas (Rhim y Ng, 2007; Thellen y col., 2005; Sánchez-García y Lagaron, 

2010). 

Las propiedades ópticas son también una característica importante de los polímeros. En 

general, los polímeros amorfos son transparentes en el rango visible (Trotignon y col., 1989). La 

incorporación de refuerzos en nano-niveles puede tener efecto significativo en las características 

de transparencia y opacidad de las películas. La adición de pequeñas cantidades de nanocargas 

podría mantener la transparencia del polímero 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 conservación de la biodegradabilidad por la adición de nanocargas podría 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 podría atribuirse a la función catalizadora de la arcilla 

orgánica durante el proceso de biodegradación. Sin embargo, Sinha Ray y col. (2003a y b)  

concluyeron que la biodegradabilidad de nanocompuestos de PLA y arcillas mejoró 

significativamente en comparación 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 disminución de la 

biodegradabilidad como consecuencia de la adición de nanocargas. Nanocompuestos preparados 

con poli-(succinato de butileno) o PBS y arcilla orgánica mostraron una disminución de la 

biodegradabilidad que se asoció con la mayor dificultad de los microorganismos de atacar estos 

materiales (Lee y col., 2002). Rhim y col. (2007) concluyeron que la disminución de la 

biodegradabilidad de los materiales nanocompuestos de arcilla orgánica-PBS se asoció a la 

actividad antimicrobiana del grupo amonio cuaternario presente en la arcilla modificada. Las 

nanopartículas pueden además tener efectos opuestos (degradación o la estabilización) 

dependiendo de las condiciones ambientales y de procesamiento. 
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La incorporación de nanopartículas en matrices de polímeros debe estar dirigida a lograr 

una buena distribución de las nanopartículas en la matriz polimérica superando así la tendencia de 

la aglomeración de estas partículas con gran área superficial. La dispersión de las nanopartículas 

dentro de la matriz polimérica durante el procesamiento depende de: (i) la afinidad química del 

polímero y las nanopartículas; y (ii) las condiciones de procesamiento. Para el caso de 

nanorefuerzos laminares, en particular montmorillonita las posibilidades de interacción del 

polímero con el nanorefuerzo pueden dar lugar a la formación de tres posibles tipos de 

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

 

 

Figura 1.3. Diagrama de los tres posibles tipos de nanocompuestos formados por polímero-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 

intercalación-exfoliación del nanorefuerzo en la matriz biopolimérica. Aunque otras técnicas de 

preparación, como electrospinning y procesamiento en condiciones supercríticas han ganado 

recientemente su interés, hay tres técnicas principales para la preparación de nanocompuestos 

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

 

i) Intercalación en solución:

Cadenasde polímero

Capasde arcilla

A. Tactoide B. Intercalado C. Exfoliado

 basado en un sistema disolvente en el que se dispersan el 

polímero y las nanopartículas. Típicamente, 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 dispersión tales como el sonicado para favorecer la dispersión de nanopartículas. 

Finalmente, cuando se evapora el disolvente, las interacciones entre el nanorelleno y el polímero 

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 polímeros con baja o incluso nula polaridad. Sin 

embargo, este método es difícil de aplicar en la industria debido los problemas asociados al uso de 

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

 

ii) Intercalación in-situ: en el que las nanopartículas se incorporan dentro de la solución 

conteniendo al monómero, seguido por la etapa de polimerización que se inicia ya sea mediante 

calor, radiación u otro iniciador; 

 

iii) Intercalación en fundido: las nanopartículas se mezclan con la matriz de polímero en el 

estado fundido. El proceso consiste en calentar la mezcla por encima del punto de ablandamiento 

del polímero, de forma estática 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 extrusión e inyección. También permite el uso de biopolímeros 

inadecuados para la polimerización in situ, o que no pueden disolverse en las condiciones 

requeridas para  dispersar las nanopartículas. Sin embargo, en el caso de los bionanocompuestos, 

la fuerza de cizallamiento mecánico o la temperatura aplicada durante el procesamiento pueden 

degradar ciertos biopolímeros y nanocargas orgánicos. Por ejemplo, se ha informado que si las 

condiciones no están bien controladas, el ácido poliláctico (PLA) puede sufrir degradación térmica, 

oxidativa e hidrolítica 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 preparación de nanocompuestos, en particular montmorillonita 
(Condés y col., 2015): polimerización in situ; intercalación en solución; intercalación en fundido. 

 

La selección de cualquiera de las técnicas depende del tipo de biopolímero involucrado y 

en gran medida, de la nanopartícula en cuestión. Es esencial la optimización de las condiciones de 

procesamiento para tener nanopartículas bien dispersadas garantizando al mismo tiempo la 

integridad estructural y efectos adversos mínimos sobre de las mismas. 

  

1.6.4. Películas activas 

  

 Las películas proteicas pueden actuar como vehículos de distintos aditivos que pueden 

otorgar una propiedad adicional. En packaging de alimentos, una película activa es aquella que 

además de poder contener a un alimento envasado, aporta a mejorar o mantener la calidad, 

estabilidad y seguridad del mismo mediante la interacción deliberada entre la película usada de 

envase o componentes de la misma con el alimento o su entorno. Para ello, se debe tener en 

cuenta además de las características físicas del alimento (si son sólidos, líquidos, secos, húmedos, 

grasos, magros, etc.), cuáles son los principales mecanismos involucrados en su deterioro (Brody y 

polímero 

dispersión de  
polímero 

dispersión de arcilla 

arcilla 

monómero 

arcilla 

INTERCALACIÓN 
EN SOLUCIÓN 
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col., 2001). Variables como la actividad acuosa (aw), pH, temperatura, composición de la atmósfera 

del entorno, y vida útil podrían permitir diseñar películas activas para cada tipo de alimento. 

 Dependiendo de la naturaleza del aditivo incorporado, las películas activas resultantes 

pueden tener diferentes funciones. La acción de la película puede darse por contacto directo con 

el alimento, o bien por la liberación de compuestos en forma gaseosa. Dentro de los aditivos 

empleados, existen los que otorgan a las películas 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; Gómez-Estaca y col., 2009 a; Pintado y col., 2009; Rossi-Márquez y col., 2009; Zhang y col., 

2010; Leerahawong y col., 2011, González y col., 2013). Se ha reportado también la incorporación 

de vitaminas, microorganismos probióticos, flavors y colorantes (Han y col., 2007; Gómez-Estaca y 

col., 2009 a; Giménez y col., 2012). Resulta interesante en este contexto, la potencial formulación 

de películas activas en las que estén presentes captores de etileno y oxígeno, absorbedores y 

emisores de dióxido de carbono, removedores de humedad y de olores, emisores de olores, entre 

otros, aunque ésta es un área más reciente. En la actualidad se observa un renovado interés en la 

utilización de aditivos provenientes de fuentes naturales, como por ejemplo algunos compuestos 

fenólicos con actividad antioxidante, extractos vegetales como disolventes en la formación de las 

películas, hidrolizados proteicos con propiedades bioactivas, aceites esenciales que poseen 

propiedades antioxidantes y antimicrobianas (Oussalah y col., 2004; Güçbilmez y col., 2007; 

Gómez-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, 

además de ampliar la funcionalidad de las películas proteicas, pueden modificar las propiedades 

fisicoquímicas de los materiales debido a que también podrían actuar como agentes 

entrecruzantes o plastificantes (Orliac y col., 2002; Ou y col., 2005; Giménez y col., 2009; Salgado y 

col., 2010 y 2011). 

 Los principales avances en el campo de las películas activas han logrado sugerir 

aplicaciones como materiales de envasado y/o recubrimientos en alimentos, en donde los aditivos 

incorporados podrían 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 incorporación de sorbato de potasio en formulaciones de almidón aplicadas sobre 

frutillas para reducir el crecimiento microbiano (García 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 

zeína conteniendo butil-hidroxianisol (BHA), butil-hidroxitolueno (BHT) y ácido cítrico redujeron la 

rancidez de nueces; antioxidantes como el ácido ascórbico se han incorporado en recubrimientos 

comestibles para reducir el pardeamiento enzimático en champiñones trozados (Nisperos-

Carriedo y col, 1992); recubrimientos de goma xántica conteniendo α-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. Hernández-Muñoz y col. 

(2008) observaron que la adición de gluconato de calcio (1%) para la formulación de 

recubrimientos de quitosano aumentó la firmeza de frutillas refrigeradas. Si bien también pueden 

añadirse 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 observación se podría pensar que los sistemas nanocompuestos podrían modular la 

liberación de moléculas activas (incorporadas a la formulación) debido a diferencias en la 

estructuración de la red de proteínas provocada por la presencia de esos refuerzos y al incremento 

de la tortuosidad del camino a recorrer, reduciendo la velocidad de difusión. Así, resulta 

interesante el estudio de sistemas de liberación controlada, ya que dependiendo del activo se 

podría 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 liberación 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 más 

recientes han resultado novedosos, como el de González y col. (2015) en donde se evaluó la 

liberación de timolol maleato (una droga de uso oftalmológico) a partir de materiales formados 

por proteínas de soja y distintas cantidades de un agente entrecruzante natural y no citotóxico 

(genipina), recubiertos y sin recubrir por ácido poliláctico. Estos autores realizaron evaluaciones in 
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vitro e in vivo (empleando conejos) de la liberación de la droga, y pudieron demostrar efectos de 

liberación 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 área, involucrando diferentes estrategias para lograr diseñar películas proteicas activas 

exitosas. Es importante destacar que la presencia de un activo determinado en una película 

empleada en un envase o como un recubrimiento, no necesariamente conducirá al éxito de la 

aplicación. Por lo tanto resulta necesario evaluar a los materiales en sistemas reales de producción 

y almacenamiento.  

 

1.6.5. Materiales proteicos en packaging o envasado de alimentos 

 

Las proteínas, especialmente aquellas de menor costo por ser extraídas 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 utilización 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 plásticos para la agricultura. 

Las propiedades diferenciales que presentan los materiales formulados a partir de 

proteínas, aún sus aparentes desventajas, pueden ser utilizadas con diferentes fines. Así por 

ejemplo, la solubilidad en agua o la sensibilidad al agua de este tipo de materiales es una ventaja 

en la formulación de sachets solubles (menos perceptibles en la boca) o en la formulación de 

materiales activos donde la capacidad de embeber agua es usada para inducir un cambio drástico 

en las propiedades del material, o para liberar un compuesto activo (Ortiz y col., 2013). La alta 

selectividad a gases de las películas proteicas es particularmente interesante para el desarrollo de 

envases con atmósfera modificada destinados a empaques para quesos (para controlar la 

proliferación de la microflora) y para frutas y vegetales frescos (para controlar la velocidad de 

respiración) (Guilbert y col., 1996; Barron y col., 2002). Se ha mostrado que la aplicación de 

recubrimientos proteicos sobre algunos alimentos antes del fritado, permite aumentar la 

retención de jugos y flavors naturales, mejorar la textura y apariencia, y principalmente reducir la 

migración de agua y la absorción de aceite, dándole una respuesta a los consumidores que 

demandan por productos fritos con bajo contenido de aceite y buenas características 

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 películas pueden ser empleadas como mulching (para 

evitar crecimiento de malezas en algunos cultivos) o para túneles bajos (por ejemplo para cultivos 

de frutillas), pero también como recubrimientos de semillas, o para la liberación de productos 

agroquímicos (Guilbert y Gontard, 1995). La aplicación de materiales biodegradables en 

agricultura intensiva, es de suma importancia debido a la dificultad que implica la gestión de 

residuos plásticos en las zonas rurales o donde se encuentran los invernaderos. Las formulaciones 

en base a proteínas, también podrían ser usadas en la industria del papel o del plástico, a través de 

la modificación de las propiedades de estos materiales por formación de recubrimientos proteicos 

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

 

 

En este trabajo de Tesis se realizó: 

 

- 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 películas 

con actividad antioxidante y antimicrobiana. 

 

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

escalado de procesos húmedos. 

 

- la evaluación de algunas aplicaciones que surgen de aprovechar las desventajas que 

presentan estos sistemas para otros usos, por ejemplo la absorción de agua de las películas en 

base a proteína para facilitar la liberación 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 películas en 

base a proteínas de soja como envases de alimentos, combinando estrategias de formulación y 

procesamiento y analizando algunas aplicaciones específicas, donde las desventajas de los 

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

 

- Determinar la influencia del agregado de montmorillonita (MMT) y colorantes a 

formulaciones en base a proteínas de soja sobre las propiedades físicas y químicas y el 

comportamiento en algunas condiciones particulares de uso (contacto directo con agua y bajo 

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

 

- Evaluar la obtención de nanofibras de celulosa a partir de fibras de formio por 

tratamientos mecánicos (celulosa microfibrilada), determinar el efecto que causa su adición a 

matrices proteicas de soja y analizar la activación 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 películas proteicas y compuestas en base a proteínas de 

soja por tape casting como estrategia de escalado en la producción de estos materiales,  

evaluando la influencia de las condiciones de secado (temperatura y método de secado), del 

agregado de fibras celulósicas y de ceras emulsionadas sobre las propiedades fisicoquímicas de las 

películas resultantes. 

 

- Determinar la potencial aplicación de películas proteicas de soja como sistemas 

contenedores-liberadores de principios activos para llevar a cabo tratamientos de poscosecha en 

vegetales enteros o mínimamente procesados durante su transporte o distribución: 

 

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

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

 

ii) matrices liberadoras (generators) de dióxido de azufre (SO2) por activación de las 

películas con sulfito de sodio para retrasar el pardeamiento enzimático en frutas y hortalizas. 
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3. Películas proteicas de soja nanoreforzadas con montmorillonita y 

adicionadas con colorantes 

 

 

3.1. Introducción 

 

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 lámina octaédrica con un átomo central de aluminio 

o magnesio está unida por los extremos a dos tetraedros externos de sílice, de modo que los iones 

oxígeno de la lámina octaédrica también pertenecen a las láminas del tetraedro. El espesor de la 

capa es de aproximadamente 1 nm y las dimensiones laterales de estas capas varían 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 interláminas o 

galerías (Figura 3.1). La sustitución isomórfica dentro de las capas (por ejemplo Mg+2 o Fe+2 en 

lugar de Al+3 en la lámina octaédrica, o Al+3 en lugar de Si+4 en la lámina tetraédrica) genera cargas 

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

K+ o Ca+2) situados en el interior del espacio interlaminar. 

 

 

Figura 3.1. Estructura general de los 2:1 filosilicatos (Echeverría, 2012). 
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Superficialmente los filosilicatos poseen una moderada carga negativa conocida como 

capacidad de intercambio catiónico (CIC), que se expresa generalmente en meq/100 g. En los 

filosilicatos naturales, los cationes del espacio interlaminar son generalmente Na+ o K+ hidratados, 

mostrando propiedades hidrofílicas de superficie. En este estado natural, estos silicatos son más 

compatibles con polímeros de naturaleza hidrofílica, como las proteínas. En los casos en que se 

requiere la compatibilidad de este tipo de silicatos hidrofílicos con polímeros hidrofóbicos, existe 

la posibilidad de modificarlos a través de reacciones de intercambio iónico con cationes de 

alquilamonio, cationes surfactantes, etc. Estos cationes orgánicos disminuyen la energía superficial 

del silicato, logrando así un espaciado mayor entre las capas. Asimismo pueden contener grupos 

funcionales que reaccionan con el polímero mejorando la interacción polímero-silicato (Ray y 

Okamoto, 2003). 

Como se describió en la introducción general, es posible obtener tres tipos de compuestos 

cuando el polímero y la arcilla se asocian: tactoides o aglomerados cuando el polímero 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 inserción de las 

cadenas poliméricas en la estructura de los silicatos ocurre en fases cristalográficas regulares 

independientemente de la proporción de cargas y con una distancia repetitiva de unos pocos 

nanómetros, 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 polímero-arcilla hay que lograr un alto grado de intercalación-

exfoliación 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 preparación del 

nanocompuesto, así como de la afinidad entre las proteínas y la arcilla. La principal razón por la 

cual las nanoarcillas mejoran las propiedades de los polímeros son sus interacciones superficiales 

fuertes con la matriz (Chen y col., 2002). Entre ellas pueden mencionarse una mayor resistencia a 

la ignición, estabilidad térmica, resistencia mecánica y módulo elástico, mayor claridad, mejores 

propiedades barrera, menor absorción de agua y densidad. 

En una tesis doctoral realizada previamente en nuestro laboratorio (Echeverria, 2012) se 

estudió la formación de películas en base a aislado proteico de soja (SPI) y MMT por distintas 

tecnologías de procesamiento: casting, spread coating y termocompresión, analizando el efecto 

de algunas variables de la formulación como la concentración de arcilla, tipo y concentración de 

plastificante y pH. Los materiales nanocompuestos obtenidos presentaron una funcionalidad 
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superior a las películas proteicas, que implicaba mejores propiedades mecánicas y menor 

solubilidad y permeabilidad al vapor de agua. Las mejoras alcanzadas pudieron atribuirse al alto 

grado de exfoliación-intercalación que presentaron las arcillas en la matriz proteica dada por la 

gran afinidad de las proteínas de soja con la MMT. El efecto refuerzo de la arcilla resultó ser más 

significativo para las películas preparadas a través de procesos húmedos (casting y spread coating) 

que para las películas obtenidas por un proceso seco (termocompresión), debido al mayor grado 

de dispersión de las capas de arcilla en la matriz proteica, especialmente para las películas que 

contenían el máximo contenido de MMT estudiado (10 g/ 100 g de SPI). 

Varios estudios han empleado a las películas en base a proteínas como vehículos 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; 

Gómez-Estaca y col., 2009 y 2010; Sultanbawa, 2011; Echeverría 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 

observación se podría pensar que los sistemas nanocompuestos podrían modular la liberación de 

moléculas activas o aditivos (incorporadas a la formulación) debido a diferencias en la 

estructuración de la red de proteínas. Esto está siendo actualmente investigado en relación a sus 

posibles aplicaciones en el envasado de alimentos (Mascheroni y col., 2010). Echeverria (2012) 

describió que la exfoliación de la arcilla (MMT) en películas proteicas favoreció la liberación de los 

principios activos de aceite esencial de clavo de olor presente en la formulación. Esas películas 

posteriormente fueron evaluadas como material de envase para preservar la calidad de filetes de 

músculo de atún rojo (Thunnus thynnus) durante su almacenamiento refrigerado. Con las mismas 

fue posible disminuir los valores de nitrógeno básico volátil total y el recuento final de 

microorganismos así como la auto-oxidación lipídica durante el almacenamiento sin observar 

indicio de la difusión de los metales presentes en la arcilla al alimento. 

El agregado de colorantes a las formulaciones formadoras de películas 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-

oxidación) (Salgado y col., 2013). Salgado y col. (2010) estudiaron la formación de películas 

proteicas de girasol naturalmente activadas con propiedades antioxidantes, actividad otorgada por 

los compuestos fenólicos, especialmente ácido clorogénico no extraído con las proteínas durante 

la formación de aislados y concentrados. Los autores observaron que con el incremento de los 
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compuestos fenólicos, las películas presentaban una mayor opacidad, una coloración 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 práctica actual, se emplean para mulching fundamentalmente 

plásticos negros aunque se han evaluado de diferentes colores debido a las diferencias de estos 

materiales para filtrar y reflejar la luz. En general colores más oscuros aumentan la temperatura 

del suelo, y los más claros reflejan más la radiación (Moreno y Moreno, 2008). 

 

 

3.2. Objetivos 

 

El objetivo de este capítulo fue estudiar la influencia del agregado de montmorillonita 

(MMT) y colorantes a formulaciones en base a proteínas de soja sobre las propiedades 

fisicoquímicas y en algunas condiciones particulares de uso (contacto directo con agua y bajo 

suelo) de las películas resultantes obtenidas por casting. 

 

 

3.3. Materiales y métodos 

 

3.3.1. Materiales 

 

Se utilizó un aislado proteico de soja comercial (SPI, SUPRO 500-E) suministrado 

gentilmente por Dupont N & H (Brasil) como fuente de proteínas, y glicerol (Anedra, p.a) como 

plastificante, para la formación de las películas. La montmorillonita de sodio natural (MMT, 

Cloisite®Na+) fue gentilmente suministrada por Southern Clay Products (Estados Unidos). Esta 

MMT presentaba una capacidad de intercambio catiónico (CIC) de 92,6 meq/100 g, una distancia 

típica entre capas de 11,7 Å, una densidad aparente de 2,86 g/cm3 y un rango de tamaño de 

partícula entre 2 y 13 μm. 

Las películas 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 

continuación fueron todos de calidad p.a. 

 

Tabla 3.1. Componentes presentes en los colorantes comerciales utilizados. 
 

Componentes 
Colorantes alimentarios Fleibor® 

Blanco Negro Verde Naranja 

Azúcar 

Glicerina 

Propilenglicol 

Carbón activado 

Dióxido de titanio 

Dióxido de silicio 

Tartrazina 

Amaranto 

Amarillo ocaso 

Colorante caramelo 

Azul indigotina 

Azul patente 

x 

x 

x 

 

x 

 

 

 

 

 

 

 

x 

x 

x 

x 

 

x 

 

 

 

x 

 

x 

x 

x 

 

x 

x 

x 

 

 

 

x 

x 

x 

x 

x 

 

x 

 

x 

x 

x 

 

x 

 

 

3.3.2. Caracterización del aislado proteico de soja (SPI) 

 

El aislado proteico de soja fue caracterizado según su contenido de proteínas, grado de 

desnaturalización, y composición polipeptídica como se detalla a continuación. 

 

3.3.2.1. Contenido de proteínas 

 

El contenido de proteínas se determinó por el método de Kjeldahl (AOAC 920.53) 

utilizando 5,71 como factor de conversión de nitrógeno en proteína. 

 

3.3.2.2. Temperatura y grado de desnaturalización de las proteínas 

 

Se determinó la temperatura y el grado de desnaturalización del SPI comercial y de un 

aislado proteico nativo como control preparado en el laboratorio según la técnica utilizada por 
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Mauri y Añón (2006), por calorimetría diferencial de barrido (DSC) empleando un calorímetro 

Q100 V9.8 Build 296 (TA Instrument, Estados Unidos) controlado por un módulo de TA 5000 con 

un accesorio de enfriamiento. El equipo fue calibrado según normas ASTM, usando indio, ácido 

láurico y ácido esteárico como patrones de calor y temperatura. Se prepararon dispersiones de los 

aislados al 20% p/p en agua, y alrededor de 15 mg de dispersión fueron colocados en cápsulas 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 entalpía de desnaturalización 

térmica de las proteínas, Td en °C y ΔHd en J/g de proteína, teniendo en cuenta el peso seco 

(determinado por la perforación de las cápsulas y calentando durante la noche a 105 °C) y el 

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

 

3.3.2.3. Composición polipeptídica de los aislados proteicos 

 

La composición polipeptídica del aislado proteico de soja comercial se analizó 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 II Model, Estados Unidos). Se emplearon los siguientes sistemas 

buffer: i) buffer de separación: 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; y 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 preparó la muestra de SPI 

disolviéndolo al 1% p/v en el buffer de muestra. Para analizar el patrón de bandas en condiciones 

reductoras, se agregó 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 × g y temperatura ambiente 

antes de ser sembradas (centrífuga Labnet, Digital Spectrafuge 24D, Estados Unidos). En cada calle 

se sembró un volumen de sobrenadante correspondiente a 20-30 μg de proteína total. La 

electroforesis se realizó a voltaje constante (200 V). 

Para estimar la masa molecular de las proteínas, se utilizó 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), seroalbúmina bovina (67,0 kDa), ovoalbúmina (43,0 kDa), anhidrasa 

carbónica (30,0 kDa), inhibidor de tripsina (20,1 kDa), y α-lactoalbúmina (14,4 kDa). Los geles 

obtenidos se fijaron y colorearon simultáneamente (12 h) con una solución de agua, metanol y 

ácido 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 ácido acético (65:25:10) y se 

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

 

3.3.3. Obtención de las películas proteicas y nanocompuestas coloreadas por casting 

 

Las películas se prepararon por casting a partir de dispersiones acuosas formadas 

mezclando tres dispersiones preparadas previamente: i) 60 mL de una dispersión acuosa que 

contenía 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 dispersión acuosa que contenía 0 o 0,5 g de colorantes 

blanco, negro, naranja y verde y iii) una dispersión acuosa que contenía 0 o 0,5 g de MMT 

sometida a agitación 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 agitación magnética durante 1 h a 20 °C, se corrigió su pH a pH 10,5 

con NaOH 2 N y se sometió a vacío para eliminar las burbujas. Finalmente, 10 mL de las mismas se 

colocaron en cajas de Petri de poliestireno (64 cm2) y se secaron en estufa con convección forzada 

(Yamato, DKN600, Estados Unidos) a 60 °C durante 3 h. Las películas resultantes se acondicionaron 

a 20 °C y 58% HR (en desecador con solución saturada de NaBr) durante 48 h previo a su 

caracterización. De esta manera se obtuvieron películas 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 concentración de arcilla seleccionada se basó en estudios previos 

realizados en el laboratorio (Echeverria, 2012). 

 

3.3.4. Caracterización de las películas proteicas y nanocompuestas 

 

Las películas se caracterizaron según su espesor, color, opacidad y espectros de absorción 

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

absorción de agua, temperatura de transición vítrea (Tg), propiedades mecánicas en tracción, 
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difracción de rayos X (DRX) y microscopia electrónica de transmisión (TEM), liberación del 

colorante en agua y pérdida de peso en suelo según los procedimientos descriptos a continuación. 

 

3.3.4.1. Espesor 

 

Para medir el espesor de las películas se utilizó 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 

mecánicas en tracción, y en el centro y en ocho posiciones alrededor del perímetro 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 

película. 

 

3.3.4.2. Determinación del color 

 

El color de las películas fue determinado utilizando un colorímetro Minolta Chroma meter 

(CR 300, Minolta Chroma Co., Japón). Se empleó la escala CIE-L*a*b* para medir luminosidad (L*: 

0=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 películas sobre la superficie de la placa blanca del equipo con coordenadas 

Lplaca=97,3; aplaca=0,14; bplaca=1,71. La variación de color (∆E) fue calculada mediante la Ecuación 

3.1.  

 

Δ                    
                    

                   
      Ecuación 3.1 

 

Donde: ∆E es la variación total de color entre la muestra y la placa blanca del equipo, L es la 

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

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

 

Cada película se cortó en una pieza rectangular y se colocó dentro de una cubeta de un 

espectrofotómetro Beckman DU650 (Beckman, Alemania). Se registró el espectro de absorción de 

cada película en función de la longitud de onda, entre 400 y 800 nm, utilizando una cubeta vacía 

como referencia. La opacidad de la película (UA/mm) se calculó dividiendo la absorbancia a 500 

nm por el espesor de la película (mm) (Cao y col., 2007). Las determinaciones se realizaron por 

triplicado. 

 

3.3.4.4. Contenido de humedad 

 

El contenido de humedad se determinó luego de secar la película en una estufa a 105 °C 

durante 24 h. Las películas fueron cortadas en pequeños trozos y se colocaron en recipientes 

pequeños de papel de aluminio, se pesaron antes y después del secado en la estufa. El contenido 

de humedad se calculó 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. Solubilidad en agua 

 

La solubilidad en agua de las películas se determinó de acuerdo con el método propuesto 

por Gontard y col. (1992). Tres probetas circulares de película (2 cm de diámetro) se sumergieron 

en 50 mL de agua destilada, el sistema se agitó a 90 rpm y 20 °C durante 24 h. Luego, las muestras 

se filtraron (Whatman N°1). La fracción insoluble se secó en una estufa de aire forzado (Yamato, 

DKN600, Estados Unidos) a 105 °C durante 24 h. La solubilidad se calculó según la Ecuación 3.2. 

 

S  % = 
 m0- mf  x 100

m0
                                              Ecuación 3.2 

 

Donde: S es la solubilidad de la película (en %), m0 y mf son los pesos de la muestra de película 

antes y después de la solubilización 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 películas se colocaron en una celda de 

permeación con una abertura circular de 0,00185 m2. La determinación se efectuó a 20 °C, 

colocando las celdas en un desecador (Figura 3.2). La fuerza impulsora a través de la película, 

expresada como el gradiente de presión parcial de vapor, fue de 1753,35 Pa. Para mantener dicha 

fuerza impulsora se utilizó sílica anhidra (HRc=0) en la celda de permeación, y solución saturada de 

NaCl (HRd=0,75) en el desecador. La humedad relativa dentro de la celda fue siempre menor que la 

del desecador, por lo que la permeación de vapor de agua a través de la película fue determinada 

por la ganancia de peso en la celda de permeación. 

 

 

Figura 3.2. Dispositivo de medida, en donde se puede observar la película proteica colocada en la celda de 
permeación (con sílica en su interior, HRc=0) (A); y la celda de permeación colocada dentro de la cámara con 

humedad relativa controlada (con solución saturada de NaCl, HRd=0,75) (B). 

 

Luego de alcanzar el estado estacionario (aproximadamente 1 h), se realizaron 8 

determinaciones de peso de la celda de permeación durante 8 h. Los cambios en el peso de la 

celda en función del tiempo fueron registrados y graficados. Se determinó la pendiente del gráfico 

obtenido por medio de regresión lineal. La permeabilidad al vapor de agua se calculó según la 

Ecuación 3.3.  

 

WVP = (Δm/Δt).( δ/ Pv
H2O .(HRd – HRc).A)                Ecuación 3.3 

 

Donde: WVP es la permeabilidad al vapor de agua (g H2O/m
 Pa s); ∆m/∆t es la velocidad de 

permeación del vapor de agua (g de H2O/s); δ es el espesor de la película; Pv
H2O es la presión de 

A B 
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vapor de agua (1753,35 Pa) a la temperatura del ensayo (20 °C); HRc es la humedad relativa en la 

celda de permeación; HRd es la humedad relativa en el desecador; y A es el área de permeación 

(m2). Las determinaciones se realizaron al menos por triplicado. 

 

3.3.4.7. Absorción de agua 

 

La absorción de agua (AA) se determinó utilizando trozos de película de 1 cm2, que se 

pesaron inicialmente (m0) y luego se acondicionaron en un desecador conteniendo una solución 

acuosa saturada de CuSO4 (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 según la Ecuación 3.4.  

 

AA (%) = (m∞ -mo) x 100/mo              Ecuación 3.4 

 

Donde: AA es la absorción de agua (en %); m0 y m∞ son la masa inicial y de equilibrio de la película 

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

 

3.3.4.8. Temperatura de transición vítrea (Tg) 

 

La temperatura de transición vítrea (Tg) se determinó por calorimetría diferencial de 

barrido (DSC) empleando el mismo calorímetro y la calibración que se describió en la sección 

3.3.2.2. Se colocaron pequeños trozos de las películas (≈10 mg) en cápsulas 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 último calentamiento entre -100 y 220 °C a una velocidad de 10 

°C/min. La temperatura de transición vítrea (Tg, en °C) fue definida como el punto de inflexión en 

la línea de base causado por la discontinuidad en el calor específico de la muestra (Gontard y col., 

1996). Para su determinación se empleó el software Universal Analysis V4.2E (TA Instruments, 

Estados Unidos). Las determinaciones se realizaron por triplicado. 

 

 

 



 

44 
 

3.3.4.9. Propiedades mecánicas  

 

Se determinaron las propiedades mecánicas en ensayos de tracción, de acuerdo a la 

norma ASTM D882-91 (1991), empleando un texturómetro (TA.XT2i, Stable Micro Systems, 

Inglaterra), equipado con un sistema de mordazas para tensión A/TG y acoplado a un software 

específico (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 separación inicial de 

mordazas de 50 mm y una velocidad de separación de las mismas de 0,5 mm/s. Se registró la curva 

fuerza vs distancia, que se transformó en tensión (σ= fuerza/área transversal de la película) vs 

deformación (ε= porcentaje de elongación respecto de la separación 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 

tracción al momento de ruptura (σr), la elongación a la ruptura (εr) y el módulo elástico (E) como la 

pendiente de la recta tangente a la curva tensión-deformación en su sección lineal inicial (a bajas 

deformaciones). Se realizaron seis determinaciones por cada película evaluada, empleando al 

menos dos películas por formulación. 

 

  

Figura 3.3. Equipo empleado en el ensayo de tracción (A). Curva tensión vs deformación para una película 
proteica de soja, en donde se pueden observar los parámetros evaluados: módulo elástico (E), resistencia 
máxima a la tracción al momento de ruptura (σr), y el porcentaje de elongación a la ruptura (εr) (B). 

 

3.3.4.10. Difracción de rayos X (XRD) 

 

Se llevó a cabo en un difractómetro X'Pert Pro (PANalytical, Estados Unidos) equipado con 

una fuente de radiación Cu Kα (λ = 0,154 nm). La tensión y la corriente utilizada fueron de 40 kV y 

40 mA, respectivamente. Los datos de difracción se obtuvieron de 2θ = 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 

(d001) fueron calculados a partir del pico de difracción de la MMT según la ley de Bragg (Ecuación 

3.5). 

 

λ = 2d sinθ Ecuación 3.5 

 

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

láminas de arcilla; y 2 es la posición del pico de difracción. 

 

3.3.4.11. Microscopia electrónica de transmisión (TEM) 

 

Muestras de película cortadas en piezas menores a 0,5 mm2 se sumergieron en una 

solución de glutaraldehído al 2,5% en buffer fosfato de Sorensen (pH 7,2) durante 12 h para 

realizar una primera fijación. Posteriormente se lavó en el mismo buffer durante 30 min por tres 

veces y se llevó a cabo una segunda fijación con tetróxido de osmio al 2% durante 1 h. A 

continuación se lavó con agua destilada por tres veces (30 min cada lavado), y se procedió a la 

deshidratación en serie en concentraciones crecientes de acetona (25%, 50%, 75% y 3x100%) y se 

embebió en resina Spurr (Spurr, 1996) (1:2, 2:2, 2:1) y resina pura. Finalmente se polimerizó en 

estufa a 70 °C toda la noche. Las secciones ultrafinas se consiguieron con ultramicrótomo (LKB, 

1983) con cuchilla de diamante. Se realizó una tinción con acetato de uranilo (1 min) y citrato de 

plomo (40 seg). La observación se realizó en un microscopio de transmisión (JEOL 100 CXII, Japón) 

a 80 kV. 

 

3.3.4.12. Liberación del colorante 

 

Se analizó la capacidad de retención 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 según sus espectros de absorción UV-visible 

(entre 280 y 800 nm) en un espectrofotómetro (Beckman DU650, Alemania). A partir de los 

espectros de absorción, se seleccionó la longitud de onda () que permitiera caracterizar a cada 

colorante, escogida como la  con el máximo valor de absorbancia en el espectro. Posteriormente, 

discos de películas de 2,5 cm de diámetro fueron cortados, pesados, y colocados en un Erlenmeyer 
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con 20 mL de agua destilada, que se mantuvieron con agitación constante a 90 rpm durante 24 h. 

Se midió la absorbancia del soluble a 1 minuto (ti) y a 24 h (tf) a la λ característica del colorante 

incluido en la formulación de la película. El cálculo de liberación de colorante se realizó empleando 

una curva de calibración para cada colorante realizada a partir de una solución acuosa de 10 g de 

los mismos/100 mL, observando la variación entre ti y tf del colorante liberado. 

 

3.3.4.13. Pérdida de peso en suelo 

 

La pérdida de peso en suelo se determinó como una medida indirecta de la capacidad de 

biodesintegración de las películas y se analizó según un ensayo de pérdida de peso en suelo 

descripto por Dalev y col. (2000). Se colocó tierra (Terrafertil, Argentina) compuesta de compost 

orgánico y tierra negra (humedad: 35-40%, cenizas: 40-45%, materia orgánica: 15-20%, relación 

C/N: 7,7, pH: 6,2, conductividad eléctrica: 1,1 mmhos/seg) en recipientes plásticos, 

aproximadamente 400 g por bandeja. Muestras de películas de 1 cm2 fueron secadas previamente 

a 50 °C durante 24 h, pesadas y colocadas sobre mallas de plástico (también previamente secadas 

y pesadas) para permitir el acceso de los microorganismos y humedad, y la fácil remoción de las 

muestras durante el ensayo. Las mallas de plástico con las muestras de película se taparon con 1 

cm de la tierra. Las muestras se incubaron durante 4 semanas en cámaras 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 aspersión una vez por día. Una 

vez por semana se tomaron muestras de película 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 realización del ensayo. 
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Figura 3.4. Disposición de las películas en bandejas con tierra para ensayo de pérdida de peso en suelo. 

 

3.3.5. Análisis estadístico 

 

Los resultados fueron analizados mediante análisis de varianza (ANOVA) y expresados 

como la media  desviación estándar. Las medias fueron comparadas por el Test de Tukey con un 

nivel de significación α = 0,05, utilizando el programa SYSTAT (versión 12, Systat Software, Inc., 

Chicago, Estados Unidos). 

 

 

3.4. Resultados y discusión 

 

3.4.1. Caracterización del aislado proteico de soja 

 

El aislado proteico de soja utilizado en esta Tesis presentó un 85  2% p/p de proteínas (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 típicas, presentes 

en el aislado nativo, a 78,95  1,72 °C y 93,68  1,21 °C correspondientes a la desnaturalización de 

β-conglicinina (7S) y glicinina (11S) respectivamente (Mauri y Añón, 2006), que estarían indicando 

que el proceso industrial de la obtención del SPI afectó la conformación de las globulinas de soja, 

encontrándose 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 más habitual utilizado en la industria para 

modificar el comportamiento de las proteínas provocando el despliegue de las macromoléculas y 

la posible agregación de las subunidades AB de la fracción glicinina (Añón y col., 2001). Por el 

contrario, el proceso seguido en el laboratorio para la obtención del aislado, que consta de una 
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solubilización de la harina a pH 8, y posterior precipitación isoeléctrica de las proteínas a pH 4,5, 

redisolución y liofilización, permite obtener las proteínas prácticamente en su estado nativo, 

caracterizado por una entalpía de desnaturalización de 15,46  1,34 J/g (Mauri y Añón, 2006). 

 

 

Figure 3.5. Termogramas obtenidos por DSC del aislado proteico comercial de soja empleado en este trabajo 
de Tesis (●); y de un aislado proteico de soja obtenido en el laboratorio sin tratamiento térmico (●). 

 

La composición polipeptídica del SPI utilizado fue analizada por SDS-PAGE en condiciones 

no reductoras y reductoras (con β-mercaptoetanol) (Figura 3.6). 

 

 

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 adición de 2-β-mercaptoetanol). 
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El perfil obtenido bajo condiciones no reductoras (calle 2) mostró 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 característicos de β-conglicinina (α  

68 kDa, α’  72 kDa y β  52 kDa), y una baja proporción de los polipéptidos ácidos y básicos 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 estarían algo 

disociados y principalmente formando parte de los agregados de alto peso molecular, en 

concordancia a lo reportado por Añón y col., (2001). En condiciones reductoras (calle 3), también 

se observan las bandas de las subunidades α, α’, β (de β-conglicinina), y A y B (de glicinina) 

incrementadas a expensas de la desaparición de una proporción 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 ópticas de las películas 

 

En general las películas proteicas de soja son traslúcidas y con una coloración amarillenta 

tenue. Dicha coloración puede atribuirse a otros compuestos que se co-extraen junto a las 

proteínas. En este trabajo, fue posible obtener películas 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 películas nanocompuestas conteniendo 10 g de MMT/100 g de 

SPI con el agregado de los distintos colorantes analizados. 

 

     

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

 

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

control y coloreadas. El agregado de MMT aumentó en todos los casos el espesor de las películas 
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proteicas. Por su parte la incorporación de los colorantes a las formulaciones no afectó de manera 

significativa el espesor de las películas proteicas y nanocompuestas resultantes. 

 

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

Muestra 
Espesor (μm) 

SIN MMT CON MMT 

Control 58,46  8,98 b,A 65,95  9,90 a,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  9,45 a,A 

Naranja 61,02  5,30 b,A 75,05  8,40 a,A 

Letras minúsculas distintas indican diferencias significativas debidas al agregado de MMT para igual 
coloración (α = 0,05). Letras mayúsculas diferentes indican diferencias significativas debidas al agregado de 

los diferentes colorantes (α = 0,05). 
 

En la Figura 3.8 se presentan los parámetros de color L*, a* y b* de las películas 

estudiadas. Al incorporar MMT a la formulación, sólo se observaron diferencias en la luminosidad 

(L*) de las películas negras (Figura 3.8 A). Por otra parte, el agregado de los colorantes a las 

películas proteicas y nanocompuestas disminuyó los valores de luminosidad respecto a las 

películas control, siendo estas disminuciones más importantes para las películas negras y verdes.  

El parámetro a*, que describe la cromaticidad verde a rojo, de las películas proteicas y 

nanocompuestas control y coloreadas se presenta en la Figura 3.8 B. El agregado de MMT solo 

modificó el parámetro a* de las películas coloreadas. En particular generó un aumento 

significativo del parámetro a* en las películas naranjas, y una disminución en las películas de color 

blanco y verde. Las películas naranjas fueron las que mayor valor a* presentaron, debido a su 

componente amaranto que otorga característico color rojo oscuro; en contraposición las películas 

verdes fueron las de menores valores de a*, característica del color verde que forman la mezcla de 

componentes azules (azul indigotina y azul patente) y amarillo-anaranjado (tartrazina). 

El parámetro b*, que describe la cromaticidad azul a amarillo, de las películas proteicas y 

nanocompuestas control y coloreadas se esquematiza en la Figura 3.8 C. La incorporación de MMT 

a las películas (sin colorantes) generó un pequeño aumento de b*, intensificando la coloración 
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amarillenta a las películas nanocompuestas resultantes; mientras que en el caso de las películas 

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

de blanco, negro y naranja.  

 

 

 

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

diferencias con un nivel de significancias de  α = 0,05. 
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 Todas estas observaciones pueden resumirse analizando la variación de color (ΔE) (Tabla 

3.3). El agregado de MMT a las formulaciones generó un aumento significativo en la variación de 

color de todas las películas, excepto para las blancas. Los cambios más marcados se presentaron 

en las películas sin colorear y negras. De todos modos es importante destacar que las diferencias 

estadísticas para la detección instrumental de color debidas al agregado de la MMT fueron 

prácticamente imperceptibles a simple vista. 

 

Tabla 3.3. Variación de color (ΔE) y opacidad de las películas proteicas y nanocompuestas control o 
coloreadas (blanco, negro, verde, naranja). 
 

Muestra 
ΔE  Opacidad (UA/mm) 

SIN MMT CON MMT  SIN MMT CON MMT 

Control 12,91  2,98 b,D 18,12  1,50 a,E    1,86  0,31 a,D  2,02  0,14 a,D 

Blanco 21,11  0,77 a,C 21,49  0,37 a,D  41,28  1,12 a,A 35,45  0,14 b,A 

Negro 61,87  2,71 b,A 71,39  1,37 a,A  14,58  0,56 a,C 13,19  0,92 a,C 

Verde 57,45  1,03 b,B 59,27  0,37 a,C  26,04  5,35 a,B 23,62  2,53 a,B 

Naranja 62,98  0,73 b,A 64,42  0,14 a,B  39,35  1,63 a,A 36,49  0,74 a,A 

Letras minúsculas distintas indican diferencias significativas debidas al agregado de MMT para igual 
coloración (α = 0,05). Letras mayúsculas diferentes indican diferencias significativas debidas al agregado de 

los diferentes colorantes (α = 0,05). 
  

La opacidad de las películas proteicas y nanocompuestas control y coloreadas también se 

presenta en la Tabla 3.3. Petersson y Oksman (2006) sugieren que el grado de exfoliación y la 

fracción volumétrica de nanorefuerzo tienen una gran influencia en la transmitancia de luz UV y 

visible, y que el hecho que no haya reducción en la cantidad de luz que se transmite a través de las 

películas nanocompuestas es una indicación de que los nano-refuerzos están totalmente 

exfoliados, dado que una matriz transparente que contiene un bajo porcentaje de nanorefuerzo 

totalmente exfoliado presenta buena claridad óptica. Finalmente concluyen como resultado de 

esto que no debería haber una gran diferencia en la cantidad de luz que se transmite a través de 

las películas nanocompuestas respecto de las formadas por la matriz pura. El agregado de MMT 

redujo la opacidad en las películas blancas. Echeverria y col. (2014) también observaron una 

disminución en la opacidad de películas nanocompuestas basadas en proteínas de soja y MMT 

respecto de las respectivas películas control. Los autores propusieron que esos cambios podrían 
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deberse a diferentes arreglos moleculares de agregación por presencia de la arcilla en la matríz 

proteica que otorgaría mayor transparencia a las películas nanocompuestas y finalmente al buen 

grado de intercalación-exfoliación de la MMT alcanzado. De todos modos esto requiere ser 

determinado en forma directa. El hecho de que el efecto de disminución en la opacidad logrado 

por la MMT se observe solo en las películas blancas, sugiere que la presencia de la nanoarcilla 

podría estar modificando la distribución del colorante en la matriz proteica. 

En todos los casos la presencia de los colorantes en las películas proteicas y 

nanocompuestas provocó un aumento en la opacidad de los respectivos materiales, siendo las de 

color blanco y naranja las más opacas. Pero cabe repetir que en el caso de las blancas, el efecto 

antes descripto del agregado de la arcilla fue el más significativo. La mayor opacidad de las 

películas blancas probablemente se encuentre asociada con la presencia de una mayor proporción 

en la formulación de este colorante de dióxido de titanio (TiO2) insoluble, que se encontrará 

disperso en la matriz. 

 Con el fin de evaluar la capacidad barrera a la luz de las películas proteicas y 

nanocompuestas coloreadas o no, se analizaron los espectros de absorción en la zona del visible 

(400 a 800 nm) (Figura 3.9). 

 

  

Figura 3.9. Espectros de absorción en la zona del visible para películas proteicas de soja (sin MMT) (A) y 
películas nanocompuestas (con MMT) (B): (●) control, (●) blancas, (●) negras, (●) verdes y (●) naranjas. 

 

Las películas sin colorear (con y sin MMT), que eran traslúcidas prácticamente no 

mostraron absorción en el rango analizado. El agregado de los distintos colorantes permitió 

obtener propiedades barrera a la luz diferenciales. La presencia de MMT (Figura 3.9 B) no 

modificó los espectros, sólo generó un aumento en los valores de absorción para los colorantes 

blanco y naranja y una leve disminución en el verde al menos para algunas longitudes de onda. 

Esto podría deberse a interacciones distintas de los compuestos presentes en los colorantes con 
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las proteínas en presencia de la arcilla. Las películas proteicas y nanocompuestas blancas y negras 

presentaron una absorción pareja en todo el rango del espectro analizado, sin picos de absorción, 

y con una leve disminución de absorción a mayores valores de longitud de onda, siendo esta 

barrera máxima para las películas nanocompuestas blancas. Los niveles de absorbancia similares 

en el caso de las películas blancas y negras podrían deberse a que en este caso predomina la 

dispersión de la luz en todo el espectro por la presencia de componentes insolubles en los 

colorantes como el dióxido de titanio (TiO2) y el carbón activado. Por su parte, las películas verdes 

que también presentaron una absorbancia base, algo mayor que la de las negras, también 

presentaron dos picos con máximos a 440 nm y 640 nm respectivamente. Por último las películas 

coloreadas de naranja mostraron un efecto barrera a la luz importante a λ 580 nm (con un 

máximo en 480 nm), y una absorción muy baja en el resto del espectro (Figura 3.9 B). 

La selección de los colorantes apropiados permitiría generar películas con espectros de 

absorción más apropiados para cada uso en particular. Las películas con menor transmisión de 

radiación podrían ser por ejemplo de utilidad para envasar alimentos que sean sensibles a la foto-

oxidación o para emplear en cultivos en los que se desee utilizar mulching, en los que la baja 

transmisión de radiación fotosintéticamente activa (PAR) al suelo es de interés para el control de 

las malezas. La manipulación de los colores de las películas empleadas en mulching puede afectar 

la reflexión de la radiación y tener implicancias productivas. Así por ejemplo el empleo de 

coberturas claras aumentó la radiación 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 

proporción de radiación roja y roja lejana modificó las respuestas fotomorfogénicas en cultivos 

(Casierra-Posada y col., 2011). Además, los distintos espectros demostrados permitirían usar estas 

películas proteicas y nanocompuestas coloreadas en agricultura permitiendo que cierta radiación 

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 películas proteicas y nanocompuestas control y coloreadas 

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

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

3.4. 

 

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

Muestra 
Contenido de agua (%)  Solubilidad (%) 

SIN MMT CON MMT  SIN MMT CON MMT 

Control 19,5  0,4 a,B 15,3  0,8 b,AB  39,6  2,5 a,B     36,8  2,5 a,B 

Blanco  21,8  1,5 a,AB      15,1  0,3 b,B  40,4  0,3 a,B 38,9  2,4 a,AB 

Negro  21,2  0,8 a,AB      15,2  0,2 b,AB  40,9  2,8 a,B 39,6  2,7 a,AB 

Verde       20,6  0,4 a,B      15,5  0,7 b,AB  40,7  1,6 a,B 39,1  2,5 a,AB 

Naranja       23,4  0,3 a,A      16,5  0,2 b,A  46,7  0,2 a,A     44,2  1,5 a,A 

Letras minúsculas distintas indican diferencias significativas debidas al agregado de MMT para igual 
coloración (α = 0,05). Letras mayúsculas diferentes indican diferencias significativas debidas al agregado de 

los diferentes colorantes (α = 0,05). 
 

Al incorporar MMT a las formulaciones, las películas nanocompuestas resultantes 

presentaron un contenido de agua menor que las películas proteicas control con  o sin colorantes. 

Teniendo en cuenta que la MMT tiene cierto carácter hidrofílico y capacidad de interactuar con el 

agua a través de puentes de hidrógeno (Sharif y col., 2005; Rhim y Perry, 2007; Huang y col., 

2004), la disminución en el contenido de agua observada sugeriría que las interacciones entre la 

proteína y la arcilla estarían 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 películas proteicas y nanocompuestas resultantes, con excepción del naranja que sólo provocó 

un aumento en el contenido de agua respecto de la película proteica control. 

Respecto a la solubilidad en agua, todas las películas estudiadas, proteicas y 

nanocompuestas control y coloreadas mantuvieron su integridad luego de permanecer en 

contacto con agua durante 24 h en agitación, tal como se observa en la Figura 3.10 para las 

películas nanocompuestas a modo de ejemplo. En la imagen también se observa la liberación de 

los colorantes de las películas naranjas y verdes, lo que no ocurrió con las películas blancas y 

negras. Los valores de solubilidad (Tabla 3.4) de las películas 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 películas obtenidas con aislados de soja similares (Denavi y col, 2009). El agregado de MMT 

no modificó la solubilidad de las películas 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), serían desestabilizadas 

con las condiciones del ensayo de solubilidad (contacto prolongado con agua en agitación). Por su 

parte, la presencia de colorantes tampoco modificó el valor de solubilidad de las películas 

proteicas y nanocompuestas resultantes, a excepción de las películas naranjas, que sí presentaron 

una mayor solubilidad.  

 

     

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

durante 24 h. 

 

La permeabilidad al vapor de agua (WVP) y la absorción de agua (AA) de las películas se 

presentan en la Tabla 3.5. El agregado de MMT a las formulaciones no modificó la permeabilidad 

de las películas proteicas control, ni adicionadas con colorantes blanco, negro y verde. Solo 

disminuyó significativamente la WVP de las películas proteicas naranjas ( 50%). Por su lado, 

ningún colorante modificó la permeabilidad de las películas proteicas y nanocompuestas. Solo el 

efecto diferencial del colorante naranja en presencia de MMT provocó una disminución de la WVP 

de esta película respecto de la película nanocompuesta control (soja + MMT sin colorante).  

Por último, la arcilla sólo disminuyó la absorción de agua en las películas proteicas control 

y naranja, no produciendo modificaciones en el resto de las formulaciones. En cuanto a los 

colorantes, las películas blancas, negras y verdes bajaron la absorción de agua de las películas 

proteicas, pero no la de las respectivas películas nanocompuestas. Por su parte, la presencia del 

colorante naranja no modificó la AA de las películas proteicas pero sí logro disminuirla en su 

respectivo nanocompuesto. Para esta propiedad, pareciera que el efecto de los colorantes negro, 

naranja y verde podría estar enmascarando el de la MMT. Cyras y col. (2008) reportaron una 

disminución de la absorción de agua en películas en base a almidón nanoreforzadas con MMT, que 

atribuyeron a la formación de una matriz estabilizada principalmente por puentes de hidrógeno 

A B C D E 
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entre el almidón y los grupos hidroxilo de la MMT que dificulte la difusión 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) estarían más expuestos en la superficie 

de la matriz limitando la cantidad de agua absorbida. 

En bibliografía existen numerosos ejemplos en los que el agregado de arcilla disminuye la 

susceptibilidad al agua de películas en base a biopolímeros, 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 así como de las 

características propias de cada sistema. A diferencia de los resultados aquí reportados, Echeverria 

y col. (2014), observaron que al incrementar el contenido de MMT en películas proteicas de soja 

disminuía progresivamente el contenido de agua, junto con la solubilidad y la permeabilidad al 

vapor de agua de las películas nanocompuestas resultantes. Incluso llegaron a demostrar que la 

disminución en la permeabilidad al vapor de agua se debía principalmente a la disminución de la 

velocidad de difusión de estas moléculas, posiblemente por el aumento en la tortuosidad del 

camino a recorrer ocasionado por la exfoliación de la arcilla en la película. La diferencia en los  

resultados en este trabajo posiblemente se asocie a un menor grado de intercalación-exfoliación 

de la arcilla dentro de la matriz proteica. Más allá de esto es importante señalar que el agregado 

de los colorantes no afectó demasiado la susceptibilidad al agua de las películas, teniendo en 

cuenta que en muchas ocasiones el agregado de compuestos activos a matrices proteicas además 

de otorgarle una propiedad adicional, genera un efecto plastificante influyendo en las propiedades 

de barrera, solubilidad y también en las propiedades mecánicas (Salgado y col., 2011; Quilaqueo 

Gutiérrez y col., 2012; Salgado y col., 2013). De los colorantes evaluados en este trabajo, el naranja 

presentó un comportamiento distinto al resto, característico a compuestos más hidrofílicos, pero 

posiblemente con mayor capacidad de interaccionar con la arcilla, dado que este sistema fue el 

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

Muestra 
WVP x 10

-11
(g H2O/m Pa s)  AA (%) 

SIN MMT CON MMT  SIN MMT CON MMT 

Control 8,2  0,8 a,AB 5,5  1,5 a,A  118,5  2,0 a,A     91,9  3,1 b,AB 

Blanco 6,7  0,1 a,AB 5,6  1,5 a,A  93,9  1,4 a,B 89,7  3,4 a,B 

Negro 6,8  0,6 a,AB 5,1  0,6 a,A  93,3  3,3 a,B   91,3  1,7 a,AB 

Verde 6,1  0,1 a,B 5,0  1,1 a,A  95,2  3,0 a,B   95,5  2,8 a,AB 

Naranja 8,9  1,1 a,A 4,1  0,9 b,A      119,7  3,1 a,A       98,1  2,5 b,A 

Letras minúsculas distintas indican diferencias significativas debidas al agregado de MMT para igual 
coloración (α = 0,05). Letras mayúsculas distintas indican diferencias significativas debidas al agregado de los 

diferentes colorantes (α = 0,05). 
 

3.4.4. Propiedades mecánicas 

 

Las propiedades mecánicas de las películas proteicas y nanocompuestas control y 

coloreadas fueron estudiadas a partir de ensayos en tracción y se presentan los valores de tensión 

a la ruptura, elongación a la ruptura y módulo de Young (Figura 3.11). 

El agregado de MMT a las formulaciones produjo un efecto refuerzo importante en las 

películas proteicas control y coloreadas, evidenciado en un aumento significativo en la resistencia 

a la ruptura y el módulo de Young, en detrimento de la elongación en todos los casos. Por 

ejemplo, para las películas control, el agregado de MMT generó un aumento del 150% y 283% en 

la tensión a la ruptura y el módulo de Young respectivamente. En las películas coloreadas de verde 

y naranja, las mejoras fueron aún más importantes, llegando a aumentar en un 163% la tensión a 

la ruptura y en un 353% el módulo de Young para las de color naranja; y en las blancas y negras 

estas mejoras fueron inferiores a las alcanzadas para las películas control. El mayor efecto refuerzo 

en presencia del colorante naranja, también fue verificado al analizar la susceptibilidad al agua de 

estas películas nanocompuestas. 
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Figura 3.11. Propiedades mecánicas medidas en tracción de las películas proteicas (sin MMT, ●) y 

nanocompuestas (con MMT, ●) control o coloreadas de blanco, negro, verde y naranja: tensión a la ruptura 

(r) (A); módulo de Young (E) (B); elongación a la ruptura (εr) (C). Letras distintas indican diferencias con un 
nivel de significancia de α = 0,05. 

 

La adición de los colorantes a las películas proteicas no afectó la tensión a la ruptura y el 

módulo de Young de las mismas evidenciando que los mismos no tienen efecto plastificante, tal 

como se mencionó anteriormente. Pero en el caso de los colorantes verde y naranja aumentaron 

0 

2 

4 

6 

8 

10 

Control Blanco Negro Verde Naranja 


r (

M
P

a)
 

0 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

Control Blanco Negro Verde Naranja 

E 
(M

P
a)

 

0 

40 

80 

120 

160 

Control Blanco Negro Verde Naranja 

ε r
 (

%
) 



 

60 
 

significativamente la elongación a la ruptura de estas películas proteicas, efecto que no se 

visualizó en las películas nanocompuestas 

Es evidente que existe una importante afinidad entre la matriz proteica y la MMT que 

provoca interacciones fuertes que logran mejorar las propiedades mecánicas, aunque no se 

observan mejoras estadísticamente significativas en la permeabilidad al vapor de agua y la 

solubilidad. Además el grado de interacción resultante es diferente dependiendo del tipo de 

colorante empleado. Ensminger y Gieseking (1939 y 1941) reportaron que la formación de 

complejos entre la proteína y la MMT principalmente involucra un intercambio entre los grupos 

catiónicos (-NH3
+) en las cadenas laterales de aminoácidos de la proteína 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 electrostáticas y puentes de 

hidrógeno entre las proteínas de soja y las capas de MMT desordenadas en la matriz proteica, que 

restringen el movimiento de las cadenas peptídicas y provocan el aumento de la resistencia a la 

tracción y módulo de las películas nanocompuestas, y la disminución de su elongación. Echeverría 

y col. (2014) analizaron el tipo y la proporción de interacciones que estabilizaban las películas 

proteicas de soja reforzadas con cantidades variables de MMT. Ellos realizaron ensayos de 

solubilidad diferencial de las películas proteicas y nanocompuestas en diferentes sistemas buffers 

capaces de interferir con tipos específicos de interacciones: agua, para disolver polipéptidos libres 

en la matriz proteica; buffer fosfato, para interferir en interacciones electroestáticas; buffer 

fosfato con SDS, para interrumpir interacciones hidrofóbicas; buffer fosfato con urea, para 

interrumpir los puentes hidrógeno así como interacciones hidrofóbicas; buffer fosfato con SDS y 

urea para interrumpir todas las interacciones antes mencionadas; y buffer fosfato con SDS, urea y 

ME (β-mercaptoetanol) para interrumpir puentes disulfuro. De este estudio, Echeverría y col. 

(2014) pudieron evidenciar que cuando se incorpora MMT a las películas 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 películas proteicas como nanocompuestas. La MMT 

estaría interfiriendo en las uniones estabilizadas por puentes de hidrógeno, quizás 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 películas nanocompuestas, hace 

suponer que posiblemente en este caso el agregado de la arcilla no haya influenciado en demasía 

en la formación de puentes disulfuro. 
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3.4.5. Temperatura de transición vítrea 

 

Las películas proteicas y nanocompuestas control y coloreadas fueron analizadas según su 

temperatura de transición vítrea, calculadas a partir del análisis de los termogramas obtenidos por 

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

 

Tabla 3.6. Temperatura de transición vítrea (Tg) de las películas proteicas y nanocompuestas control o 
coloreadas (blanco, negro, verde y naranja). 
 

Muestra 
Tg (°C) 

SIN MMT CON MMT 

Control -39,2  0,1 a,A -39,5  2,1 a,A 

Blanco -36,8  4,1 a,A -38,5  3,8 a,A 

Negro -35,5  2,4 a,A -37,1  3,7 a,A 

Verde -36,7  3,9 a,A -42,2  3,9 a,A 

Naranja -36,9  3,5 a,A -37,8  4,7 a,A 

Letras minúsculas distintas indican diferencias significativas debidas al agregado de MMT para igual 
coloración (α = 0,05). Letras mayúsculas distintas indican diferencias significativas debidas al agregado de los 

diferentes colorantes (α = 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 películas 

nanocompuestas, en concordancia con los resultados de Echeverría y col. (2014) quienes también 

reportaron Tg cercanas a los -40 °C para películas proteicas y nanocompuestas de soja-MMT. Estos 

resultados sugerirían que los cambios en el entrecruzamiento de la matriz proteica en presencia 

de la MMT, responsables del refuerzo, posiblemente estarían dejando un volumen libre que 

compensaría a la movilidad de las moléculas, y que en parte podría relacionarse con el aumento 

en el espesor observado. A diferencia de estos resultados Hedenqvist y col. (2006) informaron que 

la Tg de películas proteicas en base a proteína de suero aumentó de 5 a 10 °C con la adición de 

MMT; y Rimdusit y col. (2008) vieron un aumento en la Tg de 176 a 182 °C para películas en base a 

carboximetilcelulosa-MMT que atribuyeron a la restricción en los movimientos térmicos del 

polímero debido a la presencia de la MMT. Por su parte, el agregado de los distintos colorantes 

tampoco modificó los valores de las Tg de las películas proteicas y nanocompuestas, lo que resultó 

esperado a partir de lo observado en otras propiedades fisicoquímicas.  
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3.4.6. Morfología de las películas proteicas y nanocompuestas 

 

La morfología de las películas proteicas y nanocompuestas control y coloreadas fue 

analizada por difracción de rayos X (DRX) y microscopía electrónica de transmisión (TEM). 

Mediante estas técnicas, es posible determinar el grado de exfoliación y/o intercalación alcanzado, 

y la dispersión de la MMT en la matriz proteica, así como el efecto de la adición 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 

característico en 2θ= 7,21 °. Este pico de difracción se corresponde según la Ley de Bragg a un 

espacio interlaminar d001= 1,2 nm. Al separarse las capas que forman la estructura cristalina de la 

arcilla, los picos de difracción característicos de la arcilla pura tienden a moverse hacia ángulos 

menores e incluso pueden llegar a desaparecer si hay desordenamiento total de la estructura 

cristalina de la MMT. Cuando las cadenas del polímero se intercalan entre las capas de arcilla, el 

espacio interlaminar aumenta y es evidenciado por el desplazamiento del pico de difracción de la 

MMT pura a menores ángulos de difracción. Si las cadenas de polímero logran una estructura 

exfoliada con las capas de arcilla, no se observan picos de difracción 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). 

 

 

Figura 3.12. Patrón de difracción de rayos X (DRX) característico de la MMT-Na natural. 

 

El difractograma obtenido de la MMT pura, con su pico característico a 2θ = 7,21 °, se 

repite en la Figura 3.13 junto a los de las películas proteicas control, y al de las películas 

nanocompuestas control y coloreadas de blanco, negro, verde y naranja. 
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Figura 3.13. Difracción de rayos X (DRX) de la MMT pura (●) y de películas proteicas de soja sin colorear y sin 

MMT (●) control; y películas proteicas nanocompuestas sin colorear (●) y coloreadas de blanco (●), negro 
(●), verde (●) y naranja (●) con MMT. 

 

Como era de esperar, el difractograma de la película proteica control (sin MMT) no 

presentó ninguna transición en el rango analizado (sin pico ni levantamiento de la línea de base) 

debido a su naturaleza amorfa. Por su parte, en el correspondiente a las películas proteicas de soja 

reforzadas con MMT (control sin colorante), no se observa ningún 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 sí un levantamiento de la línea de base en la medida 

que el ángulo tiende a cero. Ese levantamiento podría estar relacionado con un cierto grado de 

intercalación de las cadenas de proteínas en las galerías de las capas de arcilla, causando un 

ensanchamiento de la separación de las capas de la MMT en el nanocompuesto en relación con la 

MMT pura, en conjunto con capas de MMT exfoliadas, separadas del resto (Quillaqueo Gutierrez y 

col., 2012). En síntesis estas películas nanocompuestas presentarían un alto grado de 

intercalación-exfoliación de la MMT en la matriz proteica. Los difractogramas de las películas 

nanocompuestas coloreadas mostraron modificaciones respecto del de la película nanocompuesta 

control, lo que indicaría que los componentes presentes en los colorantes influenciarían en el 

grado de intercalación-exfoiación, pero en todos desaparece el pico característico de la MMT 

confirmando la formación de los nanocompuestos. En el caso de las películas blancas y naranjas no 
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se observaron picos desplazados a ángulos menores, ni prácticamente el levantamiento de la línea 

de base, lo que permite suponer que los compuestos que integran estos colorantes estarían 

favoreciendo la exfoliación de la arcilla en la matriz proteica. Esto puede correlacionarse con las 

mejores propiedades de las películas nanocompuestas naranjas, y con el efecto refuerzo y la 

importante disminución en la opacidad de las películas nanocompuestas blancas. En el 

difractograma de la película verde tampoco se aprecia un pico definido, pero si un levantamiento 

de la línea de base que resulta ser menor que el de la película nanocompuesta control que hace 

suponer un alto grado de intercalación-exfoliación. Por último, el agregado del colorante negro 

afectó la organización del nanocompuesto formado, que si evidenció un corrimiento de pico de 

difracción a 2θ= 3,2 °, correspondiente a un espacio interlaminar d001= 2,75 nm (mayor que el de la 

MMT pura), denotando una mayor importancia al fenómeno de intercalación de la proteína en las 

galerías de la MMT, pero que podría estar coexistiendo con capas de arcilla exfoliadas. En este 

caso algún componente del colorante negro estaría disminuyendo en parte la capacidad de la 

proteína de intercalarse entre las capas de arcilla y seguir separándolas hasta lograr la exfoliación 

completa de la misma. 

 

Las películas nanocompuestas control y coloreadas fueron analizadas por microscopía 

electrónica de transmisión (TEM) y las micrografías resultantes se muestran en la Figura 3.14.  
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Figura 3.14. Microfotografías TEM de las películas nanocompuestas coloreadas. 

 

Esta técnica complementa a la difracción de rayos X y permite visualizar como esa 

morfología 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 concentración 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 láminas de arcilla totalmente exfoliadas, en conjunto con otras con 

distinto grado de separación de las capas pero alineadas, características de sistemas intercalados, 

evidenciando que el ordenamiento tactoide de las arcillas ha sido desplazado por las proteínas de 

soja lo que confirma el alto grado de exfoliación-intercalación alcanzado observado por rayos X. 

Así por ejemplo, las de las películas blancas reflejan una mejor distribución y mayor proporción de 

exfoliación tal como se observó en su correspondiente difractograma. También se observan 

regiones ricas en proteínas, sin presencia de arcilla, especialmente en las películas control. Esto 

evidenciaría que la presencia de los colorantes facilitó la distribución de la arcilla en la matriz 

proteica y tal vez podría ser responsable de no haber podido mejorar la permeabilidad al vapor de 

agua. Aun así esta organización de la estructura, definida por la afinidad de los componentes de 

cada formulación, y determinada por el uso de técnicas apropiadas para dispersar la MMT en agua 

y posteriormente en las dispersiones conteniendo a la proteína de soja y los colorantes, logró 

mejorar el comportamiento mecánico de las películas, así como sus propiedades ópticas y de 

barrera. Según Majdzadeh-Ardakani y col. (2010) la combinación de mezclado mecánico y 

ultrasonido favorece la dispersión eficiente de la arcilla, tal como se realizó en este trabajo. 

 

3.4.7. Liberación del colorante en solución acuosa 

 

Cuando se realizó la medida de solubilidad en agua de las películas proteicas y 

nanocompuestas coloreadas, se visualizó la liberación de al menos parte de los colorantes verde y 

naranja luego de 24 h, tal como se mostró en la Figura 3.10. A partir de esa observación se intentó 

cuantificar la liberación de los colorantes y evaluar si la presencia de MMT modificaba la retención 

de los mismos en las matrices nanocompuestas. 

Esa liberación fue medida a partir de discos de película que se colocaron en contacto con 

agua, y de la misma se calculó espectrofotométricamente la cantidad de colorante liberado en el 

soluble a 1 min (ti) y a las 24 h (tf). Los resultados se resumen en la Figura 3.15. 
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Figura 3.15. Liberación del colorante en contacto directo con agua medido a ti = 1 minuto y tf = 24 h. Barras 
con colores intensos corresponden a las películas proteicas coloreadas, y con textura a las correspondientes 

nanocompuestas. Letras distintas indican diferencias con un nivel de significancia de α = 0,05. 
 

El agregado de MMT a las películas proteicas coloreadas únicamente tuvo efecto en la 

retención del colorante a corto lapso de tiempo para la película coloreada de naranja. Luego de 1 

min en contacto con agua se liberó el 43,6  5,7% del colorante naranja contenido en la película 

nanocompuesta, y pasadas las 24 h de ensayo no se observó retención alguna, liberándose el 

100% del colorante presente tanto en las películas proteicas como nanocompuestas de este color. 

Cuando se describió la absorción de agua de las películas, la MMT fue capaz de disminuir la 

cantidad de agua absorbida por las películas nanocompuestas naranjas, y quizás este 

comportamiento explicaría el retardo en la liberación del colorante naranja en las películas 

nanocompuestas. Los colorantes blanco y negro permanecieron más retenidos en las películas 

proteicas y nanocompuestas respecto a los colorantes verde y naranja. Luego de 1 min de tiempo 

de ensayo, las películas proteicas y nanocompuestas blancas y negras no mostraron diferencias en 
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el porcentaje de colorante liberado, alcanzado valores de liberación de colorante entre 2 y 6%; 

pasadas las 24 h, la liberación de colorante de estas películas alcanzo valores de 17 y 22%. El 

colorante verde de las películas proteicas y nanocompuestas fue liberado totalmente en los dos 

lapsos de tiempo evaluados en este ensayo. Estos resultados sugieren que los colorantes naranja y 

verde no se encuentran ligados fuertemente a las proteínas, y su naturaleza hidrofílica hace que se 

liberen fácilmente en contacto con el agua. La MMT solamente retardó inicialmente la liberación 

del colorante naranja, probablemente debido a la tortuosidad generada en la matriz para que 

difundan las moléculas que únicamente están presentes en la composición 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 película proteica y 

nanocompuesta de ese color presenten comportamientos bien distintos. En cambio, los colorantes 

blanco y negro parecerían estar más involucrados en la formación de la matriz, interaccionando 

más con la proteína de soja, sin influirle la presencia de la arcilla. 

La importancia de conocer la retención de los colorantes en las películas, tanto proteicas 

como nanocompuestas, es fundamental para poder plantear potenciales aplicaciones. 

 

3.4.8. Pérdida de peso en suelo 

 

Se analizó la pérdida de peso en suelo de las películas proteicas y nanocompuestas 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 películas evaluadas en función del tiempo del ensayo. 
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Figura 3.16. Pérdida de peso en suelo de películas proteicas y nanocompuestas control y coloreadas de 
blanco y negro durante cuatro semanas. 

 

El agregado de MMT a las películas proteicas logró reducir significativamente la pérdida de 

peso de las películas control y blanco durante las dos primeras semanas de ensayo, y solo para la 

primera semana en el caso de las películas coloreadas de negro. El agregado de los colorantes no 

tuvo efecto en la pérdida de peso ni en las películas proteicas ni en las nanocompuestas. 

Las películas proteicas fueron los materiales que perdieron peso más rápidamente en las 

condiciones de ensayo. Al cabo de una semana se observó una pérdida de peso del 46,1  6,4% en 

las películas proteicas control, de 44,8  5,1% para las películas proteicas blancas, y de 47,8  2,5 

para las películas proteicas negras. En cambio, en esa primer semana de ensayo, las películas 

nanocompuestas control perdieron peso en un 24,2  2,1%, las blancas 28,9  7,1% y las negras 

29,1  5,5%. En la segunda semana, las pérdidas de peso rondaron el 80% para las películas 

proteicas y el 69% para las películas nanocompuestas, siendo significativa la diferencia sólo para 

las películas control y blanca. A partir de la tercer semana, no se observaron diferencias entre la 

pérdida de peso de las películas proteicas y nanocompuestas y los valores de pérdida de peso 

rondaron entre el 90 y el 95%, siendo muy difícil la manipulación de todas las películas por el alto 

grado de desintegración; ya para la cuarta semana, tanto las películas 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 películas proteicas en base a gelatina, control y con diferentes agregados de agentes 

entrecruzantes, no duraron más de 6 días en contacto con suelo, ya que fueron completamente 

degradadas. Condés (2012) estudió la pérdida de peso en suelo para películas en base a proteínas 

de amaranto, control y nanoreforzadas con nanocristales de almidón y pudo evidenciar una 

diferencia en la pérdida de peso de las películas al cabo de una semana, siendo del 80% para las 

películas proteicas y en el orden del 20% para las nanoreforzadas; para la segunda semana de 

ensayo, este autor informó que tanto las películas proteicas de amaranto como las nanoreforzadas 

fueron casi completamente degradadas. Las películas proteicas de soja evaluadas en el ensayo de 

pérdida de peso de este capítulo presentan mayor durabilidad si se las compara con las películas 

proteicas en base a gelatina y a amaranto. Sin embargo, el retraso inicial en la pérdida de peso de 

las películas nanocompuestas en base a proteínas de soja y MMT, se asemeja al retraso inicial que 

Condés (2012) informó para películas proteicas de amaranto nanoreforzadas con nanocristales de 

almidón, por lo que el empleo de nanorefuerzos en películas proteicas trae aparejado un 

aumento, aunque sea a intervalos de una a dos semanas, de la durabilidad de la película en 

contacto con suelo. 

El retraso en la pérdida de peso inicial de las películas nanocompuestas, indicaría que la 

MMT estaría protegiendo a la matriz proteica. Chevillard y col. (2011) estudiaron la 

biodegradación de materiales (pellets) proteicos y nanocompuestos en base a gluten de trigo y 2 

tipos diferentes de MMT, una natural y otra orgánicamente modificada, obtenidos por extrusión. 

El método que emplearon para medir la biodegradación se basó en la norma ASTM D5988-96, que 

utiliza la medición del CO2 generado durante la biodegradación como producto proporcional del 

sustrato biodegradado. Pudieron evidenciar un retraso en la biodegradación de las muestras que 

contenían las arcillas respecto a las que solo se componían de proteína, y a partir de sus 

resultados, estos autores proponen tres hipótesis posibles para explicarlo: 

i) la menor capacidad de adsorción de agua de los materiales con MMT; 

ii) la presencia de tortuosidad en el camino a penetrar dada la nanodispersión de estos 

silicatos, resultando en una difusión 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 macroscópico de las películas durante el avance del ensayo en las 4 semanas 

evaluadas se muestra en la Figura 3.17. Más allá de la pérdida de masa que puede apreciarse con 

el transcurso de las semanas (y que se discutió anteriormente), puede observarse que las películas 

control sufren un cambio de color ya luego de permanecer la primera semana bajo tierra, su 

tonalidad amarillenta característica pasó a una tonalidad más opaca y amarronada, similar a lo 

obtenido por González y col. (2011) también para películas proteicas de soja. 

 

 

Figura 3.17. Apariencia de las películas durante el ensayo de pérdida de peso en suelo. 
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3.5. Conclusiones 

 

Fue posible obtener materiales nanocompuestosa partir de proteínas de soja, MMT y 

colorantes comestibles, que podrían ser evaluados para distintas aplicaciones. El agregado de la 

MMT le otorgó a las películas una mayor trasparencia (menor opacidad), mejores propiedades 

mecánicas (generando aumentos en la tensión a la ruptura y módulo de Young, y disminuyendo su 

elongación) y prolongó su período de biodegradación (medido a través de la pérdida de peso en 

suelo), pero no logró modificar la permeabilidad al vapor de agua a todas las películas estudiadas. 

El agregado de colorantes a las películas proteicas y nanocompuestas permitió obtener una 

variedad de materiales con distintas propiedades ópticas, con mayor capacidad barrera a la luz en 

todos los casos respecto a las películas control. La arcilla solo logró mejorar la retención 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 fisicoquímicas de las películas. Estos colorantes 

parecieran mejorar la distribución de la MMT en la formulación, y variar su grado de exfoliación-

intercalación, responsable del efecto refuerzo otorgado. Los colorantes blanco y negro parecieran 

ser los más adecuados debido que interaccionaron más fuertemente con las proteínas, y 

presentaron una menor liberación frente a agua. 

La adición de MMT retardó la desintegración de las películas 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 duración de los materiales como por ejemplo el 

empleo de mulching en agricultura. De todos modos, resulta necesario evaluar otras estrategias 

para que la duración de los materiales sea compatible con el ciclo fenológico de los cultivos.  
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4. Películas proteicas de soja reforzadas con nanofibras de celulosa y 

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

 

 

4.1. Introducción 

 

En los últimos años, ha crecido en forma marcada el interés en los micro y nanorefuerzos 

obtenidos a partir de polisacáridos, principalmente celulosa, almidón y quitosano. La celulosa es 

uno de los polímeros naturales más importantes y el más abundante sobre la tierra, 

encontrándose ampliamente distribuida bajo la forma de variadas fuentes vegetales, tales como 

fibras de plantas (algodón, cáñamo, lino), algas, hongos; así 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 específicas, entre ellas las del 

género Gluconoacetobacter sp. (Klemm y col., 2009; Siró 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 (algodón), 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 caña de azúcar y mandioca (Bras y col., 2010; Pasquini y col., 2010); la pulpa de 

remolacha azucarera (Azizi y col., 2004); la cáscara de higo (Habibi y col., 2009); la 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 fisicoquímico, la celulosa es un homopolisacárido lineal de 

unidades β-1,4-D-glucosa. La estructura química básica de la celulosa se presenta en la Figura 4.1, 

y consta de segmentos repetitivos de un dímero denominado celobiosa, en los que cada 

monómero de anhidro glucosa presenta tres grupos hidroxilo. Estos grupos y su capacidad de 

generar fuertes uniones mediante puentes de hidrógeno, 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 química 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 órgano y estado de desarrollo considerado), a las 

que les otorga resistencia. Se organiza en microfibrillas (de 2 a 20 nm de diámetro) que se forman 

durante la biosíntesis 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 hidrógeno. 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 hidrofílica 

mientras que las ligninas son hidrofóbicas. Las hemicelulosas son heteropolisacáridos con 

estructura diversa. La más abundante en la pared de plantas Dicotiledóneas 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 más cortas que la celulosa comúnmente ramificadas lo que hace que 

sean más solubles (son solubles en álcali 1 o 4 M dependiendo del tipo). Las ligninas son polímeros 

amorfos de unidades de fenilpropano y se encuentra en niveles apreciables sólo en paredes 

secundarias. Por su parte, las pectinas son también un grupo diverso de polisacáridos de 

naturaleza ácida caracterizados por ser ricos en unidades de ácido galacturónico con variable 

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

 

 Entendiendo esta organización 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 mecánicas de biopolímeros, debido a su alta resistencia específica, (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 formación de cristales individuales de alta pureza. El proceso principal en la preparación de 

NCC se basa en una hidrólisis ácida fuerte bajo condiciones (temperatura, agitación y tiempo) 

estrictamente controladas. Las regiones amorfas de la celulosa, que se consideran defectos 

estructurales, son atacados bajo estos procesos de hidrólisis ácida, dejando las zonas cristalinas 

(dominios más resistentes) intactas (Azizi y col., 2005; Habibi y col., 2010). En general, después del 

proceso de hidrólisis, se realiza una centrifugación, diálisis en agua, y/o lavados sucesivos con agua 

para eliminar remanentes de ácido. Los NCC en general rondan los 5-70 nm de diámetro 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 

hidrólisis, es necesario realizar tratamientos alcalinos y de blanqueo para eliminar hemicelulosas y 

ligninas que podrían afectar las propiedades de los nanocompuestos (Siqueira y col., 2010). 

Diversos autores han trabajado en el impacto de las condiciones de hidrólisis sobre el 

tamaño y estabilidad de los NCC resultantes, ya que son varios los parámetros involucrados 

(Bondeson y col., 2006). Además de estos procesos, otros autores sugieren que se pueden 

emplear procesos de ultrasonido luego de la obtención de los NCC para favorecer su 

homogenización y evitar la agregación (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 

hidrólisis ácida un tratamiento mecánico. Estos autores emplearon suspensiones acuosas de 

celulosa microcristalina comercial al 50:50, y realizaron la hidrólisis con acido sulfúrico al 64% p/p 

a 45 °C por 12 min, centrifugaron a 6000 rpm 15 min, y realizaron diálisis contra agua hasta pH 

alrededor de 5-7. Posteriormente, generaron un tratamiento mecánico 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 características mecánicas muy 

interesantes. Su módulo de Young se encuentra entre 130 GPa (Sakurada y col., 1962) y 250 GPa 

(Zimmermann y col., 2004), valor cercano al módulo de un cristal perfecto de celulosa nativa ( 

167,5 GPa) (Tashiro y Kobayashi, 1991; Habibi y col., 2010). Además, los NCC poseen propiedades 

ópticas interesantes ya que dadas sus pequeñas 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 sinónimos (Siqueira y col., 2010; Klemm y col., 2011; Dufresne, 2012; 

Brinchi y col., 2013; Abdul Khalil y col., 2014). La celulosa microfibrilada (MFC) es preparada por 

cizallamiento mecánico de fibras de celulosa con el fin de separar las microfibrillas en sus cadenas 

constitutivas (Lavoine y col., 2012; Siró 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 diámetro y varios 

micrómetros de longitud). El producto obtenido sólo contiene un pequeño número de defectos, 

por lo que su módulo 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 obtención de los nanocristales, si se parte de 

materia prima de origen vegetal es importante realizar antes de los tratamientos mecánicos, 

tratamientos alcalinos y de blanqueo para eliminar hemicelulosas y ligninas que podrían afectar las 

propiedades de los nanocompuestos (Siqueira y col., 2010). 

 

  

Figura 4.3. Esquema del funcionamiento de un molinillo homogeneizador tipo empleado en la producción 
de MFC (A); foto de un molinillo de fricción ultrafina (Super Masscolloider, Masuko Sangyo Co, Japón) (B). 

 

Se ha informado en bibliografía la obtención de MFC por tratamiento mecánico a partir de 

diferentes fuentes, como pulpa de papel blanqueada (Wang y col., 2011), pulpa de papel Kraft 

(Matsuda y col., 2001), pulpa de madera de Eucalyptus (Bilbao-Sainz y col., 2011), fibras de sisal 

(Siqueira 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 más parecida a una red (Lu y col., 2008). La relación de aspecto (L/d) es muy alta en la 

MFC, lo que denota un umbral muy bajo de percolación, por lo que la capacidad de formar una red 

rígida 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 energía de los homogeneizadores. Lavoine y col. (2012) han demostrado que es 

necesario repetir el procedimiento de homogeneización varias veces, con el fin de aumentar el 

proceso de desintegración, lo que requiere aún más cantidad de energía. Progresos en la 

producción MFC se han logrado mediante la combinación de procesos mecánicos con 

tratamientos enzimáticos (con celobiosa hidrolasas y endoglucanasas), tratamientos ácido-álcali, 

así como a través de un nuevo proceso basado en una reacción de oxidación con 2,2,6,6-
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tetrametilpiperedina-1-oxil (TEMPO) que facilita la separación de las nanofibras (Pääkkö 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: 

 

 

Figura 4.4. Esquema en la obtención de nanocristales de celulosa y celulosa microfibrilada a partir de fibras 
vegetales. 
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NANOCRISTALES DE CELULOSA CELULOSA MICROFIBRILADA

La utilización de fibras de formio como fuente de celulosa para la obtención de celulosa 

microfibrilada (MFC) todavía no ha sido reportada en bibliografía. Sí existen publicaciones en las 

que estas fibras actúan como refuerzo de resinas epoxi, o forman materiales compuestos con 

mezclas de residuos plásticos sintéticos, logrando mejoras en las propiedades mecánicas 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 

degradación acelerada, evidenciando que los productos de degradación 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 fabricación de hilo, plantillas de calzados, alfombras, 

bolsas, etc.) se obtienen de las hojas de una planta monocotiledónea herbácea perenne llamada 

Phormiun tenax, también conocida como lino de Nueva Zelanda (Carr y col., 2005). En la Argentina 

el cultivo de esta planta se inició experimentalmente hace mas de 40 años con la introducción de 

plantas traídas directamente de Nueva Zelanda, radicándose fundamentalmente es las islas del 

Delta formado por las Provincias de Buenos Aires y Entre Ríos, zona en donde se dieron las 

mejores condiciones naturales y ventajas económicas para su cultivo, dada la adecuación de los 

terrenos, la facilidad de riego, el acceso a transporte cercano y la cercanía al mercado de 

transformación, industrialización y consumo (Ministerio de Agricultura, Ganadería y Pesca de la 

Nación Argentina: http://www.minagri.gob.ar/site/institucional/biblioteca). 

El uso potencial de nanocompuestos como portador o vehículo de compuestos activos en 

el campo del envasado de alimentos está actualmente siendo explorado con mucha atención 

porque, como se mencionó en el capítulo anterior, los nanorefuerzos presentes en la formulación 

podrían modular la liberación 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 además 

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-Graü y col., 

2007; Sánchez-González y col., 2011; Kuorwel y col., 2011; Pelissari y col., 2009). La ventaja de 

utilizar tales aceites esenciales incorporados en las películas, 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 así evitar conferirle aromas y sabores indeseados en los alimentos 

(Gutierez y col., 2009; Sánchez-González y col., 2011). 

El aceite esencial de clavo de olor (Syzygium aromaticum L.) es un inhibidor efectivo de 

patógenos como Listeria monocytogenes, Salmonella enteritidis, Escherichia coli y Staphylococcus 

aureus así 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.  

 

http://www.minagri.gob.ar/site/institucional/biblioteca/01=Biblioteca%20CDIA/08-paginas%20recreativas/recreativas6.pdf
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Figura 4.5. Estructura del eugenol, principio activo mayoritario del aceite esencial de clavo. 

 

Algunos grupos de investigación han evaluado la actividad antimicrobiana in vitro de 

películas comestibles activadas con aceite esencial de clavo y han obtenido resultados 

prometedores (Gómez-Estaca y col., 2010). Salgado y col. (2013) estudiaron la adición de aceite 

esencial de clavo a formulaciones en base a concentrados proteicos de girasol para obtener 

películas biodegradables y comestibles, con propiedades antioxidantes in vitro y antimicrobianas. 

Esas películas lograron retardar la auto-oxidación lipídica y el desarrollo de bacterias mesófilas 

totales aplicadas para la preservación de hamburguesas de sardinas refrigeradas. Echeverría 

(2012) estudió sistemas nanocompuestos de matriz proteica en base a proteínas de soja y 

montmorillonita (MMT), con la adición a estas formulaciones de aceite esencial de clavo de olor. 

Al analizar la actividad antioxidante in vitro de estos materiales, este autor evidenció que las 

películas proteicas de soja presentaban una actividad antioxidante muy débil, otorgada por 

compuestos polifenólicos co-extraídos con las proteínas de soja (isoflavonas, ácido clorogénico, 

cafeico, ferúlico) durante la obtención de los aislados proteicos, y en parte también a las proteínas 

mismas o a algunos péptidos que de ellas deriven. Al incorporar 10% de arcilla a las formulaciones 

proteicas, Echeverria (2012) observó un aumento en la actividad antioxidante, evidenciando que la 

MMT facilitaría la liberación de los compuestos polifenólicos. Con la incorporación de aceite 

esencial de clavo a las formulaciones nanocompuestas, logró incrementar la actividad antioxidante 

así como otorgar propiedades antimicrobianas a las películas resultantes, observando que la 

difusión de los distintos agentes activos que componen al aceite esencial podían variar con el 

contenido de arcilla, debido a la posible intercalación de sus moléculas en la estructura de la 

arcilla, provocando una liberación selectiva de los mismos al medio. Por último, estas películas 

fueron evaluadas como material de envase para preservar la calidad de filetes de músculo de atún 

rojo (Thunnus thynnus) durante su almacenamiento refrigerado. Con las mismas fue posible 

disminuir los valores de nitrógeno básico volátil total y el recuento final de microorganismos así 

como la auto-oxidación lipídica durante todo el período de almacenamiento estudiado, sin 
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observar indicio de la difusión de los metales presentes en la arcilla al músculo 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 favorecía la liberación gradual de los 

compuestos fenólicos presentes. Mascheroni y col. (2010) desarrollaron un sistema de liberación 

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 películas nanocompuestas en base a 

carboximetilcelulosa y montmorillonita aditivadas con extracto de murta, y observaron que 

mientras el agregado de MMT mejoró significativamente las propiedades mecánicas y de barrera 

(al vapor de agua, O2 y CO2) de las películas de CMC, el extracto de murta le otorgó propiedades 

antioxidantes, plastificó la matriz y modificó las propiedades de barrera a gases de manera 

diferencial según el contenido de arcilla adicionado. 

Similares comportamientos podrían 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 liberación 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 liberación de 

lisozima a partir de matrices de celulosa microfibrilada (MFC) adsorbidas sobre sustratos plásticos, 

en alimentos modelo (agua, y agua/etanol), encontrando que la MFC permite la rápida liberación 

de la enzima estudiada.  

 

 

4.2. Objetivos 

 

Obtener nanorefuerzos de celulosa microfibrilada a partir de fibras de formio, determinar 

el efecto que causa su adición a matrices proteicas de soja y analizar la activación de los sistemas 

nanocompuestos con propiedades antioxidantes y antimicrobianas a través del agregado de aceite 

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

 

4.3.1. Materiales 

 

Se utilizó el mismo aislado proteico de soja descripto en la sección 3.3.1, glicerol (Anedra, 

Argentina) y aceite esencial de clavo de olor Syzygium aromaticum L. (AEC, Eladiet SA., España). 

La celulosa microfibrilada (MFC) se preparó 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 continuación 

fueron todos de calidad p.a. 

 

4.3.2. Obtención y caracterización 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 H2O2 (3% v/v), también a 

80 °C durante 2 h. Luego de cada tratamiento, las fibras fueron separadas por filtración y lavadas 

con agua destilada y finalmente secadas en una estufa de convección forzada a 80 °C, obteniendo 

así las fibras blanqueadas. 

 

4.3.2.2. Obtención 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 suspensión resultante se sometió a tratamiento mecánico en un 

molinillo de fricción ultra-fina, cuyo nombre comercial es “Super Masscolloider” (Masuko Sangyo 

Co, Japón) a velocidad fija (3.125 rpm) y se analizó el efecto del número de ciclos de 

homogeneización (10-100 ciclos) sobre las propiedades de las nanofibras resultantes. A la 

dispersión de MFC resultante se le agregaron 10 gotas de cloroformo por litro para evitar la 

contaminación microbiana. La misma fue conservada a 4 °C hasta su empleo. 
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4.3.2.3. Caracterización 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 dispersión de 0,3 g fibra/L, usando el software MorFi v7.13.00. 

Las determinaciones se hicieron por triplicado. 

La morfología se observó con un microscopio de fuerza atómica (AFM). Se colocó 1 gota de 

la dispersión de fibras sobre un porta-muestra de mica, que luego se llevó a estufa por 10 min a 40 

°C. La muestra se analizó en un equipo NanoScope III (Veeco Instruments, China), en modo 

tapping, utilizando una sonda cantilever de silicona. A partir de las imágenes se calculó el diámetro 

de la MFC utilizando el software Nanoscope 6.13. 

Por último, el índice de cristalinidad (ICr) fue calculado a partir de los espectros de 

difracción de rayos X (DRX), obtenidos según la metodología descripta en la sección 3.3.4, a 

diferencia que los datos de difracción se obtuvieron de 2θ = 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 pequeñas muestras 

de las suspensiones de MFC previamente secadas 3 h a 60 °C, formando películas delgadas de 

nanofibras. El ICr fue calculado según la Ecuación 4.1 usando los valores de intensidad 

correspondientes a la difracción de la estructura cristalina y la fracción amorfa, según el método 

propuesto por Segal y col. (1959). 

 

ICr = 
         

    
               Ecuación 4.1 

 

Donde: I002 es la intensidad máxima del pico cristalino a 2θ entre 22-23 °, y Iam es la intensidad 

mínima del pico ubicado a 2θ entre 18 y 19 °. 

 

4.3.3. Obtención de las películas nanocompuestas 

 

Se obtuvieron películas 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 OS20-PRO, China), ajustando el pH a 10,5 con 

NaOH 2 N. En el caso de las películas adicionadas con aceite esencial de clavo, se agregaron 0,5 mL 

de AEC a las dispersiones antes mencionadas a las 2,25 h de agitación. Finalmente, 10 mL de las 
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dispersiones filmogénicas se colocaron en cajas de Petri de poliestireno (64 cm2) y se secaron en 

una estufa con convección forzada (Yamato, DKN600, Estados Unidos) a 60 °C durante 3 h. Las 

películas resultantes se acondicionaron a 20 °C y 58% HR (en desecador con una solución saturada 

de NaBr) durante 48 h previo a su caracterización. 

 

4.3.4. Caracterización de las dispersiones filmogénicas mediante ensayos reológicos 

 

La viscosidad aparente (ηapp) y el comportamiento de flujo de las dispersiones filmogénicas 

se evaluaron en un reómetro 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 baño termostático (Circulator DC50 Thermo Haake, Alemania) 

conectado a la cubierta que rodea al sistema del sensor durante el ensayo. Se realizó un ensayo 

rotacional  en donde el gradiente de velocidad de deformación se aumentó de 0 a 500 s-1 en 2 min, 

se mantuvo constante a 500 s-1 durante 1 min y luego se disminuyó desde 500 hasta 0 s-1 en 2 min. 

Se registró el esfuerzo de corte () en función del gradiente de velocidad de deformación (D) y así 

se obtuvieron las gráficas correspondientes al comportamiento de flujo. A partir de las mismas y 

en el rango de velocidad de deformación creciente, se determinó la ηapp a D= 60 y 500 s
-1 de cada 

dispersión filmogénica. El umbral de fluencia (0) y los índices de flujo (n) y consistencia (K) fueron 

determinados ajustando los resultados experimentales mediante un software específico (HAAKE 

RheoWin 3.30.0000, Thermo Scientific, Alemania) con el modelo reológico de Herschel-Bulkley 

(Ecuación 4.2).  

 

 = 0 + K D
n                                                                                         Ecuación 4.2 

 

Donde:  es el esfuerzo de corte (Pa), 0 es el umbral de fluencia o esfuerzo de corte en el 

momento inicial (Pa), K es el índice de consistencia (Pa sn), D es el gradiente de velocidad de 

deformación (1/s) y n es el índice de flujo. Los ensayos se realizaron por triplicado. 

 

4.3.5. Caracterización de las películas 

 

Las películas fueron caracterizadas mediante la determinación del espesor, color, 

opacidad, contenido de agua, solubilidad en agua, permeabilidad al vapor de agua, temperatura 
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de transición vítrea (Tg), propiedades mecánicas en tracción, y morfología por microscopía 

electrónica de transmisión (TEM) y difracción de rayos X (DRX) según las metodologías descriptas 

en la sección 3.3.4. Además se realizaron caracterizaciones de ángulo de contacto, permeabilidad 

al oxígeno (O2), morfología (mediante microscopía electrónica de barrido, SEM), actividad 

antioxidante, y actividad antimicrobiana de las películas según se describe a continuación. 

 

4.3.5.1. Ángulo de contacto 

 

Mediante la medida del ángulo de contacto se evaluó la hidrofobicidad superficial de las 

películas a temperatura ambiente con un goniómetro Ramé-Hart Modelo 250 (Ramé-Harts 

Instrument, Estados Unidos). Una gota de 5 μL de agua desmineralizada se colocó sobre la 

superficie de la película con una jeringa de pistón automático y se fotografió al instante. Se utilizó 

un analizador de imágenes para medir el ángulo formado entre la base, compuesta por la 

superficie de la película (en la cara expuesta al aire durante su formación) en contacto con la gota 

de agua, y la tangente a la gota de agua. Cada valor de ángulo de contacto considerado 

corresponde al valor medio de los ángulos 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 O2 

 

Se midió la velocidad de transmisión de O2 a través de la película con un equipo OX-TRAN 

2/21 (MOCON, Estados Unidos) según la norma ASTM D3985-02. Muestras de cada película se 

colocaron en las celdas de medida exponiendo una superficie de 50 cm2 al permeante. Dicha celda 

se acondicionó a 23 °C y 65% de HR, a presión de 760 mm de Hg, y el gas permeante fue 100% O2. 

Se realizaron ciclos de medida de 60 min durante el tiempo necesario hasta que la lectura del 

equipo coincidiera 3 veces (equilibrio de permeación alcanzado), siendo esa la lectura final. Los 

resultados se expresaron según la velocidad de transmisión de O2 a través de la película en mL 

O2/m
2 día; y según su permeabilidad al oxígeno (OP) calculada dividiendo la velocidad de 

trasmisión de O2 por la presión de oxígeno y multiplicándola por el espesor de la muestra en mL O2 

µm/m2 día kPa. Las determinaciones se realizaron por duplicado. 
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4.3.5.3. Microscopía electrónica de barrido (SEM) 

 

Las muestras de película se cortaron en tiras de 1 x 3 cm, y se fracturaron sumergiéndolas 

en nitrógeno líquido. Las probetas así 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 películas (cara expuesta al aire) y el área transversal de las fracturas se 

observaron en un microscopio electrónico de barrido SEM 505 (Philips, Holanda), con un voltaje de 

aceleración de 10 kV, a diferentes aumentos (50X en la superficie, y 300X en el área transversal de 

las películas). 

 

4.3.5.4. Actividad antioxidante 

 

La actividad antioxidante de las películas proteicas se determinó de acuerdo a la capacidad 

de secuestrar radicales catiónicos de ABTS.+ (ácido 2,2-azino-bis(3-etilbenzentiazolino-6-

sulfónico)). 

Preparación del radical ABTS.+: el radical ABTS.+ fue producido a partir de una solución 

acuosa 7mM de ABTS (Fluka, Sigma-Aldrich, Alemania), a la que se le agregó 2,45 mM de 

persulfato de potasio (Anedra, Argentina) y se la almacenó durante 12-16 h a temperatura 

ambiente y en oscuridad. Previo a su utilización, la solución se diluyó 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 espectrofotómetro 

(Beckman DU650, Alemania). 

Realización del ensayo: muestras de película previamente pesadas se colocaron en 50 mL 

de agua destilada y se mantuvieron 24 h en agitación a 90 rpm. Posteriormente se determinó 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 diluídas, se tomaron 100 μL y fueron mezclados con 

900 μL de la solución del radical ABTS.+, agitándolos durante 2 min en vortex, y a los 6 min se midió 

su absorbancia a 734 nm. Los resultados fueron expresados en mmol equivalente de ácido gálico 

por g de película soluble, basado en la realización de una curva de calibración de ácido gálico 

(ácido 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 películas proteicas y nanocompuestas con y sin 

agregado de AEC se determinó por el método de difusión 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), según el método propuesto por Gómez-Estaca y col. (2010). Las cepas fueron 

obtenidas de la Colección del Centro de Investigación y Desarrollo en Criotecnología de Alimentos 

(CIDCA). 

Estas cepas bacterianas fueron crecidas en caldo nutritivo (Biokar Diagnostics, Francia) 

durante 24 h a 37 °C, para llegar a una concentración de 1x108 UFC/mL (DO=0,6 medida a 

λ=600nm). Posteriormente, 100 μL 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 diámetro 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 μL de antibiótico 

como control (cloranfenicol 0,3% p/v, Sigma-Aldrich, Estados Unidos). Después de la incubación, 

las áreas 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 calculó el 

porcentaje de inhibición comparando el diámetro del halo formado con el diámetro del disco de 

película ensayado. Los resultados se expresaron como porcentaje de inhibición del crecimiento de 

cada cepa bacteriana evaluada. Los ensayos se realizaron por triplicado. 

 

4.3.6. Análisis estadístico 

 

Los resultados fueron analizados mediante análisis de varianza (ANOVA) y expresados 

como la media  desviación estándar. Las medias fueron comparadas por el Test de Tukey con un 

nivel de significación α = 0,05, utilizando el programa SYSTAT (versión 12, Systat Software, Inc., 

Chicago, Estados Unidos). 
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4.4. Resultados y discusión 

 

4.4.1. Obtención y caracterización de la celulosa microfibrilada obtenida a partir de fibras de 

formio 

 

En la Figura 4.6 se muestran fotografías de las fibras de formio sin tratar y las pre-tratadas. 

Las fibras sin tratar presentaron una coloración y aspecto similar al publicado por otros autores 

para fibras de formio (Rosa y col., 2010). De las imágenes se puede apreciar que el tratamiento 

alcalino y de blanqueo generó 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 eliminación 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 mecánico en un molinillo de fricción ultra-fina con el fin de obtener la celulosa 

microfibrilada. Se analizó el efecto del número de ciclos de homogeneización (entre 10 y 100 

ciclos) a velocidad fija (3125 rpm) sobre las dimensiones de las nanofibras resultantes. Se 

seleccionó el proceso que utilizaba 50 ciclos de homogeneización, ya que bajo estas condiciones se 

lograron obtener fibras a escala nanométrica, con diámetros de 50-60 nm y 485  2 µm de largo 

aproximadamente. Dimensiones similares fueron descriptas por otros autores para MFC (Lavoine y 

col., 2012 y 2014; Siqueira y col., 2010; Siró y Plackett, 2010). 

En la Figura 4.7 se muestra el aspecto visual de la suspensión acuosa conteniendo la MFC 

resultante de la homogeneización, así como también el aspecto de estas nanofibras visualizado 

por microscopía de fuerza atómica. 

 

B A 

B 
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Figura 4.7. Celulosa microfibrilada (MFC) obtenida a partir de fibras de formio (P. tenax). Aspecto visual de la 
suspensión (A); y microscopía de fuerza atómica (AFM) de las nanofibras obtenidas (B). 

 

 A partir de la Figura 4.7 A puede observarse que la suspensión de MFC conservó un 

aspecto similar a un gel débil, que no floculó ni sedimentó. Habibi y col. (2009) obtuvieron 

suspensiones de MFC de aspecto similar a partir de cáscaras 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 estarían aportando 

polisacáridos ácidos 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 

enzimáticamente (2 h con endogluconasa) y luego sometida a un tratamiento mecánico mediante 

un homogeneizador y obtuvieron suspensiones de MFC estables y con aspecto a gel, que 

atribuyeron a la gran área específica de las nanofibras y a la homogeneidad lograda en la 

dispersión, corroborada por FE-SEM (microscopía electrónica de barrido con cañón de emisión de 

campo). La microfotografía AFM en la Figura 4.7 B permite observar la forma cilíndrica 

característica de la MFC y la relación de aspecto (L/d) elevada ( 8900) característica 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 2θ= 14,6 y 22,6 °. El segundo pico puede atribuirse al 

plano (002) de la forma polimórfica celulosa I, también informada por otros autores (Bras y col., 

2010; Lu y col., 2010). Mientras que la zona anterior, ángulos menores 12-17 °, corresponden a la 

intensidad dispersada por la parte amorfa. Cabe señalar que la magnitud relativa de estos picos 

depende de la orientación de las nanofibras, que la determinación de DRX para MFC se realizó en 

una película de MFC seca, y que el secado induce a una fuerte orientación plana que no ocurre 

para las películas compuestas (Dufresne, 2012). A partir de estos picos se calculó el índice de 

cristalinidad que resulto ser 35,5%. 

 

A B 
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Figura 4.8. Difractograma obtenido a partir de una película seca de MFC. 

 

Otros autores han obtenido MFC con 86 a 92% de cristalinidad por homogeneización 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. Caracterización reológica de las dispersiones filmogénicas 

 

La Tabla 4.1 resume las características reológicas de las dispersiones filmogénicas. Los 

valores experimentales de esfuerzo de corte en función del gradiente de velocidad de 

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

coeficientes de correlación mayores a 0,99 para todos los casos. 
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Tabla 4.1. Comportamiento reológico de dispersiones filmogénicas en base a proteína 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) Parámetros reológicos según modelo de Herschel-Bulkley: umbral de fluencia (0), 
índice de consistencia (K), y de flujo (n). (B) Viscosidad aparente a diferentes gradientes de velocidad de 
deformación (D= 60 y 500/s). 
 

AEC 

MFC 

(g/100 g 

SPI) 

A. Parámetros reológicos según modelo de 

Herschel-Bulkley 

 B. Viscosidad aparente (mPa s) 

0 (Pa) K (Pa s
-n

) n  D= 60/s D= 500/s 

SIN 

0 0,09 ± 0,02 e 0,03 ± 0,01 d 0,87 ± 0,04 a  20,2 ± 1,2 e   15,3 ± 0,3 g 

4 1,23 ± 0,03 c 0,05 ± 0,01 d 0,80 ± 0,01 bc  46,9 ± 1,7 d  19,4 ± 0,4 f 

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

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

CON 

0 0,54 ± 0,03 d 0,08 ± 0,01 d 0,81 ± 0,01 bc  49,1 ± 0,9 d  28,2 ± 0,3 cd 

4 1,20 ± 0,06 c 0,05 ± 0,01 d 0,83 ± 0,02 ab  47,6 ± 1,1 d 21,2 ± 1,1 ef 

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

12 4,17 ± 0,39 a 1,04 ± 0,06 a 0,44 ± 0,01 f  175,3 ± 1,1 a 44,5 ± 2,1 a 

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

 

La dispersión proteica de SPI presentó un comportamiento de flujo pseudoplástico (n<1) 

con valor bajo de umbral de fluencia (0) e índice de consistencia (K). Cuando se evaluó la 

viscosidad aparente (ηapp) tanto a bajas como a altas velocidades de deformación (D= 60 y 500/s 

respectivamente), la dispersión proteica de SPI mostró bajos valores de ηapp, siendo de 20,2  1,2 y 

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 (Echeverría y 

col., 2014). 

Al incorporar MFC a las formulaciones proteicas de SPI, se acentuó progresivamente el 

comportamiento pseudoplástico de las dispersiones formadoras de películas, con una disminución 

en el índice de comportamiento de flujo (n) y éstas se volvieron más viscosas (aumentó el índice 

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 más importante a velocidades de corte bajas. Estos cambios pueden atribuirse a que el 



 

92 
 

agregado de MFC aumenta la cantidad de sólidos de la formulación, y a la probable interacción de 

las proteínas de soja (SPI) con las nanofibras (MFC) a través de puentes de hidrógeno (Siqueira y 

col., 2010) logrando un mayor grado de empaquetamiento (Lavoine y col., 2012). Las dispersiones 

de SPI con la máxima concentración de MFC agregada (12 g cada 100 g de SPI) exhibieron 

viscosidades aparentes altas (124,6  2,5 mPa s a D= 60/s). Aún así, su fluidez fue adecuada para 

permitir la eliminación de las burbujas generadas durante la agitación de las dispersiones y el 

procesamiento de las películas por casting. Por encima de esa concentración de MFC no fue 

posible obtener películas homogéneas debido a que las viscosidades de esas formulaciones 

aumentaban a un punto tal que disminuía marcadamente su fluidez, se complicaba su mezclado y 

se dificultaba la remoción de las burbujas incluidas en la dispersión. El secado de estas 

dispersiones filmogénicas conduciría a la formación de películas heterogéneas (con defectos). 

Al incorporar AEC a las formulaciones, el comportamiento de flujo pseudoplástico se volvió 

más pronunciado, especialmente con el incremento de la concentración de MFC en la formulación, 

observándose una disminución en el índice de flujo (n). Asimismo, se observó 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 adición 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; Echeverría, 2012).  

 

4.4.3. Caracterización de las películas proteicas y nanoreforzadas control y adicionadas con 

AEC 

 

4.4.3.1. Apariencia 

 

Todas las formulaciones empleadas resultaron en películas 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 proteínas 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 fotografías de las películas 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 películas proteicas sin AEC (A), películas proteicas con AEC (B), películas 
nanocompuestas con 12 g MFC/100 g SPI (C) y películas proteicas nanocompuestas con 12 g MFC/100 g SPI y 

AEC (D). 

 

La Tabla 4.2 presenta el espesor de las películas proteicas de soja con concentraciones 

crecientes de MFC, con y sin el agregado de AEC. El agregado de MFC a la formulación aumentó 

progresiva y suavemente el espesor de las películas nanocompuestas resultantes, lo que 

evidenciaría que a pesar del mayor contenido de sólidos, existe una buena compactación de la 

matriz proteica, anticipando una buena afinidad entre las proteínas de soja y las nanofibras. Al 

aditivar a las formulaciones proteicas y nanocompuestas con AEC, el espesor de las películas 

también aumentó, debido al mayor contenido de masa en la formulación. Pero el hecho que las 

películas no presenten un aspecto oleoso a pesar del alto contenido de aceite agregado, 

evidenciaría la posibilidad de retener al aceite en la matriz proteica o nanocompuesta. 

 

 

 

 

 

 

 

 

A B 

D C 
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Tabla 4.2. Espesor de películas proteicas de soja con agregado creciente de MFC adicionadas o no con AEC. 
 

AEC 
MFC  

(g/100 g SPI) 
Espesor (μm) 

SIN 

0 64,8 ± 5,0 e 

4 66,9 ± 5,2 de 

8 69,1 ± 5,5 cd 

12 71,9 ± 4,0 bc 

CON 

0 67,6 ± 5,0 de 

4 74,3 ± 5,7 b 

8 81,9 ± 6,2 a 

12 84,6 ± 7,2 a 

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

 

La Tabla 4.3 presenta los parámetros de color CIE L*a*b*, la variación de color (ΔE) y la 

opacidad de las películas proteicas de soja con concentraciones crecientes de MFC, adicionadas o 

no con AEC. El agregado de nanofibras a la formulación modificó levemente la luminosidad y el 

parámetro a*; sólo el parámetro b* aumentó en una mayor proporción, fortaleciendo suavemente 

la coloración amarillenta propia de las películas proteicas de soja. En consecuencia, se observó un 

aumento en la variación de color (ΔE). El agregado del aceite esencial de clavo afectó en mayor 

medida la coloración de las películas proteicas y nanocompuestas, dado que el aceite utilizado 

presentaba una coloración amarillenta per se. Este efecto se manifestó en una disminución de la 

luminosidad (L*), y un aumento de los parámetros a*, b* y la variación de color (ΔE) viéndose los 

efectos mayores para las películas que contenían 8 y 12 g de MFC/100 g de aislado. Cabe señalar 

que con el agregado del aceite esencial cambia el sentido de la modificación del parámetro a* 

(hacia los rojos), lo que se visualizó en la apariencia de las películas que tomaron una coloración 

anaranjada, tal como se observa en la Figura 4.9. En este mismo sentido Pereda y col. (2010) 

informaron efectos de amarillamiento para películas de caseína adicionadas con aceite de tung, 

que atribuyeron a la propia coloración del aceite. 
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Tabla 4.3. Parámetros de color L*, a*, b* y variación de color (ΔE), y opacidad de películas proteicas de soja 
con agregado creciente de MFC adicionadas o no con AEC. 
 

AEC 
MFC  

(g/100 g SPI) 

Parámetros de color Hunter-Lab Opacidad 

(UA/mm) L* a* b* ΔE 

SIN 

0 90,3 ± 0,8 ab -2,5 ± 0,2 c 14,9 ± 1,4 e 15,7 ± 1,7 d 2,0 ± 0,1 e 

4 90,6 ± 0,6 a -2,9 ± 0,2 cd 15,7 ± 0,8 e 15,4 ± 1,0 d 2,4 ± 0.1 d 

8 89,3 ± 0,6 bc -3,0 ± 0,1 d 17,7 ± 0,3 d 18,1 ± 0,5 c 3,6 ± 0,1 c 

12 88,6 ± 0,2 c -3,1 ± 0,1 d 19,2 ± 0,1 c 19,8 ± 0,1 c 3,8 ± 0,1 b 

CON 

0 82,8 ± 1,4 d 1,9 ± 0,5 b 27,8 ± 1,3 b 30,1 ± 2,0 b 3,4 ± 0,2 c 

4 81,4 ± 0,6 e 2,1 ± 0,1 b 28,1 ± 0,7 b 30,5 ± 1,4 b 3,9 ± 0,1 b 

8 78,2 ± 0,9 f 3,5 ± 0,3 a 29,7 ± 0,3 a 34,1 ± 0,8 a 4,0 ± 0,1 b 

12 77,8 ± 0,4 f 3,7 ± 0,1 a 29,8 ± 0,1 a 34,3 ± 0,3 a 4,4 ± 0,1 a 

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

 

En cuanto a la opacidad, hubo un marcado efecto del agregado de la MFC a las películas 

proteicas, evidenciado en un aumento progresivo con la adición de cantidades crecientes de MFC. 

Para la máxima concentración de nanofibras incorporada, la opacidad prácticamente se duplicó 

respecto a las películas control (2,0  0,1 y 3,8  0,1 para 0 y 12 g de MFC cada 100 g de SPI 

respectivamente). Además de aumentar el espesor de las películas, la presencia de las nanofibras 

estaría aumentando la dispersión de la luz y disminuyendo así la transmitancia, tal como lo 

indicaron diferentes autores para películas nanocompuestas en base a otros biopolímeros y MFC 

(Lavoine y col., 2012). Cuando el tamaño de partícula es menor, este efecto se reduce y resulta en 

películas más 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 más pequeños que la MFC empleada en este trabajo (d= 5-10 nm / L= 100-200 nm vs. 

d=50-60nm / L= 485 μm respectivamente). 

La adición de AEC a las películas proteicas y nanocompuestas aumentó aún más la 

opacidad en todos los casos. Yang y Paulson (2000) reportaron que las diferencias en la opacidad 

de películas con agregado de lípidos son determinadas por las propiedades ópticas de los lípidos 
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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 índice de refracción de las fases, al tamaño de partícula y a la 

concentración 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 proteína de soja estaría generando una mayor 

dispersión de la luz, reduciendo así la luz transmitida a través de la película 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 ángulo de 

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

 

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

AEC 
MFC  

(g/100g SPI) 
Contenido de agua (%) Solubilidad (%) Ángulo de contacto (°) 

SIN 

0 15,72 ± 0,30 c 32,12 ± 1,62 f 90,45  2,49 a 

4 15,47 ± 0,15 c 33,17 ± 0,50 ef 90,53  2,28 a 

8 15,40 ± 0,10 c 36,67 ± 1,79 de 89,10  1,41 a 

12 14,67 ± 0,13 c 37,46 ± 0,45 cd 88,95  3,30 a 

CON 

0 22,48 ± 0,60 ab 38,47 ± 0,63 abc 89,35  2,07 a 

4 22,45 ± 0,43 ab 41,21 ± 0,28 bcd 90,72  1,88 a 

8 21,86 ± 0,39 b 42,08 ± 2,15 ab 90,62  2,01 a 

12 23,09 ± 0,59 a 43,46 ± 2,11 a 91,05  2,48 a 

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

 

El agregado de MFC a las películas proteicas no afectó el contenido de agua ni el ángulo de 

contacto. Sí 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 películas nanocompuestas debida a la presencia 

de MFC (y no así en las películas proteicas), el contenido de agua no se modificó. Por otra parte, el 
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hecho que no haya variado el ángulo de contacto da un indicio que la MFC está bien embebida en 

la matriz proteica. Es evidente que la presencia de las fibras no cambia la naturaleza hidrofílica de 

las películas, ni en la superficie ni en el interior de la misma, y que estas estarían interaccionando 

con las proteínas, principalmente por puentes de hidrógeno (Siró y col., 2010), interfiriendo o 

modificando el entrecruzamiento entre cadenas polipeptídicas propio de las películas proteicas. 

Este cambio en el patrón de enlaces, debe ser el responsable del aumento de la solubilidad, 

teniendo en cuenta que tal vez las nuevas interacciones proteína-proteína o proteína-fibra podrían 

desestabilizarse durante el ensayo prolongado de solubilidad, impidiendo que si se llego a formar 

la red de MFC, esta hubiese podido prevenir la solubilización de la matriz proteica. Por su parte, la 

adición de AEC aumentó el contenido de agua y la solubilidad en agua de las películas proteicas y 

nanocompuestas, sin evidenciar cambios en el ángulo de contacto en ningún caso. Dada la 

naturaleza oleosa del aceite esencial, podríamos considerar como inesperados los resultados 

encontrados. Así, por ejemplo, Pereda y col. (2010) observaron mayores hidrofobicidades 

superficiales (dado por un aumento en el ángulo de contacto) al adicionar aceite de tung a 

películas proteicas de caseína obtenidas por casting; Salgado y col. (2013) y Ahmad y col. (2012) 

observaron disminuciones en la solubilidad de películas proteicas de girasol adicionadas con aceite 

de clavo, y de gelatina aditivada con aceite de bergamota y limoncillo. Los resultados obtenidos en 

este trabajo estarían 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 proteínas de soja y el incremento en la viscosidad de las 

dispersiones fimogénicas causada por la incorporación de MFC. La posibilidad que se forme una 

película o capa proteica alrededor de la gota de lípido estabilizándola explicaría por qué no se 

observaron diferencias en la hidrofobicidad superficial de las películas y por qué las películas no 

presentaron una apariencia oleosa al tacto. Se podría suponer que MFC y AEC están bien 

embebidos en la matriz proteica. Por otra parte esas gotas de lípidos dispersas provocarían 

cambios en la conformación proteica, tales que los grupos hidrofóbicos de las proteínas estarían 

interaccionando con el aceite y los hidrofílicos queden más 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, así como modificaron el patrón de enlaces 

proteína-proteína que estabilizan la película, aumentando su solubilidad en agua. En concordancia 

con estos resultados Gómez-Estaca y col. (2010) y Pires y col. (2013) reportaron que la adición de 

aceites esenciales de citronela, tomillo, cilantro y clavo de olor a películas preparadas con 
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proteínas de merluza y con gelatina-quitosano aumentaron su solubilidad en agua, debido a la 

formación de nuevas interacciones entre las proteínas y los aceites esenciales, que debilitaron la 

red de proteínas. Echeverria (2012) también observó que al agregar aceite esencial de clavo a 

películas proteicas y nanocompuestas en base a proteínas de soja y MMT, aumentaba el contenido 

de agua de las películas pero sin modificar su solubilidad en agua. 

 

4.4.3.3. Propiedades de barrera 

 

Las propiedades de barrera al vapor de agua y al oxígeno de las películas proteicas y 

nanocompuestas en base a proteínas 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 oxígeno (OP) de películas proteicas de soja con 
agregado creciente de MFC adicionadas o no con AEC (n/d= no determinado). 
 

AEC 
MFC  

(g/100 g SPI) 

WVP x 10
-11
 

(g H2O/m Pa s) 

OP  

(mL O2 μm/m
2
 día kPa) 

SIN 

0 14,95  1,83 a 48,97  1,92 b 

4 15,70  1,92 a 52,32  0,61 b 

8 08,90  0,65 b 47,07  2,13 b 

12 09,77  0,36 b 47,88  1,54 b 

CON 

0 09,66  0,56 b n/d 

4 09,24  0,11 b n/d 

8 06,89  0,24 b 113,30  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 α = 0,05. 

 

El agregado de MFC a las formulaciones proteicas disminuyó los valores de WVP de las 

películas conteniendo 8 y 12 g de MFC cada 100 g de SPI evidenciando que éstas nanofibras 

estarían causando una mayor tortuosidad en el camino a recorrer por las moléculas de vapor de 

agua al pasar a través de la película, generando un mayor efecto barrera. Además, el grado de 
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cristalinidad de las nanofibras también podría tener un efecto favorable sobre la capacidad barrera 

de las matrices nanocompuestas (García de Rodríguez y col., 2006; Paralikar y col., 2008). Con la 

adición de AEC a las formulaciones, se disminuyó la WVP de las películas, siendo esta disminución 

menor al incrementar el contenido de fibras en la formulación, al punto tal que no se observan 

diferencias significativas en la WVP de las películas proteicas y nanocompuestas adicionadas con 

clavo y la disminución no llega a ser estadísticamente diferente para las películas 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 biopolímero-lípido, como almidón de mandioca-quitosano y aceite esencial de 

orégano (Pelissari y col., 2009), o caseínas de sodio y aceite de tung (Pereda y col., 2010). Cabe 

resaltar que cuando los lípidos se dispersan en la matriz polimérica su efecto sobre WVP 

depende de varios factores, tales como el tipo y la concentración de lípidos, 

hidrofobicidad, tamaño de partícula y la estabilidad de la emulsión (Debeaufort y Voilley, 1995; 

Pérez-Gago y Krochta, 2001). Así existen ejemplos en los que el agregado de aceites esenciales no 

modifica la WVP de películas proteicas, o incluso la aumentan levemente (Salgado y col., 2013; 

Ahmad y col., 2012; Giménez y col., 2012). En este sentido, Echeverria (2012) no observó 

modificaciones en el valor de WVP al agregar aceite esencial de clavo a películas nanocompuestas 

en base a proteínas 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 saturarían, por lo que 

no se observó un efecto mayor para las películas con contenidos más elevados de MFC y AEC. 

En la Tabla 4.5 y en la Figura 4.10 se presentan las permeabilidades al oxígeno y la 

velocidad de transmisión de este gas a través de las películas estudiadas. Por inconvenientes 

técnicos propios del ensayo, no fue posible determinar estas propiedades en las películas 

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 transmisión del oxígeno a través de las películas proteicas de soja con distinto 
contenido de MFC, sin (●) o con el agregado de aceite esencial de clavo (●).Letras distintas indican 

diferencias con un nivel de significancia de α = 0,05. 

 

Es posible observar que si bien la presencia de las fibras no pareciera modificar la 

permeabilidad al oxígeno, sí logra disminuir la velocidad de transmisión del O2 progresivamente 

con el aumento de la concentración de nanofibras a la formulación. Esto probablemente se deba 

entonces al mayor espesor de las películas con cantidades crecientes de fibra. Nuevamente la 

disminución en la velocidad de trasmisión de O2 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 película (dado que se ha reportado que la elevada cristalinidad de la 

celulosa contribuye a conseguir buenas propiedades barrera porque la región cristalina de la 

celulosa es prácticamente impermeable a las moléculas de oxígeno) (Syverud y Stenius, 2009; 

Dufresne, 2012), más 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 oxígeno al agregar MFC a películas de amilopectina. 

El agregado de aceite esencial de clavo aumentó considerablemente la permeabilidad al 

O2 de las películas que contenían 8 y 12 g de MFC cada 100 g de SPI y también su velocidad de 

trasmisión en un 100 y 183% para cada película nanocompuesta respectivamente. Este efecto 

empobrecedor de la capacidad barrera al O2 podría tener su fundamento en que estas películas 

poseen mayor afinidad por este gas hidrofóbico debido a la fase oleosa presente en la matriz, la 

que favorece la difusión del gas a través de la misma. Y también a un posible efecto plastificante 

que estuviera ejerciendo tanto el aceite esencial como la mayor cantidad de agua presente, 

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

 
Las propiedades mecánicas de las películas proteicas de soja con concentraciones 

crecientes de MFC, con y sin el agregado de AEC, fueron evaluadas en ensayos de tracción y los 

resultados se muestran en la Figura 4.11. 

 

   

 

 
Figura 4.11. (A) Propiedades mecánicas medidas en tracción de películas proteicas de soja con agregado 
creciente de MFC, sin (●) y con el agregado de aceite esencial de clavo (●): tensión a la ruptura (σr) (A), 

módulo de Young (E) (B) y elongación a la ruptura (εr) (C). Letras distintas indican diferencias con un nivel de 
significancia de α = 0,05. 
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Con el agregado de MFC a la formulación se logró mejorar significativamente el 

comportamiento mecánico de las películas. El efecto refuerzo alcanzado se reflejó en un 

importante aumento de la resistencia a la tracción y módulo de Young en detrimento de la 

elongación de las películas. Los valores de tensión y módulo de Young aumentaron de manera 

significativa en un 784 y 1496% respectivamente, mientras que la elongación a la ruptura 

disminuyó en un 90% para la máxima cantidad de MFC incorporada (12 g/ 100 g de SPI) respecto 

de la película proteica. Es importante señalar que las propiedades de las películas 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 tensión y el 

módulo. 

Diversos autores han logrado mejoras en las propiedades mecánicas de distintas matrices 

con la adición de nanofibras de celulosa. Bras y col. (2010) informaron mejoras en la tensión a la 

ruptura y módulo elástico del orden del 374 y 530% cuando incorporaron 10 g de nanofibras de 

celulosa cada 100 g de polímero, obtenidas de fibras de bagazo de caña de azúcar a materiales en 

base a caucho natural. Estos autores sugieren que el efecto refuerzo ocurre por un fenómeno de 

percolación o escurrimiento de las nanofibras en la matriz, que forman una red contínua de 

nanopartículas de celulosa unidas a través de puentes de hidrógeno (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 interacción entre la MFC y el 

polímero, basada en la percolación de la MFC en la matriz. Por su parte, la adición de AEC provocó 

una disminución de la resistencia a la rotura y el módulo de Young sin llegar a modificar su 

elongación. Estos resultados estarían confirmando el posible efecto plastificante del aceite 

esencial en las matrices proteicas y nanocompuestas, ya sugerido al analizar su permeabilidad al 

oxígeno y que podría también explicar el aumento del contenido de agua y la solubilidad de las 

películas adicionadas con el aceite. Similares resultados se obtuvieron en películas de almidón de 

mandioca-quitosano con el agregado de aceite esencial de orégano. Varios autores han mostrado 

que algunos aceites pueden actuar como plastificantes en películas 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 mecánicas (Fabra y col., 
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2008; Pereda y col., 2010). Por su parte, Echeverria (2012) también observó similares resultados 

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

soja-MMT, y al igual que en este trabajo observó 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 transición vítrea 

 

La temperatura de transición vítrea (Tg) de las películas proteicas de soja con 

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

diferencial de barrido (DSC) (Tabla 4.6). 

 

Tabla 4.6. Valores de temperatura de transición vítrea (Tg) de películas proteicas de soja con agregado 
creciente de MFC adicionadas o no con AEC. 
 

AEC 
MFC 

(g/100 g SPI) 
Tg (°C) DCS 

SIN 

0 -35,05  4,60 a 

4 -34,14  4,37 a 

8 -33,20  3,54 a 

12 -31,96  5,36 a 

CON 

0 -35,59  0,19 a 

4 -31,62  0,21 a 

8 -34,40  0,02 a 

12 -31,07  9,47 a 

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

 

No se observaron diferencias en las Tg de las películas 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 sí obtuvieron aumentos en la 

Tg de nanocompuestos reforzados con nanofibras de celulosa, que se han atribuido a una correcta 

dispersión de las nanofibras en la matriz polimérica que restringía la movilidad de las cadenas de 

polímero (Mukherjee y col., 2014; Fortunati y col., 2014). 

El efecto plastificante del aceite esencial de clavo en la matriz proteica y en las películas 

nanocompuestas estudiadas en este capítulo, no se logró visualizar en la Tg de los materiales. 

Salgado y col. (2013) sí lograron ver una disminución de las Tg en películas proteicas de girasol 

adicionadas con la misma concentración de aceite esencial de clavo, que no se había manifestado 

en las propiedades barrera y mecánicas de las películas. 

 

4.4.3.6. Morfología  

 

La morfología de las películas proteicas de soja con concentraciones variables de MFC, 

adicionadas o no con AEC, fue analizada por microscopía electrónica de barrido (SEM), 

microscopía electrónica de transmisión (TEM) y difracción de rayos X (DRX). 

 

En la Figura 4.12 se muestran las imágenes obtenidas por SEM de la superficie y el área 

transversal de las películas estudiadas. De las imágenes es posible observar que todas las películas 

resultaron homogéneas y densas, lo que implica una buena afinidad de todos los componentes de 

la formulación. Dado que no es posible visualizar la MFC por SEM debido a que la resolución es 

baja, las imágenes estarían dando idea al menos de la presencia de agregados de estas nanofibras 

(Krishnamachari y col., 2011). Tanto en las imágenes superficiales como en el área 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. Microscopía electrónica de barrido de películas proteicas de soja con agregado creciente de 
MFC, adicionadas o no con AEC. Se señala la presencia de agregados de MFC (●), junto con los sitios 

ocupados por el AEC (●). 

 

En la Figura 4.12 se señala con flechas coloreadas la presencia de los agregados, junto con 

las huellas en donde estaban las gotas de AEC. Estas micrografías 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 películas nanocompuestas (no 

observándose tanto las fibras en esas superficies) mientras que las gotas de aceite parecieran 

hacerse más pequeñas, 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 películas de ácido 

poliláctico reforzadas con nanocristales de celulosa obtenidos de fibras de formio y plastificadas 

con limoneno. En la Figura 4.13 se observa con más detalle la buena adherencia de las fibras y de 

las gotas de aceite en la matriz proteica y el menor tamaño de estas últimas para películas 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 almidón, en los que se han utilizado estas 
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nanopartículas para estabilizar emulsiones o/w (estabilización Pickering, en la que partículas 

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

 

  

Figura 4.13. Detalle la superficie de (A) película proteica con AEC sin MFC, y (B) película proteica con AEC 
con 8% p/p de MFC respecto a SPI. Aumento de 300 X. Se señala la presencia de agregados de MFC (●), 

junto con las huellas en donde estaban las gotas de AEC (●). 

 

 La microscopía electrónica de transmisión (TEM) de las películas 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 microfotografías 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 concentración ya existir cierta agregación de las fibras. En las microfotografías 

de las formulaciones con AEC esta agregación no aparece tan claramente, y si pueden apreciarse 

las huellas de la presencia de las gotas del AEC que estaría interaccionando con la proteína y/o la 

MFC, tal como se observó en la Figura 4.12. 

 

B A 
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Figura 4.14. Microscopía electrónica de transmisión de películas proteicas de soja reforzadas con 12,0 g de 
MFC cada 100 g de SPI sin y con agregado de AEC. Se señala la presencia de huellas en donde estaban las 

gotas de AEC (●). 

  

 La Figura 4.15 muestra los difractogramas de rayos X de las películas nanocompuestas con 

y sin el agregado de aceite esencial, comparadas con el correspondiente a la MFC pura. Los 

difractogramas de las películas 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 concentración de 

MFC en la formulación, el pico característico de celulosa I (a 22,6°) se hace más notorio. Estos 

difractogramas dan idea que la matriz semicristalina de celulosa estaría impregnada en la matriz 

proteica amorfa. Cabe señalar también, tal como se mencionó anteriormente, que la magnitud 

relativa de los picos propios de celulosa depende de la orientación de las nanofibras y no 

necesariamente van a ser iguales al medir la MFC pura que la del nanocompuesto. Por último, el 

agregado de AEC no modificó el patrón de los difractogramas descriptos. 
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Figura 4.15. Patrones de difracción de rayos X (DRX) de películas nanocompuestas en base a proteína de soja 
y 4 (A), 8 (B) y 12 (C) g MFC cada 100 g SPI (●) y adicionadas con AEC (●), junto con el patrón de difracción 

de la MFC (●). 

 

4.4.3.7. Propiedades antioxidantes 

 

Las propiedades antioxidantes de las películas 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 señalar que las determinaciones se 

realizaron sobre la fracción de película que se disuelve en agua; cuando las muestras tienen la 

misma cantidad de activos añadidos, las diferencias son debidas a que se liberen o no, es decir que 

estén más dispuestos para interactuar con el medio. 
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Figura 4.16. Actividad antioxidante de películas 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 α = 0,05. 
 

En todos los casos de MFC incorporada, las películas de SPI presentaron una baja actividad 

antioxidante, probablemente debida a, como ya a sido mencionado, la presencia de compuestos 

polifenólicos (isoflavonas principalmente) co-extraídos en la obtención del SPI. La adición de AEC 

incrementó notoriamente la capacidad antioxidante de las películas proteicas y nanocompuestas 

debido a la presencia de compuestos fenólicos presentes en el mismo, principalmente eugenol, 

ácido gálico 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 

películas proteicas nanocompuestas adicionadas con igual concentración de AEC presentaron 

mayor actividad antioxidante al aumentar la concentración de MFC de la matriz. Este resultado 

sugiere que el agregado de MFC estaría favoreciendo la liberación de los compuestos activos que 

poseían actividad antioxidante en el aceite esencial. 

 

4.4.3.8. Propiedades antimicrobianas  

 

Las propiedades antimicrobianas de las películas 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 difusión en agar. 
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En la Figura 4.17 se presentan los efectos de aplicar discos de las diferentes películas sobre el 

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

 

 
Figura 4.17. Ensayos de difusión en discos de agar de películas 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 

incubación a 37 °C. 
 

El agregado de AEC le otorgó a las películas 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 evidenció por la aparición de halos sin crecimiento microbiano alrededor de los discos de estas 

películas. Esos halos (observados unicamente en las películas con AEC) fueron medidos y 

considerados para calcular el % de inhibición 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 inhibición de las películas proteicas de soja con agregado creciente de MFC: 0 (●); 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 α = 0,05. 

 

La actividad antimicrobiana fue incrementada progresivamente al aumentar la 

concentración 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 

estaría modulando la liberación de los compuestos activos presentes en el AEC, en este caso 

facilitándolo. La mayor actividad antimicrobiana podría ser atribuida, al menos en parte, a la 

mayor dispersión del aceite en la matriz proteica (con gotas más pequeñas), lo que le daría una 

mayor disponibilidad. 

B. cereus fue la cepa más vulnerable a la actividad antimicrobiana del AEC, seguida de S. 

aureus y E. coli. Por otro lado, S. enteritidis fue la única cepa bacteriana inhibida en su crecimiento 

en ausencia de MFC en la película empleada, lo que podría 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 películas de almidón de 

mandioca-quitosano y aceite esencial de orégano. La tendencia en la actividad antimicrobiana de 

esas películas 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 inhibición presentaron respectivamente. 

Muchos autores encontraron que en general los aceites esenciales son más efectivos frente a 
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bacterias Gram + como se encontró en este trabajo (Burt, 2004; Zivanovic y col., 2005). Esto puede 

estar relacionado a que las bacterias Gram - presentan una membrana externa de 

lipopolisacáridos adicional que rodea a la pared celular de las mismas, la que estaría restringiendo 

la difusión de los compuestos hidrófobos (Burt, 2004). Zivanovic y col. (2005) proponen que el 

mecanismo de la actividad antimicrobiana de los compuestos fenólicos de los aceites esenciales 

radica en la capacidad de atacar a los fosfolípidos 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 mecánico, constituida por nanofibras de celulosa con diámetros de 50-60 nm, largos 

promedios de 485 µm y una cristalinidad de 35,5%. Estas nanofibras incorporadas en películas 

proteicas de soja lograron un fuerte efecto refuerzo que se visualizó en mejoras en las 

propiedades mecánicas 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 proteínas de soja, y a la posible formación de una red de nanofibras embebida o incrustrada 

en la matriz proteica, que podría ya estar formada para formulaciones conteniendo 8% de MFC. 

El agregado de aceite esencial de clavo a las películas proteicas y nanocompuestas las 

activó con importantes propiedades antioxidantes y antimicrobianas y provocó cierta plastificación 

de las matrices (observada principalmente en las propiedades mecánicas, solubilidad y contenido 

de agua) y una modificación diferencial en las propiedades de barrera, dado que aumentó la 

permeabilidad al oxigeno y disminuyó la WVP.  

La presencia de nanofibras en la matriz proteica provocó también una modificación en la 

liberación de los compuestos activos presentes en el aceite esencial. Al aumentar la concentración 

de nanofibras se observó un aumento en las propiedades antioxidantes así como en la actividad 

antimicrobiana de las películas frente a distintas bacterias de importancia en enfermedades 

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

atribuirse al efecto emulsificante propio de estos nanorefuerzos, según publicaciones actuales. 
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5. Películas en base a proteínas de soja procesadas por tape casting 

 

 

5.1. Introducción 

 

Las propiedades de las películas basadas en proteínas, al igual que las de otros polímeros 

en general, son dependientes tanto de la formulación 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, aún hoy día uno de los desafíos más importantes del área es lograr aumentar la escala 

de producción. 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 proteínas y los demás componentes están 

muy favorecidas.  

El objetivo está fijado en alcanzar el escalado de estos materiales a través de técnicas de 

procesamiento que sean ambientalmente seguras y que puedan ser fácilmente alineadas con los 

procesos industriales disponibles, como extrusión, calandrado, moldeo por soplado de extrusión, 

inyección y procesos de termoformado. Esto implica a los procesos secos, que se basan en las 

propiedades termoplásticas de las proteínas. Comparadas con los polímeros termoplásticos 

sintéticos más comunes, las proteínas presentan algunas dificultades para ser procesadas 

mediante estas técnicas. La polidispersidad, las interacciones intermoleculares heterogéneas, la 

presencia frecuente de nodos físicos y enredos en las cadenas de proteínas y la formación de 

algunos enlaces covalentes intermoleculares se deben considerar cuando las proteínas son 

procesadas en condiciones de baja hidratación y alta temperatura. Los factores más importantes 

de modificación de la estructura proteica durante el procesamiento son la temperatura y el 

esfuerzo de corte. Estos factores conducirán a una gran reestructuración del material proteico 

debido al desplegamiento de las cadenas poliméricas, su ruptura como consecuencia del estrés 

mecánico y su reactividad debido al aumento de temperatura. Por otra parte la temperatura 

aplicada durante el procesamiento puede degradar tanto los polipéptidos así como también a 

otros componentes de la formulación. Por estas razones la vía húmeda 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 está siendo estudiada para escalar 

la producción de películas en base a biopolímeros 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, plástico, cerámica y pintura (Richard y Twiname, 2000). En este proceso se coloca una 

solución o dispersión de la formulación deseada en una tolva, que posee un aplicador, cuya altura 

puede ajustarse con tornillos micrométricos (Hotza, 1997) y regularse así el espesor del material 

en formación. La suspensión 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 

conducción de calor, circulación de aire caliente (convección) o radiación infrarroja (IR). Los 

espesores de los materiales obtenidos oscilan entre 20 μm y 1 mm. Es posible preparar películas 

multicapa repitiendo los pasos de tape casting con otras formulaciones sobre el material 

previamente formado (Tanimoto y col., 2005). 

 

 

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

 

En la mayoría de los trabajos que se han reportado en la literatura, las películas en base a 

proteínas de soja son producidas por la metodología de casting. Esta técnica involucra el secado 

de una solución coloidal compleja, constituida básicamente por la proteína, 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 

proteínas (Tapia-Blácido y col., 2005). Asimismo durante el secado la eliminación progresiva de 
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agua puede, al modificar la conformación de las proteínas y su grado de desplegamiento, afectar 

las interacciones inter e intramoleculares (enlaces covalentes S-S, interacciones hidrofóbicas, 

enlaces iónicos y de hidrógeno). Se sabe que las proteínas de soja pueden interactuar con mayor 

facilidad por enlaces disulfuro cuando se encuentran desnaturalidas (Mauri y Añón, 2006). De esta 

manera la cohesión de la matriz final que depende de estas interacciones determinará las 

propiedades de la película obtenida (Denavi y col., 2009). Por ejemplo, Gennadios y col. (1996) 

demostraron que es posible mejorar las propiedades de barrera a la humedad de películas en base 

a proteínas de soja empleando tratamientos térmicos de curado. Por su parte, Pérez-Gago y col. 

(1999) informaron que películas formuladas en base a proteínas de suero de leche y 

desnaturalizadas previamente por calor, tenían mayor resistencia a la tracción que las de las 

proteínas nativas. Otros estudios mostraron para diferentes proteínas procesadas por casting, 

entre ellas las de soja, que el tratamiento térmico mejora la resistencia mecánica y hace a las 

películas más resistentes al agua (Gennadios y col., 1996; Rhim y col., 2000). Más recientemente, 

Denavi y col. (2009) demostraron que las propiedades mecánicas y la solubilidad en agua de 

películas 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 películas en base a proteínas de soja difirieren según las proteínas se 

encuentren inicialmente en estado nativo o desnaturalizado. 

En el campo de los biopolímeros se ha intentado mejorar las propiedades mecánicas a 

través del agregado de fibras de distinto origen, y la susceptibilidad al agua con el agregado de 

lípidos, entre otras posibilidades. El tape casting como tecnología de obtención de películas en 

base a biopolímeros 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. Así 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, polisacáridos y mezclas de almidón, 

y en todos los casos evidenciaron mejoras en la resistencia mecánica de los materiales resultantes. 

También se ha evaluado la incorporación de fibras celulósicas de diferente longitud, micro-

cristalina, orientadas o no, a formulaciones proteicas (Salgado y col., 2008). Müller y col. (2009), y 

Dias y col. (2011), demostraron el efecto refuerzo y la disminución de la permeabilidad al vapor de 

agua de películas de almidón y fibras celulósicas a partir de papel crudo (fibras de 1,2 mm de largo 

x 0,1 mm de diámetro) obtenidas por casting. Empleando el mismo tipo de fibras, de Moraes y col. 

(2013), y Scheibe y col. (2014), obtuvieron películas de almidón reforzadas por tape casting, 
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obteniendo materiales con resistencia a la ruptura más alta y menor porcentaje de elongación 

respecto a las películas sin fibras. A partir de este tipo de materiales se han podido desarrollar 

bolsas biodegradables en base a almidón y fibras con potencial aplicación para el envasado de 

productos con superficies secas, como algunos frutos y ropa (Scheibe y col., 2014).  

El agregado de lípidos a formulaciones en base a biopolímeros (proteínas y polisacáridos) 

tiene la finalidad de reducir especialmente su permeabilidad al vapor de agua. Dependiendo de la 

aplicación de la película, puede requerirse que ejerza un efecto barrera para favorecer la retención 

de humedad y evitar la deshidratación, como es el caso de los alimentos vegetales envasados 

(Cisneros-Zeballos y Krochta, 2003). Con lípidos y proteínas es posible obtener dos tipos de 

películas: i) laminadas (en las que los lípidos se aplican como una capa separada sobre la de 

proteína a partir de una dispersión o del fundido), y ii) emulsionadas (en las que los lípidos están 

uniformemente distribuidos en la matriz proteica) (Prodpran y col., 2007; Soazo y col., 2011; 

Pérez-Gago y Rhim, 2014). La ventaja de las películas compuestas radica en que la formación de 

una cobertura total por parte de la materia lipídica asegura una disminución en el valor de WVP. 

Es también importante que la mejora introducida por la utilización de estas técnicas resulte 

estable con el paso del tiempo para evitar la separación de fases. Por su parte, las películas 

emulsionadas generan mayor interés a nivel industrial ya que necesitan un solo paso de secado en 

contraposición con los dos que precisan las bicapas, y que además, usadas como recubrimientos, 

pueden aplicarse a temperatura ambiente. Entre los distintos lípidos estudiados, las ceras se 

encuentran entre los más efectivos para incorporar en formulaciones para la producción de 

películas compuestas con distintos biopolímeros (Denavi y col., 2005). 

La influencia de las condiciones de procesamiento sobre las propiedades de películas 

proteicas por tape casting no ha sido muy estudiada a la fecha así como tampoco la eficacia del 

agregado de ceras y fibras a esas formulaciones con el fin de mejorar las propiedades mecánicas y 

de barrera. Estos conocimientos permitirán evaluar el potencial de esta técnica como estrategia de 

escalado en la producción de películas proteicas. 

 

 

5.2. Objetivos 

 

Analizar el procesamiento de películas proteicas y compuestas: proteína-fibras y proteína-

lípidos por tape casting, como estrategia de escalado en la producción de estos materiales. 
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En particular en este capítulo se estudió: 

 

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

propiedades de películas proteicas de soja obtenidas por tape casting. 

 

- la influencia del agregado de fibras celulósicas en las propiedades físicas y químicas de 

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

 

- la formación de películas emulsionadas en base a proteínas 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 utilizó el mismo aislado proteico de soja descripto en la sección 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 caracterización de las fibras de celulosa 

 

5.3.2.1. Tratamiento  

 

Con el fin de facilitar la incorporación de las fibras en la dispersión filmogénica, el papel 

crudo tipo kraft se cortó en pequeños trozos y se preparó una suspensión acuosa mezclando 10 g 

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

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 hidratación. 
 

5.3.2.2. Morfología de las fibras 

 

Las fibras fueron caracterizadas por microscopía electrónica de barrido (SEM), para lo cual 

se tomó una muestra de la suspensión de fibras y se secó a 105 °C hasta peso constante. 

Posteriormente, una porción 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 análisis fue utilizado un microscopio electrónico de barrido (Philips XL-30, 

Ámsterdam) con fuente de electrones de tungsteno y detector de electrones secundarios y 

retropropagados. Las imágenes se observaron utilizando el software Sizemeter, desarrollado en el 

Departamento de Ingeniería Química 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 trabajó con el material libre de extractivos (carbohidratos de bajo peso 

molecular, ácidos grasos, resinas, fitoesteroles, y otros compuestos solubles en agua). Para ello, 

primero se preparo una suspensión de celulosa en agua que se secó en estufa a 105 °C hasta 

alcanzar peso constante, y a la muestra seca se le extrajeron los compuestos solubles en solventes 

orgánicos por la técnica de Soxhlet utilizando una solución etanol:tolueno (1:2 en volumen). Del 

material libre de extractivos, se tomaron 1,2 g y se maceraron en 12 mL de ácido sulfúrico al 72% 

en baño de agua caliente con una temperatura de 25-30 °C durante 1 h. Luego, el material fue 

diluído en 336 mL de agua destilada y transferido a un balón de 1000 mL, en donde se hirvió con 

reflujo durante 4 h. Se filtró la dispersión en papel de filtro previamente secado y pesado, y se lavó 
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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 obtención de peso constante, y el contenido de lignina se 

calculó según la Ecuación 5.1, en donde se dividió la masa de lignina obtenida por la masa de la 

muestra antes de la extracción, y se llevó a porcentaje. 

 

Lignina (%) = 
                   

                  
                   Ecuación 5.1. 

 

5.3.2.4. Contenido de celulosa 

 

El contenido de celulosa se determinó al tratar 5 g de la muestra libre de extractivos 

(obtenida como se mencionó anteriormente) con 125 mL de una solución alcohólica de ácido 

nítrico (Browning, 1967) bajo reflujo durante cuatro ciclos de 1 h. Después de cada ciclo, la 

solución alcohólica de ácido nítrico fue removida por filtración y se adicionó un nuevo volumen de 

la solución. Al final de los cuatro ciclos, la celulosa fue filtrada, lavada y colocada en estufa a 105 °C 

hasta la obtención de peso constante. El contenido de celulosa se calculó según la Ecuación 5.2, en 

donde se dividió la masa de celulosa obtenida por la masa de la muestra antes de la extracción, y 

se llevó a porcentaje. 

 

Celulosa (%) = 
                    

                  
                   Ecuación 5.2. 

 

5.3.3. Formación de películas por tape casting 

 

El equipo de tape casting empleado para la formación de las películas se muestra en 

Figura 5.3. El mismo consta de una plataforma metálica termostatizada de 30 x 84 cm fijada a una 

mesada, que constituye la superficie de secado de las películas. La misma presenta un circuito de 

agua interno que se conecta a un baño termostático con circulación de agua mediante una 

manguera de entrada y otra de salida en cada uno de sus laterales, que se emplea cuando se 

evalúa el secado por conducción permitiendo seleccionar la temperatura de secado. Sobre la 

plataforma metálica y apoyado en dos guías automatizadas para su desplazamiento a lo largo de la 

misma, está instalado un dispositivo aplicador. Este dispositivo presenta una tolva con una paleta 

metálica 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 metálica la dispersión 

filmogénica. El espesor de aplicación se fijó en 2 mm, y la velocidad de desplazamiento en 1,8 

cm/s. Entre la plataforma metálica del equipo y el dispositivo aplicador, se colocó una película de 

tereftalato de polietileno de 2,5 mm (Mylar®, Dupont, Brasil) para facilitar el desmolde de las 

películas formadas después del secado. Además, a dos metros encima del equipo se colocó un 

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

 

  

Figura 5.3. Equipo de tape casting utilizado en este trabajo, conectado a un baño con circulación de agua 
para obtener la temperatura de secado (A). Dispersión proteica de soja formadora de película secándose por 

conducción (B). 

 

5.3.3.1. Selección de la concentración óptima de proteínas 

 

Inicialmente se evaluaron dispersiones filmogénicas con distinta concentración de SPI con 

el fin de seleccionar la concentración óptima de proteínas para procesar las películas en el equipo 

de tape casting. Para esto se prepararon dispersiones formadas con 5,0, 10,0, 10,5, 11,0 y 12,5% 

p/v de SPI y glicerol al 30% p/p respecto de la concentración de SPI a pH de 10,5. Las películas se 

obtuvieron en el equipo de tape casting secando por conducción (tal como se muestra en la Figura 

5.3 B), para lo que se ajustó la temperatura del baño a 60 °C. La dispersión filmogénica se volcó en 

la tolva del dispositivo aplicador, se puso en marcha el desplazamiento del mismo, y la dispersión 

se aplicó de manera homogénea sobre toda la plataforma metálica cubierta por la película de 

Mylar®. Pasado el tiempo de secado se retiró la película formada del equipo. 

 

5.3.3.2. Evaluación del efecto del tipo y temperatura de secado 

 

Con la concentración de proteína de soja seleccionada como óptima y manteniendo la 

cantidad de glicerol y el pH, se evaluaron las condiciones de secado. Se obtuvieron películas 

proteicas de soja por conducción de la misma manera que se describió anteriormente ajustando la 

A B 
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temperatura del baño de agua a 40, 50 y 60 °C (C40, C50, C60) (Figura 5.3 B). Por otra parte se 

evaluó el secado por radiación infrarroja (IR). Para ello, sobre el mismo equipo antes descripto (sin 

utilizar el calentamiento de la plataforma por circulación de agua) se montaron ocho lámparas 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 películas se prepararon en el equipo armado de esta manera de la 

misma forma que se describió anteriormente, con la salvedad que se retiró el dispositivo aplicador 

una vez distribuida la dispersión filmogénica. Se utilizó un termómetro de infrarrojo (TESTO 610, 

Alemania) para monitorear la temperatura de la superficie de secado, que se reguló a 60 °C (IR60). 

En todos los casos mencionados, las películas 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. Imágenes que muestran el equipamiento utilizado durante el procesamiento de películas 
proteicas de soja secadas por radiación IR. 

 

5.3.3.3. Evaluación del agregado de fibras a la formulación  

 

Las películas compuestas proteína de soja-fibras se obtuvieron y almacenaron de la misma 

manera que se describió anteriormente. Dispersiones filmogénicas preparadas con la 

concentración de SPI óptima 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 describió anteriormente, usando secado por conducción a 60 °C. Cabe 

aclarar que la película control sin fibras se trata de la misma formulación que se evaluó en el 

secado por conducción a 60 °C en la sección anterior (C60). 

  

 

 

A 



 

123 
 

5.3.3.4. Evaluación del agregado de ceras a la formulación  

 

Se prepararon dispersiones filmogénicas conteniendo la concentración de proteína de soja 

y glicerol óptima sin agregado de cera de abeja o carnauba, siendo esta muestra la misma 

formulación analizada en el estudio de las temperaturas de secado por conducción 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 

emulsificación de las ceras en las dispersiones proteicas, inicialmente las dispersiones se agitaron 

magnéticamente con calentamiento ( 80 °C), luego se agregaron las ceras sólidas y por último se 

emulsificaron en un Ultraturrax a 12.600 rpm durante 3 min manteniendo la temperatura. 

Teniendo en cuenta que las proteínas podrían afectarse por el tratamiento térmico y la 

homogeneización adicional usada para emulsificar las ceras, se preparó un control proteico 

tratado de igual manera que para formar las emulsiones pero sin ceras (0C). Las emulsiones 

resultantes se sometieron a vacío (-400 mm de Hg 2 min) con el fin de eliminar las burbujas, y 

posteriormente se procesaron en tape casting secando por conducción a 60 °C como se describió 

anteriormente. 
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Tabla 5.1. Nomenclatura experimental. 
 

Nomenclatura 
Componentes adicionales a la 

formulación base (g/100 g de SPI) 

Tecnología 

de secado 

Temperatura  

de secado (°C) 

C40 

--- 

Conducción 40 

C50 Conducción 50 

C60 Conducción 60 

IR60 Radiación IR 60 

2,5F 2,5 de fibras celulósicas 

Conducción 60 5,0F 5,0 de fibras celulósicas 

7,5F 7,5 de fibras celulósicas 

0C --- Conducción 60 

5,0AB 5,0 de cera de abeja 

Conducción 60 7,5AB 7,5 de cera de abeja 

10,0AB 10,0 de cera de abeja 

5,0Ca 5,0 de cera de carnauba 

Conducción 60 7,5Ca 7,5 de cera de carnauba 

10,0Ca 10,0 de cera de carnauba 

 

5.3.4. Caracterización de las dispersiones filmogénicas mediante ensayos reológicos 

 

A partir de las dispersiones filmogénicas con distintas cantidades de proteína de soja, 5,0, 

10,0, 10,5, 11,0, y 12,5% p/v de SPI, se realizaron ensayos reológicos empleando la misma 

metodología descripta en la sección 4.3.4. A diferencia de lo realizado en esa sección, se 

determinaron los índices de flujo (n) y consistencia (K) ajustando los resultados experimentales 

con el modelo reológico de Ostwald de Waele (Ecuación 5.3). 

 

 = K Dn                                                           Ecuación 5.3 
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Donde:  es el esfuerzo de corte (Pa), K es el índice de consistencia (Pa sn), D es la velocidad de 

deformación (s-1) y n es el índice de comportamiento de flujo. Los ensayos se realizaron por 

triplicado. 

 

5.3.5. Estudio de la cinética de secado durante el procesamiento 

 

Se estudió la cinética de secado de películas formadas a partir de una formulación 

seleccionada como óptima, secadas por convección a 40, 50 y 60°C y por radiación infrarroja a 

60°C. Se determinaron las curvas de secado midiendo la pérdida de agua de la dispersión 

filmogénica en función del tiempo de secado de las películas 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 película de Mylar®, calefaccionada por una resistencia eléctrica y con control de 

temperatura o por el sistema de lámparas IR descripto anteriormente (Figura 5.3 B). La parte 

inferior de la placa se encuentra aislada térmicamente y dispuesta sobre una balanza semi-

analítica (Marte AS2000C, Brasil) posicionada dentro de una cámara cerrada. Se emplearon 

moldes de metal para controlar el espesor de la dispersión filmogénica a evaluar, como se muestra 

en la Figura 5.5 B antes del secado. El peso de la formulación se midió cada 5 min durante el 

proceso de secado hasta peso constante y se monitoreó dicho proceso realizando 

termofotografías de las dispersiones cada 10 min, empleando una cámara termográfica (FLIR T-

360, Estados Unidos) fijada a 80 cm de la placa de secado. La temperatura del material se controló 

mediante tres termocuplas situadas entre la dispersión y la placa, conectadas a un sistema de 

adquisición 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 psicrómetro digital portátil (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 determinación de las cinéticas de secado (A). Esquema de la chapa 
de aplicación de la dispersión filmogénica (B). 

 

 De las curvas obtenidas se determinó la velocidad inicial de secado, ajustando la primera 

parte de la curva de secado (de velocidad constante) con la ecuación lineal que se detalla en la 

Ecuación 5.4. 

 

ΔX/Δt = X(t)-X(t-1)/ (t – t-1)  Ecuación 5.4 

 

Donde: ΔX/Δt 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-1 es el tiempo anterior considerado. 

 

5.3.6. Caracterización de las películas 
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Las películas se caracterizaron según su espesor, color, opacidad, contenido de agua, 

solubilidad en agua, permeabilidad al vapor de agua (WVP), propiedades mecánicas en tracción, y 
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temperatura de transición vítrea (Tg); y según su ángulo de contacto y morfología por microscopía 

electrónica de barrido (SEM), de acuerdo a las técnicas descritas en la sección 3.3.3 y 4.3.5. 

Además se determinó la densidad, las propiedades mecánicas en punción y la capacidad de 

termosellado como se describe a continuación. 

 

5.3.6.1. Densidad 

 

La densidad de la película (ρ) se calculó por la Ecuación 5.5, según lo propuesto por 

Larotonda y col. (2005). 

   

 ρ=m/Aδ  Ecuación 5.5 

 

Donde: A es el área de la muestra (2 cm x 2 cm), m es la masa de los sólidos (determinados a partir 

de muestras acondicionadas en un desecador con pentóxido de fósforo durante 20 días), y δ es el 

espesor promedio de la película, calculado con un micrómetro digital (Mitutoyo Co., Japón) en 

diferentes regiones de las muestras (80 cm x 30 cm). Las determinaciones se realizaron por 

triplicado. 

 

5.3.6.2. Propiedades mecánicas en punción 

 

Se evaluó la resistencia máxima a la punción según el método propuesto por Gontard y 

col. (1992), con algunas modificaciones. Se empleó un texturómetro (TA.XT2i, Stable Micro 

Systems, Inglaterra) con una sonda de punta plana de 3 mm de diámetro y una base circular 

adecuada para tal medición. La punción se realizó a una velocidad de 0,5 mm/s determinándose la 

fuerza máxima a la ruptura (N) y la distancia en ese punto (mm). A partir de las medidas obtenidas 

se informó la fuerza máxima (Fm, en N) y la deformación a la ruptura (Dm, en %), calculada como la 

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

 

Se evaluó la resistencia de sellado según norma ASTM F88-00 (2004). Se cortaron dos tiras 

de película de 76 x 25 mm de lado, que se sellaron térmicamente por su lado más corto utilizando 

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

 

 
Figura 5.6. Disposición de las probetas de película termoselladas para medir la resistencia del sellado 

empleando un texturómetro. 

 

La resistencia al termosellado, indicador de la calidad de cierre, se evaluó en un 

texturómetro (TA.XT2i, Stable Micro Systems, Inglaterra) equipado con un sistema de mordazas 

para tensión A/TG. Se ensayaron las probetas luego que el sellado llegara a temperatura ambiente 

aplicando una tensión de 0,5 mm/s. La fuerza mínima (N) necesaria para que ocurra la falla del 

sellado se obtuvo mediante el software Texture Expert V.1.22 (Stable Micro Systems, Inglaterra). 

Además se observó visualmente y se informó el modo de falla de los cierres: adhesiva, cohesiva o 

por delaminación del material según la norma mencionada (Figura 5.7). Se ensayaron 5 probetas 

para cada formulación. 

 

 
Figura 5.7. Representación esquemática de los modos de falla de sellado según la norma ASTM F88-00 

(2004). 
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5.3.7. Análisis estadístico 

 

Los resultados fueron analizados mediante análisis de varianza (ANOVA) y expresados 

como la media  desviación estándar. Las medias fueron comparadas por el Test de Tukey con un 

nivel de significación α = 0,05, utilizando el programa SYSTAT (versión 12, Systat Software, Inc., 

Chicago, Estados Unidos). 

 

 

5.4. Resultados y discusión 

 

5.4.1. Selección de la concentración 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 concentración de glicerol fijada al 

30% p/p respecto de la cantidad de aislado proteico a pH 10,5. Esas dispersiones fueron 

caracterizadas según sus propiedades reológicas y utilizadas para preparar películas proteicas de 

soja por tape casting secando por conducción a 60 °C, con el fin de seleccionar la formulación más 

adecuada para procesar a las películas por esta tecnología. Intentando extrapolar los procesos 

usados en el laboratorio para obtener las películas proteicas de soja por casting y a modo de 

comparación, se evaluó también una dispersión conteniendo 5,0% p/v de SPI (Mauri y Añón, 2006 

y 2008); Denavi y col., 2009; Salgado y col., 2010 y 2011; Echeverría y col., 2014). 

Para procesar por tape casting las dispersiones filmogénicas deben presentar un 

comportamiento de flujo pseudoplástico con una viscosidad elevada a bajas velocidades de 

deformación (cuando la dispersión está en la tolva) de manera de evitar su escurrimiento hacia la 

placa (o cinta) y la sedimentación de las partículas; y una viscosidad intermedia a las velocidades 

de deformación típicas 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 características reológicas de las dispersiones 

filmógenicas con diferentes concentraciones de SPI. Los valores experimentales pudieron ajustarse 

satisfactoriamente al modelo de Ostwald de Waele (Ecuación 5.1) con coeficientes de correlación 

de R2>0,99 en todos los casos. Todas las dispersiones exhibieron un comportamiento de flujo 

pseudoplástico (K> 0, 0 <n < 1), observándose la disminución de los valores de viscosidad aparente 
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al aumentar la velocidad de deformación (D). En la Tabla 5.2 se presentan las viscosidades 

aparentes que presentan las distintas formulaciones a la velocidad de deformación que se aplica 

en el equipo de tape casting en las condiciones de trabajo (D= 9/s), que surge de relacionar la 

velocidad de aplicación de la dispersión (1,8 cm/s) respecto del espesor con que este es regulado 

(2 mm), espacio por donde fluirá la dispersión filmogénica (Steffe, 1996). 

 

 

 
Figura 5.8. Curvas de esfuerzo de corte (A) y viscosidad aparente (B) en función de la velocidad de 

deformación (D) de dispersiones filmogénicas con concentraciones crecientes de SPI: (●) 5,0; (●) 10,0; (●) 
10,5; (●) 11,0 y (●) 12,5 g de SPI por cada 100 mL de dispersión. 

 

El comportamiento pseudoplástico de las dispersiones se acentuó progresivamente con el 

incremento del contenido de proteína en la formulación, mostrando una importante disminución 

en el índice de comportamiento de flujo (n), con un incremento en la viscosidad de las 

A 

B 
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dispersiones (indicado por altos valores de K y de viscosidad aparente). Este incremento en la 

viscosidad fue más pronunciado a valores de baja velocidad de deformación (D). Como era de 

esperar las dispersiones más concentradas presentaron viscosidades más altas, probablemente 

porque las proteínas de esas suspensiones proteicas son organizadas más densamente y con 

mayores posibilidades de interacción (entanglement). 

 

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

g SPI/100 

mL 

A. Parámetros de Ostwald de Waele B. Viscosidad aparente (mPa s) 

K (Pa s
n
) n r

2
  D= 9 s

-1
 

5,0 0,068  0,010  c 0,792  0,012 a 0,999  53,7  2,7 e 

10,0 0,979  0,038 bc 0,602  0,008 b 0,999                  393,4  6,1 d 

10,5 1,260  0,196 bc 0,588  0,012 b 0,999                  510,4  57,2 c 

11,0 2,062  0,267  b 0,530  0,018 c 0,999                  740,6  53,7 b 

12,5 6,568  1,118  a 0,396  0,025 d 0,997                2232,2  117,7 a 

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

 

Para las concentraciones de SPI extremas analizadas los comportamientos reológicos no 

resultaron adecuados para procesar las muestras por tape casting. La dispersión conteniendo 5,0% 

p/v de SPI, si bien resultó adecuada para lograr eliminar las burbujas formadas durante la agitación 

previo al moldeo, presentó una baja viscosidad y una tendencia a derramarse de la superficie de la 

plataforma metálica del equipo. Contrariamente a estos resultados, Echeverría (2012) en el 

intento de escalar la producción de películas proteicas y nanocompuestas en base a proteína de 

soja y montmorillonita, logró obtenerlas mediante spread coating (tecnología similar al tape 

casting) utilizando 5% p/v de SPI pero en un equipo semi-continuo con un diseño diferente, no 

describiendo inconvenientes como los encontrados en este trabajo. Por el contrario la dispersión 

con 12,5% p/v de SPI, presentó un aumento significativo en su viscosidad acompañado de un 

aumento importante de K y una disminución de n. Estas características (la alta viscosidad y K) 

dificultaron su moldeo en el equipo, siendo sus películas heterogéneas debidas a la retención de 

una gran cantidad de burbujas en la matriz proteica. Las dispersiones restantes presentaron 



 

132 
 

comportamiento intermedio. La dispersión que contenida 10,5% p/v de SPI fue seleccionada para 

continuar procesando por tape casting en este equipo, ya que presentó una fluidez adecuada 

durante la etapa de aplicación de la dispersión sobre la plataforma y su viscosidad permitió la 

eliminación de las burbujas. Las dispersiones con 10,0% p/v de SPI tendían a seguir fluyendo una 

vez aplicadas sobre la superficie metálica del equipo, mientras que las de 11% p/v de SPI 

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

 

A partir de estos resultados, se seleccionó seguir trabajando por tape casting a partir de 

dispersiones acuosas que contenían 10,5% p/v de SPI y 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 películas proteicas de soja obtenidas por tape casting 

 

En esta parte del trabajo se evaluó el efecto de dos metodologías de secado en el 

procesamiento por tape casting sobre las dispersiones ya seleccionadas: secado por conducción a 

40, 50 y 60 °C (C40, C50, C60) y secado con radiación infrarroja a 60°C (IR60), sobre la cinética del 

secado y las propiedades físicas y químicas de las películas proteicas obtenidas. 

La temperatura y la humedad relativa del ambiente afectan la formación de las películas, y 

en consecuencia su funcionalidad. Denavi y col. (2009) evaluaron el secado de películas 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 características al 

empleado en este trabajo. Estos autores encontraron que el efecto del aumento de la 

temperatura de secado aumentó la resistencia mecánica de los materiales y una disminución en la 

solubilidad, sin afectar los parámetros de color y seleccionaron el tratamiento de secado a 60 °C y 

60% de HR como óptimo 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 proteína durante aproximadamente 3 h a 60 

°C (Mauri y Añón, 2006 y 2008; Salgado y col., 2008 y 2011; Ortiz y col., 2013; Echeverría y col., 

2014). 
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5.4.2.1. Cinética de secado 

 

La cinética de secado durante la preparación de las películas proteicas de soja se analizó 

para obtener el tiempo de secado en cada metodología evaluada (40C, 50C, 60C, IR60). En cada 

caso se obtuvieron medidas del peso de la dispersión filmogénica proteica hasta peso constante. 

La Figura 5.9 muestra las curvas de pérdida de agua en función 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 

disminución 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 conducción, no observándose 

diferencias en las curvas correspondientes a distintas técnicas de secado (conducción y radiación) 

a la misma temperatura (60 °C). La reducción del tiempo de secado con el aumento de la 

temperatura tiene una implicancia práctica 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 termofotografías sobre la curva de secado 

correspondiente al proceso realizado a 40 °C por conducción (a modo de ejemplo) donde es 

posible observar la evolución homogénea del secado sobre la superficie de aplicación de la 

dispersión. La diferencia de coloración indica las zonas de menor temperatura (verdes) basadas en 

la escala termográfica, 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 películas de proteína de 
soja procesadas por tape casting a 40, 50 y 60 °C por conducción o a 60 °C por la radiación (IR). 

 

El proceso de secado de materiales con alto contenido de humedad se suele dividir en dos 

períodos definidos por el comportamiento de la tasa de secado. En la Figura 5.10 se muestran las 

curvas de velocidad de secado en función del tiempo. Los procesos en los que se secó por 

conducción presentaron dos períodos distintos definidos por el comportamiento de la tasa de 

secado, lo que es característico de materiales con alto contenido de humedad (Reis y col., 2013). 

En el primero, se observó una tasa de secado constante en el que predominó la evaporación del 

agua libre en la superficie del material, mientras que en el segundo, la tasa fue decreciendo, lo que 

según Geankoplis (1993), es una indicación de que la migración interna de la humedad hacia la 

superficie no logró equiparar la tasa de evaporación en la superficie del material. 
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Figura 5.10. Velocidades de secado de las dispersiones proteicas de soja a 40, 50, y 60 °C por conducción o a 
60 °C por radiación (IR) en función del tiempo de procesamiento. 

 

Con el aumento de la temperatura se observó un aumento significativo del valor de la 

velocidad de secado constante y una disminución de la fracción de tiempo que llevó esta etapa en 

el procesamiento, en el que hay predominancia de la evaporación del agua libre de la superficie 

del material, tal como describieron otros autores al secar soluciones de biopolímeros (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 crítica (transición entre el período a tasa constante y el período a tasa 

decreciente) estuvo entre 60 y 75% de contenido de agua (en base húmeda). Así por ejemplo, a 60 

°C, los valores de velocidad de secado constante fueron siete veces mayores que los 

correspondientes para las películas secadas a 40 °C y el tiempo de esta etapa respecto del total de 

secado, representó el 74, 67 y 42% para los materiales procesados por conducción a 40, 50 y 60 °C, 

respectivamente. 
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5.4.2.2. Caracterización de las películas secadas a diferentes temperaturas por conducción y a 60 

°C por radiación 

 

5.4.2.2.1. Apariencia 

 

En la Tabla 5.3 se presentan el espesor, los parámetros de color y la opacidad de las 

películas proteicas de soja obtenidas por tape casting secadas por conducción a 40, 50 y 60 °C y 

por radiación IR a 60 °C (IR60). 

 

Tabla 5.3. Espesor, parámetros de color (L*, a*, b*, ΔE) y opacidad de películas de SPI secadas a 40, 50 y 60 
°C por conducción o a 60 °C por radiación (IR60). 
 

Muestra Espesor (μm) 
Parámetros de Hunter-lab Opacidad 

(UA/mm) L* a* b* ΔE 

C40 105,8  17,3 b 84,5  1,4 a -1,8  0,3 a 31,2  3,1 a 32,2  3,3 a 2,3  0,08 a 

C50 107,8  12,5 b 86,1  0,5 a -2,2  0,1 a 29,6  0,9 a 30,1  1,0 a 1,8  0,14 b 

C60 104,2  14,6 b 86,1  2,0 a -2,1  0,4 a 28,0  2,6 a 28,7  3,0 a 1,6  0,04 b 

IR60 185,3  31,4 a 85,4  3,3 a -1,9  0,7 a 30,7  5,4 a 31,4  6,1 a 1,1  0,05 c 

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

 

Todas las películas secadas por conducción, independientemente de la temperatura 

empleada durante el secado, presentaron espesores similares ( 105 µm), que resultaron 

significativamente más delgados que los de las películas secadas por IR ( 185 µm). Teniendo en 

cuenta que i) todas las películas se prepararon a partir de formulaciones idénticas (igual 

concentración de proteína y glicerol, e igual pH); ii) que la dispersión filmogénica se extendió sobre 

la plataforma metálica utilizando el mismo espacio en el dispositivo aplicador y control de espesor; 

y iii) que todas las películas 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 proteínas adoptan durante el período de secado cuando el agua fue eliminada 

progresivamente y que podrían estar relacionados con la diferencia en la evolución de las tasas de 

eliminación de agua durante el secado por conducción y radiación infrarroja observada al analizar 

las cinéticas de secado. 
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Para todas las condiciones de secado las películas presentaron una coloración amarillenta, 

típica de las películas proteicas de soja, no observándose diferencias en los parámetros de color 

CIE L*, a*, b*, y ΔE (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 películas 

proteicas de soja obtenidas por casting. Pero sí se observó una disminución de la opacidad de las 

películas al aumentar la temperatura de secado por conducción, que se hace aún más significativa 

al secar mediante radiación 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 ángulo de contacto de las películas de proteína de soja procesadas por tape 

casting y secadas a 40, 50 o 60 °C por conducción o a 60 °C por radiación IR. 

 

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

Muestra 
Contenido  

de agua (%) 
Solubilidad (%) 

WVP x 10
-10
 

(g/m Pa s) 

Ángulo  

de contacto (°) 

C40 12,04  0,51 a 33,70  0,01 a 1,32  0,19 a 75,13  4,40 a 

C50 12,79  0,19 a 33,62  2,42 a 1,47  0,33 a   67,66  7,41 ab 

C60 12,15  0,12 a 31,23  1,28 a 0,95  0,21 a 56,07  5,33 b 

IR60 12,25  0,22 a 32,69  1,91 a 1,61  0,68 a   66,03  5,80 ab 

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

 

Todas las películas 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 películas 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 

películas luego de almacenarlas a 58% HR.  

Se ha reportado que en películas hidrofílicas (tales como de pectina, amilosa, éteres de 

celulosa, caseinato de sodio y proteínas de soja) la WVP aumenta con el espesor de la película 

(McHugh y col., 1993; Ghorpade y col., 1995). Este efecto no se verificó en este estudio, dado que 

las películas secadas por IR que presentaron espesores significativamente mayores mostraron 

similares WVP que las secadas por conducción. Si bien este resultado también daría indicio del 

menor carácter hidrofílico de estas matrices, dado por el entrecruzamiento alcanzado con todas 

las condiciones analizadas, los valores de WVP obtenidos están en el rango de los publicados para 

películas de proteínas de soja obtenidas por casting (Denavi y col., 2009; Salgado y col., 2011). En 

este sentido, Salgado y col. (2015) estudiaron la funcionalidad de películas 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 hidrofílica 

propia de las proteínas, pero sí mostraron modificaciones en su solubilidad debido a que esta 

propiedad dependería principalmente de las interacciones que estabilizaban la red de proteínas. 

Al analizar los valores de ángulos de contacto (Tabla 5.4), se observa que al aumentar la 

temperatura de secado por conducción la hidrofobicidad superficial de las películas disminuyó, y 

que frente a la misma temperatura, las películas secadas por radiación IR presentaron mayores 

hidrofobicidades superficiales. Esto sugiere que la conformación y el grado de agregación de las 

proteínas en al menos la superficie de las películas es diferente. Cabe señalar que el ángulo de 

contacto fue evaluado en relación a la superficie expuesta al aire. En el caso de las películas 

secadas por radiación IR la superficie analizada fue la que estuvo expuesta directamente a la 

fuente de calor. El mayor ángulo de contacto de estas películas frente a las secadas a igual 

temperatura pero por conducción podría atribuirse al menos en parte a que al deshidratarse 

primero en la superficie, las proteínas se reacomoden exponiendo sus zonas mas hidrofóbicas en 

ese sentido, dejando a las hidrofílicas inicialmente hacia el centro de la película. En cuanto al 

efecto de la temperatura, es sabido que tanto la temperatura como el pH alcalino favorecen la 

agregación, y la formación de interacciones hidrofóbicas y de puentes disulfuro entre proteínas. Si 

esto ocurriera, las proteínas podrían estar exponiendo sus residuos mas hidrofílicos hacia la 

superficie, disminuyendo su hidrofobicidad superficial. Pero cabe señalar, que los cambios 

conformacionales que podrían explicar los cambios de hifrofobicidades superficiales, no afectarían 
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la naturaleza hidrofílica 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 mecánicas 

 

En la Tabla 5.5 se presentan las propiedades mecánicas medidas en tracción de las 

películas estudiadas, representadas por la tensión a la ruptura (r), el módulo de Young (E) y la 

elongación a la ruptura (εr). 

 

Tabla 5.5. Propiedades mecánicas medidas en tracción de películas proteicas de soja obtenidas por tape 
casting bajo diferentes condiciones de secado: tensión a la ruptura (σr), módulo de Young (E) y elongación 
(εr). 
 

Muestra σr (MPa) E (MPa) εr (%) 

C40   5,64  0,83 bc 3,44  0,31 b    72,37  7,24 ab 

C50 5,15  0,40 c 2,49  0,25 c 74,77  9,27 a 

C60 7,53  0,56 a 4,25  0,38 a 47,64  9,89 c 

IR60 6,04  0,96 b 2,35  0,15 c     59,98  11,46 bc 

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

 

Las películas secadas a 60 °C por conducción presentaron mayor resistencia a la tracción y 

módulo de Young y menor elongación a la rotura que las secadas a 40 y 50 °C con la misma 

metodología, y que las secadas a igual temperatura pero por radiación IR. Denavi y col. (2009) 

observaron aumentos en la resistencia a la tracción pero acompañados de un aumento en la 

elongación a la rotura para las películas 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 películas estudiadas en este trabajo tienen el mismo contenido 

de plastificante (agua y glicerol), las diferencias encontradas en las propiedades mecánicas deben 

atribuirse a un mayor entrecruzamiento. Probablemente en estas matrices sean los puentes 

disulfuro los responsables en estas mejoras, cuya formación se favorece con la temperatura y el 

pH alcalino. En trabajos previos realizados por casting, se ha descripto que los puentes disulfuro 

tienen una importancia fundamental en la estabilización de las películas proteicas de soja y en la 
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mejora de su resistencia mecánica (Mauri y Añón, 2006; Salgado y col., 2008). Perez-Gago y 

Krochta (2001), señalaron que los materiales con mayor capacidad de estabilizarse a través de 

enlaces covalentes puentes disulfuro son más resistentes, e incluso a veces más elongables, 

dependiendo esto más de la distribución de los mismos que de su número (Salgado y col., 2010). 

Esto último también podría explicar porque estas matrices más entrecruzadas no resultaron ser 

menos solubles ni modificaron el carácter hidrofílico-hidrofóbico de la matriz que podría afectar el 

contenido de agua y la WVP.  

El mayor entrecruzamiento, responsable del aumento de la resistencia mecánica de las 

películas proteicas procesadas por tape casting secando a 60 °C por conducción también se reflejó 

en la temperatura de transición vítrea de estos materiales, mostrada en la Tabla 5.6. La Tg de 

estos materiales resultó ser significativamente mayor que las obtenidas con las otras condiciones 

de secado evaluadas. Teniendo en cuenta que todas las películas presentan el mismo contenido de 

proteína y de plastificante (agua y glicerol), la mayor restricción al movimiento de las cadenas 

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

 

Tabla 5.6. Temperaturas de transición vítrea (obtenidas por DSC) para las películas proteicas de soja 
procesadas por tape casting bajo distintas condiciones de secado. 
 

Muestra Tg (°C) medida por DSC 

C40 -20,8  0,8 b 

C50 -21,1  0,5 b 

C60 -16,5  0,7 a 

IR60 -19,8  0,3 b 

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

 

5.4.2.2.4. Resistencia del termosellado 

 

Todas las películas 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 podrían utilizarse para formar bolsas, como lo 

han hecho Scheibe y col. (2014) a partir de películas de almidón de mandioca y fibras celulósicas 

obtenidas por tape casting. La Figura 5.11 muestra la resistencia del sellado de los distintos 

materiales al someterlos a un ensayo en tracción. 
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Figura 5.11. Resistencia al termosellado de películas procesadas por tape casting a diferentes temperaturas 
por conducción (C40, C50, C60) o por radiación (IR60). Letras distintas indican diferencias con un nivel de 

significancia de α = 0,05. 

 

La resistencia al termosellado aumentó progresivamente con la temperatura de secado de 

las películas para los materiales procesados secando por conducción, y a igual temperatura, las 

películas secadas por conducción mostraron una resistencia del termosellado superior que las 

secadas por radiación IR. Es de esperar que las características superficiales de los materiales 

tuvieran cierta influencia sobre la adhesión que ocurre finalizado el proceso. Pareciera existir una 

correlación entre las resistencias del termosellado y los ángulos de contacto tal como se observa 

en la Figura 5.12. La disminución de la hidrofobicidad superficial (menor ángulo de contacto), 

podría favorecer la adhesión de las películas durante el termosellado favoreciendo su resistencia. 

Si bien cabría suponer que en estos materiales delgados el proceso de termosellado vaya mas allá 

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 apoyaría la influencia 

del efecto superficial. 
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Figura 5.12. Asociación entre la resistencia al termosellado y el ángulo de contacto de películas procesadas 
por tape casting y secadas a 40 (●), 50 (●) y 60 °C (●) por conducción o radiación IR (●). 

 

 

En función de los resultados obtenidos se seleccionó como condición de secado para seguir 

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

 

 

5.4.3. Películas compuestas en base a proteínas de soja y fibras celulósicas procesadas por tape 

casting 

  

El uso de fibras celulósicas en la formulación de materiales biopoliméricos ha sido una de 

las alternativas más tradicionales estudiadas en la obtención de películas compuestas, ya que 

logran mejorar sus propiedades mecánicas (Angle’s y Dufresne, 2001; Chen y col., 2009; Teixeira y 

col., 2009; Müller y col., 2009 a y b; de Moraes y col., 2013; Sheibe y col., 2014). Además, los 

materiales resultantes generalmente resultan más económicos y livianos (menor densidad) 

además 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 celulósicas en 

matrices proteicas de soja ha sido efectivo para mejorar la resistencia mecánica y la 

susceptibilidad al agua de las películas compuestas resultantes (Paetau y col., 1994; Kumar y 

Zhang, 2009).  
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5.4.3.1. Caracterización de las fibras empleadas 

 

En este trabajo se emplearon fibras celulósicas obtenidas de papel comercial tipo Kraft 

(Klabin S.A., Brasil). En el proceso kraft, virutas de madera son sometidas a reacción con una 

solución que contiene hidróxido de sodio (NaOH) y sulfuro de sodio (Na2S), también conocido 

como “licor blanco”. Este proceso ocurre dentro de un digestor, mantenido a alta presión y 

temperatura. Las sustancias químicas empleadas reaccionan con la lignina, fragmentándola en 

sustancias de bajo peso molecular que se solubilizan en la solución alcalina y que pueden ser 

removidas de las fibras por varias etapas de lavado. La pulpa o pasta resultante presenta una 

coloración amarronada y por ese motivo no es adecuada para la producción de determinados 

tipos de papel. Esa coloración se debe principalmente a pequeñas 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 obtención de pulpas de blancura elevada, y con 

mínima degradación de celulosa. Por este motivo, las fibras celulósicas utilizadas en este trabajo 

presentaban coloración marrón per se tal como se muestra en la Figura 5.2. 

En la Figura 5.13 se muestran microfotografías de las fibras celulósicas utilizadas en donde 

se puede observar que tienen forma cilíndrica. Del análisis realizado sobre esas fotos, se concluyó 

que las fibras utilizadas tenían aproximadamente 30 μm de diámetro y 1,3 mm de largo en 

promedio. Por otra parte, estaban constituidas por un 82,5% de celulosa y retenían un 8,1% de 

lignina. 

 

   

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

 

 Similares características fueron descriptas para fibras celulósicas a partir de papel kraft 

utilizadas por otros autores como refuerzo de matrices de almidón (de Oliveira Romera y col., 

2012; de Moraes y col., 2013; Scheibe y col., 2014). 
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5.4.3.2. Caracterización de las películas compuestas proteína-fibra 

 

Las películas caracterizadas en esta sección fueron formuladas a partir de 10,5% p/v SPI, 

30% p/p de glicerol respecto a la proteína y agua, con el agregado de 0, 2,5, 5,0, y 7,5 g de fibras 

celulósicas/ 100 g de aislado proteico (C60, 2,5F, 5,0F y 7,5F), y fueron procesadas por tape casting 

secando por conducción a 60 °C. 

En ensayos preliminares se evaluó la incorporación de diferentes concentraciones de fibra 

a las formulaciones. Si bien se intentó caracterizar reológicamente a las dispersiones filmogénicas 

como en la sección 5.3.4, no pudo concretarse debido a que la relación forma-tamaño de las fibras 

no permitió 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 agitación y homogenización, así como la 

remoción de las burbujas que se formaban durante el mezclado. 

 

5.4.3.2.1. Apariencia de las películas compuestas proteína-fibra 

 

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

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. 

 

     

Figura 5.11. Apariencia de las películas proteicas de soja con agregado de 0 (A); 2,5 (B); 5,0 (C); y 7,5 (D) g de 
fibras celulósicas 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 películas 

compuestas en base a proteína de soja y fibras celulósicas obtenidas por tape casting. Al aumentar 

A B C D 
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la concentración de fibra en la formulación, aumentó el espesor de las películas pero sólo resultó 

estadísticamente diferente para la película que contenía 7,5 g de fibra/ 100 g de SPI. También se 

observó un aumento progresivo en la opacidad y una disminución de la densidad de las películas 

en función de la cantidad creciente de fibras incorporadas, probablemente por la diferencia de 

densidad de las fibras celulósicas respecto a la del aislado proteico de soja. En este sentido y en 

sistemas procesados por tape casting con almidón y fibras celulósicas, de Oliveira Romera y col. 

(2012), y Müller y col. (2009), también informaron que la densidad de los materiales compuestos 

era menor que la del almidón termoplástico por sí solo debido a la baja densidad de las fibras 

celulósicas. Esta disminución de la densidad implicaría una disminución en el peso del material lo 

que resultaría interesante para aplicaciones como envases, si al menos se conservan otras 

propiedades. 

 

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

Muestra Espesor (μm) Opacidad (UA/mm) Densidad (g/cm) 

C60    99,72  17,42 b 1,6  0,04 b 1,28  0,07 a 

2,5F 115,72  20,12 b 1,8  0,06 b   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  31,78 a 2,3  0,12 a 1,01  0,02 c 

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

 

Los parámetros de color de las películas compuestas en base a proteína de soja y fibras 

celulósicas obtenidas por tape casting se muestran en la Tabla 5.8. Se puede observar que la 

mayor variación de color (en todos los parámetros analizados) ocurrió cuando se incorporó 7,5 g 

de fibras/ 100 g de SPI, resultando en películas más oscuras dada su menor luminosidad (L*) y con 

tonalidad más amarronada, evidenciado en lo mayores valores de a* y b* encontrados y en 

consecuencia en una mayor variación de color (ΔE). Esta tendencia, fue observada también al 

analizar el espesor. 
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Tabla 5.8. Parámetros de color L*, a*, b* y ΔE de las películas proteicas con agregado de 0, 2,5, 5,0, y 7,5 g 
de fibras celulósicas cada 100 g de SPI obtenidas por tape casting. 
 

Muestra 
Parámetros de Hunter-lab 

L* a* b* ΔE 

C60 86,1  2,0 a -2,2  0,5 c 28,1  2,6 b 28,8  2,1 b 

2,5F 87,7  1,0 a -1,9  0,1 bc 25,7  2,1 b 25,9  2,3 b 

5,0F 86,9  0,7 a -1,6  0,2 b 26,6  0,8 b 27,0  1,0 b 

7,5F 82,2  1,4 b 0,2  0,1 a 32,5  2,2 a 34,3  2,6 a 

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

 

5.4.3.2.2. Susceptibilidad al agua de las películas compuestas proteína-fibra 

 

En la Tabla 5.9 se presentan los resultados de las determinaciones relacionadas con la 

sensibilidad al agua de las películas compuestas en base a proteína de soja y fibras celulósicas 

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 películas con el agregado de las fibras 

celulósicas. Müller y col. (2009) describieron menores contenidos de agua para películas de 

almidón con fibras celulósicas incorporadas y lo explicaron por una baja afinidad al agua de las 

fibras respecto al almidón. En este trabajo las fibras no estarían modificando el carácter hidrofílico 

propio de las matrices proteicas lo que podría dar indicios de una interacción importante entre 

proteínas y fibras evitando la aparición de sitios con mayor retención de agua. Esas interacciones 

podrían favorecer el hecho que las fibras estuvieran embebidas en la matriz proteica y en 

consecuencia no observarse diferencias en las hidrofobicidades superficiales de las películas. Los 

valores encontrados de estas propiedades son característicos para películas hidrofílicas obtenidas 

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

Muestra 
Contenido de agua 

(%) 
Solubilidad (%) 

WVP x 10
-10
  

(g / m Pa s) 

Ángulo de contacto 

(°) 

C60 12,15  0,12 a 31,23  1,28 a   1,05  0,19 ab 56,07  5,33 b 

2,5F 12,53  0,23 a 33,94  2,13 a 0,88  0,15 b 49,33  5,55 ab 

5,0F 12,23  0,07 a 35,01  0,26 a   1,04  0,25 ab 56,76  7,75 a 

7,5F 12,36  0,28 a 33,74  0,62 a 1,58  0,19 a 46,56  3,14 ab 

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

 

5.4.3.2.3. Propiedades mecánicas de las películas compuestas proteína-fibra 

 

La Tabla 5.10 muestra las propiedades mecánicas medidas en ensayos de tracción y 

punción de las películas compuestas en base a proteína de soja y fibras celulósicas obtenidas por 

tape casting. 

 

Tabla 5.10. Propiedades mecánicas determinadas en ensayos en tracción y punción de películas proteicas de 
soja con agregado de 0, 2,5, 5,0, y 7,5 g de fibras celulósicas cada 100 g de SPI obtenidas por tape casting: 
tensión a la ruptura (σr), módulo de Young (E), elongación (εr), fuerza máxima a la punción (Fm) y 
deformación máxima en punción (Dm). 
 

Muestra σr (MPa) E (MPa) εr (%) Fm (N) Dm(%) 

 C60    7,53  0,56 d 4,25  0,38 a 47,64  9,89 a 12,57  1,94 c 7,56  1,11 a 

2,5F   9,20  0,77 c 3,34  0,23 b 12,13  4,14 b   13,05  0,54 bc 5,99  2,51 a 

5,0F 12,39  0,65 b 4,32  0,25 a   8,11  0,75 b   16,72  0,83 ab 7,32  1,34 a 

7,5F 15,34  1,65 a 4,04  0,41 a   8,99  0,75 b 18,08  1,96 a 6,03  0,90 a 

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

 

El agregado de fibras provocó un aumento en la resistencia a la tracción, y una 

disminución en la elongación a la ruptura, sin modificar el módulo elástico. En general la literatura 

demuestra que con el agregado de fibras, las tensiones máximas a la ruptura aumentan, así como 
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también lo hace el módulo de Young debido al alto módulo específico de las fibras (Ma y col., 

2005; de Oliveira Romera y col., 2012; Müller y col., 2009; de Moraes y col., 2013; Scheibe y col., 

2014). La ausencia de las mejoras en el módulo de Young podría atribuirse a la naturaleza y calidad 

de la fibra utilizada. El agregado de fibras celulósicas también provocó un aumento en la 

resistencia a la punción pero sin modificar la deformación máxima. Con el agregado de un 7,5 g de 

fibras/ 100 g de SPI la resistencia a la punción aumentó en un 43% respecto de las películas 

proteicas de soja. Es evidente que las fibras ejercieron un efecto refuerzo importante que se 

manifestó principalmente en el aumento de la resistencia a la ruptura y en la disminución de la 

elongación sin modificar la solubilidad en agua de las películas. 

 

5.4.3.2.4. Morfología de las películas compuestas proteína-fibra 

 

Las mejoras en las propiedades mecánicas descriptas anteriormente evidencian la buena 

adhesión 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 área transversal de las películas proteicas y 

compuestas en base a proteínas de soja y fibras celulósicas obtenidas por tape casting. De las 

mismas es posible observar una distribución homogénea y al azar de las fibras celulósicas en la 

matriz de proteína (sin una orientación preferencial de las fibras, dadas por el procesamiento). 

También se observa que las fibras están impregnadas dentro de la matriz continua de proteínas 

llegando a ejercer el efecto refuerzo descripto, y como va aumentando la concentración de fibras 

en las formulaciones. Similares distribuciones fueron observadas por Müller y col. (2009) en 

películas en base a almidón y fibras celulósicas procesadas por tape casting.  
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Figura 5.15. Microfotografías SEM del área transversal y de la superficie de películas proteicas de soja con 
agregado de 0, 2,5, 5,0 y 7,5 g de fibras celulósicas cada 100 g de SPI obtenidas por tape casting. 

 

Las interacciones proteína-fibra probablemente hayan exigido un reacomodamiento en la 

conformación de las proteínas que provocó diferencias en el entrecruzamiento de la matriz 

continua (interacciones proteína-proteína), provocando en parte el aumento del espesor de las 

películas, así como disminuciones en la temperatura de transición vítrea. En la Tabla 5.11 se 

presentan los valores de Tg, observándose que disminuye con el agregado de fibras pero 

independientemente de las cantidades agregadas. Pero cabe señalar que si bien esta modificación 

provocó cambios en la movilidad de las cadenas peptídicas, no provocó aparentemente cambios 

en su naturaleza hidrofílica y en la solubilidad de las mismas. 
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Tabla 5.11. Temperaturas de transición vítrea calculadas por DSC para las películas proteicas de soja con 0, 
2,5, 5,0, y 7,5 g de fibras celulósicas cada 100 g de SPI. 
 

Muestra Tg (°C)  

C60 -16,5  0,7 a 

2,5F -19,4  0,1 b 

5,0F -18,4  0,4 b 

7,5F -18,5  0,5 b 

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

 

5.4.3.2.5. Resistencia del termosellado de las películas compuestas proteína-fibra 

 

Por último se evaluó la resistencia del sellado térmico de las películas. En la Tabla 5.12 se 

presentan los valores que describen la resistencia del sellado térmico a la tracción. Al aumentar la 

concentración de fibra en la formulación, disminuyó progresivamente la resistencia del sellado, 

encontrándose durante el ensayo para todas las formulaciones falla de tipo adhesiva. Es evidente 

que la presencia de las fibras interfiere en la adhesión de las películas al calentarse y presionarse.  

 

Tabla 5.12. Resistencia del termosellado de las películas proteicas de soja con 0, 2,5, 5,0, y 7,5 g de fibras 
celulósicas cada 100 g de SPI. 
 

Muestra Resistencia del termosellado (N)  

C60 1,228  0,162 a 

2,5F 0,529  0,112 b 

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 α = 0,05. 

 

 

En síntesis los resultados muestran que es posible obtener materiales compuestos de 

matriz proteica de soja reforzados con fibras celulósicas tratadas fácilmente a partir de papel, por 

tape casting. El refuerzo se observó en el aumento de su resistencia a la tracción y punción, en 

detrimento de su elongación, pero sin modificar la susceptibilidad a la humedad de las películas. 

Las propiedades pueden atribuirse a la buena impregnación de las fibras en la matriz proteica, lo 

que además provocó un aumento en la opacidad de las películas. Los resultados obtenidos inducen 
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a continuar con este trabajo, pero empleando fibras naturales de mejor módulo mecánico, 

suponiendo esta una vía de alcanzar aún mejores propiedades mecánicas. 

 

 

5.4.4. Películas compuestas en base a proteínas de soja y ceras de abeja y carnauba obtenidas 

por tape casting 

 

En esta parte del trabajo se evaluó la obtención de películas 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 proteínas pueden haberse afectado por el tratamiento térmico usado para 

emulsificar las ceras, se agregó un control proteico tratado de igual manera que para formar las 

emulsiones pero sin ceras (0C) al control no sometido al proceso de emulsificación. Es importante 

mencionar que fue necesario hacer rápidamente el paso entre la obtención de la dispersión-

emulsión filmogénica y la aplicación 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 películas se procesaron por tape casting secando a 60 °C por 

conducción. 

 

5.4.4.1. Apariencia de las películas emulsionadas proteína-ceras 

 

Fue posible obtener películas homogéneas para todas las formulaciones evaluadas. 

Ninguna presentó aspecto oleoso al tacto lo que estaría indicando una correcta incorporación de 

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

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

soja y ceras de abeja y carnauba, con sus dos controles (C60 y 0C) obtenidas por tape casting. Sólo 

se observó un aumento significativo en el espesor para las películas con mayores contenidos de 

cera (10,0 g de cera de abeja y 7,5 y 10,0 g de cera de carnauba cada 100 g de SPI), seguramente 

debido al mayor contenido de sólidos en la formulación y a la menor compactación en esos 

sistemas. Los valores medios de espesor de las películas compuestas formuladas estuvieron entre 

100 y 144 μm. 

A B 

C D E 

F G H 
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Figura 5.17. Espesor de las películas 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 α = 0,05. 

 

Como se observa en la Figura 5.16, las películas proteicas de soja emulsionadas con ceras 

de abeja y carnauba presentaron apariencia amarillenta propia de este tipo de materiales en base 

a proteína de soja y también a la presencia de las ceras que tenían 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) sólidas empleadas en este trabajo. 

 

Los parámetros de color fueron medidos y los resultados se resumen en la Tabla 5.13. El 

calentamiento y agitación de las dispersiones sin ceras (0C), generó películas con una variación de 

color menos intensa (menor ΔE) que podría atribuirse a su menor tonalidad amarillenta (menor 

b*) que la película control (C60). Posiblemente el proceso de homogeneización realizado para 

lograr la emulsificación que implica un tratamiento térmico, podría mejorar la dispersión de los 

aislados proteicos, favoreciendo procesos de agregación-disociación que conduzca a cierta 

modificación del entrecruzamiento. El agregado de ceras a la formulación no varió en gran medida 

la coloración propia de las películas proteicas, exceptuando los valores encontrados para la 
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película que contenía 5 g de cera de abeja/ 100 g de SPI. No se observaron diferencias en el valor 

de L*, y solo pequeños aumentos en el valor de a* y algunas variaciones de b*, que se tradujeron 

en aumentos en las variaciones del ΔE y una cierta tonalidad más anaranjada. Monedero y col. 

(2009) estudiaron el efecto del agregado de ceras de abeja y ácido oleico a películas compuestas 

en base a proteína de soja empleando glicerol como plastificante. En este trabajo los autores 

informaron que el agregado de cera de abeja incrementó los valores de L* de las películas, 

asignando dicho cambio a la suavización del color propio de la matriz de proteína, dado que los 

autores sostuvieron que la cera no aportaba coloración. Es de señalar que esto depende de la 

pureza de la cera utilizada, así como también del proceso de obtención de las emulsiones y las 

películas.  

 

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

Muestra 
Parámetros de color 

L* a* b* ΔE 

C60   86,1  2,0 bcd   -2,2  0,5 de 28,1  2,6 bc 28,8  3,1 bc 

0C 87,8  0,9 ab -2,3  0,2 e 24,5  1,2 de 24,8  1,4 d 

5,0AB 78,6  0,8 e 0,5  0,2 a 38,3  1,3 a 41,1  1,3 a 

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

10,0AB 89,6  1,0 a   -2,1  0,1 cde 21,5  1,7 e 21,4  2,0 e 

5,0Ca 85,7  1,0 cd -1,9  0,2 cd 27,8  2,1 c 28,6  2,3 bc 

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

10,0Ca 86,0  1,0 bcd -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 α = 0,05. 

 

En la Figura 5.19 se presenta la opacidad de las películas proteicas de soja emulsionadas 

con ceras de abeja y carnauba. El tratamiento de la dispersión de proteína y glicerol a pH 10,5 a 80 

°C y Ultraturrax (0C), resultó en una película con una opacidad menor que la del control agitada 

magnéticamente sin calentamiento y secadas a 60 °C (C60). Es evidente que la agitación por 
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Ultraturrax facilitó la dispersión proteica y favoreció en la formación de películas con menor 

opacidad. Al agregar las ceras emulsionadas, los valores de opacidad de las películas obtenidas 

aumentaron significativamente para todos los contenidos de cera de abeja y de carnauba. 

Similares resultados obtuvieron Monedero y col. (2009) para películas proteicas de soja cuando 

emplearon cera de abeja y ácido oleico como fases hidrofóbicas. La presencia de glóbulos de cera 

con un índice de refracción distinto al de la fase continua estaría aumentando la dispersión de la 

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

 

 

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

 

La densidad de las películas proteicas y emulsionadas con ceras de abeja y carnauba se 

presenta en la Figura 5.20. La película proteica sometida al tratamiento a 80 °C presentó una 

densidad menor al control C60, lo que nuevamente evidencia una reestructuración de las 

proteínas en la matriz diferente y menos compacta. En la mayoría de los casos la densidad de las 

películas compuestas no presentó diferencias significativas respecto de las de las películas 0C, lo 

que debe atribuirse a las composiciones y densidades relativas de las fases oleosas y proteicas en 

cada formulación. 
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Figura 5.20. Densidad de las películas 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 α = 0,05. 

 

5.4.4.2. Susceptibilidad al agua de las películas emulsionadas proteína-cera 

 

La Tabla 5.14 presenta los valores de contenido de agua y solubilidad de las películas 

proteicas de soja emulsionadas con ceras de abeja y carnauba. A pesar de las diferencias en la 

composición, todas las películas presentaron similares contenidos de agua. Esto sugiere en 

presencia de la cera las proteínas se reacomodan exponiendo o interactuando con la cera a través 

de sus residuos hidrofóbicos. Este reacomodamiento, evidentemente lleva también a retener 

mayor contenido de agua. 

Las películas proteicas tratadas con el tratamiento requerido para emulsificar la cera (0C) 

mostraron mayor solubilidad que el control sin tratamiento (C60). Es evidente que estas últimas, 

que presentaron mayor opacidad y densidad, presentan un mayor entrecruzamiento que provoca 

una disminución en su solubilidad. Por otra parte, las películas compuestas presentaron 

solubilidades similares que las del control 0C, evidenciando que la presencia de las ceras no 

favorece la retención de las proteínas en la matriz. Igualmente cabe señalar que todas las películas 

presentaron valores de solubilidad bastante inferiores a los publicados para muchas películas 

proteicas, y que mantuvieron su integridad durante el ensayo. 
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Tabla 5.14. Contenido de agua y solubilidad de películas proteicas 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 Contenido de agua (%) Solubilidad (%) 

C60 11,82  0,24 a 31,23  1,28 c 

0C 12,59  0,49 a 37,78  1,43 ab 

5,0AB 12,06  0,18 a 35,93  0,57 ab 

7,5AB 11,97  0,49 a 39,44  1,51 ab 

10,0AB 12,33  0,35 a 34,69  0,78 b 

5,0Ca 12,00  0,21 a 40,77  1,82 a 

7,5Ca 12,46  0,33 a 35,92  2,16 ab 

10,0Ca 11,76  0,16 a 36,47  0,80 ab 

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

 

La Figura 5.21 muestra la permeabilidad al vapor de agua de las películas estudiadas. Solo 

la película con 7,5 g de cera de abeja/ 100 g de SPI presentó una permeabilidad significativamente 

menor que las de las películas control, más allá de que en otros niveles de ceras de abeja y 

carnauba evaluados se muestran las tendencias pero no llegan a ser estadísticamente diferentes.  
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Figura 5.21. Permeabilidad al vapor de agua (WVP) de películas 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 α = 0,05. 

 

Otros autores han reportado mejoras en la WVP de películas proteicas de soja y de suero 

con el agregado de mayores concentraciones de cera o con el agregado adicional de ácido 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 lípidos son alcanzadas más fácilmente cuando estos 

se incorporan como capas sobre las películas proteicas (Pérez-Gago y Rhim, 2014). En este sentido 

se realizaron algunos ensayos preliminares intentando procesar películas proteicas bicapa soja-

ceras (de abeja y carnauba) por tape casting. Para esto, se intentó aplicar las ceras sobre películas 

C60 previamente formadas y sin desmoldar del equipo de tape casting. Las ceras de abeja y 

carnauba se fundieron en baño de agua caliente a 80 °C, y se aplicaron sobre la película proteica 

de soja seca manteniendo la superficie del equipo a 80 °C durante la aplicación. En la Figura 5.22 

se visualiza la apariencia de una bicapa de cera de abeja sobre una película 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 rápida solidificación, lo que provocaba heterogeneidad en el material. Otra 

dificultad fue la adherencia de la capa de cera sobre la película 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. 

 

0 

0,4 

0,8 

1,2 

1,6 

2 

C60 0C 5,0AB 7,5AB 10AB 5,0Ca 7,5Ca 10Ca 

W
V

P
 x

 1
0

-1
0
 (

g/
m

 P
a 

s)
 

Muestra 

bc 

a 

ab 

ab 

ab 

a 

bc 

c 



 

159 
 

 

Figura 5.22. Apariencia de película bicapa en base a proteínas de soja y cera de abeja procesada por tape 
casting. 

 

En este sentido, alternativas como la aplicación de las ceras a partir de dispersiones de las 

mismas en solventes no polares permitirán una mejor manipulación de las ceras, pero la 

evaporación de solventes orgánicos resulta problemático al pensar en un escalado del proceso. 

Estas consideraciones se proponen como inquietud para poder seguir avanzando en el área de 

materiales en base a proteína-lípidos, teniendo siempre en cuenta que las mejoras en la WVP 

dependen radicalmente del tipo de lípido empleado (ceras, ácidos grasos, aceites esenciales y sus 

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

 

5.4.4.3. Propiedades mecánicas de las películas emulsionadas proteína-cera 

 

Las propiedades mecánicas medidas en tracción de las películas proteicas de soja 

emulsionadas con ceras de abeja y carnauba son presentadas en la Tabla 5.15. El proceso de 

homogeneización y calentamiento a 80 °C no modificó significativamente la resistencia a la rotura 

ni el modulo de Young de los materiales, pero si provocó una disminución en su elongación a pesar 

que estas películas habían mostrado una menor densidad y mayor solubilidad al agua que sugerían 

un menor entrecruzamiento. El efecto del agregado de ceras sobre las propiedades mecánicas no 

dio ninguna tendencia definida. La muestra con 7,5 g de cera de abeja/ 100 g de SPI que había sido 

efectiva para disminuir la permeabilidad al vapor de agua, no presentó diferencia en ninguna 

propiedad mecánica evaluada respecto a la película control (0C). Con el agregado de la cera de 

carnauba se observaron similares resistencias mecánicas aunque acompañadas de menores 

valores de módulo y elongaciones variables. Estos resultados podrían estar evidenciando la 

presencia de heterogeneidades, posiblemente en la interfase cera-proteína que estarían 
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empobreciendo las propiedades mecánicas de los materiales. Por otra parte, la presencia de las 

gotas de cera podría estar interfiriendo en la formación de la matriz proteica en detrimento de su 

comportamiento mecánico. El agregado de algún compuesto anfifílico en las formulaciones 

filmogénicas en base a proteína, glicerol y ceras podría llegar a actuar como compatibilizante en la 

interfase mejorando las propiedades mecánicas de las películas resultantes. En ese sentido 

Monedero y col. (2009) además de adicionarle cera de abeja a las formulaciones proteicas de soja 

adicionaron también ácido oleico, y pudieron demostrar que mientras la cera de abeja promovió la 

fragilidad de la película, el ácido oleico plastificaba las matrices aumentando su flexibilidad. 

 

Tabla 5.15. Propiedades mecánicas medidas en tracción de las películas 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: tensión a la ruptura (σr), módulo de Young (E), elongación (εr). 
 

Muestra  σr (MPa) E (MPa) εr (%) 

C60 7,53  0,56 bc 4,25  0,38 ab 47,64  9,8 a 

0C 8,67  1,46 ab 4,73  0,56 a 16,18  3,6 c 

5,0AB 5,96  1,00 c 2,83  0,38 d 47,95  9,9 a 

7,5AB 9,50  1,46 a 4,58  0,37 a 23,25  6,7 bc 

10AB 7,78  1,13 b 3,68  0,28 c 29,04  7,9 b 

5,0Ca 8,46  1,66 ab 3,98  0,66 bc 29,06  7,9 b 

7,5Ca 6,74  1,09 c 3,04  0,30 d 44,15  5,9 a 

10Ca 9,06  1,21 ab 4,34  0,33 ab 7,11  1,33 d 

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

 

5.4.4.4. Morfología de las películas emulsionadas proteína-cera 

 

En la Figura 5.23 se presentan las microestructuras de las películas emulsionadas con 5,0; 

7,5, y 10,0% de cera de abeja y carnauba. Puede observarse una distribución homogénea de las 

ceras en la matriz de proteína evidenciando que el tratamiento de emulsificación empleado sería 

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 glóbulos de cera son pequeños, y si bien se organizan homogéneamente, la 

fase continua (proteína), parecería estar ocupando gran área relativa, lo que podría explicar que 

no se haya modificado en gran medida las propiedades estudiadas. 

 

 

Figura 5.23. Microfotografías electrónicas de barrido (SEM) de películas proteicas de soja emulsionadas con 
ceras, vista de área transversal (A) y de superficie (B) a 300X. 

 

En la Tabla 5.16 

5 %

10 %

7.5 %

CERA ABEJA CARNAUBA

A BB A

se muestran las temperaturas de transición vítrea de los materiales 

estudiados. Independientemente de la concentración y el tipo de cera utilizado, todas las películas 

sometidas al tratamiento de homogeneización y calentamiento, incluso las proteicas sin cera, 

presentaron similares Tg, e inferiores a las de las películas control C60. La mayor Tg en las películas 

C60 contribuye a pensar que las mismas presentaron un mayor entrecruzamiento, responsable de 

la mayor opacidad, menor solubilidad, y mayor elongación de las películas, 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 películas 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 mecánicas). 

Estos resultados parecen indicar que no existe una gran interacción en la interface, con lo que se 

podría sugerir para futuros estudios el agregado de sustancias anfifílicas que favorezcan la 

compatibilización del sistema proteína-cera. 

A A B B 
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Tabla 5.16. Temperaturas de transición vítrea calculadas por DSC para las películas 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 

C60 -16,5  0,7 a 

0C -18,6  1,2 ab 

5,0AB -18,8  0,7 ab 

7,5AB -18,6  0,5 ab 

10,0AB -19,4  0,2 b 

5,0Ca -19,6  0,6 b 

7,5Ca -19,2  0,1 b 

10,0Ca -18,5  0,3 ab 

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

 

 

5.5. Conclusiones 

 

Fue posible procesar películas proteicas de soja y compuestas en base a proteína-fibras 

celulósicas y proteína-lípidos por tape casting, lo que resulta muy interesante para el escalado de 

estos materiales al menos a escala piloto. El equipo utilizado exigió trabajar con concentraciones 

de proteínas superiores a las habitualmente usadas por casting. Al analizar las técnicas de secado 

se observó que las películas secadas por conducción presentaron una mejor funcionalidad que las 

secada por radiación, y que al aumentar la temperatura de secado (de 40 a 60°C), además de 

disminuir los tiempos de procesamiento, se lograron mejorar las propiedades mecánicas y la 

resistencia del termosellado de las películas sin afectar significativamente su apariencia y 

susceptibilidad al agua. 

Por otra parte, el agregado de fibras celulósicas obtenidas de manera sencilla a partir de 

papel Kraft, permitió mejorar la resistencia mecánica de las películas, sin modificar su 

susceptibilidad al agua debido a la buena dispersión y adhesión de las fibras con la matriz proteica. 

Por último, fue posible obtener películas emulsionadas en base a proteínas de soja y ceras 

de abeja y carnauba, y posiblemente también se pueda obtener películas bicapa a partir de los 

mismos componentes, por tape casting. Las películas emulsionadas fueron homogéneas y lograron 
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mantener los lípidos emulsionados y homogéneamente distribuidos en la matriz proteica, 

evitando otorgarle a la película una apariencia oleosa al tacto. Si bien las cantidades de cera 

agregadas no permitieron observar grandes cambios en las propiedades, las películas que 

contenían 7,5% de cera de abeja llegaron a disminuir significativamente la WVP de las películas 

proteicas, sin modificar sus propiedades mecánicas. 
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6. Películas proteicas de soja liberadoras de principios activos durante el 

almacenamiento envasado de alimentos vegetales  

 

 

6.1. Introducción 

 

A menudo se ha sugerido en la literatura que las películas proteicas podrían ser de utilidad 

para el envasado de vegetales enteros y mínimamente 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 producción) (Kader, 2003 y 2005; Salunkhe y Desai, 1984). A priori 

esta estrategia resulta interesante por los beneficios medioambientales que podrían resultar de 

reducir el uso de polímeros no biodegradables. De todos modos la difusión de estos materiales a 

nivel comercial es aún muy limitada, lo cual probablemente responda a diversos factores. Uno de 

ellos es la necesidad compatibilizar a los biopolímeros con las condiciones de almacenamiento y 

distribución de los productos a envasar que en el caso de los vegetales constituye un desafío (Park, 

1999). Así por ejemplo las condiciones óptimas de almacenamiento de vegetales frescos que por 

lo común se ubican entre 0 y 10 °C y 85-95% de HR (Kader, 2002) pueden favorecer la absorción de 

agua, reducir la resistencia mecánica e incrementar la permeabilidad a los gases de las películas 

proteicas. Si bien la elevada capacidad de las matrices proteicas de absorber agua en ambientes 

húmedos es desventajosa para muchas aplicaciones como envase, en ciertos casos podría resultar 

útil para facilitar la difusión de principios activos (Del Toro-Sánchez y col., 2010; Montero-Prado y 

col., 2011) incorporados a películas colocadas en productos envasados y de este modo poder 

realizar tratamientos de poscosecha in situ.  

Dos problemáticas importantes responsables de un alto volumen de pérdidas en vegetales 

frescos y trozados son: i) la sobre-maduración inducida en frutos climatéricos por el etileno, y ii) el 

pardeamiento enzimático. 

 

i) Sobre-maduración inducida en frutos climatéricos por el etileno: el etileno es una hormona 

vegetal involucrada en el control de la maduración en frutos climatéricos (Kader, 2002). Si bien en 

caso que se requiera acelerar la maduración, se realizan aplicaciones de etileno en cámaras, 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 (KMnO4), pero su eficacia en condiciones de alta humedad relativa es 

limitada (Terry y col., 2007). Recientemente se ha desarrollado una tecnología basada en el uso de 

1-metilciclopropeno (1-MCP) (Reid y Staby, 2008), un cicloalqueno con fórmula molecular C4H6 

gaseoso en condiciones normales de presión y temperatura. El 1-MCP es un inhibidor de la acción 

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 -ciclodextrina que retiene el 1-

MCP y se libera cuando esa formulación comercial es hidratada (Watkins, 2006). Los tratamientos 

con 1-MCP se realizan normalmente en cámaras frigoríficas 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 aplicación de 1-MCP. Manganaris y col. (2007) encontraron que si se sumergen 

ciruelas con una formulación líquida de 1-MCP antes del embalaje es posible retrasar la 

maduración de los frutos. Lee y col. (2006) evaluaron diferentes adsorbentes como sistemas de 

liberación de 1-MCP en bolsas de polietileno de baja densidad (LDPE), acetato de polivinilo (PVA) y 

celulosa. 

 

ii) Pardeamiento enzimático: el pardeamiento enzimático es un gran problema en la industria 

fruti-hortícola. Si bien puede ocurrir por acción tanto de polifenoloxidasas (PPO) como de 

peroxidasas (POD) (en presencia de O2 y H2O2 como aceptores de electrones respectivamente), la 

reacción catalizada por la primera enzima es mucho más frecuente. La PPO posee una estructura 

tetramérica con cuatro átomos de cobre (Cu+2) por molécula, y posee sitios de unión para 

compuestos aromáticos y oxígeno (Cheftel, 1998). Las reacciones de pardeamiento por PPO se 

resumen en la Figura 6.1. 

 

 

Figura 6.1. Reacciones de pardeamiento enzimático (Cheftel, 1998). 
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La acción de la PPO comienza con la o-hidroxilación de monofenoles (fenoles en los cuales 

el anillo bencénico contiene un único sustituyente hidroxilo) para convertirlos en o-difenoles 

(fenoles con dos sustituyentes hidroxilo). La misma enzima puede, posteriormente, catalizar la 

oxidación de los o-difenoles para formar o-quinonas. La rápida polimerización de las o-quinonas 

produce melaninas, de color amarronado (López Gálves y col., 1996). Se ha demostrado que el 

nivel de compuestos fenólicos correlaciona con el oscurecimiento en algunos productos (Prohens 

y col., 2007). De todos modos el grado de pardeamiento está determinado por otros factores 

como el grado de compartimentalización celular, la presión parcial de oxígeno dentro de los 

tejidos y la presencia de compuestos antioxidantes (ya sea naturales o adicionados) (Massolo y 

col., 2011). 

Las reacciones de pardeamiento enzimático pueden inhibirse o reducirse: i) minimizando 

el contacto enzima-sustrato (reduciendo el daño mecánico), ii) optimizando la refrigeración 

(disminuye la acción de la PPO), iii) reduciendo el pH (disminuye así la actividad de la PPO), iv) 

desnaturalizando a la enzima (por tratamientos térmicos), v) empleando secuestrantes (con 

capacidad de formar complejos con el Cu+2 del sitio activo de la PPO, afectando su actividad), o vi) 

empleando agentes reductores que inhiban la reacción de óxido-reducción. Dentro de esta última 

estrategia el uso de ácido cítrico, ácido ascórbico y eritórbico es común en la industria alimentaria 

(Salunkhe y Desai, 1984). Algunos compuestos azufrados como el bisulfito de sodio (NaHSO3), 

bisulfito de potasio (KHSO3), metabisulfito de sodio (Na2S2O5), metabisulfito de potasio (K2S2O5) y 

sulfito de sodio (Na2SO3), se han empleado como antioxidantes. Los mismos pueden actuar tanto 

en solución como en fase gaseosa si las condiciones son apropiadas para la generación de SO2. 

Estos compuestos actúan en la reducción del pardeamiento enzimático tanto revirtiendo la 

reacción de formación de quinonas, como inactivando a la enzima (PPO) al actuar sobre el centro 

activo de la misma (reduciendo el Cu+2 a Cu+). Un aspecto ventajoso de los antioxidantes azufrados 

es que poseen mayor poder residual que los ácidos cítrico y ascórbico. De todos modos su uso está 

siendo revisado en los últimos años debido a que se han reportado algunos síntomas de alergias 

en un porcentaje pequeño de la población (Grotheer y col., 2014). A pesar de esto los sulfitos se 

encuentran aprobados por la legislación en la Argentina (CAA, 1969) y por otros países 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 más 

elevados. En la actualidad es empleado comúnmente en la industria vitivinícola, de dulces, de 

vegetales deshidratados, enlatados, y congelados. En vegetales mínimamente procesados se 
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permite su utilización en papa trozada. También se encuentra difundido su uso en la conservación 

de uva de mesa y arándano (Golan-Goldhirsh y Whitaker, 1984). Pretel y col. (2006) lograron 

aumentar la capacidad de almacenamiento de uva de mesa refrigerada adicionando generadores 

de SO2, sin afectar las características organolépticas de los frutos.  

 

Con estos antecedentes en el presente capítulo se decidió explorar la posibilidad de 

emplear películas activas colocadas en envases de vegetales como liberadoras de principios 

activos de interés que permitan realizar tratamientos poscosecha durante la distribución. El 

racional fue aprovechar la capacidad de absorción de agua de estos materiales en condiciones 

normales de almacenamiento de frutos (90% HR) para facilitar la liberación de los activos en fase 

gaseosa. En tal sentido se evaluó el uso de películas proteicas de soja como: 

 

1) contenedores-liberadores (pads) de 1-metilciclopropeno (1-MCP) para extender la vida útil 

de frutos de tomate.  

La elección 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 más común para controlar la maduración, los frutos de tomate son susceptibles al 

daño por frío y no deberían 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 

maduración de tomates. 

 

2) matrices liberadoras (generators) de dióxido de azufre (SO2) para retrasar la aparición del 

pardeamiento enzimático de manzanas mínimamente procesadas. 

Se decidió evaluar la aplicación con manzanas trozadas, ya que el tejido de estos frutos 

expuesto al aire es rápidamente oxidado y pardeado, y al tratarse de un tejido claro, los cambios 

de color luego del éxito o fracaso del tratamiento antioxidante así como la aparición de hongos 

filamentosos durante el almacenamiento son más fáciles de visualizar.  
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6.2. Objetivos 

 

- Desarrollar películas de proteína de soja contenedoras-liberadores (pads) de 1-

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

 

- Evaluar la influencia del agregado de sulfitos sobre las propiedades físicas y químicas de 

películas en base a proteínas de soja y analizar su potencialidad para ser empleadas como matrices 

liberadoras (generators) de dióxido de azufre (SO2) para retrasar el pardeamiento enzimático en 

frutas y hortalizas. 

 

 

6.3. Materiales y métodos 

 

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

extender la vida útil de frutos de tomate  

 

6.3.1.1. Materiales 

 

Se utilizó como fuente de proteína un aislado proteico de soja comercial descripto en la 

sección 3.3.1. Como plastificante se utilizó 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. Selección de la formulación para el liberador de 1-MCP  

 

Se evaluó la capacidad de utilizar a las películas 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 seleccionó una formulación de SPI y glicerol 

adecuada para este uso, en el que el material debe poseer la capacidad de hidratarse y liberar al 

principio activo en forma gaseosa. 
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i) Obtención y caracterización de las películas proteicas de soja por casting 

En todos los casos las películas 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 agitación magnética durante 1 h a temperatura 

ambiente. El pH fue ajustado a 2, 7 o 10 con HCl o NaOH 2 N y las dispersiones se agitaron 30 min 

más. Posteriormente se generó vacío para eliminar burbujas y 10 mL de dispersiones filmogénicas 

se colocaron en cajas de Petri de poliestireno (64 cm2) y se secaron en estufa con convección 

forzada (Yamato, DKN600, Estados Unidos) a 60 °C durante 3 h. Las películas resultantes se 

acondicionaron a 20 °C y 58% HR (en desecador con una solución saturada de NaBr) durante 48 h 

previo a su caracterización. 

Se estudió el efecto del pH y el contenido de glicerol en las propiedades de las películas 

proteicas de soja con el fin de seleccionar la formulación más 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 proteína 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 proteína de soja para realizar el tratamiento de los frutos 

de tomate ya envasados (B). 

 

A fin de evaluar las películas proteicas de soja en las condiciones de uso, las mismas se 

colocaron en bandejas de plástico (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 μm de 

espesor). Las bandejas se almacenaron a 10 °C y 85-90% de humedad relativa durante 36 h. Se 

A B 
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prepararon 5 bandejas para cada formulación evaluada. Se determinaron el espesor de la película, 

el contenido de agua, y las propiedades mecánicas como se describe en la sección 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 plástico (22,5 

× 17,5 × 4,5 cm). Para la preparación del pad o contenedor-liberador de 1-MCP, las películas 

proteicas de soja obtenidas con las diferentes formulaciones se acondicionaron durante 2 días a 

58% de humedad relativa y se cortaron en cuadrados (2 × 2 cm). Un miligramo de Smart-Fresh® se 

pesó sobre una película y posteriormente fue cubierta con una segunda capa de película de 

proteína. Las dos capas de películas se termosellaron para generar contenedores de 4 cm2 que 

contenían el 1-MCP (Figura 6.2 A). Para cada formulación 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 proteína de soja, pero empacados y 

almacenados como se describió 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 días. El color de la superficie y la firmeza de los frutos 

se evaluaron como se describe a continuación. 

 

Color de los frutos almacenados: los valores de cromaticidad L*, a* y b*, se determinaron con un 

colorímetro Minolta, modelo CR-400 (Minolta, Osaka, Japón) y se calculó el ángulo de tono Hue 

(tg-1 b*/a*). El color se midió en la zona ecuatorial de los frutos. Se realizaron veinticuatro 

mediciones para cada formulación. 

 

Firmeza de los frutos: la firmeza se determinó en un texturómetro (Texture Analyzer) como el 

que se describió en la sección 3.3.4, mediante la compresión 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 diámetro. Se calculó la 

pendiente inicial de las curvas de compresión. Se realizaron cuarenta y ocho mediciones para cada 

tratamiento y tiempo de almacenamiento. Los resultados se expresaron en Newton por milímetro. 
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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 determinó la formulación de la película proteica de soja adecuada, se 

evaluó el efecto de los liberadores de 1-MCP seleccionados sobre el mantenimiento de la calidad 

del fruto de tomate. Contenedores de proteína 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 indicó previamente (Figura 6.2 B). Las bandejas se almacenaron a 10 

°C (≈90% HR) durante 1, 8 o 16 días. Finalizado dicho período las mismas se abrieron y se 

mantuvieron a 20 °C por 5 días. 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 repitió 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 N2 líquido y se almacenaron a -80 °C hasta su utilización para realizar otras determinaciones de 

calidad. 

 

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

evaluaron ochenta frutos para cada tratamiento. 

 

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

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

 

WL = 100 × (Wi − Wf) / Wi                                                            Ecuación 6.1 

 

Donde: Wi y Wf 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 describió 

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 colocó en tubos de ensayo conteniendo 5 mL de 

hexano: acetona: etanol (2: 1: 1). La muestra se sometió a vórtex y se mantuvo a 4 °C durante 30 

min. Después de que se añadió 1 mL de agua para favorecer la separación de fases, se midió la 

absorbancia de la fase superior en un espectrofotómetro (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 ε= 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 suspensión se agitó en vórtex, se centrifugó a 10.000 × g durante 10 min a 4 °C. Se 

realizaron tres extracciones para cada tratamiento y tiempo de almacenamiento. La concentración 

de ácidos urónicos en el WSP se determinó según el método de Blumenkrantz y Asboe-Hansen, 

1973. Los resultados se expresaron como gramos de ácido galacturónico por kilogramo de fruta 

fresca. 

 

Azúcares: el tejido congelado se procesó en un molino (Modelo A11, IKA Works Inc., Brasil), y 1 g 

del polvo resultante se mezcló con 5 mL de etanol. La mezcla se agitó con vórtex, se centrifugó a 

17.000 × g durante 10 min a 4 °C, y los sobrenadantes fueron llevados a 100 mL con agua. Los 

azúcares se midieron con el reactivo de antrona (Yemm y Willis, 1954). Alícuotas de 50 μL de los 

extractos etanólicos fueron llevados a 500 μL con agua. Se añadió lentamente a los tubos de 

ensayo 1 mL de antrona 0,2%, preparada en H2SO4 98% p/p en un baño de agua-hielo. Las 

muestras se calentaron a 100 °C durante 10 min, se enfrió en agua y se midió la absorbancia a 620 

nm en un espectrofotómetro. Se empleó glucosa como estándar 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 

agitó en vórtex durante 1 min en 5 mL de etanol frío y se centrifugó a 15.000 × g durante 10 min a 

4 °C. El sobrenadante se utilizó para las determinaciones de antioxidantes subsiguientes. El ensayo 

de DPPH• se realizó de acuerdo con el método de Brand-Williams y col. (1995) con modificaciones 

menores. Diferentes alícuotas (0-50 μL) de extractos etanólicos se diluyeron hasta 80 μL con agua. 

Después se completaron a 500 μL agregando una solución de 60 mg/L del radical DPPH• en etanol. 

Las muestras se incubaron a 20 °C durante 90 min en oscuridad. Se midió la absorbancia a 515 nm 

y se calculó la cantidad de extracto requerido para consumir el 50% del DPPH• inicial (EC50). La 

capacidad antioxidante se definió como 1/EC50 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 producción de CO2 del fruto se midió 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 CO2 liberados por kilogramo de fruto fresco en una hora. 

 

 

6.3.2. Generación de matrices liberadoras (generators) de dióxido de azufre (SO2) para retrasar 

la aparición del pardeamiento enzimático de manzanas mínimamente procesadas 

 

6.3.2.1. Materiales 

 

Como fuente de proteína se utilizó el aislado proteico de soja comercial descripto en la 

sección 3.3.1. El glicerol empleado como plastificante y el sulfito de sodio (Na2SO3) fueron de la 

marca Anedra, p.a. El resto de los reactivos utilizados para llevar a cabo las experiencias que se 

describen a continuación 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. Obtención y caracterización de películas 

 

Las películas 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 proteína. Las dispersiones así formuladas se moldearon en placas, se secaron 3 h a 60 °C y se 

almacenaron 48 h a 20 °C y 58% de HR antes de ser caracterizadas o utilizadas. 

Posteriormente, todas las películas se caracterizaron según su espesor, color, opacidad, 

contenido de agua, solubilidad y permeabilidad al vapor de agua, y propiedades mecánicas en 

tracción, tal como se describió en la sección 3.3.4. 

 

6.3.2.3. Evaluación de las películas generators en sistemas de envase 

 

Se utilizaron sistemas de envase empleando bandejas plásticas de 10 x 20 x 4 cm con tapas 

perforadas. Sobre la parte interna de la tapa de estas bandejas, se colocaron 2 películas activas 

(pegadas con cinta) conteniendo la mayor concentración 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. Disposición de las películas proteicas de soja con sulfito de sodio (Na2SO3) en el sistema de 
envase empleado: parte interna de la tapa con las películas (A); parte contenedora de las manzanas (B). 

 

Se evaluó la aplicación de estos sistemas de envase para prolongar la vida útil 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 películas en las tapas, 

estas se colocaron en sus respectivas bandejas y se almacenaron durante 7 días a 10 °C. Cumplido 

A B 
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ese tiempo de almacenamiento se abrieron, y se determinó la inhibición del pardeamiento 

enzimático y el efecto del tratamiento en el sistema de envase sobre los parámetros 

organolépticos de las manzanas, como el pH, azúcares y acidez. 

El color superficial se determinó como se describió en la sección 6.2.1.2 (el pardeamiento 

se siguió a partir de la evolución de la luminosidad -L*-) y el pH, acidez y azúcares como se indicó 

anteriormente. Se realizaron 24 mediciones de color de la superficie de los frutos, y se realizaron 

cuatro mediciones de cada parámetro de calidad para cada tratamiento evaluado.  

Además se realizó una prueba del mismo sistema con papa, pero solo se realizó una 

evaluación  visual en este caso. 

 

6.3.3. Análisis estadístico 

 

Los resultados fueron analizados mediante análisis de varianza (ANOVA) y expresados 

como la media  desviación estándar. Las medias fueron comparadas por el Test de Tukey con un 

nivel de significación α = 0,05, utilizando el programa SYSTAT (versión 12, Systat Software, Inc., 

Chicago, Estados Unidos). 

 

 

6.4. Resultados y discusión 

 

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

extender la vida útil de frutos de tomate  

 

6.4.1.1. Selección de la formulación filmogénica 

 

Para seleccionar la formulación óptima para los pads contenedores-liberadores de 1-MCP 

en base a proteína de soja, se evaluó el efecto de pH y el contenido de glicerol de la película en la 

resistencia a la tracción y el contenido de agua antes y después del almacenamiento dentro de 

envases conteniendo los frutos, dado que ambas variables modifican la absorción de agua de las 

matrices proteicas. El glicerol es un plastificante hidrofílico usado comúnmente en películas en 

base a biopolímeros, que además de provocar una disminución de la interacción entre las cadenas 

peptídicas (superando la fragilidad propia de las películas formadas solo por proteína), aumenta el 
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contenido de agua de la matriz incrementando su plastificación (Vanin y col., 2005). Por su parte, 

el pH afecta la carga y el grado de desnaturalización de las proteínas, lo que influye en la forma de 

interaccionar de las cadenas peptídicas durante la formación de las películas y finalmente en el 

carácter hidrofílico-hidrofóbico de los materiales resultantes (Mauri y Añón, 2006 y 2008).  

En principio se formularon películas 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 películas proteicas de soja 

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

 

 

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

 

En la Figura 6.5 se presentan los resultados de las medidas de módulo de Young, 

contenido de agua pos-almacenamiento e inicial de las películas 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 incrementó 

la concentración del plastificante, el módulo de Young medido en tracción se redujo (Figura 6.5 A). 

Las películas con 40 o 60 g de glicerol/ 100 g de SPI no mostraron variaciones en las propiedades 

mecánicas, independientemente del pH. En contraste, películas con 20 g de glicerol/ 100 g de SPI 

mostraron diferente resistencia mecánica dependiendo de la concentración de protones. El mayor 

módulo de Young se encontró a pH 7. Esto difiere de los resultados reportados por Mauri y Añón 

(2006 y 2008), quienes encontraron mejores propiedades mecánicas a pHs extremos (2,0 y 10,5). 

Sin embargo, es importante señalar que utilizaron aislados proteicos de soja en el que las 

proteínas nativas son predominantes (Denavi y col., 2009). Gennadios y col. (1993) encontraron 

que las películas en base a aislado proteico comercial (SPI) a pHs 6-11 tenían propiedades 

mecánicas superiores (mayor resistencia y elongación a la rotura en tracción) que las películas 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). 

 

 

 

 
Figura 6.5. Módulo de Young (E) (A), contenido de agua de las películas 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 películas proteicas de soja preparadas con 20 (○); 40 (●); 60 (●) 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  = 0,05. 
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El glicerol puede afectar tanto a la retención como a la absorción de agua (Kowalczyk y 

Baraniak, 2011; Lim y col., 1999). Una alta retención de agua antes de su uso puede ser indeseable 

para el liberador, ya que podría 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 películas presentaron contenidos elevados de agua ya antes de su uso (Figura 

6.5 C). 

Los tratamientos poscosecha con 1-MCP se realizan normalmente en cámaras herméticas 

antes del embalaje de la fruta, durante 12 a 24 h. En tomate, estos tratamientos han sido eficaces 

para retrasar la maduración y reducir el deterioro (Moretti y col., 2002; Mostofi y col., 2003). En 

este trabajo se quiso determinar si las diferentes películas mostraban variaciones en su capacidad 

de liberar 1-MCP. En consecuencia, se prepararon bandejas con frutos de tomate cubiertos con 

PVC (20 μm 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 liberación del 1-MCP de la formulación. Contenidos de agua iniciales 

altos podrían causar pérdidas de principio activo antes de su uso. Sin embargo, la eficacia de los 

contenedores-liberadores en base a proteínas de soja no se vio comprometida incluso en las 

películas con mayor contenido de agua inicial (60 g de glicerol/ 100 g de SPI) (Figura 6.5). Si bien la 

evaluación de los liberadores a partir de su eficacia es indirecta y se necesitan más 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 películas con mayor concentración de 

plastificante. Esto indica que la absorción de agua en estas películas 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 plásticas recubiertas con film de PVC sin 

(control) y con pads contenedores-liberadores de 1-MCP en base a proteína de soja preparados 

con diferentes concentraciones de glicerol (20, 40, y 60 g/ 100 g de SPI) y a diferentes pH (2, 7 o 

10), y almacenados a 10 °C por 7 días. 
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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 plásticas recubiertas con film de PVC sin (control) y con pads contenedores-

liberadores de 1-MCP en base a proteína de soja preparados con diferentes concentraciones de glicerol: 20 
(○); 40 (●); 60 (●) g cada 100 g de SPI y a diferentes pH (2, 7 o 10); almacenados a 10 °C por 7 días. Letras 

distintas indican diferencias con un nivel de significancia de  = 0,05. 

 

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

liberadores que la concentración de glicerol. La capacidad de las películas 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 

ácidos. Mauri y Añón (2006) estudiaron la influencia del pH sobre las propiedades estructurales y 

funcionales de películas proteicas de soja nativas. La relevancia de interacciones covalentes y no 

covalentes que estabilizan la red de proteínas fue notablemente afectada por el pH. Las películas 

ácidas eran más hidrofílicas que las preparadas a pH alcalino. Aunque serían necesarios más 

estudios para abordarlo plenamente, la eficacia más baja de las películas alcalinas podría asociarse 

con una permeabilidad excesiva de la película que genera una muy rápida liberación del activo, o 

con la inestabilidad del 1-MCP en este medio. En base de las mejores propiedades mecánicas, 

menor contenido de agua inicial y eficacia para retrasar la maduración, se seleccionaron las 

películas de proteína de soja con un 20% de glicerol como el más adecuado para la liberación de 1-

MCP. Por otra parte, puesto que las películas a pH neutro presentaron mejores propiedades 

mecánicas y serían potencialmente más 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 realizó un segundo conjunto de experimentos para evaluar los efectos de la liberación 

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 maduración de los frutos de tomate bajo 

diferentes regímenes de almacenamiento. Hotchkiss y col. (2007) incorporaron un complejo de 1-

MCP/α-ciclodextrina en varias películas de embalaje comunes mediante termocompresión. 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 producción de la película proteica evitando 

la exposición 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 períodos 

diferentes de tiempo a 10 °C y posteriormente se transfirieron a 20 °C durante 5 días. 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 días y posteriormente 

transferidos a 20 °C por 5 días. Se encontró un bajo porcentaje de podredumbres en los envases 

con los pads contenedores-liberadores de 1-MCP. 

 

 

 

 
Figura 6.7. Descarte de frutos de tomate almacenados en bandejas plásticas 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) (●) 
almacenados a 10 °C por: 1(A); 8(B); y 16 (C) días, y posteriormente transferidos a 20 °C. 
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Después de 16 días a 10 °C y 3 días a 20 °C, 15% de los frutos control mostraron claros 

síntomas de deterioro, en comparación con el 3% de los frutos tratados con 1-MCP. Se sabe que la 

susceptibilidad al ataque de hongos aumenta rápidamente a medida que se desarrollan frutos 

(Cantú y col., 2008).  

En la Figura 6.8 se muestran las fotografías de los frutos control y con pads contenedores-

liberadores de 1-MCP almacenados a 10 °C durante 8 días y posteriormente transferidos a 20 °C 

por 5 días. La reducción en la incidencia de pudriciones por el efecto de la liberación de 1-MCP en 

los frutos tratados puede entonces ser el resultado del retardo de la maduración. 

 

   

Figura 6.8. Apariencia de frutos control (A), o tratados en envase con 1-MCP (B) después de 8 días de 
almacenamiento a 10 °C. 

 

En la Tabla 6.1 se muestran los resultados de las medidas de los parámetros de calidad de 

los frutos control y con pads contenedores-liberadores de 1-MCP almacenados a 10 °C por 1, 8 y 

16 días y posteriormente transferidos a 20 °C por 5 días. 
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Tabla 6.1. Pérdida de peso, acidez, azúcares, antioxidantes y tasa respiratoria de frutos de tomate 
almacenados en bandejas plásticas 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 días y 
posteriormente transferidos a 20 °C por 5 días. 
 

Parámetro  Muestra 

Régimen de almacenamiento 

Día 0 

1d 10 °C 

+ 

5d 20 °C 

8d 10 °C 

+ 

5d 20 °C 

16d 10 °C 

+ 

5d 20 °C 

Pérdida de peso (%) 
Control 0 c 3,68 b 4,00 b 5,76 a 

1-MCP 0 c 3,67 b 3,93 b 4,38 a 

Acidez (mmol/kg) 
Control 93,98 a 77,85 b 78,77 b 72,79 b 

1-MCP 95,88 a 84,30 b 79,70 b 76,01 b 

Azúcares (g/kg) 
Control 24,77 a 26,09 a 25,97 a 23,90 a 

1-MCP 26,53 a 25,53 a 23,11 a 22,71 a 

Antioxidantes (mg/kg) 
Control 0,08 b 0,08 b 0,08 b 0,09 a 

1-MCP 0,08 b 0,08 b 0,08 b 0,09 a 

Respiración (mL/kg h) 
Control 23,62 a 13,07 b 12,65 b 10,91 b 

1-MCP 22,89 a 12,65 b 10,78 b 10,52 b 

Letras distintas indican diferencias con un nivel de significancia de  = 0,05. 

 

La pérdida de peso se incrementó durante el almacenamiento y después de 1 u 8 días a 10 

°C y 5 días a 20 °C fue de cerca del 4% tanto en el control como en los frutos tratados (Tabla 6.1). 

Después de 16 días a 10 °C y 5 días 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 

maduración en todos los tiempos de almacenamiento. 

En la Figura 6.9 se muestran los resultados de las medidas de luminosidad, ángulo 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 días y posteriormente transferidos a 20 °C por 5 días.  
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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 plásticas recubiertas con film de PVC control (●) 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 días y posteriormente transferidos a 20 °C por 5 días. Letras distintas indican diferencias con un nivel 

de significancia de  = 0,05. 

 

Después de 1 u 8 días a 10 °C y 5 días a 20 °C la luminosidad de los frutos tratados con 1-

MCP fue mayor que la del control (Figura 6.9 A). El ángulo de tono Hue disminuyó 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 más bajo observado en el fruto tratado confirmó que la 

maduración fue frenada por el uso de los contenedores-liberadores de 1-MCP (Figura 6.9 C). Cabe 

destacar que después de 16 días a 10 °C y 5 días a 20 °C, las diferencias en el desarrollo del color 

entre el control y frutos tratados fueron mínimas. Esto es tecnológicamente importante, ya que se 

necesita plena maduración para alcanzar la madurez organoléptica. Los tratamientos con 1-MCP 

no provocaron modificaciones indeseables en el contenido de azúcares o en la acidez. Finalmente, 

el contenido de antioxidantes hidrofílicos 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 días y 

posteriormente transferidos a 20 °C por 5 días. La distancia en las pruebas de compresión 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 penetración que el control (Figura 6.10 B). La reducción de la pérdida 

de textura de los tomates control también se asoció con una menor solubilización de pectinas 

(Figura 6.10 C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

186 
 

 

 

 
Figura 6.10. Distancia a la ruptura (A), firmeza (resistencia a la penetración) (B), y pectinas solubles en agua 
(C) de frutos de tomate almacenados en bandejas plásticas recubiertas con film de PVC  control (●) 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 días y posteriormente transferidos a 20 °C por 5 días. Letras distintas 

indican diferencias con un nivel de significancia de  = 0,05. 
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Se generaron pads contenedores-liberadores de 1-metilciclopropeno (un inhibidor de la 

acción del etileno) con películas proteicas de soja que incorporados en sistemas de envase con 

frutos de tomates, lograron retrasar la maduración y reducir el ablandamiento, la solubilización de 

pectinas y el ataque de hongos sin causar cambios negativos en otros atributos de calidad (azúcar, 

acidez y antioxidantes) de los frutos. 

 

 

6.4.2. Generación de matrices liberadoras (generators) de dióxido de azufre (SO2) para retrasar 

la aparición del pardeamiento enzimático de manzanas mínimamente procesadas 

 

6.4.2.1. Caracterización de las películas proteicas de soja generators 

 

Las películas de esta sección se formularon a pH 7 dado que a este pH el sulfito de sodio 

(Na2SO3) libera más lentamente el ácido sulfuroso (H2SO3) que si el pH fuera más ácido y no tan 

lentamente como lo hace a pH extremadamente básico. La obtención de dióxido de azufre a partir 

de sulfito de sodio se esquematiza de la siguiente manera:  

 

 

Na2SO3 + H2O                             NaHSO3 + H
+                             H2SO3                            SO2 (g) + H2O 

 

 

Disociación del ácido sulfuroso: 

 

H2SO3                        H
+
 + HSO3

-
   (k1= 1,2 10

-2
) 

 

HSO3
-
                      H

+
 + SO3

-
     (k2= 6,2 10

-8
) 

 

Luego de su disociación completa el sulfito de sodio sufre una primer hidrólisis según 

kh1=kw/k2, formando bisulfito de sodio. Este compuesto es susceptible de una segunda reacción de 

hidrólisis a ácido sulfuroso según kh2=kw/k1. El ácido sulfuroso es muy inestable formando dióxido 

de azufre que se desprende en forma gaseosa. Según el principio de Le Châtelier, si existe un 

cambio de concentración que altera el estado de equilibrio de un sistema éste se ajustará para 

cancelar parcialmente dicha perturbación y el sistema alcanzará una nueva posición de equilibrio, 

Kh2 Kh1 

Ácido sulfuroso 
(inestable) 

            Bisulfito de sodio Dióxido de azufre 
gaseoso 

Sulfito de sodio 
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por lo que la reacción de disociación del ácido sulfuroso se va a desplazar hacia la formación de 

gas (SO2). Si el pH hubiese sido ácido, esta reacción hubiese sido instantánea, y a pH básico más 

lenta. Probablemente parte del sulfito de sodio incorporado en las formulaciones se halla 

desprendido como gas (SO2) durante el procesamiento de las películas, pero podrían quedar 

cantidades residuales del mismo y su liberación se evaluó como se describirá más adelante. 

Debido a que el SO2 ejerce un efecto antioxidante y antimicrobiano, se decidió evaluar la 

aplicación con manzanas trozadas, ya que el tejido de estos frutos expuesto al aire es rápidamente 

oxidado y pardeado, y al tratarse de un tejido claro, los cambios de color luego del éxito o fracaso 

del tratamiento antioxidante son más fáciles de visualizar. Por otro lado también las características 

claras del tejido permiten visualizar durante el almacenamiento la aparición de hongos 

filamentosos. La matriz proteica formada requiere hidratarse para que sea liberado el dióxido de 

azufre -SO2-(g), el cual es liberado dentro del sistema de envase y actúa sobre las manzanas 

trozadas en este caso. 

Se obtuvieron películas 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 proteína. Las películas 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 mecánicas que se describen a 

continuación. 

En la Tabla 6.2 se muestran los valores de espesor de las películas proteicas y adicionadas 

con sulfito de sodio. El contenido creciente de sulfito de sodio no afectó marcadamente el espesor 

de las películas, evidenciándose sólo un aumento para la máxima concentración sulfito evaluada. 

 

Tabla 6.2. Espesor de películas proteicas de soja activadas con 0, 10, 25 y 50 g de sulfito de sodio (Na2SO3) 
cada 100 g de SPI. 
 

Na2SO3 (g/100 g de SPI) Espesor (μm) 

0    61,9  3,2 bc 

10 60,6  4,5 c 

25 64,8  3,9 b 

50 69,5  4,9 a 

Letras distintas dentro de la columna indican diferencias con un nivel de significancia de  = 0,05. 
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La Figura 6.11 muestra a las películas obtenidas observándose que el agregado creciente 

de sulfito de sodio otorgó a las películas proteicas un aspecto más blanquecino. 

 

    

Figura 6.11. Apariencia de películas proteicas de soja activadas con: 0 (A); 10 (B); 25 (C); y 50 (D) g de sulfito 
de sodio (Na2SO3) cada 100 g de SPI. 

 

En la Tabla 6.3 se presentan los parámetros de color CIE L*, a*, b* y la variación de color 

(ΔE) para las películas proteicas control y adicionadas con 0, 10, 25 y 50 g de sulfito de sodio/ 100 

g de SPI. 

 

Tabla 6.3. Parámetros de color CIE L*a*b* de películas proteicas de soja activadas con 0, 10, 25 y 50 g de 
sulfito de sodio (Na2SO3) cada 100 g de SPI. 
 

Na2SO3 (g/100 g de SPI) L* a* b* ΔE 

0 92,48 ± 0,63 c -1,26 ± 0,14 c 10,69 ± 1,09 a 10,30 ± 1,20 a 

10 93,38 ± 0,95 b -0,77 ± 0,06 a     6,93 ± 0,88 bc  6,60 ± 1,25 b 

25 94,29 ± 0,43 a -0,79 ± 0,04 a 6,42 ± 0,51 c  5,67 ± 0,63 b 

50 94,76 ± 0,17 a -0,92 ± 0,02 b 7,59 ± 0,18 b  6,50 ± 0,23 b 

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

 

El color más claro percibido visualmente con el agregado de sulfito de sodio fue 

evidenciado en un aumento de la luminosidad de las películas (L*). Por otro lado, el parámetro a* 

aumentó y el ΔE y b* disminuyeron con la adición de sulfito debido a una reducción del tono 

amarillo de las películas. Esto podría deberse a la prevención de la oxidación de compuestos 

polifenólicos (isoflavonas, ácido clorogénico, ferúlico y cafeico) presentes en el SPI durante el 

proceso de formación de las películas adicionadas con sulfito. 

La opacidad de las películas proteicas y adicionadas con sulfito se muestra en la Figura 

6.12. 

A B C D 
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Figura 6.12. Opacidad de películas proteicas de soja activadas con 0, 10, 25 y 50 g de sulfito de sodio 

(Na2SO3) cada 100 g de SPI. Letras distintas indican diferencias con un nivel de significancia de  = 0,05. 

 

El agregado de sulfito de sodio en los niveles más elevados provocó un aumento de la 

opacidad de las películas, que podría deberse a una pérdida de solubilidad durante el secado dada 

la elevada proporción de la sal en la formulación.  

 

En la Tabla 6.4 se presentan los valores de contenido de agua, solubilidad y permeabilidad 

al vapor de agua de las películas 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 películas proteicas de soja activadas con 0, 10, 25 y 50 g de sulfito de sodio (Na2SO3) 
cada 100 g de SPI. 
 

Na2SO3 (g/100 g de SPI) Contenido de agua (%) Solubilidad (%) WVP x 10
-11

 (g H2O/m Pa s)  

0 17,94 ± 0,14 a 41,48 ± 2,46 c 9,06 ± 0,29 c 

10  17,62 ± 0,15 ab 68,09 ± 5,70 b 8,63 ± 0,49 c 

25 18,40 ± 0,91 a 72,46 ± 3,46 b 12,02 ± 1,00 b 

50 16,66 ± 0,27 b 88,13 ± 2,94 a 15,09 ± 0,60 a 

Letras distintas dentro de cada columna indican diferencias con un nivel de significancia de  = 0,05. 
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El contenido de agua de las películas 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 formulación la solubilidad y permeabilidad al vapor de agua aumentaron progresivamente. 

Probablemente haya ocurrido una disminución en el entrecruzamiento de las proteínas de soja en 

las matrices en que fue incorporado el sulfito, principalmente evitando la formación de enlaces  y 

esto estaría aumentando el grado de solubilidad y WVP. Ese aumento se demuestra también en la 

Figura 6.13, donde se evidencia la incapacidad de las películas 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 películas proteicas de soja control (A), o adicionadas con 50 g de sulfito de 
sodio (Na2SO3) cada 100 g de SPI (B) luego de 24 h de agitación en agua. 

 

Zhang y Sun (2008) mencionaron la reducción de interacciones puentes disulfuro en 

fracciones de glicinina (fracción mayoritaria en la proteína de soja) tratadas con bisulfito de sodio 

(NaHSO3) en concentraciones crecientes, hasta el orden de los 36 g/L, en donde aún pudieron 

observar puentes disulfuro entre subunidades acidas y básicas de glicinina por análisis de SDS 

PAGE. A modo de comparación, en este trabajo, la concentración máxima de sulfito de sodio 

(Na2SO3) empleada fue de 25 g/L, y sería aún menos la cantidad que se hidrolice a bisulfito. 

 

La Figura 6.14 presenta las propiedades mecánicas medidas en tracción de las películas 

proteicas y adicionadas con sulfito de sodio. 

 

A B 
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Figura 6.14. Propiedades mecánicas medidas en ensayos de tracción de películas proteicas de soja activadas 

con 0, 10, 25 y 50 g de sulfito de sodio (Na2SO3) cada 100 g de SPI: tensión a la ruptura (r) (A); módulo de 
Young (E) (B); elongación a la ruptura (εr) (C). Letras distintas indican diferencias con un nivel de significancia 

de  = 0,05. 

 

 La tensión a la ruptura disminuyó progresivamente con el agregado de sulfito de sodio a 

las formulaciones, aunque solo fue estadísticamente diferente para las máximas concentraciones 

de sulfito evaluadas (Figura 6.14 A). Sin embargo, no hubo efecto en el módulo de Young (Figura 
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6.14 B) pero sí una disminución gradual en la elongación 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 módulo de Young. En general la resistencia y 

elongación de películas proteicas de soja esta asociada a la formación de puentes disulfuro 

durante el procesamiento, que en este caso estaría impedida por la presencia de sulfito y aún 

disminuida por reducción de disulfuros. En función de los valores de solubilidad y permeabilidad al 

vapor de agua se escogió la formulación que más susceptible fue en estas propiedades, de manera 

de que en la aplicación estas películas sean capaces de hidratarse en mayor medida y así poder 

liberar el principio activo. Se determinó evaluar a las formulaciones con 50 g de sulfito de sodio/ 

100 g de SPI aplicadas en sistemas de envase para liberar dióxido de azufre (SO2).  

 

6.4.2.2. Efecto de la aplicación de las películas como generators liberadores de SO2 en sistemas 

de envase 

 

Los sistemas de envase conteniendo a las películas control y adicionadas con 50 g de 

sulfito de sodio/ 100 g de SPI y a las manzanas trozadas fueron evaluados después de 7 días de 

almacenamiento a 10 °C. Para ello las bandejas fueron abiertas y se determinó el color, pH, 

azúcares, y acidez de las manzanas mínimamente 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 películas con sulfito de sodio (Na2SO3) (B)  luego de permanecer almacenadas a 10 °C durante 7 días. 

 

 En la Tabla 6.5 se muestran los parámetros de color L*, a*, b* y el ángulo de tono 

Hue de las manzanas mínimanete procesadas control y tratadas a partir del sistema de envase 

conteniendo películas con 0 y 50 g de sulfito de sodio/ 100 g de SPI respectivamnete. 

A B 
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Tabla 6.5. Parámetros de color L*, a*, b* y Hue de las manzanas mínimamente procesadas luego de 7 días 
de almacenamiento a 10 °C. 
 

Na2SO3 (g/100 g de SPI) L* a* b* Hue 

0 73,6  1,9 b  1,8  0,6 a 39,5  1,5 a 87,4  2,4 a 

50 84,9  2,4 a -4,5  0,8 b 28,6  4,1 b 80,7  2,0 b 

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

 

Se puede observar que el agregado de sulfito de sodio a las películas usadas en el sistema 

de envase como generators generó un aumento significativo de la luminosidad de los frutos 

evidenciado según el parámetro L*, junto con una disminución del parámetro a* y b* lo que 

evidencia una notable reducción en el pardeamiento de las manzanas. El ángulo de tono Hue 

también puso de manifiesto la menor coloración en las manzanas tratadas respecto al control 

dado el avance del pardeamiento del tejido en estas últimas. 

 

En la Tabla 6.6 se muestran los valores de pH, acidez titulable y azúcares para las 

manzanas mínimamente procesadas y almacenadas 7 días a 10 °C en sistemas de envase 

conteniendo películas proteicas control y adicionadas con 50 g de sulfito de sodio/ 100 g de SPI. 

Ningún parámetro de calidad de los frutos fue afectado por el tratamiento envasado a partir del 

empleo de los generators liberadores de dióxido de azufre. Este efecto implica que si bien el 

tratamiento con las películas adicionadas con sulfito de sodio permite retrasar el pardeamiento de 

las manzanas mínimamente procesadas, la calidad del producto se mantiene intacta. 

 

Tabla 6.6. pH, acidez y contenido de azúcares de las manzanas almacenadas en sistema de envase con 
películas proteicas de soja activas con y sin 50 g de sulfito de sodio (Na2SO3) cada 100 g de SPI. 
  

Na2SO3 (g/100 g de SPI) pH Acidez (meq H
+
/kg) Azúcares (g/kg) 

0 4,0  0,12 a  34,1  2,3 a 129,6  20,5 a 

50 4,1  0,09 a  35,8  0,5 a 111,1  11,7 a 

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

 

Se generaron matrices liberadoras (generators) de dióxido de azufre (SO2) para retrasar la 

aparición del pardeamiento enzimático de manzanas mínimamente procesadas con películas 

proteicas de soja que incorporadas en sistemas de envase con manzanas mínimamente 
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procesadas, lograron retrasar la aparición del pardeamiento enzimático sin afectar ningún 

parámetro de calidad de los frutos. 

 

 

6.5. Conclusiones 

 

La absorción de agua de las películas en base a proteína podría ser indeseable para ciertas 

aplicaciones. Sin embargo, podría ser aprovechada en forma ventajosa para facilitar la liberación 

de principios activos en tratamientos de alimentos en el envase. En este capítulo: 

i)  se seleccionó una formulación en base a aislado proteico de soja y glicerol para preparar 

películas biodegradables y generar liberadores de 1-metilciclopropeno, un inhibidor de la acción 

del etileno. Los pads contenedores-liberadores en base a proteína de soja fueron evaluados en 

función de su eficacia para retrasar la maduración y prevenir el deterioro poscosecha de tomate. 

Cuando se incorporaron en sistemas de envase con frutos, se logró retrasar la maduración y se 

redujo el ablandamiento, la solubilización de pectinas y el ataque de hongos sin causar cambios 

negativos en otros atributos de calidad (azúcar, acidez y antioxidantes). Resultan necesarios 

futuros estudios para continuar la evaluación de estos materiales en envases comerciales, bajo 

almacenamiento refrigerado continuo y para determinar la eficiencia de liberación del principio 

activo. 

ii) se estudió el agregado de concentraciones crecientes de sulfito de sodio a películas 

proteicas de soja. Esto provocó cambios en la matriz proteica que se manifestaron en un cambio 

de su apariencia, solubilidad, WVP y propiedades mecánicas debido a la reducción de puentes 

disulfuro en la matriz formada generada por el sulfito. Estas películas activas, colocadas como 

matrices liberadoras (generators) de SO2 en envases cerrados redujeron significativamente el 

pardeamiento de manzana mínimamente procesada sin afectar las características organolépticas 

durante su almacenamiento. La película activa podría funcionar para aumentar la superficie de 

liberación del SO2 y permitir reducir las cantidades de sulfito. Futuros estudios resultan de interés 

para cuantificar la cinética de liberación de SO2 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 proteína de soja podrían ser útiles para llevar 
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a cabo el tratamiento de poscosecha de vegetales enteros o mínimamente procesados durante el 

transporte o la distribución. 
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7. Conclusiones generales 

 

 

1. Los estudios realizados en el presente trabajo de tesis permitieron mejorar la funcionalidad de 

las películas proteicas de soja a través de distintas estrategias: 

- El agregado de montmorillonita (MMT), de fibras celulósicas obtenidas de papel y de 

nanofibras de celulosa a la formulación permitió mejorar la resistencia mecánica de las películas 

proteicas en detrimento de su elongación, sin modificar en la mayoría de los casos la sensibilidad 

al agua. Asimismo la adición de MMT retardó la desintegración de las películas nanocompuestas 

en suelo hasta dos semanas. Esto podría resultar de interés en ciertas aplicaciones en las que se 

requiera una mayor duración o el uso en condiciones más drásticas. Por su parte el agregado de 

celulosa microfibrilada a la formulación también permitió mejorar las propiedades de barrera al 

vapor de agua y al oxígeno, lo que podría resultar de interés en ciertas aplicaciones en packaging.  

- El agregado de colorantes a las películas proteicas y nanocompuestas permitió obtener 

una variedad de materiales con distintas propiedades ópticas que inducen a pensar aplicaciones 

en envasado de productos sensibles a la luz. Su agregado no modificó en gran medida las 

propiedades físicas de las películas proteicas más allá del color, pero sí afecto el grado de 

intercalación y exfoliación de la MMT en los sistemas nanocompuestos desarrollados. El agregado 

de aceite esencial de clavo a las películas proteicas y nanocompuestas reforzadas con nanofibras 

de celulosa permitió obtener materiales con propiedades antioxidantes y antimicrobianas. 

Asimismo el agregado de clavo provocó cierta plastificación de las matrices (observada 

principalmente en las propiedades mecánicas, solubilidad y contenido de agua) y una modificación 

diferencial en las propiedades barrera, dado que aumentó la permeabilidad al oxígeno y disminuyó 

la WVP. La presencia de nanofibras en la matriz proteica, facilitó la liberación de los compuestos 

activos presentes en el aceite esencial. Esta mayor actividad pudo correlacionarse con una mejor 

distribución del aceite esencial en presencia de las fibras y con menores tamaños de gota, que 

podrían atribuirse al efecto emulsificante propio de estos nanorefuerzos. 

 

2. Fue posible procesar películas proteicas de soja y compuestas en base a proteína-fibras 

celulósicas y proteína-lípidos (emulsionadas) por tape casting, lo que resulta muy interesante para 

el escalado en la producción de estos materiales. El equipo utilizado exigió trabajar con 

concentraciones de proteínas superiores a las habitualmente usadas por casting. Al analizar las 
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técnicas de secado se observó que las películas secadas por conducción presentaron una mejor 

funcionalidad que las secadas por radiación, y que al aumentar la temperatura de secado (de 40 a 

60 °C), además de disminuir los tiempos de procesamiento, se logró mejorar las propiedades 

mecánicas y la resistencia del termosellado de las películas, sin afectar su apariencia y 

susceptibilidad al agua. Por otra parte por la técnica de tape casting también se produjeron 

películas emulsionadas de proteínas de soja con 7,5% de cera de abeja con menores WVP y 

similares propiedades mecánicas, y películas reforzadas con fibras celulósicas 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 características. La alta absorción de agua de las películas, que puede 

considerarse como una desventaja para numerosas aplicaciones, se aprovechó para facilitar la 

liberación de principios activos en tratamientos de alimentos en el envase durante su transporte o 

distribución. Así se obtuvieron: 

- pads contenedores-liberadores de 1-metilciclopropeno (un inhibidor de la acción del 

etileno), que colocados dentro de un envase cerrado lograron retrasar la maduración y prevenir el 

deterioro poscosecha de tomate (reduciendo el ablandamiento, la solubilización de pectinas y el 

ataque de hongos) sin causar cambios negativos en otros atributos de calidad (azúcar, acidez y 

antioxidantes). 

- matrices liberadoras (generators) de SO2, a través de la activación de las películas 

proteicas con sulfito de sodio, que colocadas en envases cerrados lograron disminuir el 

pardeamiento de manzana mínimamente procesada sin afectar otras características 

organolépticas durante el  almacenamiento. 
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ANEXO I: REVISION BIBLIOGRÁFICA 

 

USO COMBINADO DE TRATAMIENTOS FÍSICOS Y RECUBRIMIENTOS COMESTIBLES EN LOS 

PRODUCTOS FRESCOS 

 

Resumen 

En esta revisión se describen los principios generales y las tendencias recientes en 

recubrimientos comestibles de productos frescos. También se discuten algunas de las 

características que pueden vincular a las aplicaciones de recubrimientos con los métodos físicos 

empleados en el manejo poscosecha (atmósferas modificadas, tratamientos térmicos e 

irradiación). Los recubrimientos de productos enteros y mínimamente 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 deberían comparar sus 

beneficios bajo condiciones adecuadas de almacenamiento poscosecha (temperaturas óptimas y 

alta humedad relativa con un retraso mínimo en las aplicaciones). En la última década se han 

realizado numerosas investigaciones para generar combinaciones de recubrimientos comestibles 

que respondan a las necesidades específicas de las frutas y hortalizas. Mejoras sustanciales en las 

propiedades de los materiales (por ejemplo, a través de la evaluación de los constituyentes de la 

matriz novedosos, así como mediante el desarrollo de recubrimientos en multi-capa, blends o 

nanocompuestos) son todavía posibles. A pesar de su larga historia relativa como tratamientos 

para reducir el deterioro y su clasificación conjunta como metodologías amigables con el 

ambiente, las tecnologías de recubrimientos y los métodos físicos poscosecha han evolucionado 

en forma independiente. La combinación de ambas estrategias puede ser útil 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 aplicación de varios tratamientos en 

forma secuencial creemos que la colaboración activa entre los investigadores que trabajan en 

tratamientos físicos de poscosecha y recubrimientos comestibles ofrece oportunidades para 

desarrollar enfoques innovadores que maximizan los beneficios de estos tratamientos. Una de las 

áreas a explorar más profundamente es la aplicación de tratamientos físicos durante o después de 

la formación de los recubrimientos, lo que puede mejorar las propiedades de los materiales 

induciendo en forma simultánea respuestas horméticas en los vegetales. Las estrategias de 

generación de atmósferas modificadas inducidas por el empleo de recubrimientos deben ser 
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revisadas y mejoradas. La potencialidad de utilizar tratamientos físicos leves post-recubrimiento 

para inducir cambios favorables en los materiales y facilitar la liberación de los principios activos 

es un área que aún debe ser explorada. Por último, la investigación 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, biopolímeros, tratamientos físicos 

 

1. Tecnología poscosecha en el siglo 21: re-utilización y mejora de herramientas tradicionales 

La ciencia de la poscosecha ha avanzado en forma marcada en los últimos años. La 

secuenciación de algunas especies de frutas y vegetales importantes, el desarrollo de 

metodologías de alto rendimiento analítico (omic), y el progreso del conocimiento de la regulación 

epigenética de desarrollo de las plantas está contribuyendo a aumentar nuestra comprensión 

sobre la fisiología de las frutas y hortalizas frescas [1-4]. Algunas tecnologías relativamente nuevas, 

como la de un inhibidor de la acción del etileno, el 1-metilciclopropeno, y el refinamiento de 

atmósferas controladas dinámicas han proporcionado otras formas de modular la maduración y la 

senescencia [5-8]. A pesar de este progreso el principal desafío 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 distribución y el almacenamiento [9]. 

En los últimos años se ha incrementado el interés del empleo de tratamientos físicos 

(tratamientos térmicos de alta temperatura, irradiación) y recubrimientos comestibles naturales 

para prevenir el deterioro de frutas y hortalizas [10]. La concepción se estas técnicas como 

“amigables con el ambiente” [11] ha despertado el interés de la industria y la academia. Los 

tratamientos físicos 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 

características generales y las tendencias en aplicaciones de recubrimientos comestibles en 

productos frescos. Asimismo analizamos el potencial existente para combinar tecnologías de 

recubrimiento y métodos físicos 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 protección 

aplicada por inmersión o aspersión 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 útil de los productos mediante la 

modificación de sus propiedades superficiales. Los recubrimientos se han utilizado en las frutas y 

hortalizas frescas desde hace tiempo. Algunos registros indican que los cítricos ya eran encerados 

en China en los siglos XII y XIII [14]. Las suspensiones de aceites o ceras en agua estuvieron entre 

las primeras formulaciones para los recubrimientos de frutas, probablemente utilizados para 

reducir la deshidratación. Desde estas prácticas 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 abrasión, 

iii) evitar la absorción de olores indeseables, 

iv) minimizar la fuga de solutos, 

v) establecer una barrera a la pérdida de humedad, 

vi) cambiar los niveles de O2 y CO2 dentro de los productos modulando así la maduración y 

senescencia, 

vii) retrasar la descomposición, 

viii) mejorar la estabilidad y la seguridad de los productos mediante la inclusión de 

ingredientes funcionales tales como antioxidantes y antimicrobianos. 

 

 Una variedad de materiales, incluyendo lípidos, polisacáridos y proteínas, solos o en 

combinación, se han utilizado en la formulación de recubrimientos comestibles [12,15]. Las 

matrices de los recubrimientos generalmente poseen un constituyente principal, al que se añaden 

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 

físicas y químicas 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, lípidos y sus mezclas (compuestos) [16]. Se han evaluado polisacáridos (derivados 

de celulosa, alginato, pectina, almidón, quitosano, carragenina y gomas) y proteínas (de origen 

vegetal como proteína de soja, gluten de trigo, zeína de maíz, y de fuentes animales tales como 

gelatina, suero de leche, caseína y queratina) [17,18]. Especial interés se ha dedicado a la 

reutilización de subproductos industriales (gelatina, proteína de soja, suero de leche y quitosano 

de la industria de la carne, las semillas oleaginosas, quesos y mariscos, respectivamente) [19]. 

Tanto las películas y recubrimientos de proteínas y polisacáridos suelen presentar excelentes 

propiedades de barrera contra el oxígeno y el aroma, pero tienen alta permeabilidad al vapor de 

agua [19]. Diferentes fuentes de lípidos incluyendo a las ceras (cera de abeja, de candelilla, de 

carnauba), ácidos grasos libres, alcoholes grasos, ácidos 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 último, los recubrimientos compuestos son producidos por la combinación de dos o más de los 

componentes antes mencionados ya sea en la forma de emulsiones, recubrimientos multicapa o 

mezclas [23,24]. En las emulsiones de lípidos e hidrocoloides el tipo de lípido empleado, su 

ubicación, fracción de volumen, fase polimórfica y las condiciones de secado poseen un impacto 

significativo sobre las propiedades de barrera [25]. El tamaño del componente disperso en una 

emulsión también tiene un gran efecto sobre las características 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 comúnmente 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 deposición secuencial de los materiales de interés representa una desventaja tecnológica. 

Una estrategia alternativa prometedora para mejorar las propiedades de los recubrimientos 

comestibles es la formulación con mezclas de biopolímeros [29,30]. 

 Al igual que en el campo de los polímeros sintéticos, la nueva generación de materiales en 

el área de los biopolímeros de origen natural se centra en la obtención de bio-nanocompuestos. 

Estos materiales consisten en una matriz de biopolímero reforzada con nanopartículas (partículas 

que tienen al menos una dimensión en el intervalo de 1-100 nm). Estos materiales presentan 

mejores propiedades mecánicas y de barrera, estabilidad térmica, resistencia química y aspecto a 

niveles de carga bajos (5-10%) que los materiales tradicionales debido al área superficial elevada 
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de las nanopartículas, que le permite interactuar fuertemente con los demás componentes 

[31,32]. La adición de nanoarcillas, como montmorillonita a las formulaciones de proteínas y 

polisacáridos ha mejorado las propiedades mecánicas y de barrera de las películas biopoliméricas 

[33,34]. Las nanofibras de celulosa, quitina y almidón mejoraron las propiedades mecánicas 

películas de caseína, almidón y quitosano [35-37]. Los nanocompuestos también podrían resultar 

de utilidad para modular la liberación 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 añaden comúnmente en 

recubrimientos de polisacáridos y en base a proteínas para disminuir la fragilidad [42-44]. Los 

plastificantes comunes utilizados en recubrimientos comestibles incluyen agua, glicerol, 

propilenglicol, sorbitol, sacarosa, polietilenglicol, ácidos grasos y monoglicéridos [42]. Añadidos en 

diferentes proporciones (15-40% en relación con el principal constituyente de la matriz) los 

plastificantes puede mejorar la flexibilidad de las películas, la susceptibilidad a la humedad, 

disminuir sus propiedades de resistencia y de barrera contra la humedad y el oxígeno [45]. Los 

plastificantes hidrófobos, tales como ésteres de citrato también están siendo estudiados [46]. 

 La funcionalidad de los constituyentes principales de la matriz también puede modificarse 

a través de tratamientos químicos, físicos o enzimáticos [47-49]. Tratamientos de este tipo en 

proteínas pueden en ciertos casos ser empleados para reducir la solubilidad de material, generar 

matrices más fuertes y aumentar la hidrofobicidad de la superficie [49-50]. Los químicos 

tradicionalmente empleados pueden ser no aptos para materiales comestibles debido a su 

toxicidad. En estos casos la modificación enzimática por tratamientos con transglutaminasa, 

lipoxidasa, lisil-oxidasa, polifenol oxidasa y peroxidasa pueden ser útiles. La fosforilación de 

proteínas de soja por una proteína quinasa también se ha utilizado para modular la solubilidad y la 

capacidad emulsionante de los materiales [51]. Las propiedades de los polisacáridos pueden 

también modificarse cambiando su grado de polimerización, y su grado de sustitución (grado de 

acetilación o metilación) [52]. 

 Los emulsionantes son agentes tensioactivos de carácter anfifílico capaces de reducir la 

tensión superficial de lípido-agua o agua interfaz de aire. Pueden ser añadidos para mejorar las 

propiedades de humectación de las formulaciones y su adherencia a la superficie de la fruta o 
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vegetal [53]. Los recubrimientos de proteína y lípidos o polisacáridos y lípidos a menudo requieren 

la adición de emulsionantes para facilitar la dispersión del componente lipídico en un medio 

acuoso. Algunos emulsionantes comunes incluyen los ésteres de polietilen-sorbitol, algunos ácidos 

grasos y sales y fosfolípidos tales como lecitina [46,54,55]. 

 

c. Aditivos 

 La funcionalidad de recubrimientos comestibles se puede ampliar añadiendo a las 

formulaciones antioxidantes, antimicrobianos, colorantes, sabores, nutrientes y especias. Estos 

compuestos podrían 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 ácido 

propiónico, benzoico y sórbico han sido incorporadas. Recubrimientos en base a almidón 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 zeína conteniendo butil-hidroxianisol (BHA), butil-hidroxitolueno (BHT) y ácido cítrico 

redujeron la rancidez de nueces. Los antioxidantes como el ácido ascórbico también se han 

incorporado en recubrimientos comestibles para reducir el pardeamiento enzimático en 

champiñones trozados [69]. Los recubrimientos de goma xántica conteniendo α-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. Hernández-Muñoz y col. [71] 

observaron que la adición de gluconato de calcio (1%) para la formulación de recubrimientos de 

quitosano aumentó la firmeza de frutillas refrigeradas. Agentes de sabor y colorantes también 

pueden añadirse 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. Desafíos en tecnologías de recubrimiento comestibles 

Varios trabajos muestran que los beneficios obtenidos por el empleo de recubrimientos 

pueden ser sustanciales [73-77]. Sin embargo, en comparación con el gran número de estudios 

reportados en la literatura, relativamente pocas aplicaciones han sido adoptadas por la industria. 

Esto podría ser en parte debido a que aunque diversas materias primas empleadas son 

generalmente subproductos industriales, los costos de adquisición, transporte, distribución y 

almacenamiento de estos materiales, así como la infraestructura para la producción de 

recubrimientos a gran escala podrían ser en algunos casos aún demasiado elevados. Asimismo la 

modificación de los procedimientos establecidos, los cambios en las operaciones unitarias y de 

diseño en líneas de procesamiento y la necesidad de implementar programas de capacitación 

específicos podrían ser otro factor que ha ralentizado la transferencia de esta tecnología. Los 

trabajos futuros orientados a contribuir a re-categorizar a los recubrimientos como una 

"tecnología generalizada" deberían centrarse en: 

i) optimizar las formulaciones y las condiciones de proceso a fin de mejorar aún más las de los 

recubrimientos; 

ii) anticipar preocupaciones de los consumidores potenciales, especialmente cuando se evalúan 

formulaciones activadas. Por ejemplo la nanotecnología ofrece oportunidades para desarrollar 

estrategias novedosas [78]; pero el debate sobre los beneficios y riesgos potenciales del consumo 

humano de algunas nanopartículas todavía está abierto y la legislación sobre este tema es en 

muchos casos todavía difusa; 

iii) la predicción de posibles dificultades en los procesos de escalado puede ser muy útil. 

Procedimientos simples a nivel de laboratorio, tales como la generación de recubrimientos 

continuos evitando daños y abusos en el manejo de temperatura y retrasos puede ser un reto en 

los entornos comerciales; 

iv) en algunos casos, la evaluación 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 refrigeración 

adecuada. Estudios orientados tecnológicamente deben evaluar sus beneficios en condiciones 

óptimas de almacenamiento (temperatura y humedad relativa). 
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4. Intersección entre la tecnología de recubrimientos de frutas y métodos físicos de poscosecha  

 

a. Los tratamientos físicos antes o durante la formación del recubrimiento 

La aplicación de métodos físicos a las materias primas puede modificar las propiedades de 

los recubrimientos [79,80]. Los tratamientos térmicos, de alta presión y de irradiación han 

demostrado inducir cambios en la funcionalidad de las películas. Los efectos son generalmente 

más marcados en las propiedades mecánicas, de solubilidad y de permeabilidad al vapor de agua 

[81-88]. 

Los tratamientos térmicos suaves se utilizan en algunos casos para acelerar la formación 

de los recubrimientos [89,90,91]. El proceso de secado que se aplica a películas y recubrimientos 

de proteína puede afectar el tipo y cantidad de interacciones covalentes (puentes disulfuro) y no 

covalentes (interacciones hidrofóbicas, iónicas y enlaces de hidrógeno), y por consiguiente las 

propiedades de los materiales [92]. También para los polisacáridos la temperatura de secado 

puede afectar las características de las películas [93]. Del mismo modo, la humedad relativa y la 

presión durante el período de secado también se ha demostrado que afectan las propiedades de 

biopolímeros de soja y amaranto [92,94,95]. Aunque estos tratamientos físicos 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 podría maximizar el 

resultado final del tratamiento combinado en el mantenimiento de la calidad.  

 

b. Los tratamientos físicos después de la formación de recubrimiento 

Estos enfoques pueden incluir i) la atmósfera modificada que se establece en los 

productos recubiertos debido al cambio de permeabilidad a los gases (CO2, O2, 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) Atmósferas modificadas inducidas por el recubrimiento: una vez que se estableció el 

recubrimiento, el intercambio de gases entre la fruta y el medio ambiente se ve afectado, 

proporcionando la oportunidad de generar atmósferas modificadas en el interior de frutos 

individuales. La composición gaseosa en el equilibrio está 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 

atmósfera modificada alcanzada. Esto depende de la especie, de la variedad y de su estado de 

desarrollo [96]. La producción y la acumulación de etileno puede ser importante sobre todo en los 

productos climatéricos recubiertos en las que puede aumentar la respiración. 

 

Características del recubrimiento: todos los factores que afectan a la transferencia de 

masa a través de la película y el proceso de difusión tales como permeabilidad al O2 y CO2 y el 

espesor determinarán la atmósfera establecida. Los plastificantes, en general, aumentan la 

permeabilidad de la película. La polimerización y/o grado de entrecruzamiento de las proteínas o 

polisacáridos, así como los grupos funcionales/sustituyentes presentes en los polímeros modulan 

la permeabilidad del recubrimiento. Los recubrimientos de proteínas y polisacáridos en general 

presentan alta permeabilidad a las sustancias polares, tales como vapor de agua, y baja 

permeabilidad a las sustancias no polares, como el oxígeno. Los recubrimientos de proteínas 

parecen tener permeabilidad al oxígeno más baja que los de celulosa. Además de la permeabilidad 

absoluta de los diferentes recubrimientos, su selectividad también es un determinante principal 

de la atmósfera establecida [97,98]. 

 

Condiciones ambientales: las frutas y hortalizas recubiertas se almacenan en su mayoría a 

humedades relativas entre el 85-95%. En estas condiciones, algunos recubrimientos pueden 

hidratarse, cambiando sustancialmente sus propiedades físicas y químicas [28,99]. En general, a 

una humedad relativa baja, la permeabilidad a los gases de materiales en base a proteínas y 

polisacáridos 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 oxígeno y dióxido de carbono puede 

aumentar hasta mil veces cuando estos materiales se llevan y mantienen a alta humedad relativa. 

En materiales en base a proteínas, este efecto es mucho mayor para los gases "hidrófilos" (CO2) 

que para los gases "hidrófobos" (O2) [101]. Es importante destacar que muchos de los métodos 

estándar de caracterización de materiales utilizan humedades relativas que están 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 atmósfera 

alcanzada, ya que afecta de forma exponencial la tasa de respiración frutas y hortalizas. Las 

variaciones en la cadena de frío pueden dar lugar a la fermentación en productos recubiertos 
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[103]. Las presiones parciales de CO2 y O2 en la atmósfera de almacenamiento también pueden 

influir en los niveles de gases en el equilibrio a través de alteraciones en la tasa de respiración. 

 

ii) Tratamientos físicos post-recubrimiento: como se indicó previamente algunos tratamientos 

físicos pueden ser utilizados para inducir cambios deseables en la fisiología vegetal [103]. La 

evaluación de los tratamientos térmicos post-recubrimiento ha recibido poca atención hasta 

ahora. Se puede esperar que la irradiación UV post-recubrimiento  afecte poco al vegetal dada su 

baja penetración. Algunos trabajos han demostrado que las propiedades funcionales de los 

biopolímeros también mejorarse si se los somete a algunos tratamientos físicos después de su 

formación. La resistencia a la tracción de las películas de proteína de soja se mejoró por irradiación 

UV o γ. Esto es probablemente debido al alto contenido de tirosina y fenilalanina que pueden 

entrecruzarse como consecuencia de la irradiación [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 proteína de soja activadas con 1-metilciclopropeno, absorbieron agua 

facilitando la liberación del activo y retrasando la maduración [107]. El empleo de tratamientos 

térmicos compatibles con los vegetales durante el almacenamiento también puede ser 

considerado una estrategia para modificar la velocidad de difusión de los aditivos presentes en la 

matriz del recubrimiento. En algunos casos también podrían contemplarse como una estrategia 

para aumentar la velocidad de las reacciones dependientes de la temperatura entre ingredientes 

de recubrimiento (ej. reacciones enzimáticas). La liberación de compuestos activos presentes en 

los recubrimientos por medios fotoquímicos (por ejemplo la radiación UV-vis) puede ser otra 

estrategia para explorar. 

 

5. Conclusiones 

 

Los recubrimientos comestibles y los métodos físicos 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 

refrigeración. Si bien ambas estrategias han evolucionado de manera independiente, la aplicación 

combinada podría 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 tecnológicamente orientados deberían comparar sus beneficios 

contra los controles sometidos al adecuado manejo poscosecha y su almacenamiento 

(refrigeración y alta humedad relativa). Esto determinará de manera inequívoca sus beneficios en 

relación con las prácticas de manejo recomendadas. Resulta importante continuar los trabajos que 

se vienen desarrollando para maximizar la funcionalidad de los recubrimientos para frutas y 

hortalizas. La colaboración activa entre los tecnólogos poscosecha y científicos de materiales 

puede ser de utilidad para acercar a estos dos campos. Los enfoques innovadores que vayan más 

allá de la búsqueda de efectos aditivos por aplicación de recubrimientos y tratamientos físicos 

combinados serán valiosos. Algunas de las áreas que pueden ser exploradas incluyen la aplicación 

de tratamientos físicos antes o durante la formación de los recubrimientos que puede mejorar las 

propiedades de los materiales y simultáneamente inducir respuestas horméticas en los vegetales. 

Resulta necesario avanzar en la optimización de las atmósferas modificadas generadas en 

vegetales recubiertos. La viabilidad del uso de tratamientos físicos leves luego de la formación de 

los recubrimientos para facilitar la liberación de los principios activos todavía necesita ser 

determinada. Por último la realización 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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