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Resumen

RESUMEN

Tradicionalmente, el objetivo principal al envasar un alimento era proteger al producto del
medio externo (por medio de una barrera pasiva) y asi prolongar su periodo de vida util.
Actualmente se espera que el envase tenga un rol mas activo, sin generar dafio al medio
ambiente. Los cambios en el modo en que los alimentos son producidos, distribuidos,
almacenados y comercializados, asi como las crecientes demandas de los consumidores en
cuanto a seguridad, calidad, conveniencia y mayor vida util de los alimentos, imponen
nuevas exigencias al comportamiento de los envases alimentarios. También la tendencia
de asegurar la calidad y seguridad de los alimentos, sin el agregado de aditivos vy
conservantes (o con la menor cantidad posible de los mismos), contribuyen a que el
envase cumpla un papel mas significativo. En este sentido, se ha incrementado en forma
marcada el interés en el desarrollo de sistemas de envasado activos y/o inteligentes
usando polimeros biodegradables para su formacidn. Estas nuevas tecnologias podrian
tener gran potencial para contribuir a mantener la calidad de los productos y a asegurarla
a lo largo de la cadena de distribucion, asi como para reemplazar a los polimeros sintéticos
derivados del petrdéleo en algunas aplicaciones.

En este marco el objetivo de este trabajo de Tesis fue desarrollar peliculas activas e
inteligentes de matriz proteica para su uso en envases de alimentos.

La totalidad de la Tesis se realizé utilizando dos fuentes proteicas diferentes: gelatina y
soja. Ambas pueden considerarse agroproteinas, ya que pueden obtenerse de derivados
agroindustriales: gelatina de la industria carnica y soja del pellet residual de la industria
aceitera. Segun la necesidad de cada aplicacién se utilizé una u otra fuente proteica.

En este trabajo se estudid: la formacién de peliculas proteicas con capacidad de respuesta
a cambios de pH del medio y temperatura, evaluando también el efecto que los
compuestos adicionados ejercian sobre las propiedades fisicoquimicas, antioxidantes y
antimicrobianas de las peliculas. Se obtuvieron peliculas por casting con distinta
coloracién dependiendo del colorante utilizado y del pH de la dispersién. Inicialmente se
evalud el agregado de los indicadores de pH sintéticos: naranja de metilo, rojo neutro y
verde de bromocresol a peliculas de gelatina. Todas las peliculas lograron cambiar su
coloraciéon al ponerlas en contacto con medios liquidos, semisélidos y gaseosos de

distintos pH, simulando distintos tipos de alimentos o el espacio de cabeza de un envase.
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Estos materiales permitirian indicar indirectamente el desarrollo microbiano durante el
transporte y almacenamiento de los alimentos, ya que en general este deterioro va
acompafiado con cambios de pH.

También se analizé la mezcla de los distintos colorantes, lograndose disminuir el rango de
viraje de los indicadores, de manera de encontrar aplicaciones mas especificas.

Se evalud la aplicacion de estos materiales desarrollados como envases de productos
carnicos. Se analizé la correlacién entre el pH de carnes de distintos tipos y su crecimiento
microbiano durante el almacenamiento refrigerado. Sélo con pescado el cambio de pH fue
sensible al crecimiento microbiano en una magnitud capaz de ser detectada por las
peliculas. Las peliculas aditivadas con mezclas de naranja de metilo y verde de
bromocresol a pH 6, se utilizaron para envasar carne de pescado. Las mismas fueron
capaces de cambiar su color verde al violeta cuando el crecimiento microbiano aumenté
dos 6rdenes de magnitud al segundo dia de almacenamiento. Se logré asi un envase
biodegradable inteligente que pudo modificar su coloracién frente a cambios de pH,
pudiendo ser utlizado para indicar deterioro microbiano en pescado.

La evidencia de que la matriz de proteina no interferia con la decoloraciéon de los
indicadores acido-base, condujo a la busqueda de colorantes de grado alimentario para el
desarrollo de materiales aptos para envasar alimentos. Con este fin se evalué la utilizacion
de curcumina y antocianinas extraidas de repollo colorado. Dada la baja solubilidad en
agua de ambos componentes se analizé el efecto de reeemplazar agua por mezclas
hidroalcéholicas como solventes en las dispersiones filmogénicas. Las peliculas
desarrolladas ademas de lograr responder de manera efectiva a los cambios de pH del
medio presentaron importantes propiedades antioxidantes (aunque no antimicrobianas).
Estas propiedades bioactivas hacen a estos materiales especialmente interesantes para ser
utilizados como envases activos de productos susceptibles a la oxidacion.

Para obtener materiales que respondan a cambios de temperatura se estudié el agregado
de tintas termocrémicas a peliculas proteicas. La impresion de las tintas sobre las peliculas
se realizé en el establecimiento Megacolor S.R.L., con un tratamiento industrial que
también implicaba radiacién UV. Sélo las peliculas de soja soportaron la impresién y
lograron indicar de manera reversible cambios de temperatura, por lo que estos
materiales podrian ser asociados a aplicaciones de confort. Las peliculas impresas
presentaron propiedades fisicoquimicas superiores que las de las peliculas proteicas

control, por efecto de las tintas y principalmente por efecto del tratamiento UV empleado
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para su aplicaciéon. Este tratamiento favorecid el entrecruzamiento proteico,
principalmente a través de interacciones puentes de hidrégeno, puentes disulfuro, y otras
interacciones covalentes que no fueron precisadas, lo que provocé mejoras significativas
en la resistencia mecanica de los materiales y una disminucién en su susceptibilidad al
agua.

Por dltimo, se estudidé la obtencidon de nanoparticulas de plata y su agregado a matrices
proteicas de gelatina con el fin de obtener materiales antimicrobianos. Estas
nanoparticulas se obtuvieron siguiendo dos estrategias: sintetizandolas en la misma
solucion filmogénica, o previo a su agregado a la formulacién usando citrato de sodio
como reductor. El tamafo nanoscdpico de las particulas fue confirmado por
espectroscopia UV, por dispersion de luz dindmica y por microscopia electrénica de
transferencia. La presencia de estas nanoparticulas en la formulacién le otorgd a las
peliculas de gelatina una actividad antimicrobiana muy importante frente a Escherichia coli
(microorganismos comun en el deterioro de alimentos, utilizada como sistema modelo) y

logro ejercer un efecto refuerzo sobre la matriz proteica.
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I. Antecedentes y relevancia de la temdtica

I. Antecedentes y relevancia de la tematica

I.1. Envases Alimentarios: del envase tradicional a los nuevos conceptos

En la sociedad actual, los envases son esenciales. Envuelven, mejoran y protegen los
productos que compramos, desde su procesamiento y fabricacidn, durante su manipuleo y
almacenamiento, hasta llegar al consumidor. Sin envases, el manipuleo de los productos
seria desordenado, ineficiente y costoso, y su comercializacion practicamente imposible. El
sector de envases representa aproximadamente el 2% del producto bruto interno (PBI) en
los paises desarrollados. Aproximadamente la mitad de todos los envases se utilizan para
alimentos (Robertson, 2016). El envasado de alimentos juega un rol fundamental en
industria alimentaria moderna, ya que constituye uno de los procesos principales para
preservar la calidad de los productos alimenticios durante su transporte, almacenamiento

y uso final (Ghaaniy col., 2016).

Funciones basicas del envasado de
alimentos tradicional

Contencion
Proteccion
¢
Conveniencia
Comunicacion ==
T

Figura I.1. Funciones basicas del envasado de alimentos tradicional

El envasado de alimentos tradicional tiene cuatro funciones bdsicas: proteccién,
contencién, comunicacion y conveniencia (Biji y col., 2015). Los envases se utilizan para
proteger el producto del deterioro que pueden provocar algunas condiciones ambientales
externas tales como contaminacién quimica y microbiana, vapor de agua, oxigeno, calor,
luz, olores, insectos, suciedad, particulas de polvo, etc. (Robertson, 2012; Fuertes y col.,
2016). Actuan como contenedores para productos alimenticios con formas y tamanos
diferentes con el objetivo de optimizar la eficiencia logistica (Yam y Lee, 2012). Se
comunican con el consumidor a través de textos escritos (como la lista de ingredientes,

contenido nutricional, directrices sobre preparacién, etc.) y el logotipo de la marca. Se

1
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adecuan al estilo de vida del consumidor, por ejemplo, en el ahorro de tiempo (aptos para
contener comida lista para comer) o facilitar su manipulacién (de facil apertura, resellables
o aptos para microondas) (Vanderroost y col., 2014; Ghaani y col., 2016). La figura I.1
ilustra estas funciones con un envase de leche, a modo de ejemplo. Estas funciones las
cumplen minimizando la interaccion entre el alimento y el envase (Lee y col., 2014).

Desde hace 4 décadas los envases plasticos son los mas utilizados por la industria
alimentaria por ser econdmicos, funcionales, livianos y muy versatiles ya que pueden ser
rigidos (botellas, frascos, cajas, estuches), termoformados (bandejas para viandas) o
flexibles (mallas tejidas, multicapas, peliculas). Por sus caracteristicas han reemplazado en
muchas aplicaciones a otros materiales que tradicionalmente se usaban para este fin como
vidrio, metales (aluminio, laminados, hojalata y acero), papel y cartén (Brody y col., 2008),
y hoy en dia constituyen el 37% de los materiales de envases para alimentos (Food
Packaging Forum, 2015). Este uso masivo ha provocado un serio problema ambiental
mundial, ya que la mayoria de estos materiales son derivados del petréleo, no
degradabables y durante su produccién y deposicion contaminan el medio ambiente
(Bohlmann, 2007). En la Figura 1.2 se presentan a modo de ejemplo una gran variedad de

alimentos protegidos y contenidos en distintos envases plasticos.

Figura I.2. Alimentos envasados en materiales poliméricos.

En la actualidad las nuevas tecnologias de envasado de alimentos intentan dar respuesta a
las demandas de los consumidores e industriales. Los cambios en las practicas de
produccién y venta de los alimentos (asi por ejemplo la globalizaciéon del mercado que
resulta en una distribucion de los alimentos mas prolongada), los modos de vida de los

consumidores (que reducen el tiempo dedicado a la compra de alimentos frescos y la
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cocina), y el avance de nuevas areas del conocimiento, como la nanotecnologia y
biotecnologia, actian como fuerzas motrices para el desarrollo de conceptos de nuevos y
mejores envases que logren prolongar la vida util de los alimentos, manteniendo vy
supervisando su inocuidad y calidad (Dainelli y col., 2008). Por otra parte, el desarrollo de
nuevos materiales de naturaleza biodegradable y renovables para ser utilizados como
envases intenta dar respuesta a la necesidad de proteger el medio ambiente. En este
contexto, surgen los nuevos conceptos de "smart packaging” que incluye "sistemas de
envases activos", que interactdan con el contenido, y "sistemas de envases inteligentes"”
gue, ademas de interactuar con el contenido, establecen una comunicacién con el

consumidor (Lagaron y col., 2014; Biji y col., 2015).

1.2. “Smart packaging”

"Smart packaging" es un término amplio que abarca una gama de conceptos de envasado
relativamente nuevos, la mayoria de los cuales pueden incluirse en una de las dos
categorias principales: envases activos y envases inteligentes (Kerry, 2012). Si bien estos
términos estdn estrechamente relacionados, hay una distincién importante entre ambos
(Han, 2014). Teniendo en cuenta las caracteristicas que describen diferentes autores,

podemos definir como:

- envase activo a “aquel que cambia el estado de los alimentos envasados para prolongar
la vida util o mejorar las propiedades sensoriales o de seguridad, manteniendo al mismo
tiempo la calidad de los alimentos envasados” (Ahvenainen, 2003). Para esto, en algunos
casos se han incluido algunos aditivos en el material de envasado o en el espacio de
cabeza para mejorar el rendimiento del envase (Robertson, 2006).

En este sentido, la legislacion de la Comunidad Europea define como “materiales vy
componentes activos a aquellos destinados a prolongar la vida util o mantener o mejorar
el estado de los alimentos envasados y que estan disefiados para incorporar
deliberadamente componentes que liberen o absorban sustancias hacia o desde los
alimentos envasados y el ambiente que rodea a los alimentos” (Framework Regulation on
Food Contact Materials 1935/2004 y 450/2009, 2016). Estas definiciones implican una
interaccion del producto, el envase y el medio ambiente con el fin de extender la vida util
y/o mantener la calidad, la seguridad y las propiedades organolépticas del alimento

(Vanderroost y col., 2014; Biji y col., 2015; Fang y col., 2017).



I. Antecedentes y relevancia de la temdtica

- envase inteligente a un “sistema de envasado capaz de llevar a cabo funciones
inteligentes, como detectar, registrar, localizar, comunicar y aplicar la légica cientifica,
para facilitar la toma de decisiones, prolongar la vida atil, mejorar la seguridad y calidad,
proporcionar informacién y advertir sobre posibles problemas” (Yam y col., 2005). El
Reglamento Marco (CE) n? 1935/2004 (Framework Regulation on Food Contact Materials
1935/2004 and 450/2009,2016) los reconoce como “aquellos materiales y objetos que
controlan el estado de los alimentos envasados o el entorno que rodea al alimento”.

Estos sistemas, que se adjuntan como etiquetas, o se incorporan o imprimen en el
material de envasado de alimentos, ofrecen mejores posibilidades para supervisar la
calidad del producto, rastrear los puntos criticos y proporcionar informacion mas detallada
en toda la cadena de suministro de alimentos (almacenamiento, transporte, distribucion y
venta) (Lee y col., 2015). Pueden proporcionar informacion no sdélo sobre el producto en si
(origen, fecha de vencimiento, composicion) sino que también pueden informar sobre la
historia del producto (condiciones de almacenamiento, composicidn del espacio de
cabeza, crecimiento microbiano, etc.) (Realini y col., 2014). Asi, el envase inteligente es
una extension de la funcidn de comunicacién de los envases tradicionales de alimentos
(Fuertes y col., 2016).

A diferencia de los sistemas de envasado activos, los envases inteligentes no actlan
directamente para extender la vida util de los alimentos y no tienen la intencién de liberar
sus componentes en el alimento. En cambio, los envases inteligentes tienen como objetivo
transmitir informacidén a las partes interesadas de las cadenas de suministro de alimentos
(por ejemplo, fabricantes, minoristas y consumidores) relacionadas con la calidad de los
alimentos (Restuccia y col., 2010).

Pero debe tenerse en cuenta que los términos envasado inteligente y activo no son
mutuamente exclusivos, ya que algunos sistemas de envasado pueden clasificarse como

ambos (Fang y col., 2017).

I.3. Envases activos

El envasado activo es una de las tecnologias mas dinamicas utilizadas para preservar los
alimentos (Dainelli y col., 2008). Los principios del envasado activo estan basados en las
propiedades intrinsecas del polimero o en las propiedades de los aditivos especificos que
se incorporan en los sistemas de envasado (Gontard, 2000; Mellinas y col., 2015; Fuertes y

col., 2016). Algunos biopolimeros tales como el quitosano tienen actividad antibacteriana
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y antiflingica per se, que puede atribuirse a cambios en la permeabilidad celular de los
microrganismos causados por interacciones entre los grupos amina del quitosano y las
cargas electronegativas sobre la superficie celular (Dutta y col., 2009; Kalia y col., 2015). La
introduccion de un mondmero activo dentro de la cadena polimérica, puede conducir
también a polimeros con nuevas funcionalidades (Dainelli y col., 2008). Los agentes agente
activos se pueden incorporar dentro o sobre la superficie de los materiales de envasado, y
también en elementos particulares asociados al envase tales como bolsitas, etiquetas o
tapas de botellas (Dainelli y col., 2008; Ortiz y col., 2013; Gémez-Estaca y col., 2014) en
lugar de aplicarlos directamente sobre los alimentos, con el fin de alcanzar el objetivo
deseado con concentraciones mas bajas, limitando asi los sabores y olores no deseados a
los alimentos (McClements, 2015; Kapetanakou y col., 2016). Estos compuestos activos se
incorporan para liberarse o absorber sustancias del alimento envasado o su medio
ambiente circundante, o para realizar cambios en la composicién o las caracteristicas
organolépticas del alimento; con la condicién de que estos cambios se ajusten a lo previsto
en las legislaciones vigentes (Ortiz y col., 2014).

La naturaleza de los agentes activos puede ser diversa, incluyendo dacidos orgdnicos,
enzimas, bacteriocinas, fungicidas, extractos naturales, iones, etanol, polifenoles,
hidrolizados de proteinas, etc. (Salgado y col., 2015). Hoy en dia hay un interés especial en
el uso de aditivos naturales, en lugar de los de origen sintético -a veces asociados con
ciertos riesgos para la salud-. Incluso algunos residuos o subproductos agroindustriales,
como los derivados del procesamiento de frutas y hortalizas, o de las industrias del vino, la
cerveza, los productos lacteos y de la carne, proporcionan fuentes practicas y econémicas
de potentes compuestos activos, como aceites esenciales, extractos, polifenoles,
pigmentos, péptidos, etc., que podrian sustituir a los sintéticos (Balasundram y col., 2006;
Sanches-Silva y col., 2014). Las caracteristicas de los agentes activos, especialmente su
resistencia térmica y su mecanismo de accidn, determinara la técnica de procesamiento
del material de envasado a utilizar para evitar el dafio en estos compuestos durante el

proceso y asegurar su actividad en el envase.

Los sistemas de envase activos actualmente utilizados en la industria alimentaria se

pueden agrupar en:
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1.3.1 Controladores de humedad: Estos dispositivos intentan controlar la actividad acuosa
y asi reducir el desarrollo microbiano; eliminar el agua de la descongelacién en productos
congelados y la sangre o fluidos de productos alimenticios musculares (por ejemplo, carne
y aves de corral); evitar la condensacién o la deshidratacion excesiva de productos frescos
(frutas, verduras, productos carnicos); mantener las propiedades de los alimentos secos
para prevenir el apelmazamiento en productos en polvo como leche o café instantaneo, el
ablandamiento de productos crujientes tales como galletas, y el humedecimiento de
productos higroscépicos como dulces y caramelos; y mantener bajo control la oxidacién de
lipidos (por ejemplo, en queso y nueces) (Vermeiren y col., 1999; Brody y col., 2008). Los
sistemas de absorcion de humedad mds comunes consisten en un polimero
superabsorbente (por ejemplo, sales de poliacrilato, carboximetilcelulosa y copolimeros de
almiddn que tienen una afinidad muy fuerte con el agua) situados entre dos capas de un
polimero microporoso (por ejemplo polietileno o polipropileno). Estos materiales se
utilizan como almohadillas de absorciéon que se encuentran tipicamente en los productos
alimenticios de musculo fresco con formato de bandeja (Kerry y col.,, 2006). En los
alimentos secos se utilizan desecantes tales como silica gel, éxido de calcio, arcillas
activadas y minerales. También pueden incorporarse en la matriz del envase (Dobrucka y
col., 2014). La funcionalidad de estos sistemas puede ampliarse mediante el agregado de
otros componentes activos tales como eliminadores de oxigeno, antimicrobianos y

generadores de didxido de carbono (Brody y col. 2008).

1.3.2 Emisores/absorbedores de diéxido de carbono: E| dioxido de carbono puede ser
adicionado a los envases para provocar efectos beneficiosos, por ejemplo, para eliminar el
crecimiento microbiano en ciertos productos tales como carne fresca, aves de corral,
queso y productos horneados (Lopez-Rubio y col., 2004); para reducir la tasa de
respiracion de los productos frescos y para evitar el colapso del envase o el vacio parcial
causado por los eliminadores de oxigeno (Vermeiren y col., 1999). Por el contrario, los
altos niveles de diéxido de carbono resultantes del deterioro de los alimentos o de las
reacciones oxidativas pueden causar efectos adversos en calidad en los productos
alimenticios. El exceso de didxido de carbono puede eliminarse utilizando plasticos
altamente permeables (Brody y col., 2008). Algunos generadores y absorbedores de
dioxido de carbono pueden utilizarse en forma de bolsitas o etiquetas. Las pérdidas por

goteo por ejemplo en carnes se absorben en almohadillas y reaccionan con acido citrico y



I. Antecedentes y relevancia de la temdtica

bicarbonato de sodio presentes en la almohadilla dando como resultado la generacion de
diéxido de carbono (Kerry y col., 2006). Este tipo de envase activo se asocia
frecuentemente con sistemas de atmdsfera modificada (MAP) para equilibrar las pérdidas
de CO, debidas a la disolucién en la carne y la permeacion a través del material de envase
(Coma, 2008). Los eliminadores de CO, se utilizan principalmente en cafés tostados frescos
para retrasar el proceso de "envejecimiento" y de este modo previene la pérdida de

compuestos volatiles (Biji y col., 2015).

1.3.3 Capturadores de etileno: El etileno (C,H4) es una hormona natural de crecimiento de
los vegetales que acelera la respiracion de las frutas y verduras, induce la maduracion,
ablandamiento y senescencia de los frutos, incluso a baja concentracién. Eliminar el
etileno de un envase ayuda a retrasar la tasa de maduracion de frutas climatéricas, un
punto critico para la importacién o exportacién de frutas frescas. El agente mas comun de
la eliminacidn del etileno es el permanganato de potasio, que oxida el etileno a acetato y
etanol (Lopez-Rubio y col.,, 2004). El permanganato de potasio inmovilizado sobre
minerales inertes estd disponible en sobres para envases y en mantas que pueden
colocarse en salas de almacenamiento de productos sin integrarse en el material de
embalaje que estd en contacto con los alimentos (Biji y col., 2015). El uso de
1-metilciclopropano (1-MCP) es otra alternativa para minimizar el efecto del etileno. Su
mecanismo de accion implica su unién irreversible al receptor de etileno en los frutos,
bloqueando asi los efectos del etileno por inhibicién competitiva. El 1-MCP se comercializa
encapsulado en ciclodextrinas y se libera cuando la formulaciéon se mezcla con agua
(Watkins, 2006; Ortiz y col., 2013). Lee y col. (2005) evaluaron distintos sistemas de
liberacion de 1-MCP a partir de sobres hechos con polietileno de baja densidad (LDPE),
acetato de polivinilo (PVA) y papel. Por su parte, Ortiz y col. (2013) mostraron que
almohadillas formuladas con proteina de soja para la liberacién de 1-MCP lograban
retrasar el ablandamiento de tomates y podrian ser Utiles para realizar tratamientos
post-cosecha en el mismo envase, El etileno también puede eliminarse mediante
adsorcion fisica sobre superficies activas tales como carbén activado y carbdn impregnado
con catalizadores metdlicos o arcilla activada (zeolita) embebida en policarbonatos,

poliestirenos, polietilenos y bolsas de polipropileno (Brody y col., 2008; Lee y col., 2015).
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1.3.4 Capturadores de oxigeno: La presencia de oxigeno dentro de un envase acelera el
deterioro oxidativo de los alimentos. El oxigeno facilita el crecimiento de los
microorganismos aerdbicos, la pérdida de aromas y/o sabores y el desarrollo de olores
desagradables, los cambios de color no deseados, y las pérdidas nutricionales, reduciendo
la estabilidad general y la vida util de los alimentos (Hogan y col., 2008). Por lo tanto, el
control de los niveles de oxigeno en los envases de alimentos es importante para limitar la
velocidad de las reacciones de deterioro en los alimentos (Brody y col., 2008). A pesar de
que los alimentos sensibles al oxigeno pueden ser envasados en atmésfera modificada
(MAP) o al vacio, estos sistemas no eliminan completamente el oxigeno. El oxigeno que
penetra a través de la pelicula de envasado no se puede eliminar a través del sistema.
Mediante el uso de eliminadores de oxigeno, que absorben el oxigeno residual después
del envasado, se pueden minimizar los cambios de calidad en alimentos sensibles al
oxigeno (Vermerien y col., 1999; Robertson, 2006).

La mayoria de los eliminadores de oxigeno actualmente disponibles se basan en bolsitas
que contienen polvo de hierro con distintos catalizadores. Las sustancias quimicas
reaccionan con el agua suministrada por el alimento y producen un agente reductor
metalico hidratado que absorbe el oxigeno y lo convierte en un éxido estable dentro del
envase (Day, 2008). Los eliminadores no metalicos incluyen agentes reductores organicos
tales como 4cido ascorbico, sales de ascorbato o catecol. También hay colorantes
fotosensibles que al ser irradiados con luz ultravioleta activan la eliminaciéon de oxigeno
(Lopez-Rubio y col., 2004). Los sistemas enzimaticos incluyen a glucosa oxidasa y alcohol
oxidasa. Esta ultima es una enzima que cataliza la oxidacion de alcoholes primarios al
correspondiente aldehido, con reduccién del oxigeno a perdxido de hidrégeno. Estos
sistemas son mas costosos, motivo por el cual no son ampliamente utilizados (Dobrucka y
col., 2014). Otros eliminadores de oxigeno también pueden actuar como generadores de

diéxido de carbono (Lee y col., 2015).

1.3.5 Emisores de etanol: El etanol es utilizado como agente antimicrobiano,
particularmente es eficaz contra hongos pero también puede inhibir el crecimiento de
levaduras y bacterias. Varios informes han demostrado que pulverizar con etanol al 95%
retrasa la aparicion de hongos y alarga la vida util de productos de panaderia. Pero
actualmente un método mds practico y seguro consiste en el uso de bolsitas emisoras de

etanol (Day, 2003). Las peliculas y bolsitas contienen etanol absorbido o encapsulado en
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un material portador que permite la liberacidn controlada de vapor de etanol. Por
ejemplo, Ethicap es el emisor de etanol mds popular en Japén, se compone de alcohol
alimenticio (55%) y agua (10%) adsorbido sobre polvo de didxido de silicio (35%) y
contenido en una bolsita hecha de un papel y vinil acetato de etilo (EVA) laminado.
Cuando el alimento se envasa con estas bolsitas la humedad es absorbida por el alimento y
el vapor de etanol se libera y se difunde en el espacio de cabeza del envase (Dobrucka y
col., 2014). Pero cabe seiialar que el etanol también puede ser absorbido por el producto
generando sabores desagradables que se pueden reducir calentando el alimento antes de

ser consumido (Franke y col., 2002).

1.3.6 Capturadores de “flavours”: Los capturadores de sabores y olores absorben
moléculas gaseosas no deseadas tales como ingredientes volatiles del envase, metabolitos
quimicos de alimentos, productos de reacciones microbianas, productos de respiraciéon o
sabores no deseados provenientes de alimentos crudos (Rooney, 2005). Algunos ejemplos
pueden ser: sulfuros y aminas producidas bioquimicamente a partir de degradacion de
proteinas, aldehidos y cetonas producidas a partir de oxidacion de lipidos o glicélisis
anaerdbica. (Brody y col., 2008). Estos compuestos volatiles resultantes se acumulan en el
interior del envase y pueden ser eliminados selectivamente para evitar que el consumidor
rechace el producto al abrir su envase (Day y col., 2008; Biji y col., 2015). Estos sistemas
utilizan un mecanismo de transferencia de masa (Sajilata y col., 2007) y en general son
peliculas, bolsitas, cintas, etiquetas o bandejas que se colocan dentro de los envases o se
combinan con otros materiales permeables. Se han utilizado materiales porosos, tales
como zeolitas, arcillas, carbén activado, maltodextrina y ciclodextrina. Los envases a
prueba de olores se desarrollaron a base de tetraetilato de polietileno (PET) o polietileno
de espesor adecuado junto con un orificio para permitir el paso de gases respiratorios y
una bolsita hecha de una mezcla de carbdn y niquel para absorber olores de frutas (Morris,
1999). Las aminas volatiles, tales como la trimetilamina, formadas por descomposicién
proteica en el musculo de los peces pueden eliminarse incorporando compuestos acidos
como el acido citrico o acido ascdrbico en polimeros (Franzetti y col., 2001; Vermeiren y
col., 2003). Los materiales plasticos polares se pueden utilizar para prevenir la absorcion
de sabores con caracteristicas no polares en los alimentos (Sajilata y col., 2007). En
algunos productos, especialmente los alimentos ricos en grasa o los alimentos envasados

al vacio, los olores desagradables se absorben durante el almacenamiento o distribucion.
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Los olores desagradables pueden evitarse mejorando las propiedades barrera de los
materiales, por ejemplo combinando los materiales del envase con otros de alta barrera
(como un recubrimiento de cloruro de polivinilideno (PVdC) sobre polipropileno orientado
(OPP), metalizacion de aluminio sobre PET, mezcla de cera de abejas con polimeros
comestibles) (Han y col.,, 2006). Otra tecnologia innovadora para la mejora de las
propiedades de barrera es la incorporaciéon de nanoparticulas dentro de los materiales
poliméricos (Lépez-Rubio y col., 2004).

Pero cabe resaltar que si bien se recomienda la eliminacién de componentes malolientes
para mejorar la calidad de los alimentos envasados, estas tecnologias no deben utilizarse
para enmascarar los olores producidos por microorganismos peligrosos que podrian poner

en riesgo a los consumidores (Brody y col., 2008).

1.3.7 Antioxidantes: La oxidacién de los lipidos es, después del crecimiento microbiano, la
principal causa de deterioro de los alimentos. En particular, los alimentos con alto
contenido de lipidos, y especialmente aquellos con un alto grado de insaturacién tales
como frutos secos, aceites vegetales y de pescado, carne o productos pesqueros, son
susceptibles al deterioro por oxidacién. La oxidacion de los lipidos en los productos
alimenticios da como resultado el desarrollo de aromas tipicos de la rancidez, haciendo el
producto inaceptable para el consumo humano. Otros efectos negativos son la formacion
de aldehidos y la pérdida de calidad nutricional debido a la degradacién de acidos grasos
poliinsaturados (relacionados con la prevencion de enfermedades cardiovasculares)
(Harris, 2007; Gémez-Estaca y col., 2014). Existen dos métodos de accidon principales para
los envases antioxidantes: la adiciéon de antioxidantes a los alimentos o la eliminacidon de
compuestos indeseables que puedan acelerar estas reacciones tales como oxigeno,
radicales libres o iones metdlicos del espacio de cabeza o de los alimentos.

La adicion directa de compuestos antioxidantes a la superficie del alimento puede
encontrarse con la limitacién que una vez que los compuestos activos se consumen en la
reaccion, la proteccion cesa y la calidad de los alimentos se degrada a mayor velocidad
(Mastromatteo y col.,, 2010). Ademas, puede afectar los parametros de calidad de
alimentos tales como color o sabor vy, por otra parte, hay una preferencia del consumidor
por la exclusién de aditivos en los alimentos. Por estas razones resulta particularmente
interesante incorporar a estos compuestos antioxidantes en el envase. Incluso, estos

compuestos también pueden estabilizar al polimero protegiendo a las peliculas de la
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degradacion térmica (Rooney, 2005). Se han afadido antioxidantes tales como
butilhidroxitolueno (BHT) o butilhidroxianisol (BHA) a poliolefinas o polietileno de baja
densidad que han demostrado ser efectivos para reducir la autoxidacién lipidica en varios
alimentos (Wessling y col., 1998; Torres-Arreola y col., 2007). Sin embargo, se cuestiona la
presencia de los antioxidantes sintéticos en los alimentos, debido a los riesgos que puedan
provocar en la salud de los consumidores. El enfoque alternativo que se esta estudiando
ampliamente es el uso de antioxidantes naturales como tocoferoles, extractos vegetales y
aceites esenciales de hierbas y especias (Laitonjam, 2012). Asimismo, es importante
mencionar el uso potencial de los residuos industriales de alimentos como fuente de
agentes antioxidantes (Barbosa-Pereira y col., 2013; Cruz y col., 2004 y 2007). lLa
incorporacién de vitamina C y vitamina E en peliculas para envases ha podido reducir las
reacciones oxidativas en pescados con alto contenido graso. La vitamina E también es
segura y eficaz en productos con actividades acuosas bajas como cereales o productos tipo
snack (Day, 2003) y ha demostrado ser estable bajo condiciones de procesamiento con
excelente solubilidad en poliolefinas (Wessling y col., 1998; Vermeiren y col., 1999).

La seleccion adecuada del compuesto antioxidante a incorporar en la matriz polimérica es
muy importante. El compuesto antioxidante y la matriz deben ser compatibles para lograr
una distribucion homogénea, y los coeficientes de particion del antioxidante en las
diferentes fases deben favorecer su liberacidn al alimento o al espacio de cabeza. Una vez
liberados, las caracteristicas de solubilidad del antioxidante pueden determinar su eficacia,
y por lo tanto el tipo de antioxidante debe seleccionarse en funcién del tipo de alimento.
Los antioxidantes apolares parecen ser mas adecuados para los alimentos con un alto

contenido de lipidos y viceversa (Gomez-Estaca y col., 2014).

1.3.8 Antimicrobianos: El crecimiento microbiano acelera los cambios en el aroma, el color
y la textura de los alimentos, resultando en la disminucidn de su vida util y en el aumento
del riesgo de enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA’s). El desarrollo de
envases antimicrobianos presenta un enfoque prometedor para reducir, inhibir o retardar
el crecimiento de microorganismos. Estos compuestos pueden estar presentes en el
alimento envasado o en la matriz del envase (Kerry, 2014). Los envases antimicrobianos
pueden clasificarse en dos tipos: los que contienen agentes antimicrobianos que migran
hacia la superficie y aquellos que son eficaces contra microbios superficiales sin hacer

necesaria la migracion del agente activo a los alimentos (Han, 2000). Los compuestos
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antimicrobianos pueden ser sintéticos o naturales. Aunque en muchos casos los
compuestos sintéticos se utilizan en sus niveles permitidos, su aplicacion plantea
preocupaciones con respecto a la seguridad por parte de los consumidores debido al
consumo de estos productos quimicos. Asi, la tendencia creciente es la aplicacién de
compuestos antimicrobianos de origen natural (Kapetanakou y col., 2016).

Las siguientes sustancias han sido utilizadas en envases alimentarios por sus propiedades
antimicrobianas:

- Didxido de cloro. Es un gas que penetra a través del envase. Tiene mayor eficacia
antimicrobiana a pH neutro que el cloro e inhibe patégenos como Escherichia coli
0157: H7 y Listeria monocytogenes. Es ampliamente eficaz contra los microorganismos,
pero tiene efectos secundarios adversos, como el oscurecimiento del color de la carne y el
blanqueo en verduras (Coma, 2008).

- Alcohol etilico. Su efecto fue descripto anteriormente como emisores de etanol (I.3.5).

- Oxidos metalicos. Los niveles nanométricos de 6xidos metdlicos como el éxido de
magnesio y 6xido de zinc estan siendo explorados como materiales antimicrobianos para
su uso en envases de alimentos.

- lones de plata. Las sales de plata funcionan por contacto directo, pero migran
lentamente y reaccionan preferentemente con productos organicos. Los iones de plata
inhiben una amplia gama de enzimas y tienen una fuerte actividad antimicrobiana de
amplio espectro, particularmente reducen el crecimiento de patdgenos transmitidos por
los alimentos tales como Salmonella, Escherichia coli y Campylobacter en carne fresca
(Realini y col., 2014). Algunos contenedores con nanoparticulas de plata infundidas en
materiales basados en polipropileno fueron efectivos para la inhibicién del crecimiento de
microorganismos (Duncan y col., 2011).

- Acidos organicos. Los 4cidos orgdnicos como el acido sérbico, el 4cido benzoico, el acido
acético y el acido propidnico son agentes antimicrobianos fuertes debido a su capacidad
de alterar el transporte de membrana, la permeabilidad y reducir el pH intracelular. El
acido ascérbico y el acido citrico son ampliamente utilizados en productos frescos y jugos
de frutas. Los acidos lactico, tartarico, gdlico y vanilico también han sido empleados como
agentes conservantes (Moraes y col., 2007).

- Bacteriocinas.  Las bacteriocinas son péptidos antimicrobianos producidos por
microorganismos que inhiben otros microorganismos estrechamente relacionados. No son

téxicas, son termoestables, estan comercialmente disponibles y son utilizadas para
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aplicaciones especificas en una variedad de alimentos (Tajkarimi y col. 2010). La nisina,
una bacteriocina producida por Lactococcus lactis, es la mas eficaz contra las bacterias
Gram positivas. Actla incorporandose en la membrana citoplasmadtica de las células
objetivo y funciona mejor en condiciones 4cidas. La natamicina y la pediocina también son
utilizadas como agentes antimicrobianos.

- Aceites esenciales a base de especias. Han sido estudiadas diferentes aceites esenciales a
base de especias para efectos antimicrobianos como el aceite esencial de orégano y limén,
aceite de mostaza en pan, albahaca, clavo de olor, carvacol, timol y canela (Burt, 2004).

- Extractos naturales de especias como canela, pimienta de Jamaica, clavo, tomillo,
romero, orégano y otros extractos vegetales como cebolla, ajo y rdbano picante han sido
estudiados como agentes antimicrobianos (Chiy col., 2006).

- Enzimas. Algunos envases antimicrobianos utilizan enzimas inmovilizadas como la
lactoperoxidasa y lactoferrina para suprimir el crecimiento de microorganismos.

- Isotiocianato de alilo. Es un componente activo en wasabi, mostaza y rabano picante, es
un amplio antimicrobiano y antimicético. Sin embargo, tiene efectos adversos ya que
provoca olores que afectan al alimento.

- Macromoléculas. Algunos polimeros como el quitosano son inherentemente
antimicrobianos y se utilizan en peliculas y recubrimientos. Su modo de accién se

menciond anteriormente (1.3).

1.3.9 Envases con atmosferas modificadas (MAP): MAP puede extender la vida util
eliminando o reemplazando la atmédsfera que rodea los productos alimenticios antes de
ser envasados. Este método puede prolongar las condiciones de los productos alimenticios
frescos y ha sido aplicado a productos alimenticios perecederos. Las altas concentraciones
de O, favorecen los procesos oxidativos, que pueden modificar la calidad de los alimentos,
mientras que la reduccidon de los niveles de O, retarda la velocidad de respiracién, la
produccién de etileno, el pardeamiento enzimatico y la actividad metabdlica de los frutos.
La respiracién implica la oxidaciéon de almidén, azlcar y acidos orgdnicos para producir
moléculas mas simples como CO,, agua y calor. El CO, en envases impide el crecimiento de
microorganismos y bacterias asociadas con el deterioro en productos carnicos. Por estas
razones, MAP puede extender la vida util, reducir el crecimiento microbiano y conducir a
envases sin olor o retrasar la maduracién (Lee y col., 2014). Los gases mas utilizados en

MAP son oxigeno, nitrégeno y didéxido de carbono. Estos gases se utilizan individualmente
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o combinados para mantener las caracteristicas y calidad de los alimentos en la géndola.
También se han utilizado otros gases como helio, 6xido nitroso, ozono, nedn, argén, oxido
de etileno, diéxido de azufre y cloro. Varios estudios han demostrado la aplicacion exitosa
de MAP en productos como hortalizas frescas, frutas, carne y pescado (Oliveira y col.,

2015; Belay y col., 2016; Saini y col., 2017).

1.3.10 Envases con auto-calentamiento (self-heating), auto-enfriamiento (self-cooling) y
activos para microondas: Estos envases no tienen como finalidad prolongar la vida util del
alimento envasado sino que estan orientados a generar situaciones de confort como son
las comidas listas.

Un envase con auto-calentamiento es aquel que puede calentar el contenido del alimento
sin fuentes de calor externas ni energia. Emplean 6xido de calcio o magnesio y agua para
generar una reaccién exotérmica y se han utilizado para envases de café, raciones
militares, etc. El dispositivo que induce el calentamiento ocupa una cantidad significativa
de volumen dentro del envase (casi la mitad) (Lee y col., 2014). Algunos envases con
auto-enfriamiento implican la evaporacién de un compuesto externo que elimina el calor
del contenido (normalmente el agua que se evapora y adsorbe sobre las superficies)

(Brody y col., 2008).
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Figura 1.3. A. Envases con auto-calentamiento (self-heating), B. con auto-enfriamiento (self-
cooling) y C. activos para microondas.
Los envases activos para microondas estan disefiados para mejorar el calentamiento de los

alimentos mediante blindaje, modificacidon de campo y el uso de susceptores. El blindaje se

puede aplicar para lograr un calentamiento mds uniforme, diferencial y controlado de
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diferentes porciones del alimento. Los modificadores para el calentamiento por
microondas consisten en una serie de estructuras, que alteran la forma en que las
microondas llegan a los alimentos dando como resultado un calentamiento uniforme vy
crujiente. Y los susceptores de microondas consisten en aluminio o acero inoxidable
depositado sobre sustratos tales como peliculas de poliéster o cartén y sirven para secar,
dejando un acabado crujiente en los productos (Realini y col., 2014; Biji y col., 2015). En la

Figura 1.3 se muestran algunas imdgenes de estos tipos de envases.

1.4 Envases inteligentes

Los envases inteligentes dan indicio de la calidad del producto; modifican las propiedades
de permeacién a gases del envase; proveen proteccidn contra robo, falsificacion y
manipulacion; y brindan mayor conveniencia al productor o consumidor (Ahvenainem,
2003; Kerry y col., 2006 y 2012). Estas tecnologias difieren entre si en la formulacion y
metodologia de obtencién de los envases (hardware), en la cantidad y tipo de datos que se
pueden transportar y en cdmo se capturan y distribuyen los datos (Heising y col., 2014). Se
clasifican en tres grupos principales:

(i) Indicadores: proveen informacidn inmediata visual, cualitativa (o semi cuantitativa)
acerca del alimento a través de un cambio de color, incremento en la intensidad de color o
por difusion del colorante (Kerry y col., 2006). Existen dispositivos que indican la presencia
0 ausencia de alguna sustancia o reacciones entre dos o mads sustancias con un cambio
caracteristico, usualmente cambios de color (Hogan y col., 2008). Informan acerca de un
cambio ocurrido en el producto o su entorno (por ejemplo temperatura, pH) a través de
cambios visuales (por ejemplo indicadores de tiempo-temperatura (TTl), indicadores de
oxigeno, indicadores de confort e indicadores de frescura) (Lee y col., 2015; Ghaani y col.,
2016).

(ii) Sensores: son dispositivos usados para detectar, localizar o cuantificar energia o
materia, enviando una sefial de deteccidon o medida de una propiedad fisica o quimica que
capta el dispositivo. Se utilizan para la deteccidn de pequenas moléculas de contaminantes
alimentarias, patogenos, alérgenos o adulterantes en las matrices alimentarias (Ramos y
col., 2015). Los sensores son mas complejos que los indicadores ya que se componen de
un receptor y un transductor. Los receptores transforman la sefial quimica o fisica en
energia, y el transductor convierte esa energia en una sefial analitica (Ghaani y col., 2016).

Comunmente, existen sensores de gases (por ejemplo, para productos de la respiracion de
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frutos secos, metabolitos de microorganismos provenientes del deterioro, gases en el
espacio de cabeza del envase) o bio-sensores (se utilizan por ejemplo en la deteccion de
pesticidas en frutas y verduras) (Biji y col., 2015; Lee y col., 2015).

(iii) Portadores de datos: son dispositivos nuevos que proporcionan informacién o
controlan el flujo de materiales, particularmente adecuados para grandes producciones,
como cadenas de suministros. Comparados con los indicadores y sensores, estos no
proveen informacion cuantitativa o cualitativa por ejemplo de la calidad del producto. Son
usados para identificacién, automatizacién, trazabilidad, prevencién antirrobo o
proteccion contra falsificacién. Los dispositivos mas importantes en la industria de envases
son las etiquetas de radiofrecuencia (RFID), cddigo de barras y codigo QR (Quick Response
o "cddigo de respuesta rapida") que pertenecen a la categoria de sistemas inteligentes que

otorgan comodidad (Robertson, 2012; Ghaani y col., 2016).

A continuacidn se describen algunos ejemplos de envases inteligentes utiles en la industria

alimentaria:

1.4.1 Indicadores de frescura y de deterioro microbiano: proporcionan informacidn sobre
la calidad del producto alimenticio a partir de cambios bioquimicos o por el crecimiento de
microorganismos contaminantes. En la actualidad, la mayoria de los desarrollos en este
campo, se basan en medir cambios en la composicion de los gases en el envase como
producto del metabolismo microbiano, o en la concentracién de los mismos
microrganismos contaminantes o de sus enzimas enddgenas (Realini y col., 2014),

La mayoria de los conceptos se basan en un cambio de color de la etiqueta indicadora
debido a la presencia de metabolitos derivados del crecimiento microbiano (Lee y col.,
2015). Entre estos podemos citar indicadores basados en el cambio de pH debido a la
produccién de ciertos metabolitos especificos como n-butirato, acido L-lactico, D-lactato y
acido acético (Kerry y col., 2006). Eagland y col. (2004) desarrollaron indicadores de pH
incorporando una mezcla de indicadores universales en matrices sintéticas o de
polivinilalcohol. Gorski y col. (2011) incluyeron diferentes indicadores acido-base como
azul de xilenol, purpura de bromocresol, verde de bromocresol, rojo de cresol,
fenolftaleina, azul de bromotimol, rojo neutro, p-naftolbenceina y combinaciones de ellos
en peliculas de polietileno y las utilizaron para envasar pollo. Nerin de la Puerta y col.

(2010) desarrollaron un soporte sélido adsorbente parcialmente polar (basado en papel o
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cartén, aunque también utilizaron polipropileno) impregnado en una disolucién de
vainillina, capaz de pasar de incoloro a violeta al detectar cambios de pH en el alimento.
Yoshida y col. (2014) desarrollaron un indicador de pH colorimétrico que consistia en una
pelicula de quitosano formulada con antocianinas.

Muchos metabolitos quimicos volatiles producidos por actividad microbiana incluyendo
diacetilo, aminas, didxido de carbono, amonio y sulfuro de hidrégeno que aumentan su
concentracién durante el envejecimiento de los alimentos pueden ser facilmente
monitoreados por envases inteligentes indicando frescura (Arvanitoyannis y Stratakos,
2012; Koskela y col., 2015; Shukla y col., 2015). Morris y col. (2004) desarrollaron un
indicador capaz de detectar cambios en los niveles de CO, del envase en una matriz de
agar y silicona. Para ello utilizaron una mezcla de azul de bromotimol y naranja de metilo,
el cual pasa de color verde a naranja cuando el pH disminuye por la presencia de CO,
(producto del desarrollo microbiano). Existen algunos indicadores de diéxido de carbono
gue consisten en soluciones acuosas de quitosano o aislado proteico de suero de leche,
cuya transparencia cambia dependiendo del pH debido a la presencia de CO, (Jung y col.,
2012; Lee y Ko, 2014). Otros autores se han centrado en la deteccién de aminas volatiles,
determinando el nitrégeno basico volatil total (NBVT) como indicadores de frescura en
pescado, aves y carne (Kuswandi y col.,, 2012). Las aminas volatiles resultan de la
degradacion del 6xido de trimetilamina y son responsables del olor y sabor en el pescado,
comunmente usado como criterio para evaluar su calidad. Boscher y col. (2014)
describieron la deteccion de trimetilamina (TMA), trietilamina (TEA) y dimetilamina (DMA)
usando un recubrimiento a base de metaloporfirina aplicado sobre peliculas de PET.
Pacquit y col. (2007 y 2006) desarrollaron un indicador colorimétrico capaz de detectar el
aumento de aminas voldtiles como un indicador de deterioro de carne de pescado y
lograron correlacionar la respuesta con el recuento total viable y el crecimiento de
pseudomonas. Kuswandi y col. (2012 y 2014) también desarrollaron indicadores de aminas
volatiles basados en peliculas de polianilina, membranas de celulosa y celulosa bacteriana
aditivadas con rojo de metilo o curcumina, capaces de indicar deterioro en pescados.

El sulfuro de hidrégeno, que es liberado por la carne durante el envejecimiento por
descomposicion de cisteina, se correlaciona con el color de la mioglobina y es considerado
un atributo de calidad para los productos carnicos. Smolander y col. (2002 y 2008)
desarrollaron un indicador de frescura con particulas de plata para carnes de aves de

corral con atmdsfera modificada.
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Para el caso de frutas, se han desarrollado etiquetas que cambian de color indicando
distintos estadios de la madurez. Funcionan a través de la reaccion de los aromas liberados
por el fruto a medida que madura (Fuertes y col., 2016). Todos los indicadores informados
se basan en la deteccién de un Unico compuesto o parametro, y tienen algunas
limitaciones como la falta de especificidad con el riesgo de ofrecer falsos positivos o falsos

negativos (Kerry y col., 2006; Kuswandi y col., 2011; Nopwinyuwong y col., 2010).

1.4.2 Indicadores de gases e indicadores de integridad: Los indicadores de concentracion
de gases monitorean los cambios en la atmdsfera interna debido a los fendmenos de
permeacién a través del material de envasado, el metabolismo de los microorganismos y
las reacciones enzimaticas o quimicas en la matriz de los alimentos (Yam y col., 2005). Los
indicadores de gas también se utilizan para evaluar la eficacia de los componentes activos
del envase (por ejemplo, junto con los eliminadores de O, y de CO,) o para detectar la
aparicion de fugas. La integridad del envase es un requisito esencial para el
mantenimiento de la calidad y seguridad de los productos alimenticios en toda la cadena
de produccién y distribucion (Vanderroost y col., 2014). Los indicadores de integridad mas
simples son indicadores de tiempo que proporcionan informacién sobre cuanto tiempo ha
pasado desde que se ha abierto un producto. La etiqueta se activa en el momento del
consumo, cuando el sello se rompe, dispara un temporizador y experimenta un cambio de
color con el tiempo (Freshpoint, 2011; Insignia Technologies, 2014; Timestrip, 2012).

En particular, una fuga en un envase con atmdsfera modificada significa un aumento
considerable de la concentracién de O, y una disminucion de la concentracion de CO,, lo
gue podria producir un deterioro mas radpido del alimento envasado. Por lo tanto, existen
indicadores de fugas para MAP basados en deteccidon de O, y CO, (Fuertes y col., 2016).
Los indicadores de O, mas comunes son indicadores colorimétricos basados en colorantes
redox, tal como azul de metileno y un agente reductor fuerte, como glucosa en medio
alcalino (Mills, 2005; Kuswandi y col., 2011). Cuando el colorante redox del indicador se
oxida, se puede observar un cambio de color. Un inconveniente con este tipo de
indicadores de O, es que el cambio de color es reversible y vuelve a su forma original si se
reduce la concentracidén de oxigeno. Esto es indeseable para el control de fugas ya que el
oxigeno que entra en el envase puede ser consumido debido al crecimiento microbiano.
Lee y col. (2008) y Lawrie y col. (2013) desarrollaron indicadores de oxigeno activados con

UV. Estos indicadores de oxigeno consisten en una tinta (compuesta por un
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semiconductor, tal como TiO,, un indicador redox, tal como azul de metileno, un dador de
electrones, tal como trietanolamina, y un polimero encapsulante tal como hidroxietil
celulosa), que puede ser utilizada como recubrimiento o imprimirse posteriormente sobre
una variedad de sustratos para producir una pelicula azul indicadora de la concentracidn
de oxigeno que, cuando se activa por luz UV, se vuelve incolora (Ghaani y col., 2016).
También, existen sistemas de deteccion de oxigeno basados en enzimas oxidativas (Mattila
y col.,, 1990; Gariol y col., 1996) que se pueden formular en pastillas (Ageless Eye,
Mitsubishi Gas Chemicalcompany, 2014), como una capa impresa (EMKO packaging, 2013),
o laminado en una pelicula polimérica (Smolandery col., 1997, Fuertes y col.2016).

Por su parte, los indicadores de CO, pueden ser clasificados en dos categorias: los basados
en el cambio de color de un colorante indicador de pH (colorimétrico) y los basados en el
cambio de fluorescencia inducido por CO, de un colorante luminiscente (Puligundla y col.,
2012). Algunos de estos fueron descritos mas detalladamente en la seccién de indicadores

de frescura (1.4.1).

1.4.3 Indicadores tiempo-temperatura (TTI): Los TTls son dispositivos para monitorear,
registrar y mostrar de forma acumulativa la influencia global de la historia térmica en la
calidad del producto alimenticio desde su fabricacidon hasta su consumo (Dobroucka y col.,
2014). Muestran cambios irreversibles en una caracteristica fisica del indicador,
generalmente color o forma, en respuesta a la historia térmica. Estos son de gran interés
cuando los alimentos necesitan ser almacenados bajo condiciones especificas tales como
calor o congelacién. En el caso de alimentos que no deben congelarse, un TTl indicaria si el
alimento ha sido expuesto incorrectamente a bajas temperaturas. A la inversa, un TTI
podria especificar si los alimentos sensibles al calor habrian estado expuestos a altas
temperaturas anormalmente e incluso el tiempo de exposicion (Fuertes y col., 2016).

Los TTI pueden clasificarse como indicadores de historia parcial o indicadores de historia
completa dependiendo de su mecanismo de respuesta. Los indicadores de historia parcial
no responden a menos que se haya excedido un umbral de temperatura e indican que un
producto ha sido expuesto a una temperatura suficiente para causar un cambio en la
calidad o seguridad del producto. Los TTI que informan sobre la historia completa dan una
respuesta continua dependiente de la temperatura a lo largo de la trazabilidad de los
productos y constituyen el principal foco de interés para la investigacidn y la explotacion

comercial (Kerry y col., 2006). Un requisito previo para la implementaciéon efectiva de un
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TTl es el estudio cinético y el modelado de las relaciones entre pérdidas calidad del
alimento y la respuesta.

Hay TTI que actldan con diferentes mecanismos, estan basados en principios quimicos,
fisicos y bioldgicos. Para la respuesta quimica o fisica, se basan en una reaccién quimica o
un cambio fisico en el tiempo y la temperatura, tales como una reaccién acido-base, la
fusion, la polimerizacién, etc. Wanihsuksombat y col. (2010) desarrollaron TTI basados en
acido lactico para el control de calidad de productos alimenticios. Los cambios de color (de
verde a rojo) asociados con la difusidon de 4cido lactico se produjeron de forma clara y
progresiva debido a la reduccion del pH. También se desarrolld un TTl que contenia un
éster de 4cido graso con un punto de fusion especifico mezclado con un colorante azul. Al
exponerse a una temperatura que excede un valor critico, la sustancia se funde y a través
del indicador provoca la aparicién de una coloracion azul (3M, 2014; Kerry y col., 2006;
Kuswandi y col., 2011). También se han desarrollado TTIl en base a la formacién de un
polimero coloreado cuando la reaccion de polimerizacién se ve favorecida por el
incremento de la temperatura (Kerry y col., 2006, Temptime Corporation, 2014). Los que
estan basados en la respuesta bioldgica, se basan en el cambio en la actividad bioldgica,
como microrganismos, esporas o enzimas (Kuswandi y col., 2009). VITSAB es un TTI
compuesto que tiene dos compartimentos separados que contienen una solucién acuosa
de una enzima lipolitica y el sustrato que consiste principalmente en triglicéridos y un
indicador de pH. Este TTI se activa cuando la pared entre los dos compartimentos se
rompe, el contenido se mezcla y se produce un cambio de color de verde a amarillo claro
debido a la hidrélisis enzimatica del sustrato (Galagan y Su, 2008; VITSAB, 2013). TopCryo
™ es un sistema TTI basado en la bacteria Carnobacterium maltaromaticum y un indicador
gue modifica su color (fucsina acida). Los microorganismos, el indicador y un medio
nutritivo se incorporan en una bolsa de plastico multicapa pegada sobre la capa exterior
del envase del alimento.

Por lo general, los TTI consisten en pequefas etiquetas autoadhesivas unidas a envases
individuales o configuraciones mas grandes (por ejemplo, contenedores) (Ghaani y col.,

2016).

1.4.4 Indicadores de abuso térmico y de confort (uso de tintas termocrémicas): La tinta
termocrdmica es una tinta dindmica especializada que cambia de color con la exposicién a

diferentes temperaturas. Las temperaturas de activacion de las tintas termocrdmicas van

20



I. Antecedentes y relevancia de la temdtica

desde temperaturas bajas de refrigeracion, pasando por la temperatura del cuerpo
humano hasta altas temperaturas que superan el umbral de dolor:

- tintas termocrdomicas activadas por el frio, se utilizan en etiquetas y envases para crear
un cambio de color cuando se enfria.

- tintas termocromicas activadas al tacto: se tornan transparente cuando se frota o se toca
para revelar una imagen u otro color impreso debajo.

- tintas de cristal liquido activadas al tacto, cambia de color dentro del espectro visible
cuando se frota o se toca.

- tintas termocromica de alta temperatura, estan disefiadas para cambiar el color justo por
debajo del umbral del dolor, alertando a los consumidores y usuarios de un peligro en la

seguridad del producto (Vanderroost y col., 2014).

El cambio de color de las tintas termocromicas puede ser irreversible o reversible. Las
tintas termocrémicas irreversibles no poseen color hasta que se exponen a una cierta
temperatura a la que se desarrolla un color intenso. Una vez que se alcanza este color se
mantendra constante o cambiard dejando una modificacion permanente indicando un
cambio de temperatura (Roya y col., 2016). Estas tintas termocrémicas irreversibles se
utilizan en la elaboracién de indicadores de abuso térmico, para evidenciar que la
temperatura de almacenamiento de un producto superd un valor recomendado, por
ejemplo que se rompid la cadena de frio en un producto refrigerado. En este caso se
puede considerar como un tipo TTI de historia térmica parcial.

Por otra parte, las tintas termocrdmicas reversibles cambian el color cuando se calientan y
vuelven al color original cuando la temperatura disminuye o viceversa. Estas tintas
termocrémicas reversibles se emplean para indicar situaciones de confort, por ejemplo,
para asegurar a los consumidores que una bebida en un recipiente esta perfectamente
refrigerada o para alertar a los consumidores de que un envase en el microondas ha

alcanzado la temperatura deseada o estd demasiado caliente (Vanderroost y col ., 2014).

1.4.5 Biosensores: Se utilizan para detectar, registrar y transmitir informacién relativa a
reacciones biolégicas (Yam y col., 2005). Los biosensores contienen bioreceptores y
transductores (Alocilja y Radke, 2003). El biorreceptor reconoce el analito deseado vy el
transductor convierte las sefiales bioquimicas en una respuesta electrénica cuantificable

(Yam y col., 2005). Los bioreceptores pueden ser materiales organicos o biolégicos como
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enzimas, hormonas, acidos nucleicos, antigenos, microorganismos, etc. Los transductores
pueden ser Opticos, acusticos o electroquimicos. Por ejemplo, Food Sentinel System (SIRA
Technologies Inc.) es un biosensor comercial desarrollado para detectar patdgenos
alimentarios con un anticuerpo especifico de patédgenos unido a una membrana que forma
parte de un cédigo de barras. Los patégenos forman una banda de coloracién oscura que
hace que el cddigo de barras no pueda ser leido (Yam y col., 2005). ToxinGuard® (Toxin
Alert, Canada) es un sistema de diagndstico visual basado en anticuerpos impresos en un
material de envasado pldstico basado en polietileno que detecta los patégenos especificos
como Salmonella spp., Campylobacter spp., E coli., Listeria spp. (Bodenhamer y col., 2004).
Pospiskova y col. (2013) desarrollaron un biosensor para la deteccidon de aminas biogénicas
formadas debido a la descarboxilacién de aminodcidos o por aminacion y transaminacién
de aldehidos y cetonas debido a la accién microbiana. Arvanitoyannis y Stratakos (2012)
desarrollaron biosensores para la deteccién de xantina (producto de degradaciéon de
nucledtidos de adenina en tejido animal) mediante la inmovilizacién de 6xido de xantina
sobre electrodos hechos de materiales tales como platino, plata y grafito. También se han
utilizado sensores de gases para detectar la presencia de analitos gaseosos en el envase.
Incluyendo sensores de oxigeno, sensores de didxido de carbono, sensores de vapor de
agua, sensores de etanol, transistores de efecto de campo de semiconductor de éxido
metalico, polimeros organicos conductores, sensores de cristal piezoeléctricos, etc. (Kerry
y col., 2006; Ghaani y col., 2016). Se han desarrollado sensores dpticos de oxigeno basados
en el principio de la disminucién de la intensidad de la fluorescencia o en cambios de
absorbancia causados por el contacto directo con el analito (Papkovsky y col., 2002). Von
Biltzingslowen y col. (2002) desarrollaron un sensor éptico para medir el didxido de
carbono basado en el indicador de pH fluorescente 1-hidroxipireno-3,6,8-trisulfonato
(HPTS) inmovilizado en una matriz de silice modificada e hidréfoba.

El advenimiento de la nanotecnologia ha revolucionado el campo de accién, y se han
desarrollado nanobiosensores para deteccién de patdgenos, contaminantes quimicos,
deterioro, el manipuleo de productos, seguimiento de ingredientes o productos a través

del procesamiento (Liu y col., 2007).

1.4.6 Narices y lenguas electronicas: Estos sistemas consisten en una serie de sensores que
son extremadamente sensibles a los productos liberados por los alimentos cuando estos

se deterioran. Especificamente, las narices electrénicas interactian con compuestos
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volatiles presentes en el espacio de cabeza del envase, mientras que las lenguas
electrénicas reaccionan con compuestos no voldatiles en un liquido. Estos instrumentos
podrian colocarse en envase para proporcionar datos sobre controles de calidad y
seguridad (Baldwin y col., 2011). La tecnologia de nariz electrénica se ha empleado con
éxito para detectar la madurez de los frutos; por ejemplo el producto comercial
"ripeSense" inicialmente es de coloracién roja y se gradda en naranja y finalmente a
amarillo. Al ver el color del sensor, los consumidores eligen la fruta en su madurez
preferida (Kuswandi y col., 2009). En cuanto a las lenguas electrdnicas, se puede encontrar
una amplia gama de aplicaciones para distintos productos alimenticios como, vinos (Wei y
col., 2011), jugos de frutas (Ciosek y col., 2006), el contenido graso en la leche (Lawton y

Pethig, 1993), o muestras de agua (Ghaaniy col., 2016).

1.4.7 Identificadores de radio frecuencia (RFID): Las etiquetas RFID utilizan campos
electromagnéticos de radiofrecuencia para almacenar y comunicar informacion en tiempo
real del producto para su identificacion y trazabilidad (Lee y Rahman, 2014). Las etiquetas
consisten en un circuito integrado conectado a una antena para la transmision de
informacién almacenada en el chip a un lector. Las principales ventajas de la RFID sobre los
"codigos de barras" son que permiten un mando a distancia, multiples elementos pueden
ser monitoreados al mismo tiempo y tienen capacidad para almacenar diversa informacién
(origen, parametros del proceso, Informacion comercial, etc.) permitiendo una
identificacion unica del producto (Kuswandi y col.,, 2011). Hay muchas empresas que
fabrican etiquetas RFID, y se han utilizado durante afios en productos de alto valor, como
la electrdnica o la ropa (Lagaron y col., 2014). En la industria alimentaria, estos dispositivos
pueden acoplarse a un contenedor o caja y, por tanto, pueden identificarse y rastrearse.
Hay una serie de proveedores de RFID como EPSILIA (Canada), RFID Enabled Solutions Inc.
(EE.UU.) y HRAFN Ltd. (Suecia), que han trabajado junto con las industrias de carne y
pescado para implementar sistemas RFID (Fuertes y col. 2016). Los sistemas RFID mas
evolucionados permiten la integracion de otras funciones en la etiqueta, como indicadores
de tiempo-temperatura o biosensores, para monitorear y comunicar la historia térmica del
producto, asi como dar informacién sobre la calidad (Guillory y Standhardt, 2012). Se han
realizado numerosos avances en este campo, como el desarrollo de un sensor de pH
incorporado en un transmisor de radiofrecuencia sin pilas, para el monitoreo in situ de los

procesos de deterioro de los productos pesqueros (Huang y col., 2012); etiquetas RFID
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para controlar la frescura de la carne (Eom vy col., 2014); etiquetas RFID con indicador
Optico de oxigeno para su uso en MAP (Martinez-Olmos y col., 2013); sensores para la
frescura de carne de cerdo (Sen y col., 2013); etiquetas RFID con sensores capaces de
medir la temperatura, la humedad y la presencia de compuestos amino volatiles, para
estimar la frescura del bacalao (Smits y col., 2012); etiquetas RFID con sensores CO, y O,
para el control de la frescura de los vegetales (Eom y col., 2012); etiquetas RFID para
controlar la frescura de la leche envasada (Potyrailo y col., 2012).

En la Figura I.4 se muestran algunos envases inteligentes que se encuentran en el mercado
actual y en la Figura 1.5. se sintetizan los distintos tipos de materiales activos e

inteligentes.
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Figura 1.4. Ejemplos de envases inteligentes que se encuentran en el mercado: a) Indicador
tiempo temperatura OnVu™ por Freshpoint (Switzerland)); b) indicador de tinta termocrémica
para bebidas frias; c) Indicador para detectar la madurez de los frutos por RipeSense; d) Sensor
de etanol que via RFID informa el deterioro del alimento (VTT Technical Research Centre of
Finland); e) Indicador tiempo temperatura via RFID por Thinfilm.
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Envases Envases
Activos Inteligentes

. Potenciadores Absorbedores y
. Microondas ! emisores de; CO,, O,,
» Absorbedores de aromas

Temperatura
Tiempo
Humedad
Oxigeno

Figura I.5. Clasificacion de envases activos e inteligentes para alimentos.

I.5. Mercado actual y proyecciones de los envases activos e inteligentes

La creciente demanda de envases para alimentos frescos y de calidad, la comodidad del
consumidor y la preocupacion de los fabricantes por una mayor vida util de los productos
alimenticios estan impulsando el desarrollo de envases activos e inteligentes para la
industria de alimentos y bebidas, que se encuentra aumentando constantemente (Lee y
col., 2014; Fuertes y col., 2016).

Actualmente se estima que dentro del mercado global, el 66% de los envases “smart”
corresponde a los envases activos (incluyendo en este numero a los envases con
atmadsfera modificada MAP) y el 34% restante corresponde a los envases inteligentes
(Grand View Research, Inc). En términos de ingresos, el mercado global de “smart
packaging” fue de USS 10.800 millones en 2015 y se espera que alcance USS 26.700
millones en 2024, registrando una tasa de crecimiento anual compuesta (TCAC) de 10,6%
de 2016 a 2024, (Grand View Research, Inc). Se prevé que la demanda de envases activos
crecerd un 5,4% anual lo que significara USS 2.500 millones en 2019. Esta demanda esta
impulsada por el crecimiento de los productos eliminadores de gases (como los
eliminadores de humedad y oxigeno), que se benefician del desarrollo de tecnologias
avanzadas y por la preferencia de los consumidores por los alimentos con menos aditivos.
También se anticipa un crecimiento rapido de una pequefia parte los envases

antimicrobianos, estimulado por los progresos tecnolégicos aunque los factores de costo y
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rendimiento tenderan a inhibir su amplio uso. Mientras que el crecimiento en la demanda
de desecantes y los susceptores de microondas se supone que registrardn ganancias
moderadas debido a la madurez del mercado (Freedonia Group Inc., Realini y col., 2014).

En cuanto a los envases inteligentes, su demanda tendrd un crecimiento mas rapido,
llegando a USS 15.000 millones en 2019 en productos como los indicadores de
tiempo-temperatura y los RFID. Si bien muchos de estos productos han sido considerados
innecesarios, el desarrollo de tecnologia que permite la producciéon de la electrénica a bajo
costo, el desarrollo de sensores y la eliminaciéon de lectores electrénicos especializados a
favor de los teléfonos inteligentes (adopcion de los cddigos QR) les permitird ingresar en

esta tendencia (Freedonia Group Inc.; Fuertes y col., 2016).

1.6. Bioplasticos

Los problemas ambientales provocados por la produccién y acumulacién de pldsticos
sintéticos, asi como la naturaleza no renovable del petréleo motivan la demanda de
materiales biodegradables y derivados de fuentes renovables (Vieira y col., 2011).

Los bioplasticos poseen al menos alguna de estas caracteristicas: son biodegradablesy / o
se obtienen a partir de fuentes renovables. La "Sociedad Americana de Ensayos vy
Materiales" ("American Society of Testing and Materials") (ASTM) define un material
biodegradable como un compuesto que "puede ser degradado en didxido de carbono,
metano, componentes inorgdnicos o biomasa, por la actividad enzimdtica de
microorganismos y puede ser medido por ensayos estdndar sobre un determinado periodo

de tiempo" (ASTM D6400-99, 2002).

Producidos por sintesis BIOPLASTICOS
- quimica de monémeros o
| naturales (PLA, PGA)

Producidos por ST _ T A
microorganismos o bacterias | . | Bioplasticos : Bioplasticos basados
geneticamente modificadas basados en recursos | en el petréleo
(PHAC, celulosa bacteriana) renovables f (PEA, PCL, PBAT)

!
i Polimeros naturales Biopldsticos basados en recursos mixtos
(proteinas, polisacaridos, ¢ (PEA, PCL, PBAT)
i |igninas) s

Figura 1.6: Clasificacion de los biopldsticos seguin su origen y el método de obtencién (Condés y
col., 2016).
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Basandose en su origen, los biopldsticos pueden clasificarse en tres grupos (Figura 1.6)
(Reddy y col., 2013; Condes y col., 2016):

i) Bioplasticos basados en recursos renovables: aquellos que se sintetizan en forma natural
por las plantas y los animales y los miroorganismos, o que son totalmente sintetizados a
partir de recursos renovables por métodos quimicos.

ii) Biopldsticos basados en el petroleo: estos polimeros se sintetizan a partir de recursos
del petrdleo, pero son biodegradables. Algunos ejemplos son la policaprolactona (PCL) y el
poli-(adipato-co-tereftalato de butileno) (PBAT).

iii) Biopldsticos basados en recursos mixtos: estos estan preparados a partir de
combinaciones de mondémeros de base biolégica o derivados del petréleo; incluyen
polimeros tales como poli-(tereftalato de trimetileno) (PTT), biomateriales termoestables y

mezclas de base biolégica (Condés y col., 2016).

El hecho de que un material se obtenga de recursos renovables no implica necesariamente
que sea biodegradable, y viceversa. La combinacién de ambas caracteristicas la cumplen
los bioplasticos basados en recursos renovables, y por eso resultan tan interesantes de
estudiar. Estos pueden clasificarse en tres categorias segun el método de produccion
(Figura 1.6) (van Tuil y col., 2000):

- Polimeros producidos por sintesis quimica cldsica a partir de mondémeros naturales:
entre estos polimeros, los mas estudiados son: el acido polilactico (PLA), preparado a
partir de la polimerizacién de 4acido lactico, producido por la fermentaciéon de
carbohidratos y acido poliglicdlico (PGA) sintetizado a partir de acido glicélico. Desde un
punto de vista comercial, el PLA es un material interesante, ya que tiene buenas
propiedades mecdanicas, es transparente y biodegradable; aunque, el nivel de produccién
industrial tiene un alto costo comparado con los materiales termopldsticos mdas usados
(Bohlmann, 2007).

- Polimeros producidos por microorganismos silvestres o por bacterias genéticamente
modificadas: este grupo esta constituido por poliésteres producidos por una amplia
variedad de microorganismos como fuente de almacenamiento de carbono y energia
(Suriyamongkol y col.,, 2007). Entre ellos, los polimeros mas conocidos son los
polihidroxialcanoatos, entre los cuales los mas estudiados son los polihidroxibutiratos

(PHB). Existen otros polimeros producidos por microorganismos que se estdn estudiando
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actualmente, como la celulosa bacteriana, entre otros. Cabe destacar que los costos de
produccién de estos polimeros son todavia elevados.

- Biopolimeros naturales: Esta clase de biopolimeros incluye polisacaridos (derivados de
celulosa, alginato, pectinas, almidones, quitosano, carragenano, agar y gomas), ligninas y
proteinas de origen animal o vegetal (proteina de soja, gluten de trigo, zeina, gelatina,
suero, caseina y queratina entre otros). Todos estos compuestos contienen enlaces
hidrolizables, una propiedad que los hace muy susceptibles a la biodegradacién por
enzimas hidroliticas de los microorganismos. Esta caracteristica tiene un gran impacto en
el rendimiento y la durabilidad de estos materiales cuando se almacena en condiciones de

alta humedad (Condes y col., 2016).

I.7 Materiales proteicos

1.7.1 Caracteristicas de los materiales proteicos

En las ultimas décadas, numerosas proteinas de origen animal, tales como: caseinas,
proteinas del suero de leche, albuminas, coldgeno, gelatina, queratina y proteinas
miofibrilares; asi como también proteinas vegetales: soja, gluten de trigo, zeinas, girasol,
algodén, amaranto, mani, arroz, arveja, sorgo, pistacho y lupino, han sido estudiadas por
su capacidad de formar peliculas comestibles y/o biodegradables (Krochta, 1997; Cuq y
col., 1998; Gennadios, 2002; Bourtoom, 2009; Gémez-Guillén y col., 2009; Zhang y Mittal,
2010; Song y col., 2011; Wangy col., 2015; Ortiz y col., 2017; Salgado, 2010; Condés 2013).
De todas ellas, las que poseen menor costo de producciéon por ser extraidas de recursos
agropecuarios renovables o de subproductos industriales (como la zeina del maiz en la
produccién de etanol, las proteinas de soja y girasol residuales en la extraccion de aceite y
la gelatina proveniente de residuos pesqueros y de mataderos) son las que presentan
mayor atractivo en el desarrollo de materiales biodegradables.

Las peliculas a base de proteinas se pueden preparar mediante dos tipos de tecnologias:
un "proceso humedo" basado en la disolucién o dispersiéon de proteinas o un "proceso
seco" basado en las propiedades termopldsticas de las proteinas en condiciones de baja
hidratacion (Cuq y col.,, 1998). Independientemente de la técnica de procesamiento
utilizada, el material proteico resultante es una red tridimensional reorganizada, con bajo
contenido de agua, donde las interacciones entre proteinas y otros componentes de la
formulacidon estdn favorecidas. El tipo y nimero de interacciones implicadas en la

estabilizacidn de la matriz proteica (enlaces disulfuro y puentes de hidrégeno ademas de
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las interacciones electrostaticas e hidrofdébicas) estan determinadas por la composicion
aminoacidica y el peso molecular de las proteinas -que varian significativamente
dependiendo de su origen-, su grado de desnaturalizacién, las condiciones de
procesamiento implicadas en la preparacién del material, y los aditivos utilizados. Todas
estas condiciones determinan el grado de entrecruzamiento y el caracter hidrofilo-
hidrofébico de la red de proteinas resultante y se veran reflejadas en sus propiedades
mecadnicas, de barrera y su susceptibilidad al agua (Gennadios, 2002; Mauri y Aidn, 2012).
En general las peliculas proteicas presentan excelentes propiedades de barrera a gases -en
particular al oxigeno-, a los lipidos y a los aromas; propiedades mecdnicas moderadas,
pero comunmente muestran alta permeabilidad al vapor de agua (WVP) debido al caracter
hidrofilico de las proteinas (Gennadios, 2002).

Las propiedades de barrera al agua, gases, sabores, aromas, radiacién y lipidos son de
particular interés en el envasado de alimentos. En materiales basados en proteinas estas
propiedades dependen de la naturaleza y densidad de la red macromolecular y mas
particularmente de la proporcion y distribucion de los aminodcidos polares respecto a los
no polares (Cuq y col., 1996). En general, la permeabilidad de los materiales proteicos
aumenta con la temperatura y la humedad relativa del ambiente, por lo que las
propiedades de barrera de una pelicula de proteina sélo pueden compararse en idénticas
condiciones de medicién (Gennadios, 2002). Las peliculas proteicas, debido a su naturaleza
polar e hidrofilica inherentes, exhiben una alta permeabilidad al vapor de agua (WVP),
superior a la de los polimeros sintéticos ampliamente utilizados y similar a las de las
peliculas formadas con polisacaridos (McHugh y Krochta, 1994). Por lo tanto, estas
peliculas pueden usarse como barreras protectoras frente al intercambio de humedad
durante periodos cortos o en alimentos de bajo contenido de agua. También podrian
utilizarse con otros tipos de productos alimenticios, con alto contenido de agua, cuyo
envasado requiere peliculas que sean altamente permeables al vapor de agua (Gennadios
y col., 1993). En este sentido, entre las matrices de proteinas vegetales, las de triticale y
proteinas de amaranto forman peliculas con las WVP mas bajas (Aguirre y col., 2013;
Condés, 2013).

La permeabilidad de los materiales en base de proteinas frente a los gases (oxigeno,
diéxido de carbono y etileno) bajo condiciones de humedad relativa baja e intermedia es
considerablemente menor que la informada para las peliculas sintéticas de LDPE y HDPE

(Guilbert y Cuq, 2005). La baja permeabilidad al oxigeno resulta especialmente interesante
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para la proteccion de alimentos susceptibles a la oxidacidn de lipidos (Kester y Fennema,
1986). Pero en estos materiales, estas propiedades son muy dependientes de la
temperatura y la humedad del ambiente (Cisneros—Zeballos y Krochta, 2005), lo que debe
considerarse al analizar cualquier aplicacién. Por ejemplo, la permeabilidad al oxigeno y al
didéxido de carbono a altas humedades relativas (HR) puede llegar a ser aproximadamente
mil veces mayor que cuando se almacenan a 0% de HR. En los materiales proteicos, este
efecto es mucho mayor para los gases “hidrofilicos” (como el CO,) que para los
“hidrofébicos” (como el O,) (Guilbert y Cuq, 2005). Esta permeabilidad diferencial resulta
en consecuencia en un aumento en el coeficiente de selectividad para estos dos gases
(CO,/0,) con la temperatura y la humedad relativa, que se debe tener en cuenta al disefiar
envases para alimentos en atmdsferas modificadas o al usar estas formulaciones proteicas
como recubrimientos comestibles. Las atmdsferas bajas en O, y altas en CO, se han
utilizado para extender la vida util de frutas y hortalizas frescas retardando la respiracién,
la transpiracion del producto y la produccidn de etileno y también se ha demostrado que
controlan efectivamente el pardeamiento enzimatico, la pérdida de firmeza y el deterioro
de esos productos (Rojas-Graii y col., 2009).

Del mismo modo, debido a su naturaleza hidroéfila, las peliculas proteicas poseen
excelentes propiedades de barrera con respecto a los aromas y aceites (Miller y Krochta,
1997; Trezza y Vergano, 1994), una caracteristica extremadamente util para el envasado
de alimentos listos para el consumo o para productos que sean sometidos a la fritura. El
recubrimiento proteico puede disminuir la absorcién de aceite durante la fritura,
reduciendo asi el contenido lipidico y las calorias, mejorando la calidad nutricional del
alimento frito (Mallikarjunan y col., 1997; Albert y Mittal, 2002; Varela y Fiszman, 2011).

En general, las peliculas proteicas muestran menores valores de tensién a la rotura y
elongacion que las peliculas sintéticas (Hernandez-lzquierdo y Krochta, 2008). Pero su
comportamiento mecanico es suficiente para permitir su uso en diversas aplicaciones tales
como recubrimientos o envases (Krochta, 2002). La formacion de peliculas vy
recubrimientos proteicos requiere de la adicién de un plastificante para reducir las fuertes
interacciones entre las cadenas polipeptidicas y asi disminuir la fragilidad del material,
aumentar su flexibilidad y permitir su manipulacion (Sothornvit y Krochta, 2005). En estas
peliculas las propiedades mecanicas estan influenciadas por la distribucion e intensidad de
las interacciones inter e intramoleculares generadas en la formacién de la red

tridimensional (Guilbert y Cuq, 2005), que varia segun el grado de desnaturalizacién que
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presentan las proteinas constituyentes antes de formar la pelicula. El desplegamiento de
las cadenas peptidicas, favorece el entrecruzamiento durante la formacidn de los
materiales (Hoque y col., 2010). Asi es que, peliculas producidas a partir de proteinas de
soja completamente desnaturalizadas -estabilizadas principalmente mediante puentes
disulfuro- presentaron mayor resistencia mecanica que las formadas a partir de proteinas
gue conservaban su estructura nativa o las formadas por girasol parcialmente
desnaturalizadas— estabilizadas principalmente por enlaces de hidrégeno e interacciones
hidrofdbicas- (Denavi y col., 2009; Salgado y col., 2010).

La solubilidad es otra propiedad importante que define la posterior aplicacién de las
peliculas. En el caso de proteinas las peliculas pueden ser practicamente insolubles (como
en el caso de zeinas y gluten) o totalmente solubles (como las formadas por proteinas
globulares nativas, como las de suero de leche).

Asi por ejemplo, una solubilidad o la sensibilidad al agua altas puede ser una ventaja, por
ejemplo, en la formulacién de sachets de disolucidn rdpida para alimentos instantdneos, o
en el desarrollo de un material activo en el que la capacidad de hidratacién en agua se
utilice para inducir un cambio drastico en las propiedades del material asociado o para la
liberacion de algin compuesto activo (Ortiz y col., 2013; Janjarasskul y Krochta, 2010). En
contraposicion, si se requiere la integridad de la pelicula para proteger un alimento, o se lo
requiere para trabajar en condiciones de alta humedad relativa, su alta sensibilidad al agua

resultard inadecuada para esa funcion (Gennadios, 2002).

1.7.2 Estrategias para mejorar la funcionalidad de los materiales proteicos

Se han realizado numerosas investigaciones para mejorar la funcionalidad de los
materiales proteicos. Se ha tenido especial interés en mejorar sus propiedades mecanicas
y de barrera con el fin de ampliar sus aplicaciones, ya sea para reemplazar los polimeros
sintéticos dentro de sus propios campos de uso o para buscar nuevos papeles mas
especificos e innovadores. Estas investigaciones han seguido distintas estrategias

detalladas a continuacion.

1.7.2.1 Aplicacion de tratamientos fisicos y / o quimicos
Como se menciond anteriormente, la estructura proteica influye en el tipo de
interacciones y en el grado de entrecruzamiento de los materiales finales. En general, un

aumento en estas interacciones produce matrices mas densas con menores solubilidades
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en agua y mayores resistencias mecanicas, mientras que los tipos de interacciones
implicadas en la estabilizacion de la matriz influyen en la magnitud del cambio en cada
propiedad (Mauri y Afidn, 2006 y 2008; Salgado y col.,, 2010). Diferentes dispersiones
filmogénicas preparadas con proteinas de soja, amaranto, gluten, mani y otras fuentes se
han sometido a procesos de calentamiento, han sido tratadas con acidos o bases, se han
hidrolizado o se han expuesto a alta presién o irradiacidn antes de comenzar el proceso de
formacién de la pelicula (Condés y col., 2012 y 2013; Guerrero y de la Caba, 2010; Mauriy
col., 2006). Estas intervenciones produjeron cambios en la estructura inicial de las
proteinas que se vieron mayormente reflejadas en las propiedades mecanicas y la
solubilidad en agua y en menor medida en su permeabilidad al vapor de agua. Las mejoras
mas significativas se produjeron cuando se favorecio la formacion de puentes disulfuro en
la estabilizacién de las matrices proteicas.

Las metodologias de procesamiento utilizadas en la formacidn de materiales proteicos, al
igual que las variables de procesamiento, pueden dar lugar a productos con propiedades
diferentes. Asi, por ejemplo, las condiciones de secado utilizadas (como temperatura,
humedad relativa) para obtener peliculas de proteina de soja por casting, spreadcoating o
termocompresion terminan influenciando las propiedades mecdnicas, solubilidad y
permeabilidad al vapor de agua de los materiales resultantes (Denavi y col., 2009; Foulk y
Bunn, 2001; Ortiz y col., 2017). En el procesamiento de proteinas por extrusién los
pardmetros mas influyentes para modificar la estructura proteica resultante son la
temperatura y la fuerza de cizalla. Estas variables producen una reestructuracion
importante del material a través del despliegue de las cadenas polipeptidicas, como
consecuencia de la tensidn mecdnica y su elevada velocidad de reaccidon a altas
temperaturas (Kumariy col., 2010; Wang y col., 2003).

La aplicacion de tratamientos fisicos y quimicos posteriores a la formacién de las peliculas
también se utilizan para modificar las propiedades de los materiales resultantes. El curado
(tratamiento térmico) aplicado luego de la formacion de las peliculas afecta notablemente
a sus propiedades, en general, aumenta la resistencia a la traccién y la coloracidn,
mientras que al mismo tiempo disminuye la elongacién, el contenido de humedad vy la
permeabilidad al vapor de agua de las peliculas (Gennadios y col., 1996; Liu y col., 2004;
Micard y col., 2000; Rhim y col., 1999). La radiacion ultravioleta y gamma puede afectar a
las proteinas de las peliculas mediante cambios conformacionales, la oxidacidon de

aminodcidos, la ruptura de los enlaces covalentes, la formacion de radicales libres y la
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generacion de reacciones de recombinacion y polimerizacion (Bourtoom, 2009; Rhim vy
col., 1999). En este sentido, Lee y col. (2004 y 2005) utilizando rayos gamma, y Gennadios
y col. (1998) empleando luz ultravioleta lograron mejorar la resistencia a la traccién de

peliculas en base a proteinas de soja.

1.7.2.2 Incorporacidn de aditivos

Una de las ventajas de las peliculas y recubrimientos formados por proteinas es que
pueden incorporar aditivos en su matriz para mejorar su funcionalidad. Esto puede incluir
aditivos capaces de:

1. mejorar o modificar la funcionalidad bdsica de los materiales; como plastificantes,
emulsionantes y agentes entrecruzantes.

2. mejorar la funcionalidad del material aumentando la calidad, estabilidad y seguridad
del producto que protege la pelicula o el recubrimiento. En el caso de materiales para
envases de alimentos son especialmente interesantes los agentes antioxidantes,
antimicrobianos, nutracéuticos, sabores y/o colorantes (Han, 2005).

Los primeros aditivos se incorporan para modificar el mecanismo de formacién de la
pelicula. Para ello, en la mayoria de las investigaciones, plastificantes hidréfilos de bajo
peso molecular (por ejemplo, glicerol, sorbitol, azlcares simples y otros polioles,
etilenglicol y etanolamina y sus respectivos derivados) se han afadido a las formulaciones
en base a proteinas vegetales (Hernandez-lzquierdo y Krochta, 2008; Song y col., 2011;
Vieira y col.,, 2011). Se encontré que las propiedades fisicas de las peliculas estaban
fuertemente influenciadas por el tipo y la cantidad de plastificante utilizado. La adicion de
estos compuestos -usualmente en concentraciones que varian entre 15 y 40% del peso del
biopolimero en la matriz- aumentd la elongacién de las peliculas; pero también provocé
una disminucion en la tension a la rotura de la pelicula y su capacidad para actuar como
barrera al agua, al oxigeno, aromas y aceites, y la humedad ambiente (Vanin y col., 2005).
También se ha investigado la inclusidn de plastificantes hidréfobos, como ésteres de
citrato como alternativa para reducir estos inconvenientes mencionados (Andreuccetti y
col., 2009). La adicién de esta clase de plastificantes también provoca una disminucién de
la temperatura de transicion vitrea (Tg) e influye en las propiedades viscoelasticas y de
fluidez de las dispersiones filmogénicas. Con la combinaciéon de plastificantes vy
temperatura elevada, las proteinas pasan a través de la transicién vitrea formando una

masa gomosa a la que se le puede dar forma y estabilizarse por enfriamiento y/o
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eliminacion de plastificantes volatiles. La seleccién correcta de los plastificantes adecuados
requiere consideraciones en cuestiones a la compatibilidad, eficiencia, permanencia y
costo del plastificante para optimizar las propiedades mecdnicas de una pelicula dada con
un minimo incremento en su permeabilidad (Sothornvit y Krochta, 2005).

Los emulsionantes son compuestos anfifilicos que, ademas de tener el papel de
plastificantes, pueden modificar la energia superficial para controlar la adhesién y la
humectabilidad de las superficies (Krochta, 2002). Algunos han sido ampliamente
utilizados en la industria alimentaria para desarrollar peliculas de origen vegetal: Tweens,
Spans, sales de acidos grasos y fosfolipidos como la lecitina (Andreuccetti y col., 2010 y
2011).

Otra estrategia consiste en utilizar agentes entrecruzantes quimicos (generalmente
aldehidos de bajo peso molecular, como formaldehido, glioxal y glutaraldehido) que
reaccionan con grupos amino y sulfhidrilo de las proteinas para formar enlaces covalentes
intra e intermoleculares. Pero como los aldehidos son potencialmente téxicos, su uso se
limita a aplicaciones no alimentarias. En contraste, el entrecruzamiento causado por
enzimas como la transglutaminasa, la lipoxidasa, la lisiloxidasa, la polifenoloxidasa y la
peroxidasa, no presenta estas restricciones y ofrece un mayor abanico de aplicaciones en
general (Stuchell y Krochta, 1994; Yildrim y Hettiarachchy, 1998; Liu y col., 2004,
Bourtoom, 2009).

La capacidad de los materiales proteicos para transportar y controlar la liberacidon de
compuestos activos amplia la funcionalidad de los materiales. Se han incorporado aditivos
para conferir funciones especificas a peliculas con el fin de mejorar la seguridad, valor
nutricional, calidad y/o apariencia de alimentos, tales como antioxidantes,
antimicrobianos, vitaminas, microorganismos, probidticos, sabores y colorantes. Como se
menciond anteriormente, se investigaron inicialmente antioxidantes sintéticos (BHA, BHT
y galato de propilo) y antimicrobianos (acidos propidnicos, ascérbicos, benzoicos, sérbicos
y sus sales) para la formacion de materiales activos para el envasado de alimentos (Han,
2005). Hoy en dia, la tendencia actual es la incorporacién de aditivos naturales como
extractos vegetales ,aceites esenciales (Atarés y col., 2010; Emiroglu y col., 2010; Salgado y
col., 2012 y 2013),compuestos fendlicos e hidrolizados de proteinas (Salgado y col., 2011),
gue presentan importantes propiedades antioxidantes y antimicrobianas. Todos estos
compuestos ademds, pueden modificar las propiedades fisicoquimicas de los materiales

resultantes ya que podrian actuar como agentes entrecruzantes o plastificantes (Orliac y
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col., 2002; Ou y col., 2005; Salgado y col., 2010 y 2011). La retencién y/o liberacién de
estos aditivos dependera principalmente de las interacciones que puedan establecer con
la matriz proteica y los otros componentes de las peliculas. Independientemente de las
propiedades prometedoras que estas sustancias incorporadas pudieran exhibir in vitro, es

fundamental su evaluacion en sistemas alimenticios reales para confirmar su actividad.

1.7.2.3 Formacion de materiales compuestos y nanocompuestos

En la actualidad la formacién de materiales compuestos y nanocompuestos es uno de los
enfoques ampliamente estudiados para mejorar las propiedades de los materiales
proteicos. El objetivo es combinar dos o mas materiales 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.

Las proteinas pueden formar materiales compuestos de dos o mas capas (bicapas o
multicapas), por redes interpenetradas de dos fases continuas (compuestas por mezclas
de proteinas con otros polimeros), o a través del agregado de refuerzos que se dispersen
en la matriz proteica (por ejemplo, particulas individuales, fibras, ldminas). Dependiendo
de las dimensiones de los distintos componentes el material global se denomina
compuesto, microcompuesto o nanocompuesto (Vinson y Sierakowski, 2008).

Asi, por ejemplo, se ha estudiado la formacién de los siguientes materiales compuestos:

- Materiales obtenidos a partir de mezclas de proteinas con otros polimeros. Estos
materiales han sido formulados con el objetivo de combinar la permeabilidad a gases
selectiva de las peliculas en base a proteinas con las propiedades mecanicas y/o
resistencia a la humedad caracteristicas de otros tipos de polimeros. Se han obtenido
peliculas compuestas con proteinas y otros biopolimeros tales como el quitosano (Rivero y
col., 2013), alginato, o carragenanos (Sanchez-Garcia y col., 2010), almidén (Rhim y col.,
1999), carboximetilcelulosa (Su y col., 2010), y proteinas de distinto origen (Denavi y col.,
2009); con polimeros biodegradables sintéticos como el polivinil alcohol (Su y col., 2007); e
incluso con polimeros no biodegradables tales como el polietileno y polipropileno (Lee y
col., 2008).

- Materiales obtenidos a partir de mezclas de proteinas y lipidos. La incorporacion de
lipidos en peliculas proteicas tiene el potencial de mejorar las propiedades de barrera al
agua. Los lipidos pueden agregarse en forma de una capa continua sobre la pelicula de

proteina, o pueden dispersarse en la matriz hidrofilica. En ambas peliculas (bicapa y
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emulsionadas) la WVP depende principalmente de la polaridad, el grado de saturacién del
lipido y la naturaleza de las interacciones que se establecen entre los lipidos y la matriz
proteica. Entre los diferentes lipidos estudiados, las ceras han sido las mds efectivas para
mejorar las propiedades barrera de los materiales proteicos (Debeaufort y col., 2000;
Quezada-Gallo, 2000). También se han estudiado acidos grasos y aceites esenciales para la
formacién de peliculas compuestas con proteinas (Atarés y col., 2010; Monedero vy col.,
2009). Las peliculas bicapa normalmente proporcionan una barrera al vapor de agua mas
alta que las formadas a partir de emulsiones, pero la delaminacidn y la necesidad de varias
etapas adicionales en la formulacién de peliculas bicapa hacen que las peliculas
emulsionadas sean mas adecuadas para aplicaciones alimentarias (Gontard y col., 1995;
Debeaufort y col., 2000; Quezada-Gallo y col., 2000).

- Incorporacion de refuerzos en las formulaciones proteicas. El agregado de un refuerzo en
la formulacién de materiales proteicos en general busca mejorar la rigidez o estabilidad, la
resistencia al impacto mecdnico, las propiedades barrera o un cambio en las propiedades
eléctricas del material. Estas caracteristicas dependerdn de las caracteristicas estructurales
y fisicoquimicas de los refuerzos, de las propiedades de la matriz proteica, del porcentaje
de carga en la formulacion, de la naturaleza de la interfase entre la carga y la matriz
proteica y de la morfologia final del sistema (Vinson y Sierakowski, 2008). Asi, se han
mejorado las propiedades mecanicas de peliculas compuestas por proteinas de zeina y/o
gluten mediante la incorporacion de fibra de vidrio (Beg vy col., 2005), de soja con fibras de
celulosa largas, cortas o microcristalinas o con lignocelulosa o lignina (Wang y col., 2003).
Los materiales a base de proteinas reforzados con fibras naturales ofrecen ventajas como
bajo costo, biodegradabilidad y sustentabilidad.

La incorporacion de nanorefuerzos (cargas que tienen al menos una dimensidn entre
1-100 nm) se ha difundido como una estrategia interesante para mejorar las propiedades
de los materiales. Es de esperar que los mismos exhiban mejores propiedades mecanicas y
de barrera, estabilidad térmica; resistencia quimica y apariencia superficial, aun con
niveles de carga bajos (< 5-10%) debido a la relacion de aspecto alta (high aspect ratio) y a
la gran area superficial de las nanoparticulas que le permiten interactuar fuertemente con
la matriz polimérica (Rhim y Ng, 2007; Zhao y col., 2008). Las mejoras en las propiedades
en general se alcanzan cuando las cargas puedan dispersarse uniformemente dentro de la
matriz polimérica, y su distribucion depende de la concentracidon del refuerzo y de la

afinidad quimica de las cargas por la matriz. Se ha encontrado que la adicion de una
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variedad de nanorefuerzos tales como nanoarcillas, nanoparticulas de silice, nanotubos de
carbono, nanofibras de celulosa y nanocristales de almidén, mejoran diversas propiedades
fisicas y de barrera de las peliculas resultantes (de Azeredo, 2009). Por ejemplo, la adicién
de montmorillonita mejoré el comportamiento mecdanico y la permeabilidad al vapor de
agua y a los gases de peliculas de proteina de soja y gluten formadas por diferentes
técnicas de procesamiento (Echeverria y col., 2014; Tunc y col., 2007). La inclusion de
celulosa microcristalina mejoré las propiedades mecanicas de las peliculas de proteinas de
soja (Wangy col., 2013). La incorporacion de nanocristales de almidén reforzé la matriz en
peliculas de proteinas de amaranto (Condés, 2012). Estos nanocompuestos se pueden
utilizar como vehiculos para la liberacion de agentes activos y para su liberacion
controlada (Mascheroni y col.,, 2010). En este sentido, la presencia de diferentes
proporciones de estos refuerzos puede modular las caracteristicas de transferencia de
compuestos activos a través de la pelicula debido a las diferencias producidas en la red
proteica por la presencia de estas cargas y como consecuencia de la tortuosidad variable
(Tunc y col., 2007; Echeverria y col., 2016). A pesar de los beneficios sustanciales que los
nanomateriales pueden conferir a la tecnologia de las peliculas en base a proteinas, la
incertidumbre existente sobre la posible toxicidad de las nanoparticulas para la salud
humana y del medio ambiente, retrasan el uso de los materiales nanocompuestos en
muchos campos de aplicacién, y especialmente en los relacionados a la industria
alimentaria. Resulta necesario avanzar en legislaciones para regular la fabricacidn, el uso y

la eliminaciéon de los nanomateriales hasta que se demuestre que son seguros.
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Il. Objetivos

1.1 Objetivo general

El objetivo general de esta Tesis fue desarrollar peliculas activas e inteligentes de matriz

proteica para su uso en envases de alimentos.

11.2 Objetivos particulares

1. Desarrollar peliculas proteicas capaces de indicar modificaciones en el pH del medio a

través del cambio de su coloracién

i por agregado de indicadores de pH sintéticos a la formulacién.

ii. por agregado de mezclas de indicadores sintéticos para analizar su
potencial uso como indicador de deterioro microbiano en carnes.

iii. por agregado de colorantes naturales:
- Curcumina.

- Antocianinas provenientes de repollo colorado.

y analizar en todos los casos el efecto que los aditivos agregados producen sobre las
propiedades fisicoquimicas de los materiales, asi como su posible activacién con

propiedades antioxidantes y antimicrobianas cuando corresponda.

2. Desarrollar peliculas proteicas capaces de indicar cambios de temperatura por
aplicacién de tintas termocrémicas sobre las peliculas previamente formadas y analizar el
efecto que este proceso produce sobre las propiedades fisicoquimicas de las peliculas

resultantes.

3. Desarrollar peliculas antimicrobianas de matriz proteica a través de la incorporacion de

nanoparticulas de plata a la formulacién

i formadas previamente usando citrato de sodio como agente

reductor/estabilizante.
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ii. formadas en la misma dispersion filmogénica.

y evaluar el efecto que la presencia de estas nanoparticulas produce en las propiedades

fisicoquimicas de los materiales resultantes.

11.3 Soja y gelatina como fuentes de proteinas a utilizar

La totalidad de la Tesis se realizd utilizando dos fuentes proteicas que difieren en su
origen, caracteristicas estructurales y propiedades filmogénicas: gelatina y proteinas de
soja. Ambas pueden obtenerse de derivados agroindustriales: la gelatina de la industria
carnica o pesquera y las proteinas de soja del pellet residual de la industria aceitera. A
continuacién se describen las dos fuentes proteicas. Segun los requerimientos de cada

objetivo se decidié con cual fuente de proteinas se iba a trabajar.

11.3.1 Gelatina

La gelatina es una proteina derivada del colageno, que no existe como tal en la naturaleza.
El coldgeno es el componente principal del tejido conectivo de los animales, esta
constituido por tres cadenas polipeptidicas enrolladas en forma de hélice, estabilizadas
por uniones intramoleculares en una estructura superhelicoidal. Existen diferentes formas
polimérficas del colageno siendo el colageno tipo | uno de los mas comunes (Djabourov y
col., 1993). La composicién aminodcidica del coldgeno es muy poco comun dado que
posee un altisimo contenido de glicina (un tercio del total de residuos aminoacidicos) y es
rica en hidroxiprolina y prolina.

Cuando el colageno es sometido a un proceso de calentamiento en presencia de agua y se
alcanza la denominada temperatura de acortamiento, las fibrillas de colageno reducen su
longitud a menos de un tercio de la original. Este acortamiento implica drdsticos cambios a
nivel estructural: desorganizaciéon de las moléculas de proteinas presentes en las fibrillas y
colapso de la estructura superhelicoidal. Ademas de la alteracion de las uniones no
covalentes, se ven afectadas uniones intra e intermoleculares y la ruptura de unas pocas
uniones peptidicas. El resultado de esta conversion de la estructura original del colageno
en una forma mdas amorfa es conocida como gelatina. Si bien este proceso implica la
desnaturalizacion de la molécula de colageno, esta no es total. Cuando se disminuye la

temperatura ocurre una renaturalizacidn parcial.
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La transformacién de colageno en gelatina involucra: a) el pretratamiento de la materia
prima y la eliminaciéon de componentes extrafos, b) el tratamiento térmico de la materia
prima en agua o en solucién 4cida diluida y c) la refinacién y recuperacién final de la
gelatina. Las propiedades de esta lltima dependerdn del nimero de uniones presentes en
la estructura original del colageno que hayan sido alteradas durante el tratamiento. (Mauri

y Afidn, 2012)

11.3.2 Proteinas de soja

Las proteinas constituyen un 40% p/p de las semillas de soja. Estan comercialmente
disponibles en tres formas diferentes: harina de soja (50-65% de proteina en base seca),
concentrados de proteina de soja (65-90% de proteina en base seca) y aislados de proteina
de soja (SPI> 90% proteina en base seca) (FAO, Song y col., 2011). El contenido proteico de
SPI los convierte en la fuente mas adecuada para preparar peliculas y recubrimientos. Se
han identificado dos fracciones proteicas principales en las semillas de soja: las albiminas -
solubles en agua- y globulinas -solubles en soluciones salinas-. La fraccidon de las
globulinas, que representa el 80% de la proteina total, se caracteriza por contener
proteinas solubles a pH> 8 que precipitan a pH 4,5 (pl), presentando bajo contenido de
metionina y cisteina, ubicadas en los cuerpos proteicos e hidrolizadas durante Ia
germinacién (Utsumi y col., 1997). Se han identificado cuatro fracciones con diferentes
coeficientes de sedimentacion por ultracentrifugacion en gradientes de sacarosa: i) la
fraccidn 2S (20% de proteinas totales) que es soluble a pH 4,5 y contiene inhibidores de
proteasa -Bowman-Birk (7,8 kDa) y Kunitz (21,5 kDa)-, citocromo C, a-conglicinina y
proteasas; ii) la fraccion 7S (35% de la proteina total) compuesta de lectina (o
hemaglutinina), lipoxigenasa, amilasa y B y y-conglicininas; iii) la fraccion 11S (35% de la
proteina total) compuesta de glicinina, y iv) la fraccién 155 (10% de la proteina total) que
contiene polimeros de la 11S (Utsumi y col., 1997; Wolf, 1970; Hill, 1974; Fukushima, 1991;
Petruccelli y Afidn, 1995). Los aislados de proteina de soja contienen principalmente
globulinas 7S y 11S (Petruccelli y Aiidn, 1995; Nishinari y col., 2014). La B-conglicinina (7S)
es una glicoproteina compleja que exhibe polimorfismo en la composicién de sus
subunidades. Es un trimero con una masa molecular de 180-200 kDa, formado por tres
polipéptidos diferentes designados como a, a'y B (68, 72 y 52 kDa, respectivamente)
unidos por enlaces no covalentes (Badley y col., 1975; Peng y col., 1984; Maruyama y col.,

2001; Adachi y col., 2003). Por otra parte, la glicinina (11S) tiene una estructura
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cuaternaria compleja organizada en hexameros ((AB)g de aproximadamente 320-380 kDa)
compuesta por dos trimeros unidos por interacciones hidrofébicas. Todas estas
subunidades (de aproximadamente 50-70 kDa) se mantienen unidas mediante
interacciones no covalentes y estan formadas por un polipéptido acido (polipéptido A, de
aproximadamente 30 kDa) y un polipéptido basico (polipéptido B, de aproximadamente 20
kDa) unidos por un enlace disulfuro (Maruyama y col., 2001; Adachi y col., 2003, Mauri y
Afidn, 2012).

Las descripciones anteriores muestran claramente la diversidad y complejidad de las
diferentes estructuras que pueden presentar las proteinas. Se sabe que la conformacion
nativa de las proteinas deriva de su estructura secundaria y terciaria y de las interacciones
que establecen con el medio. Esta conformacién es por lo tanto fragil y puede verse
modificada por variables tales como temperatura, pH, fuerza idnica y constante dieléctrica
del medio, alta presidon, tratamientos mecdnicos, irradiacion, etc. La modificacion de la
conformacion proteica puede tener un impacto positivo o negativo en sus propiedades
funcionales (Utsumi y col., 1997; Zayas, 1997; Foegeding y Davis, 2011; Moure y col., 2006;
Sorgentini y col., 1995; Wagner y col., 1996). El proceso utilizado para la obtencidén de
gelatina o la preparacién de aislados proteicos de soja podria conducir a proteinas con
diferentes conformaciones, capaces de formar peliculas con funcionalidades diferentes
(Songy col., 2011; Gennadios, 2002; Mauri y Afion, 2012; Mauri y Afion, 2006 y 2008)

Ambas fuentes proteicas han sido extensamente estudiadas por su capacidad de formar
materiales comestibles y/o biodegradables (Etxabide y col., 2017; Song, 2011). Muchos de
los trabajos cientificos realizados en esta tematica con estas proteinas se mencionan y

discuten en el trascurso de la Tesis.

La eleccion de estas proteinas para el desarrollo de cada objetivo se basé en las
caracteristicas propias de cada una. Asi por ejemplo, en el caso que se requerian
materiales incoloros se trabajé con gelatina, y en aquellos donde se exigia mayor

resistencia se trabajo con proteinas de soja.
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Peliculas proteicas capaces de indicar modificaciones en el pH del medio, a través del cambio de su
coloracion

Los alimentos pueden experimentar diferentes procesos de deterioro durante su
almacenamiento. Estos procesos pueden clasificarse segln sus causas, en alteraciones
fisicas, quimicas o bioldgicas. Las alteraciones fisicas se refieren a ganancias o pérdidas de
humedad, exposicion a temperaturas inapropiadas y a radiaciones. Dentro de las
alteraciones quimicas se pueden mencionar reacciones de hidrdlisis, caramelizacién,
pardeamiento no enzimatico, y autooxidacion lipidica. Las alteraciones bioldgicas son las
producidas por enzimas enddgenas, proliferacién y metabolismo de microorganismos, e
infestacidn por insectos, parasitos y roedores. Como consecuencia de estos procesos se
modifican distintas caracteristicas en los alimentos, las mas afectadas son: textura, sabor,
aroma, color y valor nutritivo (Fennema, 2010).

La proliferacion y el metabolismo de los microorganismos pueden causar alteraciones en
las macromoléculas que componen los alimentos (hidratos de carbono, lipidos y
proteinas), modificar su pH, actividad acuosa y potencial redox, e inclusive modificar la
disponibilidad de sus nutrientes (Gadea y col., 2016). Ademas, el desarrollo de
microorganismos patogenos en los productos alimenticios pone en riesgo la salud del
consumidor, siendo la inocuidad (o seguridad microbioldgica) un requisito fundamental
para su comercializacidon y consumo (CAA).

En particular, el pH es una variable que influencia las velocidades de muchas reacciones
guimicas y enzimaticas. Los cambios de pH, aln aquellos relativamente pequeios, pueden
ocasionar profundas modificaciones en la calidad de algunos alimentos, como por ejemplo
en los musculos (Fennema, 2010). Varios autores describieron cambios de pH en alimentos
envasados y/o en su entorno debido a modificaciones en las concentraciones de acidos
organicos (tales como n-butirato, acido L-lactico, D-lactato y acido acético) o al desarrollo
de compuestos volatiles (como trimetilamina, dimetilamina, hipoxantina, putrescina,
tiramina, cadaverina y sulfuro de hidrégeno, entre otros) como resultado del desarrollo
microbiano (Al Bulushi y col., 2009; Ruiz-Capillas y Jimenez-Colmenero, 2004).

Por estas razones, el cambio en el pH del medio circundante al alimento, puede ser
indicativo del deterioro del producto. Los materiales de envase capaces de notificar ese
cambio entran en la categoria de inteligentes y podrian indicar al productor, distribuidor o
al consumidor sobre la calidad del alimento envasado. Existen algunos trabajos en
bibliografia que consiguen esta finalidad a través del agregado de indicadores de pH a las
formulaciones. Algunos ejemplos fueron mencionados en la seccién 1.4.1. La mayoria de

ellos usan polimeros sintéticos y algunos biopolimeros, principalmente polisacaridos.
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En este contexto, el objetivo de esta primera parte de la Tesis fue desarrollar peliculas
proteicas capaces de indicar modificaciones en el pH del medio, a través de cambios de su
coloracion.

Para ello, inicialmente se analizé la capacidad de respuesta de peliculas aditivadas con
indicadores acido-base sintéticos puros y sus mezclas frente a cambios de pH del medio
intentando simular su contacto con distintos tipos de alimentos. Posteriormente, se evalud
su posible aplicacién en sistemas reales. Por Ultimo, se avanzdé en el desarrollo de
materiales que tuvieran la capacidad de indicar el cambio de pH, pero que fueran
amigables con el medio ambiente y aptos para estar en contacto con alimentos, a través
de la utilizacién de indicadores acido-base naturales como curcumina y antocianinas

extraidas de repollo colorado.
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lll.1. Peliculas proteicas aditivadas con indicadores

V4

acido-base sintéticos

11l.1.1 Introduccién

Los indicadores acido-base son sustancias que reaccionan a cambios del pH del medio.
Estas sustancias sufren modificaciones en sus estructuras quimicas inducidas por
protonacion o desprotonacién de las especies participantes en los equilibrios acido-base.
Generalmente son acidos o bases débiles que, cuando se disuelven en el agua, se disocian
ligeramente y forman iones (Sabnis, 2007). En algunos casos, estas modificaciones
estructurales pueden evidenciarse como cambios de coloracién si las sustancias
indicadoras de pH presentan dos colores diferentes en sus formas acido-base conjugadas.
Numerosos indicadores acido-base sintéticos como verde de bromocresol, rojo neutro,
rojo fenol, purpura de bromocresol, rojo de cresol, fenolftaleina, azul de bromotimol, azul
de xilenol, P-naftolbenceina y sus combinaciones, han sido adicionados a distintas matrices
poliméricas tales como alcohol polivinilico, acetato de celulosa o polietileno, con el fin de
desarrollar materiales capaces de detectar CO,, SO, y aminas volatiles, entre otros
compuestos (Booher y Gorski, 2011; Eagland, 2004; Booher y Gorski, 2011; Pacquit y col.
2006 y 2007). La utilidad de estos sistemas esta estrechamente ligada al producto que se
desea proteger. En el caso de los materiales utilizados para el envasado de alimentos,
éstos deben estar compuestos por sustancias incluidas en las listas positivas de la FDA
(Food and Drug Administration), de CE (Unidn Europea o Estados Miembro de la Unidn
Europea) o del Mercosur (MERCOSUR/GMC/RES Nro. 56/92; Capitulo IV del CAA). Para
estas aplicaciones, los indicadores acido-base sintéticos antes mencionados se han
utilizado como sistemas “modelo” ya que se trata de compuestos puros cuya respuesta a
cambios de pH es notoria. Sin embargo, dichos indicadores acido-base no presentan el
estado GRAS (generalmente reconocidos como seguros), por lo que no deberian estar en
contacto con alimentos (Apartado de colorantes permitidos, FDA).

En este trabajo se utilizaron tres indicadores acido-base sintéticos con diferente estructura
quimica y variaciones de color significativas en una amplia gama de pH para activar
peliculas de proteinas: naranja de metilo (NM), rojo neutro (RN) y verde de bromocresol

(VBC). En la Tabla IlIl.1.1 se presentan sus estructuras quimicas, sus constantes de
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disociacion (pKa), sus coloraciones en relacion al pH y las longitudes de onda en el visible

en donde tienen su maximo de absorcion.

Tabla IIl.1.1 Estructura quimica, constante de disociacion (pKa), color en funcién del pH vy
longitud de onda de maxima absorcidn (A,,.,) en el visible de los indicadores utilizados: naranja
de metilo (NM), rojo neutro (RN) y verde de bromocresol (VBC).

Indicador Cambio de
Estructura Quimica A pKa
acido base coloracién

Naranja de 507-522 nm Rojo a pH<3.0
.37
metilo (NM)
464 nm Amarillo a pH>4.4
Rojo neutro 529-544 nm Rojo a pH<6.8
7.4
(RN)
454 nm Amarillo a pH>8.0
Verde de 423-444 nm Amarillo a pH<3.8
Bromocresol 4.6
{VBC) 617 nm Azul a pH>54

Datos segln Sabnis (2007).

El naranja de metilo es un colorante azoderivado, también llamado heliantina. Presenta un
cambio de color de rojo a naranja-amarillo entre pH 3 y 4,4. El nombre del compuesto
quimico del indicador es sal sddica de acido sulfénico de 4-dimetilaminoazobenceno. En la
actualidad se registran muchas aplicaciones de este compuesto, desde preparaciones
farmacéuticas (para deteccidn de microorganismos; tincion de leucocitos, acidos nucleicos
y ufias; tratamiento de enfermedades dermatoldgicas, etc.) hasta su uso en
determinaciones de la alcalinidad en productos petroleros (Sabnis, 2010).

El rojo neutro (3-amino-7-dimetilamino-2-metilfenazina clorhidrato) actua entre pH 6,8 y 8
variando su color de rojo a amarillo. Se suele utilizar para la determinaciéon de acidos
durante la fermentacién de carbohidratos; también se emplea en pantallas de cristal

liquido, células solares, sensores, etc.
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El verde de bromocresol (3,3, 5,5’-tetrabromo-m- cresolsulfonftaleina) actua entre los pH
3,8 y 5,4 cambiando su coloracién de amarillo a azul. Se puede implementar en su forma
de acido libre (sélido marrén claro), o como una sal de sodio (sélido de color verde
oscuro). Es utilizado en la formulacion de telas, envases, detergentes y cosméticos entre
otras aplicaciones (Sabnis, 2007).

A pesar que muchas proteinas vegetales y animales se han utilizado recientemente como
materias primas para la produccién de envases activos (Campos y col., 2011; Mellinas y
col., 2015; Salgado vy col., 2015; Silva- Weiss y col., 2013) no hay literatura relacionada con
el desarrollo de peliculas proteicas capaces de indicar cambios de pH en forma
colorimétrica. Probablemente esto se deba a la elevada complejidad estructural y las
propiedades anfotéricas que presentan estas macromoléculas. Se ha demostrado que la
estructura de la proteina (conformacidén primaria, secundaria, terciaria y cuaternaria)
determina la capacidad de los polipéptidos de interactuar entre si y con los otros
componentes presentes en la formulacién (Mauri y Afidén, 2008; Salgado y col., 2016).
Ademas, las proteinas al ser moléculas anféteras pueden actuar como buffers. Por lo
tanto, es posible que estas macromoléculas interfieran en la respuesta de los indicadores
de pH.

El objetivo de este capitulo fue desarrollar peliculas de gelatina aditivadas con naranja de
metilo, rojo neutro y verde de bromocresol; evaluar su capacidad de respuesta frente a
medios liquidos, semisdlidos y gaseosos (utilizados como simulantes de alimentos o del
espacio de cabeza del envase); y analizar el efecto que los aditivos agregados causan sobre
las propiedades fisicoquimicas de las peliculas resultantes.

En este caso, se utilizd gelatina como fuente proteica ya que forma peliculas incoloras
(Gémez-Guillén y col., 2009) a diferencia de las basadas en proteinas vegetales que
generalmente presentan cierta coloracién propia de los compuestos que se co-extraen con
ellas (Salgado y col., 2010). Es de esperar que la ausencia de color de las peliculas de
gelatina permita visualizar claramente el cambio de la coloraciéon del indicador al

modificarse el pH del medio, evitando interferencias.

111.1.2 Materiales y métodos

111.1.2.1 Materiales.
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Se utilizdé gelatina bovina (Royal, Kraft Foods, Argentina) con un valor de Bloom de 240
(determinado segln Rivero, 2009) como fuente proteica. Su contenido de proteinas,
determinado por el método de Kjeldahl (AOAC, 1995) fue de 87,8 + 0,6 % p/p (expresado
en base seca; N x 5,5) (USDA). Se empled glicerol (Anedra, Argentina) como plastificante y
tres indicadores acido-base: naranja de metilo (NM, Mallinckrodt Baker, EE.UU), rojo
neutro (RN, Pablo Zubizarreta Ward, Argentina) y verde de bromocresol (VBC, sal

monosddica, Anedra, Argentina) (Tabla 111.1.1).

111.1.2.2 Formacidn de las peliculas

Las peliculas se formaron por la técnica de casting. Se prepararon dos dispersiones
acuosas: una conteniendo 5 g de gelatina en 50 ml de agua destilada a 100°C y otra
conteniendo 1,25 g de glicerol (25% p/p respecto de la cantidad de gelatina) y 20 mg de
naranja de metilo (NM), rojo neutro (RN) o verde de bromocresol (VBC) en 50 ml de agua
destilada a temperatura ambiente. Ambas dispersiones se mezclaron con agitacién
magnética durante 30 min a temperatura ambiente y se ajusté su pH a 2, 6 y 11, con
soluciones de HCl o NaOH 2M. Finalmente, 10 ml de cada dispersién filmogénica se
colocaron sobre placas de Petri de poliestireno (64 sz) y se secaron en una estufa con
circulacion forzada de aire (Yamato, DKN600, EE.UU.) a 60°C durante 3 h. Las peliculas
resultantes se acondicionaron 48 h a 20°C y 58% de humedad relativa (en desecadores con
soluciones saturadas de NaBr) previo a ser removidas de las placas para su caracterizacion.
Como controles se obtuvieron peliculas de gelatina sin la incorporacion de los indicadores
acido-base en las dispersiones de filmogénicas a pH = 2, 6 y 11. Las peliculas de gelatina
control se nombraron G vy las aditivadas con NM, RN y VBC se denominaron G+NM, G+RN y

G+VBC respectivamente.

111.1.2.3 Caracterizacion de las peliculas

111.1.2.3.1 Espesor

El espesor de las peliculas se determind con un calibre digital (Check Line DCN-900,
EE.UU.) para materiales no conductores ni ferrosos. Las mediciones se realizaron en cinco
posiciones a lo largo de las probetas rectangulares utilizadas para el ensayo de traccion, y

en el centro y en ocho posiciones alrededor del perimetro de las muestras usadas para las
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determinaciones de permeabilidad al vapor de agua. Los valores informados corresponden

al promedio de las determinaciones.

111.1.2.3.2 Contenido de agua (MC)

Luego del acondicionamiento de las peliculas, se cortaron pequefias muestras y se pesaron
antes y después del secado en estufa a 105°C durante 24 h (ASTM D644-99, 2004). Los
valores de contenido de humedad (MC) se calcularon como el porcentaje de pérdida de
peso con respecto al peso original. Las determinaciones se realizaron por triplicado para

cada pelicula.

111.1.2.3.3 Color

El color de las peliculas se determind con un colorimetro Kénica Minolta Chroma Meter
CR-400 (Kdnica Minolta Chroma Co., Osaka, Japon). Se utilizé la escala de color CIE-Lab
para medir luminosidad (L*: 0 = negro, 100 = blanco) y cromaticidad (a*: +a = rojo, -a =
verde; b*: +b = amarillo, -b = azul), que se esquematiza en la Figura IIl.1.1. El colorimetro
fue calibrado usando una placa estandar blanca con coordenadas de color de L*qssndar =
97,55, a*cstandar = 0,14 y b*estangar = 1,73 proporcionado por Minolta. El color de las peliculas
se midiod colocandolas sobre la superficie de esta placa estandar y la diferencia de color
total (AE *) se calculé mediante la siguiente ecuacion:

DE* = [(*peticuia = L¥estindar) ~ + (@%pelicula - @%estindar) - + (D*peticuls = D*estindar) 107
Ecuacién lil.1.1

Donde: AE: diferencia total de color entre la muestra y la placa estdndar. Pardmetros
CIE-Lab L*: luminosidad, a* y b*: cromaticidad, de la muestra y de la placa estandar.

Los valores se expresaron como el promedio de nueve determinaciones en diferentes

areas de cada pelicula.
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Blanco
+L*

Verde {

Negro

Figura Ill.1.1 Representacidn grafica del espacio de color segln la escala CIE L*a*b*.

111.1.2.3.4 Espectro de absorcidn de luz visible

Cada muestra de pelicula se cortdé en una pieza rectangular y se colocé directamente en
una celda de espectrofotometro. Se obtuvo un espectro de absorcidn de luz visible de cada
pelicula en funcidn de la longitud de onda (Beckman DU650, Alemania). Las mediciones se
realizaron utilizando una celda vacia como referencia. Las determinaciones se realizaron

por triplicado.

111.1.2.3.5 Permeabilidad al vapor de agua (WVP)

Las determinaciones de permeabilidad al vapor de agua se llevaron a cabo de acuerdo
segln el método ASTM E96-00 (ASTM, 2004) con algunas modificaciones. Las peliculas se
colocaron sobre un &rea circular de 0,00185 m” en una celda de permeacién que se
almacend a 20°C en desecadores (Figura I11.1.2). La fuerza impulsora a través de la pelicula,
expresada como el gradiente de presidn parcial de vapor, fue de 1753,35 Pa. Para
mantener dicha fuerza impulsora se colocé silice anhidra (0% HR() dentro de la celda y una
solucién saturada de NaCl (75% HRp) en el desecador. La humedad relativa dentro de la
celda fue siempre menor que la del desecador, por lo que la permeacion de vapor de agua
a través de la pelicula fue determinada por la ganancia de peso en la celda de permeacidn.
Luego de alcanzar el estado estacionario (aproximadamente 1 h), se realizaron 8
determinaciones de peso de la celda de permeacion durante 8 h. Los cambios en el peso
de la celda en funcién del tiempo fueron registrados y graficados. Se determind la
pendiente del grafico obtenido por medio de regresién lineal. La permeabilidad al vapor de

agua se calculd segln la Ecuacién [11.1.2.
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WVP = [(Am/At / (PVizo X (HRo - HR().A)] x d Ecuacién M1.1.2

Donde: WVP = permeabilidad al vapor de agua (gu»0.Pa 1t m'l); Am/At: velocidad de
permeacién del vapor de agua (g H,O s'l); Pvih,o = presion de saturacién del vapor de agua
a la temperatura de ensayo (2339,27 Pa a 20°C); RHp -RH¢ = gradiente de humedad relativa
a través de la pelicula (0,75); A = drea de permeacion (m?); y d = espesor de la pelicula (m).
Cada valor de WVP corresponde al valor medio de dos muestras tomadas de diferentes

peliculas obtenidas de la misma dispersidn filmogénica.

Figura 11.1.2. Equipamiento empleado para medir permeabilidad al vapor de agua. A. celda de
permeabilidad con silica en su interior (0% HR.). B. Celda de permeabilidad ubicada en el
interior de la cdmara de permeabilidad que contiene solucién saturada de NaCl (75% HRp).

111.1.2.3.6 Solubilidad en agua (S)

La solubilidad en agua de las peliculas se determind segun describié Gontard y col. (1994)
con algunas modificaciones. Tres circulos de las peliculas se pesaron (didmetro = 2 cm;
~0,03 a 0,05 g) y se sumergieron en 50 ml de agua destilada. Se agitaron a 100 rpm
durante 24 horas a 20°C (Ferca, modelo TT400, Argentina). Los restos de las peliculas que
no se disolvieron en agua se separaron filtrando sobre papel Whatman n° 1 (previamente
secado y pesado) y se secaron a 105°C durante 24 h. La solubilidad de la pelicula en agua

(S, en %) se calculd segun la ecuacidn 111.1.3.
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S = [(Po (100. MC)) - P{]. 100 / [Po. (100 - MC)] Ecuacién I11.1.3

Donde Py = peso inicial de la pelicula (g); P = peso final de la pelicula seca (g); MC =
contenido de agua (%).

Las determinaciones de solubilidad en agua se realizaron por triplicado.

111.1.2.3.7 Temperatura de transicion vitrea (Tg)

La temperatura de transicién vitrea de las peliculas se determindé mediante calorimetria
diferencial de barrido (DSC) usando un calorimetro TA 2010 Q100 v9.8 Build 296 (TA
Instrument, New Castle, Delaware, EE.UU). La calibracion de la temperatura y el flujo de
calor del equipo se llevaron a cabo de acuerdo con métodos de ASTM, utilizando indio y
los acidos ldurico y estedrico como estandares. Se prepararon cdpsulas de aluminio con
aproximadamente 5 mg de pelicula, se sellaron herméticamente y se escanearon a
10°C/min en el rango de -80 a 150°C. La temperatura de transicion vitrea (Tg, en °C) se
definié como el punto de inflexion de la linea de base causada por la discontinuidad del
calor especifico de la muestra (ASTM D3418-03, 2004), y se calculé utilizando el software
de analisis universal V4.2E (TA Instruments, New Castle, Del., EE.UU.). Las determinaciones

se realizaron al menos por duplicado.

111.1.2.3.8 Propiedades mecanicas

Se determinaron las propiedades mecanicas en ensayos de traccidon, de acuerdo a la
norma ASTM (2004), empleando un texturémetro (TA.XT2i, Stable Micro Systems,
Inglaterra), equipado con un sistema de mordazas para tensién A/TG y acoplado a un
software especifico (Texture Expert V.1.22, Stable Micro Systems, Inglaterra) (Figura I11.1.3
A). Se utilizaron probetas de peliculas de 70 mm de longitud y de 6 mm de ancho. La
separacion inicial de las mordazas se fijé6 en 50 mm y la velocidad de separacién de las
mismas a 0,4 mm/s. Las mediciones se realizaron a una temperatura controlada de 20°C.
Las curvas de fuerza (N) en funcién de la distancia (mm) fueron registradas por el software.
Las propiedades mecanicasse calcularon a partir de la curva de tension (o=fuerza/érea
transversal de la pelicula) vs. deformacion (e=porcentaje de elongacién respecto de la
separacion inicial de mordazas). En la Figura 1l.1.3 B se muestra una curva a modo de
ejemplo. De las mismas se obtiene la resistencia a la traccién al momento de ruptura (o,),

la elongacién a la rotura (g;) y el médulo de Young (E) como la pendiente de la recta
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tangente a la curva tensidn-deformacién en su seccién lineal inicial (a bajas
deformaciones). Los valores informados son el promedio de al menos doce repeticiones

tomadas de diferentes peliculas para cada formulacidn.
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Figura 11I.1.3. A. Dispositivo empleado en el ensayo de traccién. B. Curva tensién vs.
deformacién para una pelicula proteica, en donde se pueden observar los parametros
evaluados: tension a la ruptura (o,), elongacién a la rotura (g,), y médulo de Young (E).

111.1.2.4 Respuesta de las peliculas a los cambios de pH

Cada pelicula se enfrenté a medios liquidos, semisdlidos y gaseosos, acidos y alcalinos: i)
colocando una gota de HCl 2 M o NaOH 2 M directamente sobre las peliculas; ii) colocando
las peliculas en contacto con geles de gelatina a pH = 2,5, y 11 (preparados a partir de
dispersiones al 7,5% p/v); y iii) exponiendo las peliculas a atmdsferas gaseosas generadas
por acido acético glacial (C,H,0,, pKa ~ 4,8, Anedra, Argentina) y amoniaco (NHs, pKa ~ 9,3,
Anedra, Argentina). La respuesta de las peliculas frente a los cambios de pH fue registrada
fotografiando con una camara digital (Kodak M853, EE.UU.) a las peliculas antes y después
de haberlas puesto en contacto con los medios ensayados, y midiendo los parametros de

color en los mismos momentos, segln se describié en la seccién 111.1.2.3.3.
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111.1.2.5 Analisis estadistico

Todos los resultados se expresaron como valor medio + desviacién estdndar y fueron
analizados mediante andlisis de varianza (ANOVA). Se utilizaron dos factores -pH y la
presencia de indicador acido-base-, en tres y cuatro niveles respectivamente (pH: 2, 6 y 11;
peliculas: G, G+NM, G+RN y G+VBC). Las medias fueron evaluadas por el test de Tukey de
las minimas diferencias significativas para comparacién de pares, con un nivel de
significacién a=0,05 utilizando el software Statgraphics Plus versién 5.1 (Statgraphics,

EE.UU.).

111.1.3 Resultados y discusion

111.1.3.1 Apariencia y propiedades opticas de peliculas
Todas las peliculas de gelatina preparadas con o sin el agregado de los indicadores
acido-base a pH: 2, 6 y 11 resultaron homogéneas, delgadas, flexibles y transparentes. La

Figura Ill.1.4 muestra su apariencia visual.

pH: 2 H: .szli
- ooo
~ H o
- HH D
- OHE

Figura 1l1.1.4. Apariencia visual de las peliculas de gelatina control (G) y con agregado de
naranja de metilo (G+NM), rojo neutro (G+RN) y verde de bromocresol (G+VBC) a pH: 2,6y 11.

Las peliculas de gelatina control (G) resultaron incoloras para todos los pH ensayados. La

adicion de naranja de metilo (NM), rojo neutro (RN) y verde de bromocresol (VBC) a las
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formulaciones permitié obtener peliculas con colores bien definidos dependientes del pH
de las dispersiones filmogénicas (2, 6, y 11) y concordantes con la coloracién propia del

colorante a cada pH (Tabla 111.1.1)

Tabla 1ll.1.2. Pardmetros de color CIE-Lab de las peliculas de gelatina control (G) y con
agregado de naranja de metilo (G+NM), rojo neutro (G+RN) y verde de bromocresol (G+VBC) a

pH: 2,6y 11.

Peliculas pH L* a* b* AE*

2 94,41 40,212 -0,79 + 0,06 2,100,172 2,06 +0,12*

G 6 93,35+0,552*  -0,94 + 0,072 2,70+0,612*  1,85+0,52%
11 93,87 40,582 -1,07 + 0,072 2,05+0,117*  2,64+0,22°"

2 80,30+0,502"  26,50+0,042/  61,70+1,622" 11,8 +0,09""

G+NM 6 79,67+0,282"  17,11+0,26”Y  65,27+0,08"¥ 11,30 + 0,05
11 47,02+0,29"Y  5834+0,377"  -417+0,18" 2,410,297

2 50,63+0,722"  58,01+0,522*  4,64+0,372"  548+0,17""

G+RN 6 62,69 +0,64°°  23,12+0,92°%  2585+0,49"%  518+0,17"*
11 64,93+0,987*  16,81+0,857*  20,32+0,74”* 3,250,107

2 91,53+0,462™  -573+0,022™  31,57+0,842" 6,18+0,13"

G+VBC 6 57,41+0,23°™  -10,66+1,13”"  -32,33+1,89”" 12,94+ 0,50°*
11 43,33 +1,24™  .521+0,42°"  -47,01+0,487" 14,63 + 0,097

Los valores informados de cada pelicula de gelatina son el promedio * la desviacidn estandar. Diferentes letras (a, b,
¢, d) en la misma columna indican diferencias significativas (p <0,05) entre los diferentes pH de la dispersidn
filmogénica para la misma formulacidn, segun el ensayo de Tukey. Diferentes letras (w, x, y, z) en la misma columna
indican diferencias significativas (p <0,05) entre los diferentes indicadores acido-base para el mismo pH de la
dispersion filmogénica, segun el test de Tukey

Los parametros de color y los espectros de absorcion de luz visible de las peliculas

estudiadas se muestran en la Tabla II.L1.2 y la Figura IIl.1.5 respectivamente.

Independientemente del pH de las dispersiones filmogénicas, las peliculas de gelatina

control (G) mostraron una alta luminosidad (L*), ausencia de color (valores bajos de a*, b*
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y AE *) (p>0,05) y presentaron valores de absorbancia muy bajos en sus espectros de
absorcion de luz visible (datos no mostrados). Sin embargo, estas peliculas proteicas
adquirieron una coloracién especifica con la adicién de los indicadores acido-base a las
formulaciones, que se caracterizé por diferentes valores de a* y b*, y valores de L*
significativamente menores que las peliculas control G (p <0,05) (Tabla 111.1.2.).

Los espectros de absorcidon de las peliculas coloreadas mostraron picos a diferentes
longitudes de onda en el rango visible, que se relacionan con sus respectivos colores. Las
peliculas G+NM resultaron de color naranja a pH 2, de color amarillo a pH 6, y purpura a
pH 11, con maximos de absorcion (Amns) @ 510 nm, 430 nm y 570 nm en sus respectivos
espectros (Figura 111.1.5.A). Cabe destacar que el cambio de coloracion verificado en las
peliculas con NM a pH alcalino no se informa en la literatura citada (Sabnis, 2007). Por su
parte, las peliculas G+RN resultaron de color amarillo a pH 11, y purpura en pH<6, con Anix
a 460 nm y 520 nm en sus respectivos espectros visible (Figura 111.1.5.B). Cabe destacar que
las peliculas G+RN preparadas a pH 2 mostraron mayores valores de absorbancia y una
mayor intensidad en el color observado (con valores mads altos de a* y los valores mas
bajos de b*) que las preparadas a pH 6. Las peliculas G+VBC resultaron con un color
amarillo tenue a pH 2 y un color azul a pH 6 y 11, con maximos de absorcién en 440 nm y
620 nm respectivamente (Figura 111.1.5.C). Para este indicador, las peliculas a pH 11
mostraron una coloracién mas intensa que las de pH 6, esto se evidencia por un aumento
de su pico de absorcidn de luz visible, un valor mas negativo del parametro b* y un mayor
valor de AE*. La coloracidon de las peliculas podria ser considerada como un atributo
adicional para algunas aplicaciones comerciales. Algunos de estos materiales pueden
actuar como barreras a la luz visible pudiendo servir como proteccion de productos

alimenticios susceptibles de oxidacion (Cian y col., 2014).
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Figura I11.1.5. Espectros de absorcién de luz visible (400-800 nm) de peliculas de gelatina con
agregado de naranja de metilo (A), rojo neutro (B) y verde de bromocresol (C) apH 2,6,y 11.

111.1.3.2 Respuesta de las peliculas aditivadas con colorantes sintéticos a los cambios de
pH

La Figura lll.1.6 muestra la respuesta de todas las peliculas desarrolladas cuando se las
colocd en contacto con medios acidos y alcalinos, liquidos, semisélidos y gaseosos. Este
ensayo permitio verificar la capacidad de estas peliculas para detectar cambios de pH,
simulando que estos cambios pueden ocurrir en un alimento liquido o semisdlido, o en el
espacio de cabeza de un envase de alimentos como el resultado de productos
provenientes de reacciones de deterioro de los alimentos. Por lo tanto, los materiales
podrian informar indirectamente la calidad del producto durante su almacenamiento y su

distribucion hasta ser consumido.
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I11.1 Peliculas proteicas aditivadas con indicadores dcido-base sintéticos

Todos los cambios de color que se observan en la Figura 1ll.1.6, resultaron reversibles y
fueron confirmados por medidas colorimétricas. Los parametros de color L*, a*, b* se
muestran en la Tabla lll.1.3 A, By C para (G+NM), (G+RN) y (G+VBC) respectivamente.

Las peliculas de gelatina incorporadas con NM, RN, y VBC modificaron su color después de
estar en contacto con soluciones acidas o alcalinas de HCl o NaOH respectivamente,
atmésferas gaseosas de acido acético o amoniaco, y geles de gelatina a pH 2,5y 11; a
excepcion de aquellos en los que el pH del medio y la pelicula fueron similares. En las
respuestas frente a los medios liquidos y gaseosos de diferente pH, los cambios de
coloracién fueron notables e inmediatos, pero menos evidentes y mas lentos en los
medios semisélidos. La cinética de viraje de los indicadores acido-base frente a los medios
semisolidos resulté mas lenta, lo que probablemente pueda atribuirse a limitaciones en los
procesos difusivos.

La Figura lll.1.6. muestra los cambios de color de las peliculas G+NM después de estar en
contacto con los diferentes medios a distintos pH. Las peliculas obtenidas a pH 6
resultaron inicialmente amarillas, pero cambiaron su coloracién a naranja o purpura con
una gota de soluciones de HCl o NaOH, respectivamente. Se observéd el mismo
comportamiento cuando las peliculas se expusieron a atmdsferas gaseosas dacidas o
alcalinas. Cabe destacar que la atmédsfera gaseosa acida producida por el acido acético no
alteré el color de la pelicula de color amarillo a pH 6, sin alcanzar el color naranja
caracteristico de NM en medio acido y tomo color purpura a pH 11. Esto podria atribuirse
al pKa del acido acético (pKa ~ 4,8) que es mayor que el pH en el que NM se convierte en
su forma acida (pKa = 3,7). Las peliculas a pH 6 y 11 en contacto con el medio semisélido a
pH 2,5 viraron a la coloraciéon amarilla obtenida por las peliculas a pH acido, en lugar de Ia
coloracién naranja esperada. Esto podria atribuirse a la difusién del indicador hacia el gel
durante el ensayo. Mientras frente a los medios semisdlidos a pH 11, las peliculas a pH 6
llegaron a la coloracion purpura, pero las peliculas de pH 2 tomaron color amarillo.
Pareciera que estas peliculas en medio 4cido no lograron alcanzar el pH del gel o que sus
caracteristicas estructurales favorecieron la difusion del indicador, de acuerdo con las

observaciones anteriormente mencionadas.
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G+ NM
Respuestaa:

Medio liquido acido (HCI)

Medio liquido basico (NaOH)

Medio gaseoso acido

(C2H402)

Medio gaseoso hasico

(NH;)

Gel de gelatinaa pH: 2.5

Gel de gelatinaa pH: 11

Figura 111.1.6. Respuesta de peliculas de gelatina con agregado de naranja de metilo (G+NM)
luego de estar en contacto con medios liquidos, gaseosos y semisdlidos a diferentes pHs.

En la Figura Ill.1.7 se muestra como las peliculas G+RN modifican su coloracién con los pH
y los distintos medios ensayados. Las peliculas modificaron su coloracién mediante el
agregado de una gota de 4acido o de dlcali, o cuando fueron sometidos a atmésferas
gaseosas acidas o alcalinas. Como se sefald anteriormente, los cambios de color en las
peliculas fueron menos evidentes cuando se ponen en contacto con los medios
semisolidos, a diferentes pH.

Las peliculas G+VBC mostraron un comportamiento similar al de las peliculas de G+RN
(Figura 111.1.8). Estas cambiaron su color inmediatamente después de estar en contacto
con medios liquidos y gaseosos, acidos y alcalinos. Estos cambios de color resultaron
notables ya que las peliculas se volvieron de un amarillo tenue (en medio acido) a azul (a
pH neutro o alcalino) o viceversa, siendo estos cambios menos evidentes cuando se

pusieron en contacto las peliculas con medios semisélidos.
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pH: 2

pH: 11

G+RN

Respuestaa:

Medio liquido acido (HCI)

Medio liquido basico (NaOH)

Medio gaseoso acido
(C2H402)

Medio gaseoso basico
(NH;)

Gel de gelatinaa pH: 2.5

Gel de gelatinaa pH: 11

Figura lll.1.7. Respuesta de peliculas de gelatina con agregado de rojo neutro (G+RN) luego de
estar en contacto con medios liquidos, gaseosos y semisdlidos a diferentes pHs.

59



I11.1 Peliculas proteicas aditivadas con indicadores dcido-base sintéticos
pH: 2 pH: 11
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Figura I1l.1.8. Respuesta de peliculas de gelatina con agregado de verde de bromocresol
(G+VBC) luego de estar en contacto con medios liquidos, gaseosos y semisdlidos a diferentes
pHs.

El crecimiento microbiano a menudo influye en el pH de los alimentos envasados y/o de su
entorno debido a los metabolitos producidos por los microorganismos, por ejemplo acido
lactico, sulfuro de hidrégeno y aminas volatiles (Biji y col., 2015; Han y Scanlon, 2005;
Kerry y Butler, 2008). Estos materiales podrian indicar estos cambios de pH a través de un
cambio en su coloracidn, e informar a los productores, vendedores y consumidores sobre

la calidad y seguridad de los alimentos envasados.
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Tabla I1l.1.3.A Variacidn de los parametros de color de las peliculas de gelatina con agregado de naranja de metilo (G+NM) a pH:

medios liquidos, gaseosos y semisélidos a distintos pH.

Respuesta frente a :

G +NM
Medio liquido acido
Medio liquido bdasico
Medio gaseoso acido

Medio gaseoso basico
Gel de gelatina pH: 2,5
Gel de gelatina pH: 11

L*
85,9 +2,1%
69,7+0,8""
79,7+0,3%
63,5+1,0%
88,5+0,7*
79,7+0,3"

pH 2
2%
35,1+0,9%
39,61+0,8°"
17,1+0,3
30,6+2,3%
-6,8+0,2°"
-5,6+0,2°

b
68,9+2,0%
30,1+0,8""
65,3+0,1"
27,1+1,4*N
88,9+0,7%
66,2+0,7

I11.1 Peliculas proteicas aditivadas con indicadores dcido-base sintéticos

L*
82,2+0,2°"
76,6+0,6
88,9+1,4™
70,1+0,6%
75,7+0,4"*
81,240,1%

pHG6
a*
8,8+ 0,5
12,7+ 0,7%
-9,6+0,1%
23,2+ 0,9%
-4,6+ 0,3
-4,9+0,2°"

b
77,5+ 0,8"
55,4+ 2,9"
62,9+ 0,4%
33,2+ 0,4%"
66,3+ 0,2
60,8+1,1"

L*
50,9+ 0,9
54,9+ 1,5
86,2+ 0,1
55,1+ 0,9
79,4+ 0,4
60,2+ 1,9

2, 6y 11 en contacto con

pH 11
2%
50,0+ 1,7
50,5+ 1,4
7,5+ 0,1°Y
58,5+ 0,7%
-5,9+ 0,27V
63,1+ 0,7%

b*
-20,1+ 0,3
26,2+ 0,57
66,8+ 1,3"
-2,2+0,6”
65,5+ 0,4
41,0+ 0,79

Tabla 111.1.3.B Variacién de los pardmetros de color de las peliculas de gelatina con agregado de rojo neutro (G+RN) a pH: 2, 6 y 11 en contacto con medios

liquidos, gaseosos y semisolidos a distintos pH.

Respuesta frente a :

G +RN
Medio liquido acido
Medio liquido basico
Medio gaseoso acido
Medio gaseoso basico
Gel de gelatina pH: 2,5
Gel de gelatina pH: 11

L*
42,140,1%
55,4+0,6
52,7+0,3%
68,8+0,7"7
50,3+0,7
46,5+0,9"

pH 2

2%
63,1+0,9"
41,5+0,7""
51,7+0,3%*
28,7+1,3"
50,3+0,7%
43,6+0,97

b*
-5,140,3"
22,7+0,9
6,6+0,4%
45,3+0,7"
-6,1+0,1%/

4,8+0,5

L*
57,9+0,8%"
67,5+0,5%
62,2+0,9""
86,3+0,2%Y
65,8+0,6
62,7+0,6""

pH6
%
45,2+0,4%
31,9+0,1%
49,9+0,4"
-0,9+0,4°
48,5+0,6%"
13,7+0,2°Y

b
5,9+0,5
31,9+0,9
6,3+0,5""
53,8+0,7%
19,7+0,2°Y
43,3+0,5%"

L*
64,5+0,3%
79,7+0,1
71,3+0,6""
85,9+0,6%"
64,9+0,9°
80,5+0,1%

pH 11
2%
18,1+0,5%"
5,2+0,1
32,6+0,4"7
3,5+0,2%
16,8+0,8%"
7,2+0,1

b*
16,1+0,5"
54,9+0,5"
13,540,67
26,6+0,6"
20,3+0,7"
47,5+0,4%"
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I11.1 Peliculas proteicas aditivadas con indicadores dcido-base sintéticos

Tabla 111.1.3.C Variacién de los parametros de color de las peliculas de gelatina con agregado de verde de bromocresol (G+VBC) a pH: 2, 6y 11 en contacto

con medios liquidos, gaseosos y semisdlidos a distintos pH

G +VBC
Medio liquido acido
Medio liquido basico
Medio gaseoso acido

Medio gaseoso bdsico

Respuesta frente a :

Gel de gelatina pH: 2,5

Gel de gelatina pH: 11

L*
92,7+0,7%
80,5+0,97
87,8+1,3%
70,3+0,1°*
95,2+0,5"

69,0+0,3%

pH 2
2%
-6,9+0,02%
-9,5+0,1%"
-6,3 +0,27*
-11,740,1%"
-7,7+0,01%

-10,6+0,3"*

b*
43,6+0,3%"
15,7+0,5°"

32,9+0,05%

-28,8+0,1%Y
44,6+0,5°*

23,5+0,3%*

L*
78,4+0,8%

70,3+0,7°Y -14,3+0,6"* -332+1,7°*

79,2+0,47
73,5+0,4%"
72,9+0,7%

59,2+0,2*"

pH6
a*

-8,7+0,08%

-13,0+0,1*
-12,8+0,2"
-8,0+0,6%

-12,240,2N

b*
15,1+0,8%

3,7+0,3%*
-26,7+0,5"
34,4+0,3"

-40,8+0,2%"

L*
93,7 +1,7%
60,5 + 2,1
90,5 +0,6%
73,3 +2,3%
88,7 +3,1%

483+ 1,17

pH 11

2%
-8,9 +0,03%
11,4+ 0,7°V
-5,0 + 0,05
-10,1 0,9
-4,9+1,1%

-13,5+ 0,47

b*
33,9+0,97
-10,1+0,3"*
20,9 +1,1%
-30,2 + 0,57
27,8+ 2,19

-54,5 £ 0,2°

Los valores informados de cada pelicula de gelatina son el promedio * la desviacion estdndar (n = 9). Diferentes letras (a, b, ¢, d) en la misma columna indican diferencias significativas (p
<0,05) entre los diferentes indicadores acido-base para el mismo pH de la dispersidn filmogénica, segln el test de Tukey. Diferentes letras (w, X, y, z) en la misma columna indican diferencias
significativas (p <0,05) entre los diferentes pH de la dispersion filmogénica para la misma formulacién de pelicula para cada parametro, segun el test de Tukey.
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I11.1 Peliculas proteicas aditivadas con indicadores dcido-base sintéticos

111.1.3.3 Efecto de la presencia de los indicadores acido-base sintéticos y del pH de la

dispersion filmogénica sobre las propiedades fisicoquimicas de las peliculas resultantes

Independientemente de la presencia de los indicadores en las formulaciones, el pH de las
dispersiones filmogénicas afecta el estado y la conformacidn de las proteinas. Por lo tanto
afecta a las interacciones que pueden producirse durante la formacion de la pelicula entre
las cadenas polipeptidicas y entre las proteinas y los otros componentes de la formulacién.
Las interacciones proteina-proteina implicadas en la estabilizacién de la matriz polimérica
determinan el grado de entrecruzamiento y el caracter hidréfilo-hidréfobo de las peliculas,
y se correlacionan con sus propiedades fisicoquimicas, mecanicas y propiedades de
barrera (Mauriy Afidn, 2006 y 2008). En la Tabla 11l.1.4 se muestra el espesor, el contenido
de agua (MC), la solubilidad en agua (S), la permeabilidad al vapor de agua (WVP) y la
temperatura de transicion vitrea (Tg) de las peliculas desarrolladas. No se observaron
modificaciones en los espesores de las peliculas (= 50 pm) con la adicién de indicadores
acido-base utilizados (p> 0,05) ni con el pH de la dispersion filmogénica (p> 0,05). El
contenido de agua de las peliculas control (G) fue de =20%. La adicién de NM y RN en las
formulaciones disminuyd significativamente el contenido de agua de las peliculas
resultantes (G+NM y G+RN) (p <0,05) en todos los pH estudiados, mientras que la
incorporacién de VBC no modificd su contenido de agua respecto a las peliculas G (p>
0,05). La variacion en el pH sélo modificd significativamente (p <0,05) el contenido de
humedad de las peliculas G y G+VBC. En ambos casos, las peliculas obtenidas a pH 6
presentan los mayores contenidos de humedad (p <0,05).

Las peliculas control (G) mostraron valores de solubilidad en agua entre el 37 y el 49%
dependiendo del pH de las dispersiones filmogénicas. Estos valores resultaron mas bajos
gue otros valores informados en la literatura para peliculas de gelatina (Hanani y col.,
2012). La adicion de los indicadores acido-base en las formulaciones causé diferentes
efectos sobre la solubilidad en agua de las peliculas obtenidas. NM provocd una
disminucién significativa (p <0,05) en la solubilidad en agua de las peliculas resultantes,
siendo este efecto mds alto a pH 11 (disminuye =60%) que a pH 2 y 6 (disminuye =40%).
RN no afectd a la solubilidad en agua de las peliculas de gelatina (p> 0,05) y VBC resulto
con comportamientos diferentes en la solubilidad en agua en funcién del pH de las

soluciones filmogénicas de las peliculas: aumentando =25% a pH 11 (p> 0,05), y
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disminuyendo = 40% a pH 6 (p> 0,05), sin modificarlo a pH 2 (p <0,05). Las peliculas de
gelatina de control y con los colorantes NM y RN a pH acido fueron mas solubles en agua
que las obtenidas a pH neutro o alcalino (p <0,05). Pero aquellas con VBC mostraron
solubilidades en agua similares a pH 2 y 11, y valores mas altos a pH 6 (p <0,05). Estos
resultados sugieren diferentes grados de entrecruzamiento proteico que dependen de la

presencia de los indicadores acido-base y del pH de las dispersiones filmogénicas.

Tabla I11l.1.4 Espesor, contenido de humedad (MC), solubilidad en agua (S), permeabilidad al
vapor de agua (WVP) y temperatura de transicidon vitrea (Tg) de las peliculas de gelatina
control (G) y con agregado de naranja de metilo (G+NM), rojo neutro (G+RN) y verde de
bromocresol (G+VBC) a pH 2,6y 11.

Espesor WvP.10" Tg
Pelicula pH MC (%) S (%)

(um) (gH,0/s.m.Pa) (°C)
2 49,5+3,97% 19,240,557 49,6+1,6” 7,63+0,84 -7,9+0,7
G 6 51,0 3,07 22,1+0,6" 37,6+2,7"" 6,54+0,34 -63+20"
11 47,8 +3,4* 21,5403 376+18" 7,96+0,36™* -68+0,7
2 45,4 £2,2°*  169+0,8”% 30,7+2,9°* 8,28+0,86" -7,3+1,07
G+NM 6 48,1+2,3" 16,3+0,5°% 23,2+1,4°Y 7,00£0,96 -51%0,5"
11 51,1+3,0 17,3+0,3”* 152+0,1°* 6,71+0,19 -6,9+0,5
2 49,7 3,3 17,4+0,6”* 53,5+4,4”* 890+0,94% -7,7+0,5"
G+RN 6 50,2+1,8° 17,5+1,1”* 38,1+1,9" 8,83+0,75 -57+1,2°
11 50,7 +1,9° 16,5+0,1”* 34,1+1,0"" 858+0,78°/* -6,7+0,1%
2 46,0 2,1 20,5+0,7* 51,3+0,97° 9,12+0,13"Y -6,2+1,1%
G+VBC 6 49,5+3,7% 233+12% 21,5+0,5" 8,62+0,25 -4,2+0,5"
11 49,4 6,57 20,3+0,2* 49,8456 9,90+0,707" -6,5+1,1%

Los valores informados de cada pelicula de gelatina son el promedio * la desviacion estandar (n = 9 para espesor; n
= 3 para MC, Sy WVP; n = 2 para Tg). Diferentes letras (a, b, ¢, d) en la misma columna indican diferencias
significativas (p <0,05) entre los diferentes pH de la dispersion filmogénica para la misma formulacion, segun el
ensayo de Tukey. Diferentes letras (w, X, y, z) en la misma columna indican diferencias significativas (p <0,05) entre
los diferentes indicadores acido-base para el mismo pH de la dispersion filmogénica, segun el test de Tukey
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No se observaron diferencias significativas (p> 0,05) en la permeabilidad al vapor de agua
(WVP) de las peliculas (= 8,2.10-11 g H20 s-1 m-1 Pa-1) con la adicién de los indicadores
acido-base o cambiando el pH de las dispersiones filmogénicas; a diferencia de los
resultados obtenidos de solubilidad en agua y contenido de humedad.

Las propiedades mecanicas de las peliculas de gelatina desarrolladas se presentan en la
Figura 111.1.9. Las peliculas control (G) mostraron moderada resistencia a la traccion,
modulo elastico, y elongacion a la rotura. Estas propiedades se vieron afectadas tanto por
la presencia y el tipo de indicador 4cido-base (p <0,05) como por el pH inicial de la
dispersion filmogénica (p <0,05). La incorporacion de NM o RN en las formulaciones
mejoré las propiedades mecanicas de estos materiales. Estas peliculas coloreadas
mostraron una mayor resistencia a la traccién y modulo de Young, aunque una menor
elongacion a la rotura que las peliculas control (G) (p <0,05). Estas mejoras fueron mas
notorias a pH neutro y alcalino que a pH acido (p <0,05). Las peliculas G+RN mostraron las
mejores propiedades mecanicas de las peliculas desarrolladas. En particular, la adicion de
RN a las dispersiones de gelatina a pH 11 resulté en un marcado aumento de resistencia a
la traccion (=400%) y del mddulo de Young (=2000%) (p <0,05), en detrimento de su
elongacion a la rotura (=40% de disminucidn) (p <0,05). Ademas, las peliculas G+VBC
obtuvieron propiedades mecanicas similares respecto a las peliculas control (p> 0,05).
Cabe sefialar que las peliculas de gelatina con o sin los indicadores acido-base obtenidas a
pH 6 y 11 mostraron una mayor resistencia a la tracciéon que las preparadas a partir de
dispersiones filmogénicas acidas (p <0,05). Estos resultados sugieren que los indicadores
acido-base estudiados, con diferentes estructuras quimicas (mostradas en la Tabla 111.1.1),
podrian interactuar de manera diferente con la matriz proteica. La adicién de NM y RN a
las formulaciones parece favorecer el entrecruzamiento de las proteinas, dando lugar a
peliculas menos solubles en agua, con menor contenido de humedad vy sin afectar su
permeabilidad al vapor de agua. Mientras que la adicion de VBC no parece interferir en las
matrices proteicas obtenidas a pH 6 y 11, pero ejerce cierto efecto plastificante en las

peliculas acidas.
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Figura 111.1.9 Propiedades mecanicas de las peliculas de gelatina control (G) y con agregado de
naranja de metilo (G+NM), rojo neutro (G+RN) y verde de bromocresol (G+VBC) a pH: 2 (7), 6
(®) y 11 (¥). A) Tension a la rotura (o,). B) Elongacion a la rotura (g,). C) Mddulo de Young (E).
Los valores informados de cada pelicula son los promedios + la desviacion estandar (n = 12). Diferentes letras (a, b,
¢, d) en la misma columna indican diferencias significativas (p <0,05) entre los diferentes indicadores acido-base
para el mismo pH de la dispersion filmogénica, segun el test de Tukey. Diferentes letras (w, %, y, z) en la misma

columna indican diferencias significativas (p <0,05) entre los diferentes pH de la dispersidn filmogénica para la

misma formulacién de pelicula, segun el ensayo de Tukey.

Las temperaturas de transicion vitrea (Tg) de las peliculas estudiadas se presentan en la
Tabla 1ll.1.4. Todas las peliculas mostraron sélo un valor de Tg lo que da indicio de la
homogeneidad de las peliculas obtenidas (Tapia-Blacido y col., 2007). Ni la presencia de los

indicadores 4cido-base, ni el pH de las dispersiones filmogénicas modificaron la Tg de los
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materiales (p> 0,05), excepto para las peliculas G+NM y G+VBC a pH 6 que mostraron una
Tg ligeramente mayor que las peliculas de control (p <0,05). Estos resultados no muestran
el entrecruzamiento o el posible efecto plastificante sobre la matriz proteica sugerido
anteriormente en el analisis de contenido de humedad, solubilidad en agua y propiedades
mecanicas de las peliculas. Las diferencias en el contenido de humedad de las peliculas
también esta afectando el valor de Tg. Estos resultados sugieren que las moléculas de NM
y RN podrian estar actuando como entanglements fisicos y/o quimicos que no modifican

la movilidad de las cadenas polipeptidicas.

[11.1.4 Conclusiones

Se formaron peliculas de gelatina, capaces de indicar cambios en el pH del medio a través
de la adicién de indicadores acido-base sintéticos a su formulacidn: naranja de metilo, rojo
neutro y verde de bromocresol. Todas las peliculas modificaron su color de forma
reversible cuando se colocaron en contacto con medios liquidos, gaseosos y semisdélidos a
diferentes pH, sin observarse interferencias de la matriz proteica. La adicién de estos
compuestos también modificé las propiedades fisicoquimicas de los materiales
resultantes. En particular, el agregado de naranja de metilo y rojo neutro a la formulacién
provoco un aumento en la resistencia mecanica y una disminucion en la solubilidad de las
peliculas resultantes, sin afectar su permeabilidad al vapor de agua y su capacidad de
respuesta frente a cambios de pH del medio al que se la expone, siendo estos efectos mads
pronunciados a pH neutros y alcalinos.

Estos materiales inteligentes, utilizados como envases de alimentos o recubrimientos,
podrian informar sobre la seguridad y calidad de los productos en sistemas cuyo modo de
deterioro es acompaiado por un cambio de pH del medio circundante, como es el caso del
crecimiento microbiano.

La evidencia de que la matriz proteica no interfirid con la decoloracién de los indicadores
acido-base al estar en contacto con un medio de pH diferente, motivd la evaluacién de
estos materiales en sistemas reales y la busqueda de colorantes de grado alimenticio que

pudieran sustituir a los sintéticos analizados en esta seccién.
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l11.2. Peliculas proteicas capaces de indicar deterioro
microbiano en carnes a través de su respuesta frente a

cambios de pH.

111.2.1 Introduccion

Estudios de la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacidon y Agricultura
(FAQ) estiman que a nivel mundial mas del 30% de los alimentos producidos para el
consumo humano se pierde o desperdicia durante su almacenamiento, distribucién y/o
consumo. Las mayores pérdidas corresponden a productos carnicos (30%), le siguen las
frutas y verduras (19%) y los productos lacteos (17%) (Buzby y col., 2014).

En particular, el deterioro de los productos cdrnicos se debe principalmente al desarrollo
microbiano y, en menor medida, a reacciones de protedlisis y autooxidacion lipidica. El
desarrollo de microorganismos de deterioro y/o patdgenos puede modificar las
propiedades fisicoquimicas, organolépticas y nutricionales de los productos contaminados
asi como también puede representar un problema de salud publica al ser capaz de causar
enfermedades transmitidas por alimentos (ETA’s) (Realini y col., 2014).

Por lo tanto, para disefiar un indicador de deterioro microbiano resulta necesario conocer
los metabolitos indicativos de la calidad del alimento. En los productos cdrnicos, los
metabolitos que se pueden utilizar como indicativos de calidad son glucosa, acidos
organicos (por ejemplo acido lactico), compuestos nitrogenados volatiles, aminas bidgenas
(como tiramina, cadaverina, putrescina e histamina), diéxido de carbono, productos de
degradacion del ATP y compuestos sulfurados.

Varios indicadores de deterioro microbiano han sido descritos (Han y col., 2005; Kerry y
col., 2006). En la mayoria de ellos se produce un cambio de coloracidon en el material
debido a la presencia de al menos uno de los metabolitos citados anteriormente
(Smolander, 2002; Realini y col., 2014).

Un indicador acido-base frecuentemente empleado en la industria carnica es el azul de
bromotimol para monitorear la formacion de didxido de carbono generado durante el
crecimiento microbiano. Gorski y col. (2011) incluyeron diferentes indicadores acido-base
como azul de xilenol, purpura de bromocresol, verde de bromocresol, rojo de cresol,

fenolftaleina, rojo de fenol, rojo de metilo, rojo neutro, alizarina, y combinaciones de ellos
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en peliculas de polietileno utilizadas para envasar pollo. Pacquit y col. (2007, 2006) y
Kuswandi y col. (2012 y 2014) desarrollaron indicadores capaces de monitorear aminas
voldtiles durante el deterioro de pescado agregando distintos indicadores (verde de
bromocresol, curcumina, amarillo de nitrazina, rojo de metilo, rojo cresol, rojo neutro y
rojo fenol) a distintas matrices poliméricas (por ejemplo acetato de celulosa, celulosa
bacteriana, polianilina y PET). Smolander (2002 y 2008) desarrolld un indicador de
deterioro basado en la reaccién entre el sulfuro de hidrégeno, un metabolito microbiano, y
la mioglobina para dar sulfomioglobina de color verde. Comercialmente existen etiquetas
(FreshTag®, COX Technologies) que indican presencia de aminas volatiles producidas por
deterioro de pescado (Hogan y Kerry, 2008). Como puede observarse, son muy pocos los
envases inteligentes con polimeros biodegradables.

Para lograr una aplicacion satisfactoria de los materiales inteligentes hay que encontrar la
combinacion alimento-indicador de deterioro adecuada. Con la intencién de verificar si las
matrices proteicas aditivadas con colorantes sintéticos desarrolladas lograban cambiar de
color frente a cambios de pH producidos por sistemas reales, se intentd inicialmente
disminuir los amplios rangos de viraje que presentan los indicadores acido-base. Las
mezclas binarias de estos indicadores acido-base podrian ser una alternativa para provocar
dicho efecto e incluso modificar el pH al cual se produce el viraje (Sabnis, 2007).

El objetivo de este capitulo fue desarrollar peliculas de gelatina con capacidad de
modificar su coloracién frente a cambios de pH a través del agregado de mezclas de
indicadores acido-base, evaluar su aplicacién como indicadores de deterioro microbiano
en carnes; y analizar el efecto que los aditivos producen sobre las propiedades

fisicoquimicas de las peliculas resultantes.

111.2.2 Materiales y métodos

111.2.2.1 Materiales

Como fuente proteica se utilizé gelatina bovina comercial (Royal, Kraft Foods Argentina) y
como plastificante, glicerol (Anedra, Argentina). Los indicadores dacido-base sintéticos
utilizados fueron: naranja de metilo (NM), rojo neutro (RN) y verde de bromocresol (VBC).
Para la evaluacién en sistemas reales, se utilizaron carnes de distinto origen: carne vacuna
(picada o entera), porcina (entera), de pollo (pechuga), y de pescado (merluza), adquiridas

en un comercio de la zona.
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111.2.2.2 Relacion entre recuento microbiano y pH de muestras carnicas almacenadas en

refrigeracion

Se prepararon discos (de 10 g) de carne vacuna entera y picada, porcina, de pollo, y de
pescado. Los discos de carne se colocaron en bolsas estériles para su almacenamiento
refrigerado a 4°C durante 4 dias. Se empled una bolsa estéril para cada muestra.
Diariamente se determind el pH de las muestras y se realizd el recuento de
microorganismos totales.

El pH en cada muestra de carne se determind empleando un pHmetro de puncién. Los
valores informados corresponden al promedio de nueve determinaciones sobre cada
muestra.

Para los recuentos microbianos, se adicionaron a los discos de carne 90 ml de buffer
fosfato salino estéril (PBS: 0,28M de cloruro de sodio, 5,4 mM de cloruro de potasio,
16 mM de fosfato de sodio dibdsico, y 3mM de fosfato de potasio monobasico; pH: 7,4) y
se los coloco en bolsas estériles para ser tratadas en Stomacher (modelo 400, Laboratory
blander, E.E.U.U.). Alli se homogeneizaron: 30 segundos a velocidad baja, 30 segundos a
velocidad normal y 60 segundos a velocidad alta. Se tomaron alicuotas del homogeneizado
y se realizaron diluciones seriadas para ser sembradas en placas de Petri con agar nutritivo
(Biokar, Argentina) bajo flujo laminar. Se tomaron 100 pl de las distintas diluciones y se
dispersaron sobre el agar con perlas de vidrio estériles. Las placas se incubaron 24 h a 37°C
en estufa. Se realizd el recuento de unidades formadoras de colonias (UFC) sélo en las
placas que contenian entre 30 y 300, y se calculé la cantidad de UFC presentes en 1 g de
cada muestra de carne estudiada. El ensayo se realiz6 durante 4 dias y se obtuvieron

valores por triplicado para cada tipo de carne estudiada.

111.2.2.3 Formacion de las peliculas

En esta seccion se trabajé con peliculas de gelatina preparadas de manera idéntica a la
técnica descripta en la seccién 111.1.2.2 pero utilizando también mezclas de los distintos
indicadores d4cido-base sintéticos. Tal como se describe en la Tabla 11l.2.1. Las mezclas
NM+VBC, RN+NM y VBC+RN se realizaron en diferentes proporciones 25:75, 50:50 y 75:25
(v/v). El pH de todas las dispersiones filmogénicas se ajustdé en 6. Un volumen de 10 ml de

. . , " 2 s .
cada dispersion se molded en placas de Petri (64 cm®) y se secé en estufa de convecciéon
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forzada (Yamato, DKN600, Estados Unidos) a 60°C durante tres horas. Las peliculas

resultantes fueron acondicionadas 48 h a 20°C y 58% HR previo a su caracterizacion.

Tabla lll.2.1. Composicidn de las dispersiones filmogénicas de gelatina con las distintas mezclas
de indicadores acido-base sintéticos.
Concentracion | Concentracion Glicerol

Mezcla de Proporcion de .
de gelatina (p/p respecto a pH
colorantes | colorantes (v/v) .
(p/v) gelatina)
NM+ RN 50:50
VBC+ RN 50:50
50:50 5% 25% 6
NM+ VBC 75:25
25:75

111.2.2.4 Caracterizacion de las peliculas

Las peliculas desarrolladas fueron caracterizadas por sus propiedades fisicoquimicas:
espesor, contenido de agua, solubilidad en agua, permeabilidad al vapor de agua,
propiedades mecdnicas en traccion, segun la metodologia descripta en la seccién 111.1.2.3.
Ademads se evalué la capacidad de respuesta de los materiales desarrollados tanto al
ponerlos en contacto con distintos sistemas buffer cubriendo el rango completo de pH
(1-14) como al emplearlos en el envasado de productos carnicos, en particular pescado.

Ambas metodologias se describen a continuacion.

111.2.2.5 Respuesta de las peliculas a los cambios de pH

Se enfrentaron las peliculas a sistemas buffer de diferentes pH (de 1 a 14). Utilizando
buffer fosfato de pH 1 a 7 y buffer borato de pH 7 a 14 con una fuerza iénica de 0,15 M
(Ross, 1991). Las respuestas de los materiales frente a los cambios de pH fueron
registradas por medio de fotografias tomadas con una camara digital (Kodak M853,
EE.UU.).

Ademas se evalud la respuesta de las peliculas frente a medios liquidos, semisdlidos y

gaseosos, acidos y alcalinos segln se describid en la seccion 11.1.2.4.
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I11.2.2.6 Respuesta de las peliculas a los cambios de pH durante el almacenamiento
refrigerado de productos carnicos

Se colocaron discos de carne de pescado (de 6 cm de didmetro) en cajas de Petri y se
envasaron conteniendo la pelicula de gelatina con la mezcla de indicadores acido-base
seleccionada. Esto se realizé de dos maneras, que se esquematizan en la Figura 111.2.1:

i) Un disco de la pelicula se puso sobre la carne de pescado y se cubriéo empleando un film
de PVC transparente por encima, sin estar éste en contacto con la pelicula (Figura 111.2.1 B),
por lo que la pelicula estd en contacto directo con la carne de pescado y con el espacio de
cabeza del envase.

ii) Un disco de la pelicula se puso sobre la parte interior del film de PVC transparente, sin
estar en contacto directo con el producto cérnico (Figura 11.2.1 C). De este modo, la
pelicula sélo estd en contacto con el espacio de cabeza del envase.

Como control se empled un sistema idéntico al descrito pero sin agregar la pelicula
proteica (Figura Il1.2.1 A). Estas muestras se almacenaron en refrigeracion a 4°C hasta el fin
de su vida util (como mdaximo 3 dias). Diariamente, se determind el color de la pelicula
ensayada empleando un colorimetro (Kénica Minolta Chroma Meter CR-400, Japdn), se
registraron los cambios con cdmara fotografica (Konica M853, EE.UU) y se midié el pH de

la carne y el de las peliculas con un pHmetro de puncion.

A Fitm de PVC

Envase
contenedor \ .

Espacio de cabeza
del envase

Disco de filete de
pescado

B

Pelicuia de gelatina en
contacto con la carne
de pescado

C e e,
Pelicuta de gelatina /m/

schre el espacio de
cabeza del envase

e e e L L

Figura I11.2.1. Diagrama del envasado de carne de pescado sin emplear pelicula proteica (A) y
empleando la pelicula de gelatina con la mezcla de indicadores acido-base seleccionada en
contacto directo (B) con la carne y el espacio de cabeza del envase, (C) sélo con el espacio de
cabeza del envase.
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111.2.2.7 Analisis estadistico

Los resultados se expresan como promedio + desviacion estandar y fueron analizados
mediante andlisis de varianza (ANOVA). Las medias fueron evaluadas por el test de Tukey
de las minimas diferencias significativas para comparacidon de pares, con un nivel de
significacion a=0,05 utilizando el software Statgraphics Plus versién 5.1 (Statgraphics,

EE.UU.).

111.2.3 Resultados y discusion

111.2.3.1 Relacidn entre el desarrollo microbiano en muestras cdrnicas y la variacion de su
pH

Se determind la correlacion entre el desarrollo microbiano y el pH de las muestras cdrnicas
estudiadas para luego seleccionar la formulacion mas apropiada del material proteico a
utilizar como envase inteligente.

Segln datos del Cddigo Alimentario Argentino (CAA) la carne vacuna no puede
comercializarse con un pH superior a 5,2 (Capitulo VI, Articulo 255 bis) y en el articulo 272
del mismo capitulo menciona que tampoco podra comercializarse la carne de pescado con
un pH superior a 7,5. Se partié de carnes frescas, en buenas condiciones microbioldgicas,
con apariencia y color aceptables (Becker 2000). Los valores iniciales de pH fueron
similares a los presentados en bibliografia para carnes de vaca (CAA; Audisio, 2007),
pescado (Farias Vera y col., 2013), pollo (Machado de Melo y col., 2012), y cerdo (Gonzalez
y col., 2014).

Todas las muestras en estudio, incluidas las de pescado que habitualmente se distribuyen
y comercializan congeladas para extender su vida util, fueron almacenadas en
refrigeracion. En la Tabla lll.2.2 y en la Figura 111.2.2 se muestran los resultados del
recuento de unidades formadoras de colonias (UFC) de microorganismos totales por
gramo de carne estudiada y la variacion de su pH, durante el almacenamiento refrigerado.
En todos los casos, la carga microbiana y el pH de los productos cdrnicos fueron
aumentando en funcién del tiempo de almacenamiento.

Para las carnes vacunas, tanto entera como picada y de pollo, el cambio de pH fue
progresivo frente al paso del tiempo (= 0,1-0,5 unidades por dia), como también el

crecimiento de microorganismos. Sélo el pH de las muestras de carne de cerdo aumenté
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considerablemente (de 1,4 unidades de pH) entre los dias 3 y 4 de almacenamiento
refrigerado. Sin embargo, en esta condicion el desarrollo microbiano ya ha sido extensivo y
la apariencia del producto (color y olor) da indicio del deterioro sufrido.

Para el ensayo realizado con carne de pescado, durante los primeros dos dias el pH varié
de 6,4 a 7,4 (en 1 unidad de pH) y se correspondié con un aumento de dos érdenes de
magnitud en el recuento de microorganismos totales. La carne de pescado estudiada no
podria ser consumida luego del tercer dia de almacenamiento refrigerado, en donde el pH
llega a 7,7, ya que asi lo establece el CAA.

Esta importante variacidn de pH en la carne de pescado que esta acompaiia por desarrollo
microbiano fue razén por la cual se eligio este tipo de carne para evaluar el cambio de

coloracién de las peliculas de gelatina en un sistema real.

Tabla 111.2.2. Recuento de UFC totales por gramo de carne y valores de pH en funcién del
tiempo de almacenamiento refrigerado a 4°C de carne vacuna picada y entera, carne de
pescado, de pollo y de cerdo.

Muestra Dia1l Dia 2 Dia 3 Dia 4
a b c c
Carne vacuna pH 5,4+0,02 5,8+0,01 5,940,01 5,90,05
picada log UFC/g 5,7+0,03° 5,7+0,1° 7,8+0,3° 8,1+0,3"
a b c C
Carne vacuna pH 5,1+0,02 5,30,04 5,640,05 5,7+0,07
entera log UFC/g  5,8+0,02° 6,1+0,1° 6,6+0,1° 8,2+0,2°
a b b
pH 5,9+0,03° 6,00,10 6,50,20 6,60,10
Carne de pollo
log UFC/g 6,0£0,2° 6,8+0,8° 7,6%0,9° 7,8+0,8°
pH 5,6+0,04° 5,740,06° 6,0£0,10° 7,4+0,30°
Carne de cerdo
log UFC/g 6,7+0,1° 6,8+0,5° 7,3+0,8° 8,1+0,8°
Carne de pH 6,4:0,02°  74%005°  77:006  7,8:0,10
pescado log UFC/g  5,7+0,03° 7,340,1° 7,6+0,1b 8,0£0,3

Los valores informados son promedio + desviacion estandar. Letras diferentes en las mismas filas (a, b) indican
diferencias significativas (p <0,05) de acuerdo al test de Tukey.
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Figura 111.2.2. Relacién entre el desarrollo microbiano (log UFC/g) y el pH de carnes: — vacuna

picada, — vacuna entera, — de pescado, — de pollo y — de cerdo durante su almacenamiento
refrigerado a 4°C.

111.2.3.2 Seleccion de la formulacion del material a utilizar para el envasado inteligente
de pescado

Una pelicula que cambie su coloracién en pH cercanos a 7,4 podria servir como indicador
de deterioro en carnes de pescado. Dicho cambio de coloracidn debe ser notorio para que
pueda indicarle visualmente al productor, distribuidor, comerciante o consumidor el
deterioro. Por esta razéon ademds de considerarse las peliculas aditivadas con los
indicadores acido-base antes estudiados, también se analizaron sus mezclas. En la Figura
[11.2.3 se muestra la apariencia de las peliculas de gelatina obtenidas con los indicadores
acido-base puros y con sus mezclas binarias (50:50 v/v), todas a pH 6. Todas las peliculas
resultaron trasltcidas, pero con diferente coloracion de acuerdo con los indicadores
inmersos en su matriz. Con la mezcla (RN+NM) las peliculas resultaron con una coloracion
naranja-rojiza. Para la mezcla (VBC+RN) no se pudo lograr una buena homogeneizacion de
los colorantes (incluso si se aumentaba el tiempo de agitacidn) que se vio reflejado en la
formacidn de la pelicula, y por lo tanto su coloraciéon violeta resulté heterogénea. Con la
mezcla (VBC+NM) se logré una buena homogeneizacién obteniéndose peliculas de color

verde.

73



111.2. Peliculas proteicas capaces de indicar deterioro microbiano en carnes a través de su respuesta
frente a cambios de pH.

Figura 111.2.3. Fotografias de las peliculas con los indicadores acido-base puros: G+NM, G+VBC
y G+RN vy sus respectivas mezclas en proporciéon 50:50: G+(NM+RN), G+(VBC+NM) vy
G+(VBC+RN), todas a pH 6.

En la Figura 11.2.4 se presenta el cambio de coloracion de estas peliculas frente a los
diferentes buffers ensayados desde pH:1 a pH:14. Las peliculas de gelatina con los
indicadores acido-base puros G+NM, G+VBC y G+RN mostraron los cambios de coloracidn
ya mencionados en la seccidn 111.1.3.2 y se indican en Figura 111.2.4 A. Al enfrentar las
peliculas con las distintas mezclas de indicadores acido-base a sistemas buffers con
distintos valores de pH, se obtuvieron respuestas diferentes segun la pelicula analizada
(Figura 111.2.4 B). En las peliculas G+(RN+NM), el cambio de coloracion observado no fue
visible a simple vista entre los diferentes buffers utilizados, ya que la coloracién viré del
rojo a rosa (entre los pH: 1y 2) o del rojo al naranja (entre los pH: 10 y 11). Esto no seria
util para el desarrollo de un envase inteligente ya que dificultaria la identificacién del
cambio de coloracidn para el consumidor. Para las peliculas G+(VBC+RN) se observé una
modificacion de la coloracién a pH: 1, de color violeta a rosado, y otra modificacién entre
los pH 9y 10 a color amarillo. Si bien se observaron estos dos cambios de coloracion, al no
ser uniformes las peliculas se dificulta mucho su observacion. Por lo tanto esta
formulacién tampoco serviria para ser estudiada en el desarrollo de envases inteligentes.
La coloracién verde de las peliculas G+(VBC+NM) cambidé a amarillo a pH< 3 y a color
violeta a pH> 7 (Figura 111.2.3.B). Estos cambios de coloracidén son notorios y cercanos a los

cambios de pH que sufre la carne de pescado en su deterioro.

74



111.2. Peliculas proteicas capaces de indicar deterioro microbiano en carnes a través de su respuesta
frente a cambios de pH.

Figura 111.2.4 Respuestas a los cambios de pH con distintos sistemas buffer de pH: 1 a 14 de las
peliculas con los indicadores acido-base puros: A. G+NM, G+RN y G+VBC, y sus respectivas
mezclas binarias en proporcidn 50:50: B. G+(NM+RN), G+(VBC+NM) y G+(VBC+ RN), todas a pH
6.

Para modificar aiin mas el rango de viraje del indicador y obtener un cambio de pH mas
cercano al que alcanzan las carnes en su deterioro se evaluaron otras mezclas de
indicadores acido-base NM+VBC, pero esta vez con diferentes proporciones: 75:25 vy
25:75, ademas de la ya ensayada -50: 50-. Se analizé la sensibilidad considerando el rango
de mezclas completo. En la Figura 111.2.5 se muestran las peliculas con estas nuevas
formulaciones de mezclas G+(NM+VBC). Estas resultaron en distintos tonos verdes segun

la relacion de los indicadores NM y VBC.

G + (NM + VBC)
G + NM G + VBC

25:75 50:50 75:25

Figura 111.2.5 Apariencia de peliculas con indicadores acido-base puros: G+NM y G+VBC y con
mezclas de los indicadores NM y VBC en diferentes proporciones: 25:75, 50:50 y 75:25.
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En la Figura 111.2.6 se muestran las respuestas frente a distintos buffers de las peliculas con
mezcla de indicadores acido-base NM+VBC en diferentes proporciones: 25:75, 50:50 vy
75:25. Todas las peliculas modificaron su coloraciéon al enfrentarlas a los diferentes
sistemas buffers: 75: 25; modificd su color a violeta al enfrentarse a buffers con pH>8 y
25:75 también tornd su coloracién a violeta, pero a pH > 9. Ambas modificaron su
coloraciéon a amarillo a pH < 1 (Figura l11.2.6 Ay C). Como estos cambios en la coloracién no
se encuentran dentro de los valores de pH a los que se modificaban las muestras de carne
ensayadas, estas peliculas se descartaron para su posterior andlisis y se siguié trabajando
con G+(NM+VBC) 50:50, a partir de ahora llamada G+(NM+VBC). Posteriormente, se
caracterizd esta muestra ya que el cambio de coloraciéon en esta formulacidén (Figura
[11.2.6.B) —detallado previamente- podria indicar el cambio de pH en el deterioro de la

carne de pescado.

Figura Ill.2.6. Peliculas de gelatina aditivadas con mezclas de indicadores acido-base NM+VBC
en distintas proporciones: A) 75: 25, B) 50: 50 y C) 25: 75 enfrentadas a distintos sistemas
buffer de pH 1 a 14.

111.2.3.3 Propiedades fisicoquimicas de la pelicula de gelatina aditivada con una mezcla
de indicadores acido-base NM+ VBC.

En la Tabla I11.2.3 se presenta la susceptibilidad al agua de la formulacién seleccionada y en
la Figura 111.2.7 sus propiedades mecdnicas. Se la compara con las de los materiales
proteicos aditivados con los indicadores acido-base puros. Estos valores coinciden con los
presentados en la seccion 111.1.3.3.

Las peliculas obtenidas con la mezcla de indicadores acido-base presentaron los valores
mas altos de espesor, solubilidad en agua y WVP, y un contenido de agua con valor
intermedio comparado con el de las peliculas que contienen sdélo un indicador acido-base

en su formulacién. La solubilidad en agua de las peliculas G+(NM+VBC) fue =50% mayor
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que las otras dos formulaciones. Al igual que la permeabilidad al vapor de agua que tuvo
valores entre un 15 y 40% mayores a las peliculas con un Unico indicador acido-base en su
matriz. La incorporacion de la mezcla de estos indicadores generd una matriz menos

compacta, pero mas soluble y permeable al vapor de agua.

Tabla 111.2.3. Espesor, contenido de agua (MC), solubilidad en agua (S) y permeabilidad al vapor
de agua (WVP) de las muestras G+NM, G+VBC y G+(VBC+ NM), todas a pH: 6.

WvVP
Pelicula Espesor (um) MC (%) S (%) (.1011g H.0 s-lm-l Pahl)
G+NM 48,1+2,3° 16,3 +0,5° 23,2 £1,4° 7,0+0,9°
G+VBC 49,5 + 3,7° 233+1,2° 23,3+1,2° 8,6+0,2°
G+(NM+VBC) 57,9 +3,9° 20,9 £0,1° 354+1,1° 9,9 +0,4°

Los valores informados son promedio + desviacion estandar. Letras diferentes (a, b, c) en la misma columna indican
diferencias significativas (p <0,05) de acuerdo al test de Tukey.

Las peliculas G+NM presentaron la mayor (p < 0,05) tensién a la rotura -con valores de 9,5
MPa-, mientras que las peliculas G+VBC presentaron valores de 3,5 MPa (Figura [11.2.7).
Cuando se incorpord la mezcla de indicadores acido-base a la formulacidn, el valor de
tensidn a la rotura disminuyé a 1,5 MPa. El mddulo de Young mostré la misma tendencia,
por lo que G+(NM+ VBC) presentd el menor valor. Sin embargo, respecto a la elongacién la
tendencia es la inversa. Las peliculas con la mezcla binaria de los colorantes presentaron
los mayores valores. Obteniéndose valores =50% o =25% menores para G+NM y G+VBC

respectivamente comparados con G+(NM+ VBC).
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Figura 111.2.7. Tensidn a la rotura (c,), mdédulo de Young (E) y elongacién a la rotura () de las

peliculas obtenidas a pH 6: © G+ NM, ® G+ (NM+VBC) y ® G+ VBC.

111.2.3.4 Capacidad de respuesta a cambios de pH de peliculas G + (NM+VBC)

En la Figura 111.2.8 se observan los cambios de coloracion de las peliculas G+(NM+VCB) al
estar enfrentadas a distintos medios: liquidos, gaseosos y semisélidos, acidos y alcalinos.
Las peliculas G+(NM+VBC) modificaron su coloracion frente a los medios liquidos,
gaseosos y semisoélidos. Frente a los medios acidos las peliculas proteicas cambiaron su
coloraciéon de verde a amarillo y frente a medios alcalinos la coloracién se modificé a color
violeta en los tres medios evaluados (Figura 111.2.8). En todos los casos, los cambios de
coloraciéon resultaron reversibles. Ademas los cambios de coloracién fueron notorios y
faciles de distinguir a simple vista por el potencial consumidor, por lo que se evalué la

posibilidad de enfrentar estas peliculas a un sistema carnico real.
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G+ {NM+VBC)
pH: 6
Frente a medio frente a medio
dcido alcalino

Medio Hguido:
HC o NaOH

Medio gaseoso:
CHCQOH o NHy

Medio Semisélido:
geldepH: 2,50
gel de pH: 11

Figura 111.2.8. Respuesta de las peliculas de gelatina con mezcla de indicadores acido-base,
G+(NM+VBC) (obtenidas a pH 6) frente a medios liquidos, gaseosos y semisdlidos, con distintos
pHs: acidos y alcalinos.

111.2.3.5 Evaluacion de las peliculas aditivadas con la mezcla de colorantes (NM+VBC)
como envase inteligente para carne de pescado

Se evalud la respuesta de la pelicula G+(NM+VBC) durante el almacenamiento refrigerado
de carne de pescado, teniendo en cuenta los resultados obtenidos previamente. En las
fotografias de la Figura Il1.2.9 se observa el ensayo con las peliculas en contacto directo
con la carne de pescado y con el espacio de cabeza del envase. Se puede observar que
entre el dia 1y el dia 2 la coloracién de las peliculas se modifica de verde a verde-azulado.
Estos resultados coinciden con el tiempo en que la carne de pescado modifica su valor de
pH debido al crecimiento microbiano, en este caso modificando su valor de 6,2 (dia 1) a
7,6 (dia 2).

Sin embargo, la dificultad que se presentd fue que la mezcla de indicadores acido-base no
se retuvo en la matriz proteica, si no que difundié hacia la carne de pescado. Mds alla de la
naturaleza no comestible del indicador, este comportamiento no es deseado ya que
modificé la coloracién del alimento practicamente desde el inicio del ensayo. Se intenté
retener la mezcla de indicadores 4cido-base en la matriz proteica mediante el agregado de

distintos nanorefuerzos, como nanofibras de celulosa o montmorillonita, pero no se logré
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el fin buscado (datos no mostrados).

Dificultad encontrada

pH pescado: 6,2 pH pescado: 7,6

Figura 111.2.9. Respuesta de las peliculas colocadas en contacto directo con la carne de pescado
y el espacio de cabeza del envase durante el almacenamiento refrigerado los dias 1y 2.

Por otro lado, en la Tabla 1ll.2.4 se muestran los pardmetros de color obtenidos de la
pelicula G+(NM+VBC) colocada en contacto directo sélo con el espacio de cabeza del
envase durante los dias 1 y 2 de almacenamiento refrigerado. Los pardmetros de color de
la pelicula muestran que sus valores de luminosidad de la pelicula aumentan con el
deterioro del pescado (Tabla 111.2.4). El valor de a* también aumenta alejdndose de la
coloraciéon verdosa caracteristica para estos valores (de -28,4 a -6,7) y los valores de b*
luego del dia de ensayo cambian de valores positivos a negativos coincidente con la

tonalidad azul en el dia 2.

Tabla 111.2.4 Parametros de color de las peliculas en contacto directo sélo con el espacio de
cabeza del envase durante los dias 1 y 2 de almacenamiento refrigerado de carne de pescado.
Parametros de Color

L* a* b* AE*
de G + (NM+VBC()
Dia 1l 69,7 +0,9° -28,4+1,3%  15,4+2,0° 41,3+2,0°
Dia 2 80,5+1,8° -6,7+0,6° -6,9+0,5° 19,1+2,2°

Los valores informados son promedio + desviacién estandar. Letras diferentes en la misma columna (a, b) indican
diferencias significativas (p <0,05) de acuerdo al test de Tukey.

En la Figura I11.2.10. se muestran los resultados del ensayo realizado con la pelicula
G+(NM+VBC) en contacto directo con el espacio de cabeza del envase. Los resultados
fueron positivos ya que se modificé la coloracidn de la pelicula durante los dias 1y 2 de

almacenamiento refrigerado. El cambio de coloracién de verde a azulado pone en
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evidencia el deterioro de la carne de pescado, por un aumento del pH en el espacio de
cabeza del envase. Cabe destacar que debajo de las peliculas proteicas se colocé un fondo
blanco (papel) para apreciar el cambio de coloracién.

La concentracién de los compuestos volatiles correspondientes a distintas aminas que
ocasionan el deterioro de la carne de pescado es la responsable del cambio de pH
evaluado. Esta aplicacion podria utilizarse para alertar al consumidor de una manera facil y
rapida sobre el deterioro de la carne de pescado envasada e indicarle si se encuentra apta

O NO para su consumo.

Figura 111.2.10. Respuesta de las peliculas con mezcla de indicadores 4acido-base
G+(NM+VBC) frente al deterioro de carne de pescado en el espacio de cabeza del envase
durante los dias 1y 2 de almacenamiento refrigerado a 4°C.

111.2.4 Conclusiones

Se lograron obtener peliculas de gelatina aditivadas con distintas mezclas de indicadores
acido-base sintéticos, capaces de modificar su coloracion como respuesta al cambio de pH
del medio. La utilizacién de mezclas de colorantes permitié modificar el rango de viraje de
los indicadores. La pelicula de gelatina aditivada con mezcla NM+VBC (50:50) a pH 6
presentd las caracteristicas apropiadas para ser utilizada como indicador de deterioro de

pescado, ya que modificaba su coloracion en el valor de pH correspondiente a un
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crecimiento microbiano limite a partir del cual el pescado deja de ser apto para consumo.

Estas peliculas lograron actuar como indicadores de deterioro microbiano al aplicarlas
directamente sobre pescado y al ponerlas en contacto con el espacio de cabeza del
envase. La difusion del colorante sobre el musculo por contacto directo invalidaria esta
forma de aplicacién. Los materiales desarrollados podrian ser usados ya sea como material
de embalaje o etiqueta para ser aplicado en contacto con el espacio de cabeza como

indicador de deterioro de pescado durante su almacenamiento refrigerado.
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I11.3. Peliculas proteicas aditivadas con curcumina

111.3.1. Introduccién

La curcumina, de origen asidtico, es un producto obtenido de la curcuma -rizomas de
Curcuma longa- por extraccién con solventes y posterior purificacion por cristalizacion
(Figura 11.3.1). En la actualidad todos los paises tropicales la cultivan, pero los principales
exportadores son India, China, Sri Lanka, Filipinas. La palabra curcuma viene del arabe
kourkoum (azafran), ya que se creia que la circuma era una variedad del azafran. Su sabor
es dulce, con tonos amargo y picante. Del rizoma también puede extraerse aceites

esenciales con propiedades medicinales (Barclay y col., 2000).

Figura l1l.3.1. Imagen del rizoma de la circuma y su extracto seco.

En el cédigo alimentario argentino (CAA) la curcumina se presenta dentro de los
condimentos vegetales con el nombre E-100i (Capitulo XVI: correctivos y coadyuvantes,
articulo 1230). Es ampliamente utilizada como especia y como colorante en los alimentos
por su aroma agradable y color naranja-amarillento (Martins y col., 2016). Se utiliza para
tal fin en mantecas, quesos, diversas conservas, mostazas, cereales, sopas, caldos,
productos carnicos y lacteos. También se ha utilizado en una variedad de aplicaciones
farmacéuticas, ya que se ha probado que exhibe actividades antiinflamatoria,
antimutagénica, antimicrobiana y antioxidante; logrando prevenir enfermedades como
diabetes, alergias, artritis, Alzheimer y otras enfermedades crdnicas, distintos tipos de
cancer, el crecimiento microbiano y la formacion de radicales libres (Pulido-Moran vy col.,
2016). Su nombre por [IUPAC es (1E, 6E)-1,7-bis (4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-
heptadieno-3,5-diona. En solucién, presenta tautomerismo ceto-enol y, dependiendo del
solvente, hasta un 95% podria estar en forma enol. En la Figura 111.3.2 se muestran las

estructuras quimicas ceto y endlica de la curcumina En el rango de pH de 1 a 7, la mayoria
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de estos compuestos estan en la forma neutra. Al tratarse de un compuesto organico, su
solubilidad en agua es muy baja y sus soluciones son de color amarillo. A pH> 8,5, las
soluciones cambian su color a rojo y su solubilidad en agua apenas aumenta. Sin embargo,
debido a su estructura quimica, la curcumina es altamente soluble en etanol, cloroformo,

sulfoxido de dimetilo y diferentes aceites (Mehanny y col., 2016; Priyadarsini, 2014).

O 0O 0] OH
HO l i OH HO OH
OCHz H3CO OCH; H;CO
Estructura ceto de la curcumina Estructura enof de la curcumina

Figura 111.3.2. Estructuras quimicas de la curcumina en tautomerismo ceto-enol.

En algunos trabajos se utilizd a la curcumina para activar peliculas en base a polimeros
naturales y sintéticos con propiedades antioxidantes y antimicrobianas (Bajpai y col., 2015;
Govindaraj y col., 2014, Liu y col., 2016; Mayet y col., 2014). Por su parte Maniglia y col.,
(2014 y 2015) utilizaron los residuos de la extraccion de colorantes de la circuma para la
produccién de peliculas bioactivas. Algunos pocos autores han usado la curcumina para
desarrollar indicadores de pH para la deteccién de aminas volatiles. Kuswandi y col., (2012)
desarrollaron un método de absorcién de la curcumina sobre una membrana de celulosa
bacteriana y lo utilizaron como un indicador adhesivo util para el monitoreo en tiempo real
del deterioro de camarones, ya que esta membrana era altamente sensible a las
reacciones acido-base. Por otra parte, Ma y col. (2017) estudiaron la capacidad de sensar
amoniaco en peliculas con goma tara, polivinilalcohol y curcumina.

El objetivo de este trabajo fue desarrollar peliculas de gelatina capaces de detectar
cambios de pH del medio por agregado de curcumina a las dispersiones filmogénicas y
evaluar la posible activacién de los materiales resultantes con propiedades antioxidantes y
antimicrobianas. Teniendo en cuenta la hidrofobicidad de la curcumina se utilizaron dos

solventes, agua y una mezcla etanol-agua para preparar las dispersiones filmogénicas.

84



I11.3.Peliculas proteicas aditivadas con curcumina

111.3.2 Materiales y métodos

111.3.2.1 Materiales

Se continud trabajando con gelatina bovina con un valor de Bloom de 240 (Royal, Kraft
Foods, Argentina) como fuente de proteina y glicerol (Anedra, Argentina) como
plastificante de las peliculas. Se utilizé curcumina (Chr Hansen, Argentina) como aditivo.

Todos los demas reactivos utilizados en este capitulo fueron de calidad analitica.

111.3.2.2 Formacion de las peliculas

Las peliculas se prepararon por casting utilizando agua y una mezcla de etanol y agua
(1: 1 v/ v) como solventes. En cada caso, se prepararon dos dispersiones separadas: una
conteniendo 10% p/v de gelatina en agua a 100 ° C y otra conteniendo 0,04% p/v de
curcumina en agua o etanol, respectivamente, a temperatura ambiente. Voliumenes
iguales de las dispersiones de proteinas y de curcumina se mezclaron con agitacion
magnética, agregando glicerol (1,25% p/v) como plastificante. El pH de cada dispersion se
ajusté a 6y 11 con HCl 2 M y NaOH 2 M, respectivamente. Finalmente, se vertieron 10 ml|
de cada dispersion filmogénica sobre placas de Petri de poliestireno (64 sz) y se secaron
en una estufa de conveccién forzada (Yamato, DKN600, EE.UU.) a 60 ° C durante 3 h. Las
peliculas resultantes se acondicionaron durante 48 h a 20 ° C y 58% de humedad relativa
(en desecadores con soluciones saturadas de NaBr) antes de ser removidas de las placas
para su caracterizacién. Ademds, como control se obtuvieron peliculas de gelatina en
ambos disolventes a pH = 6 y 11, como se describié anteriormente, pero sin la
incorporacién de curcumina. La Tabla 11.3.1 sintetiza la nomenclatura de las peliculas y la

formulacion de las dispersiones filmogénicas.
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Tabla 111.3.1. Nomenclatura de las peliculas y la formulacién final de las dispersiones
filmogénicas.

Nomenclatura Formulacidn final de las dispersiones filmogénicas

de las Gelatina  Glicerol  Curcumina
pelicwlas  (pf)  (oph) (o) olvente
G-ab 5 1,25 - 6 Agua
G-all 5 1,25 - 11 Agua
G+C-ab 5 1,25 0,02 6 Agua
G+C-all 5 1,25 0,02 11 Agua
G-eab 5 1,25 - 6 Etanol-Agua
G-eall 5 1,25 - 11 Etanol-Agua
G+C-eab 5 1,25 0,02 6 Etanol-Agua
G+C-eall 5 1,25 0,02 11 Etanol-Agua

111.3.2.3 Caracterizacion de las peliculas

Las peliculas fueron caracterizadas segun su espesor, color, contenido de agua, solubilidad
en agua, permeabilidad al vapor de agua, propiedades mecanicas en traccion tal cual se
describié en la seccion 111.1.2.3. Ademas se analizd la capacidad antioxidante de las
peliculas por los métodos ABTS' y FRAP y su capacidad antimicrobiana por ensayos de

difusion en discos de agar, segun se describe a continuacion.

111.3.2.3.1 Propiedades antioxidantes
Los sobrenadantes obtenidos en el ensayo de solubilidad en agua (seccién 111.1.2.3.6) se
utilizaron para estudiar la capacidad antioxidante de las peliculas basdndose en dos

mecanismos antioxidantes diferentes:

- Método ABTS (capacidad de secuestrar radicales catidnicos): Se empled el ensayo de
decoloracién de cationes de radicales de ABTS®". Una solucién stock del radical ABTS™" fue

obtenida por reaccion del ABTS (acido 2,2°-azino-bis (3-etilbenzontiazolin-6-sulfénico))
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(7 mM, Sigma-Aldrich) con persulfato de potasio (2,45 mM, Sigma)) incubados en la
oscuridad a temperatura ambiente durante 12-16 h, segun la técnica utilizada por Salgado
y col. (2012). Previo al ensayo, una alicuota de la solucién stock del radical ABTS® " fue
diluida con agua destilada hasta obtener una absorbancia de 0,70 + 0,02 a 734 nm. Las
muestras se mezclaron con el reactivo ABTS® " y se dejaron reposar a 30 ° C durante 10
min. Se leyeron los valores de absorbancia a 734 nm en un lector de placas (Biotek,
modelo Synergy HT, USA). Los resultados se expresaron como la concentracion
equivalente de 4cido ascdrbico por gramo de pelicula, empleando una curva de calibracién
gue relaciona la concentracién de acido ascérbico con la absorbancia a 734 nm. Las

determinaciones se realizaron por triplicado.

- Método FRAP (poder reductor del hierro): La capacidad reductora se evalud por el
método FRAP, segln Salgado y col. (2012). El método estd basado en el incremento de la
absorbancia a 595 nm debido a la formacién de un complejo entre la
2, 4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ,) y el Fe* en presencia de agentes reductores a 37 °C. Las
muestras se incubaron a 37 °C con agua destilada y reactivo FRAP (que contenia
2, 4,6-tripiridil-s-triazina y FeCl;.7H,0) en un buffer de acetato sddico a pH 3,6. Los valores
de absorbancia se leyeron a 595 nm después de 30 min (Biotek, Synergy HT, USA). Como
blanco de reactivos se realizdé el mismo procedimiento con agua destilada.
Simultdneamente se realizé una curva de calibracién que relaciona la concentracién de
FeS0,.7H,0 con la absorbancia a 595 nm. Los resultados se expresaron como
concentracion de FeSO4.7H,0 (uM) por cada gramo de pelicula proteica. Las

determinaciones se realizaron por duplicado.

111.3.2.3.2 Propiedades antimicrobianas

Se determind la actividad antimicrobiana de las peliculas de gelatina por el método de
difusién en agar contra Salmonella Enteritidis, Escherichia Coli, Bacillus Cereus y
Staphylococcus Aureus (Salgado y col., 2013). Las cepas, se seleccionaron por su
importancia en la salud o por ser responsables del deterioro de alimentos. Se cortaron en
esterilidad discos de 10 mm de didametro de las peliculas de gelatina. Estos se colocaron en
placas conteniendo agar nutritivo (Biokar Diagnostics) inoculadas previamente con 100 pl
de indculo bacteriano con una concentracién de 10% unidades formadoras de colonia por

ml de cada bacteria ensayada. Las placas se incubaron a 37 °C durante 24 h. Luego se
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examinaron visualmente para verificar la "zona de inhibicion" considerada como Ia
actividad antimicrobiana de las peliculas y se determind el didmetro de la zona con un

calibre. Las pruebas se realizaron por duplicado.

111.3.2.4 Anilisis estadistico

Los resultados se expresan como promedio + desviacién estandar y fueron analizados
mediante andlisis de varianza (ANOVA). Las medias fueron evaluadas por el test de Tukey
de las minimas diferencias significativas para comparacion de pares, con un nivel de
significacion a=0,05 utilizando el software Statgraphics Plus version 5.1 (Statgraphics,

EE.UU.).

111.3.3 Resultados y discusion

111.3.3.1 Aspecto y propiedades dpticas de las peliculas

"~ G-ab’ e rG-all T G¥C-ab: R G+C-all

Figura I1l.3.3. Fotografia de las peliculas obtenidas con y sin curcumina en distintos solventes:
agua y mezcla etanol-agua pHs 6 y 11.

Las peliculas de gelatina formuladas con o sin curcumina a partir de dispersiones acuosas o
hidroalcohdlicas a pH 6 u 11 resultaron homogéneas, delgadas y flexibles. La Figura 111.3.3

muestra su apariencia visual. Las peliculas de gelatina sin agregado de curcumina
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resultaron incoloras independientemente del pH y del solvente utilizado. El agregado de
curcumina coloreé las peliculas de amarillo a pH 6 y de naranja-rojizo a pH 11. Pero cabe
resaltar que esta coloracién se volvié significativamente mds intensa en las peliculas
preparadas usando la mezcla etanol-agua como disolvente.

Los parametros de color L*, a*, b* y AE* de las peliculas estudiadas se muestran en la
Tabla [ll.3.2. Las peliculas de gelatina a diferentes pH no mostraron diferencias
significativas en los pardmetros de color, con excepcidn de las preparadas con mezclas
etanol-agua que presentaron un mayor valor de L*, y las de pH 6 que mostraron un
pequefio aumento en el pardmetro b*. Los cambios de coloracién observados con el
agregado de curcumina se registraron al medir los pardmetros de color a través de un
aumento significativo (p <0,05) de los valores a*, b* y AE* y una disminucidn significativa
(p <0,05) de L* siendo estas tendencias mas marcadas en las peliculas preparadas usando
mezclas etanol-agua como solvente. Como es de esperar, las peliculas que tomaron
coloracion amarilla presentaron mayores valores de b* y las que tomaron coloracion rojiza

mayores valores de a*.

Tabla 1ll.3.2.Parametros de color de las peliculas obtenidas con y sin curcumina en distintos
solventes: agua y mezcla etanol-agua a pHs 6 y 11.

Pelicula L* a* b* AE*

Gab 93,3+0,5°¢ -0,94 + 0,07 ° 2,7+0,6° 1,8+0,5°
G-all 93,9+0,6° -1,07 £ 0,07° 2,0+0,1° 2,6+0,2°
G+C-a6 89,1+0,4° -2,40+0,20° 393+1,7¢ 38,3+1,7°¢
G+C-all 83,1+3,3°¢ 7,70+0,20° 25,1+0,9°¢ 27,9+0,8°
G-eab 96,2+0,7° -0,70+0,10° 54+0,3° 3,5+0,7°
G-eall 97,3+0,3" -0,40 +0,01° 2,4+0,5° 3,4+0,3°
G+C-eab 72,6 +34° 21,3+3,00°¢ 86,4+6,0° 90,5+4,5°
G+C-eall 28,0+2,2° 35,8+3,70 ¢ 19,1+1,9° 80,3+6,1°

Los valores informados son promedio * desviacion estandar. Letras diferentes (a, b, ¢, d, e y f) en la misma columna
indican diferencias significativas (p <0,05) de acuerdo al test de Tukey.
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La coloracién mas intensa observada en las peliculas obtenidas con la mezcla
hidroalcohdlica puede deberse a la mayor solubilidad de la curcumina en este medio
debido a su naturaleza hidrofébica (Priyadarsini, 2014).

En la Figura Ill.3.4 se muestra la apariencia de las dispersiones de curcumina en ambos
solventes. El desarrollo del color en estos sistemas podria implicar que el agua puede
dispersar a la curcumina (panel A), mientras que la mezcla hidroalcohdlica parece
disolverla completamente (panel B). La adiciéon de gelatina y glicerol en los sistemas
(Figura 111.3.4 C y D) aparentemente mejora la dispersion del colorante e incluso modifica

su tonalidad, especialmente en las dispersiones acuosas.

Etanol-Agua

Dispersiones
de curcumina

Dispersiones
filmogénicas

Figura 111.3.4. Dispersiones de curcumina en distintos solventes: (A) agua y (B) mezcla
etanol-agua y dispersiones filmogénicas con agregado de curcumina en distintos solventes (C)
aguay (B) mezcla etanol-agua a pHs 6y 11.

La Figura 1.3.5 muestra los espectros de absorcion UV-visible de las peliculas estudiadas.
Las peliculas de gelatina (G-a6, G-all, G-eab y G-eall) mostraron el mismo espectro
independientemente del pH y del solvente utilizado en las dispersiones filmogénicas. Estos
espectros presentaron dos picos de absorcion a 205 y 230 nm atribuidos a enlaces
peptidicos, otro a 260-280 nm correspondiente a aminoacidos aromaticos y una
absorbancia minima en el rango completo del espectro visible. Priyadarsini (2014) informd
que el espectro de absorcién de la curcumina presenta dos picos de absorcidn bien
marcados, uno en la regién UV con un mdaximo a 265 nm y otro en la region visible con un

rango maximo que puede ir de 410 hasta 430 nm. La adicién de curcumina en las peliculas
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de gelatina aumentd los picos de absorcién en la region UV, especialmente los de 260-
265 nm. Las peliculas con agregado de curcumina obtenidas a pH 11 (G+C-ally G+C-eall)
mostraron dos nuevos picos de absorciéon en la region UV con maximos a 345 nm y
395 nm, lo que podria atribuirse a productos de degradacién de la curcumina en
condiciones alcalinas, como aldehido ferulico, acido ferulico y vainillina (Wang y col.,
1997). Ademas, en el intervalo del espectro visible, las peliculas G+C-a6 y G+C-eab
presentaron un pico de absorcion a 420 nm, mientras que G+C-all y G+C-eall mostraban
un pico a 460 nm conforme su coloracion rojiza.

Estos resultados también coinciden con los de Priyadarsini (2014), quien obtuvo valores de
picos de absorcién de curcumina a 420 nm a pH <7,5 y a 467 nm a pH> 10. Cabe destacar
que las peliculas formuladas con gelatina y curcumina preparadas a partir de dispersiones
hidroalcohdlicas (G+C-ea6 y G+C-eall) presentaron una mayor absorbancia en todo el
intervalo UV visible que las preparadas a partir de dispersiones acuosas al mismo pH

(G+C-ab y G+C-all) debido a la mejor solubilizacién de curcumina.

Absorbancia

200 300 400 500 600 700 800
A (nm)

Figura 111.3.5. Espectros de absorcion UV-Vis de las peliculas con y sin agregado de curcumina
en distintos solventes (agua y mezcla etanol-agua): — G+Ca6, — G+C-all, — — G+C-eab,

— —G+C-eall.
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111.3.3.2 Respuesta de las peliculas a cambios de pH del medio

G+C-all G+C-eab G+C-eall
Respuestaa:

Medio liquido acido (HCI)

N
B

Medio liquido basico (NaOH)

Medio gaseoso acido
(C,H,0,)

Medio gaseoso alcalino
(NH;)

Gel de gelatinaa pH: 6

Gel de gelatinaa pH: 11

Figura 111.3.6. Respuesta de las peliculas de gelatina con agregado de curcumina en distintos
solventes (agua y mezcla etanol-agua) G+C-a6, G+C-all, G+C-eab y G+C-eall, frente a medios
liqguidos, gaseosos y semisodlidos a distintos pHs acidos y alcalinos.

La Figura Il1.3.6 muestra la respuesta de las peliculas de gelatina aditivadas con curcumina
a pH 6 y 11, preparadas usando agua y la mezcla etanol-agua como solvente (G+C-a6,
G+C-all, G+C-eab y G+C-eall) cuando estan en contacto con medios liquidos, gaseosos o
semisoélidos acidos o alcalinos. La curcumina presente en la formulacién le otorga a las
peliculas la capacidad de indicar cambios de pH del medio a través del cambio de la
coloracion del material. Las peliculas amarillas obtenidas a pH 6 (G+C-a6 y G+C-eab)
tomaron color naranja-rojizo cuando se enfrentaron a medios alcalinos, mientras que las
rojizas obtenidas a pH 11 (G+C-all y G+C-eall) viraron al amarillo en contacto con medios
acidos. Los cambios fueron mdas notorios con las peliculas obtenidas a partir de
dispersiones hidroalcohélicas debido a su coloracién mas intensa. Como era de esperar, el
color de las peliculas permanecié intacto al someterlas al contacto con medios cuyo pH era
cercano al de la formulacién. Las respuestas de las peliculas fueron inmediatas y notables

con los medios liquidos y gaseosos de diferente pH, pero menos evidentes y mas lentas
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con medios semisodlidos, especialmente en las peliculas preparadas a partir de dispersiones
acuosas. Esta cinética de viraje mas lenta probablemente podria atribuirse a procesos
difusivos limitados tal como se menciond en la seccion 111.1.3.2. Kuswandi y col. (2012)
informaron el cambio de color de amarillo a naranja, y luego a naranja rojizo como
indicador de deterioro de camarones al medir el aumento de pH producido por aminas

basicas volatiles liberadas gradualmente en el espacio de cabeza del envase.

111.3.3.3 Efecto del pH, el solvente y la adicion de curcumina en las propiedades
fisicoquimicas de las peliculas

La Tabla Ill.3.3 muestra el espesor, el contenido de humedad, la solubilidad en agua y la
permeabilidad al vapor de agua de las peliculas estudiadas. Las peliculas de gelatina
formuladas a partir de dispersiones acuosas resultaron mas delgadas que las formuladas
con la mezcla etanol-agua como disolvente (p< 0,05). El etanol puede desnaturalizar las
proteinas interrumpiendo los enlaces puente de hidrégeno intramoleculares formados por
sus cadenas laterales y permitiendo la formacién de nuevos enlaces de hidrégeno entre
moléculas de alcohol y las cadenas laterales de proteinas.

Salgado y col., (2016) mostraron como la conformacion inicial de las proteinas en las
dispersiones filmogénicas afecta las propiedades fisicoquimicas de las peliculas
resultantes. Es evidente que la gelatina dispersa en mezclas etanol-agua produjo peliculas
con un menor grado de compactacion, lo que sugiere un despliegue de las cadenas
diferente o un entrecruzamiento en la matriz proteica (Denavi y col., 2009). Estas peliculas
mostraron menor contenido de humedad y WVP (p <0,05) y una solubilidad en agua
similar (p> 0,05) que las preparadas a partir de dispersiones acuosas, independientemente
del pH de la dispersidn filmogénica. La adicién de curcumina aumenté significativamente
(p<0,05) los valores de espesor de las peliculas preparadas a pH 11 en agua mientras que
disminuyeron (p <0,05) los de las peliculas preparadas a pH 6 empleando la mezcla etanol-
agua como solvente. El agregado de curcumina también causd una disminucion en el
contenido de agua y WVP de las peliculas formuladas a partir de dispersiones acuosas
(p <0,05) y sélo un aumento en el contenido de agua de las formuladas a partir de
dispersiones hidroalcohdlicas (p <0,05). Pareciera que tanto el etanol como la curcumina
aumentaron el caracter hidrofobo de las peliculas de gelatina, sin afectar su solubilidad en

agua (p>0,05). En todos los casos, el pH de las dispersiones filmogénicas (tanto acuosas
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como hidroalcohdlicas) no modificaron (p> 0,05) el contenido de humedad y la solubilidad

en agua de las peliculas de gelatina estudiadas con o sin curcumina.

Tabla 111.3.3. Espesor, contenido de agua (MC), solubilidad en agua (S) y permeabilidad al vapor
de agua (WVP) de las peliculas obtenidas con y sin curcumina en distintos solventes: agua y
mezcla etanol-agua a pHs 6 y 11: G-a6, G-all, G+C-a6, G+C-all, G-eab, G-eall, G+C-ea6,

G+C-eall.

10
] WVP. 10
Pelicula Espesor (um) MC (%) S (%)
(g HZO/Pa.s.m)
G-a6 51,0+2,3% 22,1+06°¢ 37,6+2,7° 6,5+0,3"
G-all 47,8+34° 21,4+0,2°% 346+1,8° 7,9+0,4°¢
G+C-ab 496+52%® 18,9+0,5" 30,3+4,7° 1,0 +0,01°
G+C-all 55,8 +3,5" 20,2+0,3 33,8+4,3° 0,9+0,03°
G-eab 62,4+3,5¢ 16,9+0,7 ° 36,8+0,6° 1,1+0,3°
G-eall 61,4+1,9 16,6 + 0,3 ° 35,7+3,4° 1,2+0,3°
G+C-eab 63,7 +6,2° 17,0+1,1° 34,5+5,1° 1,1+0,3°
G+C-eall 643+6,0° 17,8+1,0% 349+3,1° 1,2+0,2°

Los valores informados son promedio + desviacion estandar. Letras diferentes (a, b, ¢, d) en la misma columna
indican diferencias significativas (p <0,05) de acuerdo al test de Tukey.

Sélo el espesor y WVP fueron modificados por cambios en el pH en las peliculas G+C-all
que resultaron mas gruesas que G+C-ab (p<0,05) y G-all mostrd valores mayores de WVP
que Gab (p< 0,05).

La Tabla Ill.3.4 muestra las propiedades mecanicas de las peliculas, medidas en ensayos de
traccion. Las peliculas de gelatina obtenidas a partir de dispersiones acuosas mostraron
propiedades mecanicas similares a las informadas por otros autores (Carvalho y col., 2008;
Nur y col.,, 2012;). Particularmente aquellas obtenidas a pH 11 presentaron mayor
resistencia a la traccién y elongacién a la rotura (p <0,05) pero similar médulo de Young
que las peliculas obtenidas a pH 6, en concordancia con resultados previos observados en
la seccidn I11.1.3.3. Con la adicién de curcumina asi como también con la sustitucion del
solvente acuoso por una mezcla hidroalcohdlica, las peliculas presentaron una disminucién

significativa en el médulo de Young (de al menos 50%) (p <0,05). El agregado de curcumina
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también disminuyd los valores de tensidn a la rotura de las peliculas obtenidas en medio
alcalino en los dos solventes estudiados, pero en el caso de la elongacidn a la rotura, sélo
el de las peliculas a pH 11 (p <0,05). Ademas, la adicion de etanol como solvente
disminuyé la tensién a la rotura de todas las peliculas, excepto aquellas con curcumina a

pH 11.

Tabla 111.3.4.Tension a la rotura (o,), Elongacion a la rotura (€,) y mddulo de Young (E) de las
peliculas obtenidas con y sin curcumina en distintos solventes: agua y mezcla etanol-agua a
pHs 6y 11: G-a6, G-all, G+C-a6, G+C-all, G-eab, G-eall, G+C-eab, G+C-eall.

Pelicula o, (MPa) € (%) E (MPa)
G-ab 3,4+0,3° 159,2 £5,5%° 0,15 +0,07 ¢
G-all 4,6+0,1° 206,9+6,0° 0,13 +0,09 %
G+C-a6 3,4+0,6° 157,4 +11,4° 0,06 + 0,005 ™
G+C-all 1,9+0,5° 176,5+20,0° 0,008 + 0,001 °
G-eab 2,6+0,2° 163,3+13,1% 0,06 +0,01 "
G-eall 1,7+0,3° 175,5+17,9° 0,01 +0,001 ®
G+C-eab 1,7+0,4° 146,3+7,9° 0,03 £0,01 >
G+C-eall 55+0,4° 213,9420,1°¢ 0,08 + 0,01

Los valores informados son promedio + desviacion estandar. Letras diferentes (a, b, c, d, €) en la misma columna
indican diferencias significativas (p <0,05) de acuerdo al test de Tukey.

Sin embargo, parece que los dos efectos principales, la presencia de curcumina y el uso de
la mezcla etanol-agua como solvente, afectan el entrecruzamiento de las peliculas de
gelatina, aunque no se observé diferencia en su solubilidad en agua. Es evidente que
cuando aumenta la hidrofobicidad de la matriz proteica, debido a modificaciones en su
estructura causadas por el cambio de solventes, o mediante la adicion de un componente
mas hidréfobo como la curcumina, hay cambios en el entrecruzamiento de las proteinas,
dando como resultado una disminucién en el médulo de Young. Aunque este cambio no
afectaria significativamente la elongacion de la matriz ni su solubilidad en agua. La
composicion aminoacidica de la gelatina, -con pocos grupos sulfidrilos- podria explicar este

comportamiento. En otras matrices proteicas como las de soja, girasol, amaranto y gluten,
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la solubilidad y las propiedades mecanicas son determinadas por la posibilidad del
entrecruzamiento a través de enlaces disulfuro (Condés y col., 2015., Mauri y Afidn, 2006 y

Salgado y col., 2011).

111.3.3.4 Propiedades antioxidantes y antimicrobianas de las peliculas

La Figura 111.3.7 muestra las propiedades antioxidantes de las peliculas de gelatina
estudiadas evaluadas por diferentes métodos: ABTS™ (paneles A y C) y FRAP (paneles
By D). Las peliculas de gelatina sin adicién de curcumina mostraron una baja capacidad
antioxidante en ambos métodos, especialmente a pH 6. Estos resultados podrian atribuirse
en parte a algunos aminoacidos de gelatina que pueden actuar como donadores de
electrones, reaccionando con los radicales libres para dar lugar a productos mas estables
en los ensayos de ABTS o en la reduccién del ién férrico en el ensayo FRAP (Salgado y col.,
2012). La adicion de curcumina a las formulaciones aumentd significativamente las
propiedades antioxidantes de las peliculas resultantes (p< 0,05), siendo estos incrementos
mas notables a pH alcalino que a pH 6 (p< 0,05). Por otra parte, las peliculas de gelatina
con o sin curcumina, formuladas a partir de dispersiones hidroalcohélicas, mostraron
propiedades antioxidantes superiores a las formuladas usando agua como solvente
(p <0,05). Las diferencias en el entrecruzamiento de las proteinas, asi como los cambios en
la naturaleza hidrofilica-hidrofdbica de la matriz proteica, podrian estar modificando la
retencion o liberacién de principios activos tanto de gelatina como de curcumina,
afectando las propiedades antioxidantes de las peliculas resultantes. A medida que la
estructura quimica de la curcumina cambia con el pH de las dispersiones filmogénicas,
podria interactuar diferencialmente con la gelatina, resultando en peliculas con diferentes
propiedades antioxidantes. Estos resultados sugieren que se podrian utilizar las peliculas
de gelatina aditivadas con curcumina, especialmente aquellas obtenidas usando mezclas
etanol-agua como disolvente a pH alcalino, como peliculas activas con una importante

actividad antioxidante.
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Figura I11.3.7. Propiedades antioxidantes (medidas mediante ensayos ABTS y FRAP) de peliculas
a base de gelatina (G) y de curcumina (G+C) obtenidas con diferentes solventes: agua (a),
paneles Ay B,y mezcla etanol-agua (ea), paneles Cy D. Los paneles Ay C corresponde a ABTS y
los paneles By D a FRAP.

A pesar de la actividad antimicrobiana de la curcumina frente a distintas cepas de hongos,
bacterias y virus informados en la bibliografia (Ferreira y col., 2013, Liu y col., 2016,
Moghadamtousi y col., 2014) las peliculas de gelatina y curcumina desarrolladas en esta
tesis no mostraron actividad antimicrobiana contra S. enteritidis, E. coli, B. cereus y S.
aureus (datos no mostrados). Este resultado podria atribuirse, al menos en parte, a la baja
concentracion de curcumina empleada en las peliculas estudiadas (0,02% p/v en las
dispersiones filmogénicas). Niamsa y Sittiwet (2009) informaron que en un extracto acuoso
de Curcuma longa el valor de concentracion minima inhibitoria es de 4-32 g/L contra S.
aureus y E. coli. Por otro lado, Lawhavinit y col., (2010) informaron sobre un extracto
alcohdlico de curcuma con una concentracién minima inhibitoria de 30 ppm contra S.

aureus. lLa ausencia de actividad antimicrobiana también puede atribuirse a las
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interacciones entre la curcumina y la gelatina. Salgado y col. (2012) informaron que las
peliculas de proteinas de girasol -que contienen compuestos fendélicos- no mostraron
propiedades antimicrobianas debido a las importantes interacciones entre los compuestos

fendlicos y las proteinas en peliculas a pH alcalino.

111.3.4 Conclusiones

El agregado de curcumina a la formulacién activd a las peliculas de gelatina con
importantes propiedades antioxidantes y les otorgd la capacidad de identificar cambios en
el pH del medio circundante. Estos dos comportamientos resultaron mas interesantes en
las peliculas preparadas usando mezclas de etanol-agua como solvente. Estos materiales
comestibles podrian utilizarse como envases activos e inteligentes (“smart packaging”)
para alimentos, ya que podrian proporcionar informacion sobre el deterioro de los
alimentos indirectamente a través de la medicion del pH y ampliar la vida util de los

alimentos a través de las propiedades antioxidantes del material.
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1.4 Peliculas proteicas aditivadas con antocianinas
extraidas de repollo colorado (Brassica oleracea)

111.4.1 Introduccién

Entre los colorantes naturales alternativos a los colorantes sintéticos, se encuentran las
antocianinas, que también modifican su coloracién segun el pH del medio donde se
encuentran.

Las antocianinas representan un gran grupo de pigmentos naturales, hidrosolubles y no
toxicos, que se hallan en las vacuolas celulares de practicamente todos los tejidos
vegetales (hojas, flores, frutos, tallos y raices). Son los responsables de los colores rojo,
morado y azul de numerosos frutos silvestres como las moras, las frambuesas, los
arandanos, las grosellas, y de otras frutas como las cerezas, las ciruelas, las uvas rojas y las
manzanas rojas. Ademas, se han encontrado en las flores y hojas de infinidad de plantas y
en tubérculos y hortalizas como la remolacha y el repollo entre otros (Janik y col., 2007;
Worolstad, 2004; Liu y col., 2004; Francis, 1989) (Figura Ill.4.1). Las antocianinas poseen
diferentes funciones en la planta como la atraccién de polinizadores para la posterior
dispersion de semillas gracias a sus llamativos tonos rojos y purpuras, la proteccidn de la
planta contra los efectos de la radiacién ultravioleta, contra la contaminacién viral y
microbiana, y de camuflaje frente a los herbivoros que se sienten atraidos por el color
verde de las plantas, pero que no pueden percibir la luz de color rojo (Mahdavi y col.,

2014).

Figura lll.4.1. Ejemplos de hojas, flores, frutos, tallos y raices que contienen antocianinas.

Desde el punto de vista quimico, las antocianinas son los glicdsidos de las antocianidinas.
Estas, por su parte, son compuestos polifendlicos derivados del cation flavilio y pertenecen

a una clase superior de moléculas llamadas flavonoides (Clifford, 2000). La Figura 111.4.2
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ilustra las estructuras quimicas generales de estos compuestos.

Figura 111.4.2. Estructura general de: a. catidn flavilio, b. antocianidina y c. antocianina.

En la Figura 111.4.3 se presenta la estructura molecular de las antocianidinas mas comunes:
pelargonidina, cianidina, peonidina, delfinidina, petunidina y malvidina, en las cuales los
grupos R; y R, de la estructura general (Figura 11.4.2) representan H y los R3 y R4
representan H, -OH o -OCHj; (Figura 11.4.3). Los nombres asignados derivan de la fuente

vegetal de donde se aislaron por primera vez (Wu y col., 2004).

OH OH OH
@ ® (5}

HO 0 O HO 0, O HO 0 O
(I OO, ™ O™
ZoH Zon Z o

OH OH OH

Pelargonidina Cianidina Peonidina

OH OMe OMe
OH
s S e
HO O 0\ OH HO O 0\
Z OH Z OH
OH OH

Delfinidina Petunidina Malvidina

Figura Ill.4.3. Estructura molecular de las antocianidinas mas comunes: pelargonidina,
cianidina, peonidina, delfinidina, petunidina y malvidina.

En la naturaleza, las antocianinas siempre presentan sustituciones glicosidicas en las
posiciones 3 y/o 5 con mono, di o trisacaridos que incrementan su solubilidad. Dentro de
los sacaridos glicosilantes se encuentran la glucosa, galactosa, xilosa, ramnosa, arabinosa,
rutinosa, soforosa, sambubiosa y gentobiosa. Otra posible variacidén en la estructura es la
acilaciéon de los residuos de azucares de la molécula con 4cidos orgdnicos. Los acidos

orgdnicos pueden ser alifaticos, tales como: maldnico, acético, malico, succinico u oxalico;
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0 aromaticos: p-cumadrico, caféico, ferulico, sindpico, galico, o p-hidroxibenzoico. La
combinacion de las seis antocianidinas mencionadas previamente con los diferentes
azucares y 4dcidos, genera aproximadamente 150 antocianinas que abundan en la
naturaleza (Wrolstad y col., 2005).

El color de las antocianinas depende del nimero y orientacién de los grupos hidroxilo y
metoxilo de la molécula. Incrementos en la hidroxilacion producen desplazamientos hacia
tonalidades azules mientras que incrementos en las metoxilaciones producen coloraciones
rojas. Stintzing y col. (2002) demostraron que el tipo de sustitucidon glicosidica y de
acilacién también producen efectos en el tono de coloracién de las antocianinas. El pH
tiene efecto en la estructura y la estabilidad de las antocianidinas (Figura 111.4.4). Las
antocianinas a pH acido (pH<4) se presentan como catién flavilio y presentan colores en la
gama de los rojos intensos gracias a la conjugacion extendida entre los dos fragmentos
aromaticos. Esto permite la absorcion de luz visible con una longitud de onda variable
(480 - 550 cm™), dependiendo de los sustituyentes de los anillos. A pH entre 4 y 5, sin
embargo, estas moléculas experimentan un ataque nucleofilico sobre el C2 por parte de
una molécula de agua, y adoptan una configuracion de tipo carbinol pseudobase. Esta
molécula queda carente de color debido a la ausencia de conjugacién entre el fragmento
monociclico y el resto de la molécula, lo que impide la absorcién de luz visible. Por encima
de pH 5 vuelven a adquirir colores intensos en la gama de los azules, verdes y amarillos,
gracias al predominio de conformaciones neutras o anidnicas con una fuerte conjugacion

(Figura 111.4.4).

Cation flavilio (oxonio) Sin conjugacién entre Carbinol pseudobase
Conjugacion extendida 1oslhagmenfo_s 3 Sin conjugacion entre
rojo, pH < 4 incoloro, pH = 4-5 los fragmentos.
incoloro, pH = 4-5

HO OH

OH OH Oe

Conjugacion extendida Conjugacion extendida Conjugacion extendida
verde-amarillento, pH > 8 azul, pH = 7-8 morado, pH = 6-7

Figura 11l.4.4. Efecto del pH en la estructura de las antocianidinas, en la conjugacién y sus
cambios en la coloracion.

101



111.4 Peliculas de proteina aditivadas con antocianinas extraidas de repollo colorado

Recientemente, las antocianinas han atraido un gran interés en la industria alimentaria y
de la salud debido a sus diversos beneficios potenciales atribuidos a su actividad
antioxidante (Awika y col., 2005; Wu y col., 2004), el mejoramiento visual, reduccién de las
enfermedades coronarias, cancer, diabetes, efecto cardioprotector, antimutagénico,
antiinflamatorio y en algunos casos antimicrobianos (De Pascual-Teresa vy
Sanchez-Ballesta, 2008). Por estas propiedades asi como por su papel funcional como
colorantes, las antocianinas son agentes potenciales en la obtenciéon de productos con
valor agregado para el consumo humano.

A pesar de las ventajas que las antocianinas ofrecen como posibles sustitutos de los
colorantes sintéticos y de otros agentes bioactivos, su estabilidad estd determinada por la
temperatura, la presencia de oxigeno, la luz, la concentracidn de azlcares libres y la
actividad acuosa de la matriz, entre otros factores. Debido a esta baja estabilidad durante
el procesamiento y el almacenamiento, su incorporacién a matrices alimenticias o
productos farmacéuticos y cosméticos es limitada (Wrolstad, 2000; Cevallos-Casals y
Cisneros Zeballos, 2004). Teniendo en cuenta estas caracteristicas, la gran demanda de
estos colorantes naturales para la industria alimentaria induce a la busqueda de distintas
técnicas para su aislamiento. En este sentido, varias técnicas cromatograficas se han
estudiado. Sin embargo, en el caso de métodos tales como la cromatografia en columna y
la electroforesis, el escalado no resulta rentable (Coutinho y col., 2004). Uno de los
métodos mas utilizados para obtener antocianinas es la extraccion sdlido-liquido. El
caracter polar de estas moléculas permite su solubilidad en variados solventes tales como
alcoholes, acetona y agua (Kechinski y col., 2010; Astrid, 2008). En la actualidad existe la
tendencia de utilizar directamente los extractos sin necesidad de realizar la separacién de
los distintos componentes, debido a que todos ellos presentan propiedades antioxidantes.
El repollo colorado es una fuente rica de antocianinas con fuerte actividad antioxidante
(Ahmadiani y col., 2014; Podsedek y col., 2008; Boo y col., 2012), cuyas estructuras
principales son, en la mayoria de los casos, glicdsidos de cianidina (Wu & Prior, 2005).
También se han identificado glucdsidos de delfinidina, pelargonidina y peonidina (Charron
y col., 2007; McDougall y col., 2007) y derivados acilados (Clifford, 2000; Wu y Prior, 2005).
En el caso de la formulacion de materiales, la utilizacion de los extractos como solventes
en las dispersiones filmogénicas resulta una manera interesante y econdmica para
activarlos con nuevas propiedades. Asi numerosos extractos han sido utilizados para

formar peliculas con actividades antioxidantes y antimicrobianas para la proteccién de
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alimentos (Hafidh y col., 2011; Li y col., 2014; Wang y col., 2012; Wiczkowski y col., 2015).
Por otra parte, hay pocos estudios donde se utilizan los extractos para obtener envases
inteligentes comestibles (Biji y col., 2015). Yoshida y col. (2014) desarrollaron un indicador
colorimétrico en base a quitosano para indicar cambios de pH con el agregado de
antocianinas derivadas de extractos de uva para ser utilizadas como indicadores de
metabolitos derivados de crecimiento microbiano tales como n-butirato, acido lactico y
acido acético. Veiga-Santos y col. (2011) desarrollaron peliculas biodegradables en base a
almiddn de yuca plastificadas con sacarosa y azucar invertido que contenian extractos de
uva como indicadores de pH. En este sentido, Golasz y col. (2013) también obtuvieron
peliculas de almidén de yuca con antocianinas provenientes de uvas y las emplearon para
determinar el deterioro en carne de cerdo. Y Silva-Pereira y col. (2015) desarrollaron
peliculas de quitosano y almidén de maiz con extractos de antocianinas y evaluaron su
potencial uso como indicador de deterioro en pescado.

El objetivo de este trabajo fue desarrollar peliculas de gelatina capaces de detectar
cambios de pH del medio utilizando extractos de repollo colorado (Brassica Oleracea)
como solvente y evaluar la posible activacién de los materiales resultantes con
propiedades antioxidantes y antimicrobianas. Teniendo en cuenta que el repollo colorado
puede contener entre 9 y 24 antocianinas diferentes (Arapitsas y col., 2008; Pliszka y col.,
2009), es de esperar que la utilizacion de distintos solventes de extraccién permita
obtener una composicion distintiva en los extractos y esto pueda afectar la funcionalidad

de los materiales resultantes.

111.4.2 Materiales y métodos

111.4.2.1 Materiales

Se trabajé con gelatina bovina comercial (“Royal”, Kraft Foods, Argentina) como
biopolimero y glicerol (Anedra, Argentina) como plastificante. Se utilizé repollo colorado
(Brassica oleracea) obtenido de un comercio de la zona. Como solventes se utilizaron agua
destilada y etanol 96% (Purocol, Argentina). Todos los demas reactivos empleados fueron

de grado analitico.

111.4.2.2 Preparacion de los extractos de antocianinas
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Se prepararon dos extractos de antocianinas, uno usando agua y otro empleando etanol
como solventes. Para su preparacion se pesaron 50 g de repollo colorado cortado con
cuchillo y se trituré en una picadora (Moulinex, Argentina) con 50 ml del solvente (agua o
etanol). El producto obtenido se colocé en un vaso de precipitado, se agregaron 50 ml
adicionales del solvente utilizado y se agité durante media hora. Por ultimo, se filtré
primero con colador para eliminar las particulas gruesas y luego con papel de filtro
(Whatman n° 1). Los extractos asi obtenidos se denominaron Ant-a y Ant-e segun si el

solvente empleado fue agua (a) o etanol (e).

111.4.2.3 Caracterizacion de los extractos

111.4.2.3.1 Determinacién de la concentracion de antocianinas

La concentracién de antocianinas en ambos extractos se determiné utilizando el método
de diferencia de pH. Como se mencioné anteriormente, las antocianinas experimentan
transformaciones reversibles con los cambios de pH, manifestando un llamativo cambio en
la absorbancia. Este método utilizado por primera vez por Flueki y Francis (1986) permite
una rapida y exacta medicion de las antocianinas totales. Para ello, una alicuota de 200 pl
de extracto de antocianina se mezclé con 7 ml de buffer a pH 1,0 (cloruro de potasio 0,025
M, ajustado con acido clorhidrico) y otra con 7 ml de un buffer a pH 4,5 (acetato de sodio
0,4 M, ajustado con 4cido acético). La diferencia en la absorbancia a la longitud de onda de
maxima absorcion (530 nm) en los buffers utilizados es proporcional al contenido de
antocianinas (Wrolstad, 1993). Posteriormente, y con el propdsito de efectuar la
correccion de la medida debido a la presencia de compuestos degradados o sustancias
interferentes, se midid la absorbancia a 700 nm. Para las medidas se utilizé un lector de
placas UV-VIS (Biotek, modelo Synergy HT) contra un blanco de agua destilada. Teniendo
en cuenta que las antocianinas del repollo colorado derivan de glucésido de cianidina, las
concentraciones se expresaron como mg cianidina-3-glucésido cada 100 mL de extracto de
acuerdo a las siguientes ecuaciones (Ecuacion 11.4.1 y Ecuacién 11.4.2) (Hrazdina y col.,

1977).

AA = (A530 — A700)pH: 1,0 — (4530 — A700)pH: 4,5  Ecuacién lll.4.1

AA. PM promedio. FD.1000
gL

Ecuacion 111.4.2

Concentracién de antocianinas =

Donde:
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AA: Cambio en la absorbancia de la muestra en los distintos buffers a 530 y 700 nm.
PM: Masa molecular para cianidina-3-glucésido, 449,2 g/mol

FD: Factor de dilucidn

€: Coeficiente de extincion molar para cianidina-3-glucésido, 26900 (cm™.M™)
1000: factor de conversion de gramos a miligramos

L: camino optico (cm)

111.4.2.3.2 Determinacidon del perfil de antocianinas por cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC)

Los extractos obtenidos se filtraron a través de una jeringa con un filtro de 0,45 micras
(Millipore Corporation, Bedford, MA, Estados Unidos). El equipo consta de un detector de
red de diodos (Waters 2998) equipado con una bomba (Waters 1525) y columna 4,6 mm y
250 ml, (Phenomenex, CA). El ensayo se realizé a 40 °C con un flujo constante de
0,5 ml/min. La fase movil estaba compuesta por 5% (v/v) de acido férmico (A) y metanol
(B). El gradiente de elucidn elegido fue el utilizado por Wu y col. (2004): 0-2 min: 5% B; 2-
10 min: 5-20% B; 10-15 min: 20% B; 15-40 min: 20-30% B. La deteccidn se realizé a 520

nm.

111.4.2.3.3 Determinacion de los espectros de absorcion de luz UV-visible

Los extractos se diluyeron (1:2) empleando el solvente correspondiente agua o etanol. Se
determinaron y registraron los espectros de absorcidén de esas diluciones entre 200 y 700
nm con un lector de placas Biotek, modelo Synergy HT. Se realizaron triplicados para cada

uno de los extractos.

111.4.2.4 Formacidn de las peliculas

Se prepararon peliculas por casting. Se solubilizaron 5 g de gelatina en 50 ml de agua
destilada a 100 °C, y luego de 15 minutos de agitacidn se adicionaron 50 ml del extracto
obtenido (acuoso o alcohdlico) y glicerol (1,25 g) a temperatura ambiente. Ajustando su
pH en 6, con un tiempo total de agitacidon de 30 minutos. Obteniendo asi las dispersiones
filmogénicas acuosas o hidroalcohdlicas, G+Ant-a y G+Ant-ea respectivamente. Un
volumen de 10 ml de cada dispersién filmogénica se colocd en placas de Petri (64 cmz) y se
secé en estufa de conveccion forzada (Yamato, DKN600, Estados Unidos) a 60 °C durante

tres horas. Las peliculas resultantes fueron acondicionadas 48 h a 20°C y 58 % HR previo a
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su caracterizacion. Como control se obtuvieron peliculas de gelatina utilizando como
solvente agua y etanol —muestras G-a y G-ea respectivamente- a pH 6, pero sin el
agregado de los extractos; estas peliculas ya fueron presentadas en la seccién I11.3.2.2. En
la Tabla Ill.4.1 se muestra la nomenclatura de las peliculas y la composicion de las

dispersiones filmogénicas estudiadas.

Tabla 11.4.1. Nomenclatura y composicién de las dispersiones filmogénicas ensayadas.

Pelicula Gelatina pH Ant-a (%v/v)  Ant-e(%v/v) Agua Etanol
(% p/v) (v/v) (v/v)
G-a 5 6 - - 100 % -
G+Ant-a 5 6 50% - 50% -
G-ea 5 6 - - 50% 50%
G+Ant-ea 5 6 - 50% 50% -

111.4.2.5 Caracterizacion de las peliculas

Las peliculas fueron caracterizadas segun su espesor, opacidad, color, contenido de agua,
solubilidad en agua, permeabilidad al vapor de agua, propiedades mecanicas en traccidon y
la respuesta frente a cambios de pH como se describe en la seccién 111.1.2.3. Se evalué la
respuesta de las peliculas frente a distintos sistemas buffers como se describidé en la
seccion [11.2.2.5. Ademds se determind capacidad antioxidante por captura de radical
ABTS™ y reduccién del complejo Fe-TPTZ (FRAP) y la actividad antimicrobiana tal cual se

describié en la seccion 111.3.2.3.1 y seccidn 111.3.2.3.2.

111.4.2.6 Anilisis estadistico

Los resultados se expresan como promedio * desviacidon estandar y fueron analizados
mediante andlisis de varianza (ANOVA). Las medias fueron evaluadas por el test de Tukey
de las minimas diferencias significativas para comparacion de pares, con un nivel de
significaciéon a=0,05 utilizando el software Statgraphics Plus version 5.1 (Statgraphics,

EE.UU.).
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11.4.3 Resultados y discusion

11.4.3.1 Extractos de antocianinas

Los extractos obtenidos se presentaron limpidos y de coloracién violeta. En la Tabla 111.4.2
se presenta la concentracion de antocianinas en dichos extractos y sus respectivos valores
de pH.

Se puede apreciar que la concentracién de antocianinas correspondiente a los extractos
alcohdlicos fue casi 7 veces superior que la correspondiente al extracto acuoso
demostrando una mayor eficiencia extractiva del alcohol en comparacién con el agua.
Ademads, a simple vista pudo observarse que la intensidad de la coloracidon de Ant-e era
mayor que la de Ant-a. Resultados similares encontraron Chandrasekhar y col. (2012)
cuando extrajeron antocianinas de repollo colorado en diferentes solventes: alcohol,

metanol, agua y mezclas de estas soluciones a distintos pHs.

Tabla 111.4.2. Concentraciéon de antocianinas y pH de los extractos de repollo colorado
obtenidos empleando agua (a) o etanol (e) como solventes: Ant-a y Ant-e.

Muestra Concentracién (mg/L) pH
Ant-a 0,6 +0,06° 6,0+0,1°
Ant-e 40+0,4° 5,7+0,2°

Los valores informados son promedio * desviacion estandar. Letras diferentes (a, b) en la misma columna indican
diferencias significativas (p <0,05) de acuerdo al test de Tukey.

En la Figura Il1.4.5 se observan los cromatogramas obtenidos por HPLC de los extractos de
repollo colorado. El extracto obtenido usando agua como solvente (Ant-a) presentd un
Unico pico a un tiempo de retencién de 29,3 min mientras que el extracto alcohdlico
(Ant-e) mostrd dos picos, uno que se encuentra a un tiempo de retencion de 26,9 miny
otro el a los 29,6 minutos, que coincide con el extraido con agua. Teniendo en cuenta las
caracteristicas de separacién de la columna, los dos picos podrian atribuirse a distinta
formas de antocianinas probablemente derivadas de cianidinas (Wu & Prior, 2005). La
relacion de areas de los cromatogramas para ambos extractos (3:1) confirman la mayor
efectividad de extraccion del alcohol, que aparentemente ademas de extraer las
antocianinas presentes en el extracto acuoso, estaria extrayendo otras formas presentes
en el repollo colorados. Ahmadiani y col (2014) analizaron los extractos de siete

variedades de repollo colorado extraidos en una mezcla de acetona/cloroformo, y por
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ensayos de HPLC con un gradiente de acido férmico (4.5 % p/v) y acetonitrilo identificaron
derivados de cianidina-3-diglucésido-5-glucdsido de acuerdo con trabajos publicados
anteriormente por Park y col, (2014) y Wu y Prior, (2005). Arapitsas y col. (2008) también

encontraron en las antocianinas a la cianidina como agliconas, mono o diglicésiladas.

Absorbancia
(520 nm)

15 20 25 30 35 40

Tiempo (min)

Figura I11.4.5. Cromatografia liquida de alta resolucidon (HPLC) de los extractos de antocianinas
de repollo extraidas con agua (a) y etanol (e) como solventes: — Ant-a, — Ant-e. La deteccidn

se realizd a 520 nm.

En la Figura 111.4.6 se observan los espectros de absorcién de luz UV-Vis de los diferentes
extractos obtenidos. En ambas muestras se observan picos a 205, 230, 245 y a 325 nm. En
Ant-a ademas se observa un pico a 265 y otro a 600 nm y para el extracto obtenido con
solucion alcohdlica (Ant-e) se presenta un pico a 275 nm y otro a 540 nm. Estas diferencias
en los picos pueden atribuirse a la composicion diferente de los extractos acuosos vy
alcohdlicos. lkan (1991) atribuyd que la coloracién violeta de las antocianinas a pH neutro
estd influenciada por el nimero de grupos hidroxilo, que el color rojo anaranjado se
atribuye principalmente a la pelargonidina, el rojo intenso de la cianidina y el azulado a los

derivados de delfinidina.
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Figura 111.4.6. Espectros de absorcion de luz UV-Vis de los extractos de antocianinas de repollo

extraidas con agua (a) y etanol (e) como solventes: — Ant-a, — Ant-e.

111.4.3.2 Aspecto y propiedades opticas de las peliculas con extracto de repollo colorado

Todas las peliculas estudiadas con vy sin el extracto de repollo colorado (con los distintos
solventes utilizados) adicionado a la dispersion filmogénica resultaron transparentes, se
pudieron remover facilmente de las placas y resultaron de facil manipulacién (Figura
111.4.7). A pesar que las dispersiones filmogénicas presentaban una leve coloracidn violacea
proveniente del extracto de repollo colorado a ese pH, este color ya no se vio reflejado en
las peliculas obtenidas luego del proceso de secado a 60°C. Muchos autores han estudiado
esta caracteristica de las antocianinas, que frente a la luz o exposiciones a temperaturas
mayores a 30°C los pigmentos pierden su coloracion (Alighourchi y Barzegar, 2009; Bolivar

y Cevallos-Casals, 2004; Shaked-Sachray y col., 2002).

G+Ant-a - G+Ant-ea

Figura 111.4.7. Fotografias de peliculas de gelatina aditivadas con extracto de repollo colorado
obtenido en distintos solventes (agua y etanol) y sus respectivos controles: G-a, G+Ant-a, G-ea,
G+Ant-ea.

Wiczkowski y col. (2015) mostraron como durante los procesos de fermentacién y
calentamiento se provocd una disminucién en el contenido de todas las antocianinas

analizadas en extractos de repollo colorado y que esta intensidad de la disminucion
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dependia de la estructura quimica de cada uno de los compuestos presentes en el
extracto. Por otra parte, Pereira y col. (2015) desarrollaron peliculas de quitosano y
polivinil alcohol con antocianinas de repollo colorado como materiales capaces de

responder a cambios de temperatura.

111.4.3.3 Respuestas de las peliculas con extracto de repollo colorado frente al pH del
medio

En la Figura 111.4.8 se presentan los cambios de coloracion de las peliculas de gelatina con
extractos de repollo colorado frente a los distintos buffers de pH: 1 a 14. Puede observarse
gue las dos peliculas presentaron cambios en su coloracion. A valores de pH menores a 4
la coloracidn de las peliculas fue rosada y a valores de pH fuertemente alcalinos (pH>11) la
pelicula toma un color amarillento. Estos cambios de coloracién resultaron mas notorios
en las peliculas formuladas con el extracto de antocianinas en etanol (G+Ant-ea) (Figura

1.4.8. B).

Figura 111.4.8 Respuestas de las peliculas de gelatina con extractos de antocianinas obtenidos
en distintos solventes: A. G+Ant-a y B. G+Ant-ea frente a los cambios de pH con distintos
sistemas buffers (pH: 1 a 14)

Las respuestas de las peliculas con extractos de antocianinas obtenidos en distintos
solventes -agua y etanol- frente a distintos medios (liquidos, gaseosos y semisélidos)
acidos o alcalinos se presentan en la Figura 111.4.9. En esta figura se corrobora lo observado
en la Figura 111.4.8. Las peliculas de gelatina con extracto acuoso de antocianinas
modificaron su coloracién de transparente a un leve color rosado frente a todos los
medios estudiados de pH acido. Frente al medio liquido alcalino las peliculas proteicas
cambiaron su coloracion a color amarillo. Cuando se las enfrentd a medios gaseosos y

semisoélidos de pH alcalino su coloracién se modificd a un tono verdoso-amarillento (Figura
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[11.4.9). Aunque, para estas peliculas los cambios de coloracidon fueron tenues y no
resultaron notorios en los medios estudiados (Figura 111.4.9).

Cuando las peliculas contienen el extracto alcohdlico de antocianinas los cambios
resultaron mas notorios. Frente a medios acidos (liquidos, gaseosos y semisdlidos) la
coloracion de las peliculas cambid de transparente a color rosa (Figura 111.4.9). Mientras
gue frente a medios liquidos alcalinos la coloracién se torné amarillenta y en los medios
gaseosos y semisolidos a pH alcalinos la coloracién se modificé a un tono verde mas fuerte

que el observado en las peliculas preparadas con extracto acuoso.

Pelicula de gelatina con Pelicula de gelatina con

extracto de repollo colorado ~ €Xtracto de repollo colorado
ensoludldn sciosa en solucién hidroalcohdlica

Respuesta frente a:

Medio liquido acido (HCI)

Medio liquido basico (NaCH) D

Medio gaseoso acido
(C,H,0,)

Medio gaseoso basico
(NH;)

Gel de gelatina pH:2

Gel de gelatina pH:11
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Figura 111.4.9 Respuestas de las peliculas de gelatina con extractos de antocianinas obtenidos
en distintos solventes (G+Ant-a y G+Ant-ea) frente a diferentes medios (liquidos, gaseosos y
solidos) acidos y alcalinos.

Todos los cambios de coloracion resultaron reversibles coincidiendo con los resultados de
Pereira y col. (2014). Cabe destacar que cuando se enfrentd las peliculas (G+Ant-a y
G+A-ea) a medios gaseosos y semisélidos la coloracién no llegd a ser amarillenta como la
obtenida con el medio liquido, esto podria deberse a que en el medio liquido el pH es
superior a 11. Segun Yoshida y col. (2014), a pH>11 la coloracién de las antocianinas se

vuelve amarilla y en valores menores de pH el color es verdoso. Probablemente con NaOH
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se superod el valor de pH 11 y por esta razén la coloracién no fue de la tonalidad verde

esperada.

111.4.3.4 Efecto del extracto de antocianinas de repollo colorado en las propiedades
fisicoquimicas de las peliculas

En la Tabla Il1.4.3 se presentan los datos obtenidos de espesor y susceptibilidad al agua de
los materiales en estudio. El espesor de las peliculas no se vio afectado cuando se
reemplazé agua por el extracto acuoso (p>0,05), sin embargo los valores de espesor
aumentaron cuando el solvente utilizado fue etanol (p<0,05), tal como se describio
anteriormente en la seccidn 11.3.3.3. No se observaron diferencias significativas cuando
hay antocianinas presentes en ambas formulaciones (G+Ant-a y G+Ant-ea).

El contenido de agua de las peliculas de gelatina resultd menor al incorporar etanol o los
extractos de antocianinas en la formulacién, sin encontrarse diferencias significativas en
sus valores =18 % (p> 0,05), y siendo éstos similares a los encontrados por Tongnuanchan
y col. (2015) en peliculas de gelatina de pescado. La solubilidad en agua de las peliculas
solo se modificd al agregar el extracto alcohélico de antocianinas, aumentando en un 42%
la solubilidad de las peliculas (p< 0,05). El resto de las peliculas —G-a, G+Ant-a y G-ea - no
presentaron diferencias significativas (p> 0,05) con valores de entre =36-39% de
solubilidad. Esto indicaria que la formulacion G+Ant-ea es la que posee mayor caracter
hidrofilico. Una alta solubilidad en agua puede ser una ventaja para algunas aplicaciones,
como en la formulacidn de sachets solubles o donde se necesite liberar compuestos
activos.

Tabla 111.4.3. Espesor, contenido de agua, solubilidad en agua y permeabilidad al vapor de agua
de peliculas de gelatina con y sin extracto de repollo colorado obtenido con distintos

solventes.

Propiedades G-a G+Ant-a G-ea G+Ant-ea
Espesor (um) 49,7 + 4,4° 51,3 +4,6° 60,1+6,2°  555+53%®

MC (%) 21,8+0,5° 18,7+ 1,1° 17,2 +0,6° 19,1+ 1,0°

S (%) 39,2 +4,3° 37,2+2,6° 35,6 +0,6° 62,0+3,7°

WVP a a a a

0,68 +0,04°  0,65+0,06 1,11 +0,34 1,2+0,1
(10%°gH,0 s'm™Pa™)

Los valores informados son promedio + desviacion estandar. Letras diferentes (a, b) en la misma columna indican
diferencias significativas (p <0,05) de acuerdo al test de Tukey.
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Con respecto a la permeabilidad al vapor de agua no hubo diferencias significativas en
todas las formulaciones estudiadas (p> 0,05) a pesar de las diferencias en los valores de
solubilidad. Aunque la muestra G+Ant-ea presenta los mayores valores de permeabilidad
al vapor de agua.

En la Figura I11.4.10 se muestran las curvas tensidn vs. elongacion de los materiales
desarrollados. Las peliculas G-a presentaron propiedades mecanicas moderadas con
valores de tensidon de =3 MPa y de elongacién que llegan al =160%, similares a las
informadas en la seccion 111.1.3.3. Estas propiedades se vieron afectadas cuando se
reemplazé agua por el extracto acuoso de antocianinas de repollo colorado (G+Ant-a). Los
valores de tension aumentaron al doble (p<0,05), sin encontrarse diferencias significativas
en la elongacién de las peliculas (p>0,05) y con una disminucidn del médulo de Young de

~1,3 a 0,2 MPa (p<0,05).

Tensién (MPa)
N

0 T T T T
0 50 100 150 200

Elongacion (%)

Figura 11.4.10. Grafico de las propiedades mecdnicas, Tension vs. Elongacién de peliculas de
gelatina con y sin extractos de antocianinas obtenidos en distintos solventes: —G-a, —

G+Ant-a, —G-ea, —G+Aea.

Las peliculas que contenian etanol en su formulacidén (G-ea) presentaron menores valores
de tension (=30%) con respecto a las peliculas realizadas con agua como solvente (G-a)
(p<0,05), sin observarse diferencias significativas en la elongacion de las peliculas (p>0,05).
Sin embargo cuando se reemplazd la solucién alcohdlica por el extracto de antocianinas en
el mismo solvente no se observaron diferencias significativas en los valores de tensidn
(p>0,05). Aunque si se presentaron diferencias en la elongacion de las peliculas, G+Ant-ea
tuvo valores 15% mas altos que los de G-ea (p<0,05). Ademas, el modulo de Young
aumentd 6 veces su valor cuando se reemplazé la solucion alcohdlica por el extracto de

antocianinas en solucién alcohdlica (p<0,05). Probablemente al tener mayor interaccién

113



I11.4 Peliculas de proteina aditivadas con antocianinas extraidas de repollo colorado

con el agua estas peliculas aumenten su elongacién y disminuyan su tensién a la rotura. La
interaccion entre proteinas y aditivos como plastificantes y agentes antioxidantes, pueden
influir en las propiedades mecanicas de las peliculas ya que las cadenas proteicas y los
solventes utilizados desempefian un papel importante en estas propiedades (Li y col.,
2014). Evidentemente el extracto alcohdlico de repollo colorado actua plastificando la

matriz proteica.

111.4.3.5 Actividad antioxidante y antimicrobiana de las peliculas
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Figura 11l.4.11. Propiedades antioxidantes (medidas mediante ensayos ABTS y FRAP) de
peliculas a base de gelatina (G) y antocianinas de repollo colorado (G+Ant) extraidos en

distintos solventes agua (a), ™ G-a, ® G+Ant-a (paneles Ay B) y etanol (e): Z G-ea, Z G+Ant-ea

(paneles Cy D).

En la Figura 111.4.11 se muestran los valores de la capacidad antioxidante de las peliculas
obtenidos por ABTS™ y FRAP. Llas peliculas control con agua como solvente (G-a)

presentaron muy baja capacidad antioxidante en las dos técnicas utilizadas. Cuando se
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reemplazé el agua por el extracto de antocianinas de repollo colorado en solucién acuosa
(G+Ant-a) el valor de la capacidad antioxidante aumenté 8 veces en el ensayo de ABTS™"y
casi 150 veces en el ensayo de FRAP, comparado con G-a. Cuando las dispersiones
filmogénicas se obtuvieron empleando la mitad de volumen de etanol (G-ea) el valor de la
actividad antioxidante aumentd en las dos técnicas utilizadas (en ABTSe+ de 0,015 a 4,47
mg/ml de acido ascdorbico por g de pelicula y para la técnica FRAP de 0,01 a 23,5 mM de
FeSO4 por g de pelicula), como se observé en la seccidn 11.3.3.4. Ademads, cuando se
reemplazé por el extracto alcohdlico de antocianinas los valores de la capacidad
antioxidante de estas peliculas (G+Ant-ea) aumentan aun mas, llegando a valores de =17
mg/ml de acido ascdrbico por g de pelicula para ABTS™" y de 1300 mM de FeSO, por g de
pelicula para FRAP.

Los datos de la actividad antioxidante de estos compuestos varian enormemente en la
bibliografia (Singh y col.,, 2006). Los resultados presentados en esta Tesis pueden
compararse con los publicados por Jacob y col. (2011) quienes evaluaron las propiedades
antioxidantes de extractos de repollos verde y colorado obtenidos por diferentes
procedimientos de extraccion. Estos autores describieron que la variacién en el contenido
de antioxidantes de los vegetales del género Brassica depende de varios factores tales
como la variedad, la madurez a la cosecha, el estado y las condiciones de conservacion del
suelo después de la cosecha. Las peliculas desarrolladas presentaron una importante
capacidad antioxidante a pesar del proceso llevado a cabo para su obtencion
(calentamiento a 60 °C durante 3 h). Esto se observd en ambos solventes utilizados.

Por otra parte, las peliculas obtenidas con extractos de repollo colorado en ambos
solventes no presentaron actividad antimicrobiana frente a S. enteritidis, E. coli, B. cereus,
y S. aureus. En distintos trabajos se ha demostrado la actividad antimicrobiana de las
antocianinas de extracto de repollo colorado extraidas con distintos solventes frente a
distintas cepas bacterianas y diferentes hongos. Por ejemplo, Boo y col. (2012)
describieron actividad frente a E. coli, B. subtilis y V. parahaemolyticus. Mientras que
Hafidh y col. (2011) encontraron actividad antifungica en extractos de antocianinas con
una concentracion de 700 mg/ml frente a T. rubrum y A. terreus. La carencia de actividad
antimicrobiana en las muestras analizadas en esta Tesis podria deberse a la baja

concentracion de antocianinas en los extractos obtenidos.
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111.4.4 Conclusiones

Se obtuvieron extractos de repollo colorado con diferente concentracion y composicion de
antocianinas, empleando agua o etanol como solventes. Estos extractos pudieron ser
incorporados satisfactoriamente en la formulacién de peliculas de gelatina. Las
propiedades mecanicas de las peliculas se vieron afectadas principalmente cuando se
reemplazé agua por el extracto acuoso, obteniendo peliculas mads resistentes y menos
elongables que las que contenian el extracto alcohdlico. El agregado de los extractos de
antocianinas le confirié a las peliculas de gelatina importantes propiedades antioxidantes y
le otorgd la capacidad de indicar cambios en el pH del medio circundante. Estos dos
comportamientos resultaron mas importantes en las peliculas preparadas con el extracto
alcohdlico de antocianinas.

Las peliculas biodegradables y/o comestibles desarrolladas resultan atractivas para ser
empleadas en el envasado activo e inteligente de productos alimenticios, ya que por sus
importantes propiedades antioxidantes podrian prolongar la vida util del producto
envasado, y por su capacidad de respuesta frente a cambios de pH podrian brindar
informacién sobre el deterioro microbiano que ha sufrido el alimento.

Estas peliculas podrian ofrecer una alternativa eficiente detectar deterioro en alimentos
por cambios en su pH. Ya que ademds se trata de un material proteico, biodegradable, con

la adicién de un colorante de origen natural.
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IV. Peliculas proteicas con capacidad de respuesta a
cambios de temperatura.

IV.1 Introduccion

La temperatura juega un rol muy relevante en la industria alimentaria ya que puede
modificar en gran medida la calidad e incluso la seguridad de los alimentos durante su
procesamiento, distribucién y almacenamiento, por oxidacién de lipidos, modificacién de
viscosidad, texturas y flavors, crecimiento de microorganismos, etc. (Maciel y col., 2012;
Ellouze y Augustin 2010). Es por esto que el control de este pardmetro durante las
distintas etapas del procesamiento de alimentos es tan importante para asegurar la
calidad de los alimentos que compramos y consumimos. Especialmente durante la
distribucidon, almacenamiento e incluso hasta el momento anterior al consumo, los
envases pueden contribuir a realizar ese control. Para esto se requiere del desarrollo de
materiales capaces de indicar los cambios de temperatura a los que fue o esta siendo
sometido el alimento (Sarley, 2011). Los campos de aplicacién de estos materiales se
centran principalmente en productos que necesiten refrigeracion durante su cadena de
distribucién u otra condicion térmica (como es el caso de bolsas de plaguetas sanguineas
qgue requieren almacenarse a 22 °C), o algunos productos gourmet que se aconsejan
consumir a una temperatura determinada. En este contexto, la inclusién de tintas
termocrémicas a los materiales poliméricos se presenta como una alternativa promisoria
para el desarrollo de materiales capaces de indicar cambios de temperatura (Seeboth y
col., 2014).

Las tintas termocrémicas poseen en su composicion pigmentos de diferente naturaleza
que pueden cambiar sus espectros de absorcién frente a distintas temperaturas o cierto
rango de temperaturas (Boscolo, 2006). En su mayoria contienen colorantes leuco o
cristales liquidos.

Los colorantes leucos son los que pasan de un estado incoloro (leuco) a un estado
coloreado con el cambio de la temperatura como producto de la reorganizacion de la
estructura molecular de un pigmento. En general estan compuestos por un formador de
color, un revelador y un co-disolvente para producir un cambio de color reversible que es
impulsado por las interacciones entre estos compuestos. La activacidon de estos colorantes

estd determinada por la temperatura en la que el solvente cambia de estado sélido a
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liquido, posibilitando que los diversos pigmentos formadores del color estén en contacto
por debajo de la temperatura de transicion (estado coloreado) o se encuentren separados
por encima de esta temperatura (estado decolorado). Tipicamente, el punto de fusion del
co-disolvente aplicado determina la temperatura en la que se produce el cambio de colory
este es reversible (Hajzeriy col., 2015).

Por su parte los cristales liquidos termocrémicos muestran los diferentes colores al reflejar
selectivamente la luz blanca que incide sobre ellos. Estos se convierten desde negro (o
incoloro) hasta el rojo, con una determinada temperatura, y a medida que ésta aumenta,
cambian hacia los demas colores del espectro visible con la siguiente secuencia: naranja,
amarillo, verde, azul, violeta; antes de volverse negro o incoloro de nuevo, a una
temperatura aun mas alta. Los cambios de color son reversibles y en el enfriamiento
produce la misma secuencia pero a la inversa (de la Calzada Lorenzo, 2016). Estas tintas
presentan una sensibilidad mucho mayor que las de los colorante leucos (Sarley, 2011).
Segun la naturaleza de las tintas, los cambios en la coloracidn pueden ser reversibles o
irreversibles (Boscolo, 2012). Las tintas termocromicas reversibles se utilizan
generalmente como indicadores de confort, por ejemplo en etiquetas para bebidas
refrigeradas en donde la etiqueta cambia su coloracién al alcanzar la temperatura éptima
para ser consumida (Vanderroost y col., 2014); mientras que las irreversibles se emplean
en indicadores de abuso térmico para alimentos y medicamentos, que requieren
almacenarse a una determinada temperatura (por ejemplo que conserven la cadena de
frio) (Kim y col., 2012). Resulta evidente que la seleccién de la tinta termocrdmica a utilizar
depende en gran medida de la aplicacidén que se esta intentado realizar.

Existen distintas estrategias para incorporar facilmente las tintas termocrdomicas en
matrices poliméricas previamente formadas, entre ellas se pueden mencionar: impresion,
pintado o inmersidn. Algunas tintas termocrdmicas comerciales estdn inmersas en
formulaciones tipo barnices que vienen acompanadas por mondmeros en su formulacién
Y, una vez aplicadas sobre el material, requieren un posterior tratamiento con radiacion
ultravioleta (UV) para polimerizar y secar la tinta aplicada (Zabala y col., 2015). Durante
estos procesos se podrian establecer interacciones entre los componentes de las tintas
termocrémicas agregadas y los de los materiales poliméricos, asi como provocar
modificaciones estructurales en los materiales preformados y en la efectividad de los

componentes capaces de indicar cambios de temperatura (Wanihsuksombat y col., 2010).
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En el caso de los tratamientos con radicacion UV, estos afectan la estructura de las
proteinas y también la funcionalidad de las peliculas si el tratamiento se realiza una vez
formado el material proteico. La radiacién UV es absorbida por los dobles enlaces y los
anillos aromaticos, causando la formacidon de radicales libres en aminoacidos como
tirosina y fenilalanina, y puede conducir a la formacién de enlaces covalentes entre las
cadenas polipeptidicas (Gennadios y col., 1998; Rhim y col., 1999; Otoni y col., 2012).

Los efectos de la radiacién UV se han estudiado en peliculas de proteinas de soja, maniy
arvejas, gluten de trigo, zeinas, albumina, caseinato de sodio, suero lacteo, gelatina de
pescado (Diaz y col., 2016; Gennadios y col., 1998; Gueguen y col., 1998; Liu y col., 2004;
Micard vy col., 2000; Otoni y col., 2012; Rhim y col., 1999 y 2000; Schmid y col., 2015). Si
bien en la mayoria de los casos la radiacién UV logré mejorar las propiedades mecanicas
de las peliculas y modificar su coloracion, los resultados fueron variables dependiendo de
la composicion aminoacidica y la estructura molecular de las proteinas utilizadas
(Gennadios y col., 1998) y de las condiciones experimentales de los tratamientos utilizados

(Schmid y col., 2015; Diaz y col., 2016).

El objetivo de este capitulo fue desarrollar peliculas proteicas capaces de indicar cambios
de temperatura por aplicacidon de tintas termocrdmicas sobre las peliculas previamente
formadas y analizar el efecto que este proceso produce sobre las propiedades

fisicoquimicas de las peliculas resultantes.

IV.2 Materiales y métodos

IV.2.1. Materiales

IV.2.1.1. Fuente proteica.

Teniendo en cuenta que el proceso de aplicacidon de la tinta termocrdmica involucra un
tratamiento UV y que este produce modificaciones en la estructura proteica dependientes
de la composicidn aminoacidica y de la estructura de la proteina se comenzé trabajando
con dos fuentes proteicas diferentes: un aislado proteico de soja (SPI, SUPRO 500-E,

DuPont N & H, Brasil) y gelatina bovina comercial (G, Royal, Kraft Food, Argentina).
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IV.2.1.2. Tintas termocromicas

Las tintas termocrémicas fueron gentilmente proporcionadas por la empresa Megacolor
S.R.L. (http://www.megacolor.com.ar), y aplicadas en sus instalaciones ubicadas en
Florida, Buenos Aires, Argentina. Se emplearon dos tintas termocrdmicas: T16 que cambia
de rosado a rosa mas claro al superar los 16°C y T33 cuya coloracién cambia de negra a
gris cuando la temperatura es mayor que 33°C. Lamentablemente no se conté con la
composicion quimica de las mismas debido a cuestiones de confidencialidad, sdlo
conocemos que la tinta estaba dispersa en una formulacién que contenia acrilatos.

Segun bibliografia, la mayoria de los recubrimientos UV involucran el uso de monémeros y
oligdmeros basados en acrilato, que se polimerizan a gran velocidad directamente sobre el
sustrato (papel, madera, plasticos, vidrio, etc.). En general las formulaciones estan
compuestas por una mezcla de un oligdmero base —que imparte la mayor parte de las
propiedades bdsicas al material final—, monédmeros —que diluyen la formulacién hasta
llevarla a una viscosidad conveniente y ayudan a formar los enlaces cruzados entre los
segmentos del oligdmero—, y los aditivos. Estos ultimos pueden ser pigmentos, cargas,
agentes humectantes u otros materiales, y se afaden para impartir propiedades

especificas y ayudar en el proceso o mejorar el desempefio (Boscolo, 2012).

IV.2.2. Formacion de las peliculas

Se obtuvieron peliculas por casting a partir de dispersiones filmogénicas acuosas
conteniendo 5% p/v de las respectivas proteinas y 1,25% p/v de glicerol (25% p/p respecto
de la proteina). En el caso de gelatina, la proteina se dispersé inicialmente en la mitad de
volumen de agua a 100°C y luego se completd el volumen con la cantidad adecuada de
glicerol y agua a temperatura ambiente, ajustando el pH en 6. En el caso de soja, el aislado
proteico y la cantidad adecuada de glicerol se dispersaron en agua a temperatura
ambiente y se ajustd el pH en 10,5 en base a estudios previos (Echeverria, 2012; Ortiz,
2015).

Finalmente, 28 mL de cada una de las dispersiones filmogénicas se colocaron en placas de
acrilico (180 cm?) y se secaron en una estufa con conveccion forzada (Yamato, DKN60O,
Estados Unidos) a 60°C durante 4 h.

Aplicacién de las tintas termocrdmicas: Las tintas se aplicaron sobre las peliculas proteicas

previamente formadas por medio de rodillos, a una velocidad de 40 m/min y se secaron

usando radiacién UV (120 W/cm lineal, que estimamos corresponderia a 0,18 J/cm?) en la
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empresa Megacolor S.R.L. Como controles se obtuvieron, peliculas proteicas sin la
aplicacion de las tintas, sometidas o no al tratamiento UV. En la Tabla IV.1 se muestran las
formulaciones estudiadas y su nomenclatura correspondiente.

Las peliculas resultantes se acondicionaron durante 48 h a 20°C y 58% HR, en un

desecador conteniendo una solucidn saturada de NaBr previo a su caracterizacion.

Tabla IV.1. Nomenclatura y sintesis de la composicién y tratamientos a los que fueron
sometidas las peliculas estudiadas

Muestra Proteina Plastificante pH Tinta Tratamiento UV
termocrémica
G - -
Guv - v
Gelatina Glicerol 6
G+T16yy T16 v
G+T33yy T33 4
SPI - -
Aislado
SPlyv - v
proteico de Glicerol 10,5
SPI+T16yy T16 4
soja
SPI+T33yy T33 4

IV.2.3 Caracterizacion de las peliculas

Las peliculas estudiadas fueron caracterizadas segln su espesor, color, contenido de agua,
solubilidad en agua, permeabilidad al vapor de agua, propiedades mecdnicas en traccién y
calorimetria diferencial de barrido segun la metodologia descripta en la seccién I11.1.2.3.

Su caracterizacion se completd con las siguientes técnicas.

IV.2.3.1 Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Se observé el corte transversal y ambas superficies de las peliculas. Las muestras se
cortaron en tiras de 1 cm x 3 cm, y se fracturaron sumergiéndolas en nitrégeno liquido. Las
probetas asi obtenidas se dispusieron sobre una cinta adhesiva doble faz, se metalizaron
con oro en un Sputter Coater S150B (Edwards, Inglaterra) y se observaron en un
microscopio electronico de barrido SEM 505 (Philips, Holanda) con un voltaje de

aceleracion de 10 kV, con aumento de 500X.
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IV.2.3.2 Angulo de contacto

Se evalud la hidrofobicidad superficial de las peliculas a temperatura ambiente a través de
la medida del dngulo de contacto con un goniémetro Ramé-Hart Modelo 250 (Ramé-Hart
Instruments, Estados Unidos). Una gota de 5 ulL de agua de calidad milli Q se colocé sobre
la superficie de las peliculas con una jeringa y se fotografid al instante. Se utilizé un
analizador de imdgenes para medir el angulo formado entre la base, compuesta por la
superficie de la pelicula en contacto con la gota de agua, y la tangente a la gota de agua
(Figura 1V.1). Cada valor de angulo de contacto corresponde al valor medio de los dngulos
de contacto iniciales medidos en ambos lados de la gota. Los resultados informados son
los valores promedio de nueve mediciones realizadas. Se determinaron los angulos de

contacto en ambas superficies de las peliculas.

Superficie
sdlida

Angulo de Angulo de Angulo de
contacto > 90° contacto= 90° contacto< 90°

Figura IV.1. Esquema de gotas de liquido colocadas sobre la superficie de un sélido y la medida
de sus angulos de contacto.

IV.2.3.3 Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier con reflectancia total
atenuada (ATR-FTIR)

Se registraron los espectros infrarrojos entre 4000 y 650 cm™ con una resolucién espectral
de 4 cm™ utilizando un espectrémetro infrarrojo (Nigaoli, EE.UU) equipado con un prisma
de cristal ATR. Los espectros fueron analizados con software Omnic Specta (Nicolet
Instrument Co., Madison, WI, USA). Las medidas fueron realizadas a temperatura
ambiente. Las determinaciones se realizaron al menos por triplicado y sobre ambas

superficies de las peliculas.

1IV.2.3.4 Solubilidad diferencial de las proteinas que constituyen las peliculas
Se determind la solubilidad diferencial de las proteinas presentes en las peliculas en
buffers con distinta actividad quimica con el fin de analizar las interacciones que

estabilizan a las peliculas proteicas, segun el método descrito por Mauri y Aidn (2006),
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con algunas modificaciones. Se estudid la solubilidad en agua y cuatro sistemas buffer
diferentes: i) BF: buffer fosfato diacido de sodio 0,1M (NaH,PQ,), ii) BFD: BF +
dodecilsulfato de sodio 0,1% p/v (SDS, Anedra, Argentina), iii) BFU: BF + urea 6M (Riedel-
deHaén, Alemania), y iv) BFDUM: BF + SDS 0,1% p/v + urea 6M + 2-mercaptoetanol al 2,5%
v/v (Sigma-Aldrich, Alemania), todos a pH 7,5. Trozos pequefios de peliculas (= 50 mg), se
pesaron y colocaron en tubos conteniendo 1 ml de solvente, que se agitaron a
temperatura ambiente durante 24 horas. Posteriormente las suspensiones se
centrifugaron a 9000 xg durante 20 minutos a temperatura ambiente y se determind la
concentracidon de proteinas en los sobrenadantes por el método de Bradford (Bradford,
1976), realizando curvas de calibracion con seroalbumina bovina (BSA, Sigma-Aldrich
Chemical Co., St. Louis, Estados Unidos) en agua y en cada uno de los sistemas buffer
utilizados. La solubilidad se expresé como porcentaje de proteina soluble (% p/p) respecto
a la cantidad total de proteina tedrica presente en cada pelicula. Las determinaciones se

realizaron por duplicado.

IV.2.3.5 Opacidad
La opacidad de las peliculas se calculé dividiendo la absorbancia de la pelicula a 500 nm
(medida en un lector de placas Biotek HT Synergy) por el espesor de la pelicula (mm) (Cao

y col., 2007). Las determinaciones se realizaron por triplicado.

1V.2.3.6 Capacidad de respuesta de las peliculas frente a cambios de temperatura

La respuesta frente a cambios de temperatura se observé colocando los materiales en
contacto directo con superficies enfriadas o calentadas por debajo o encima de las
temperaturas donde producian el cambio las tintas empleadas (16 y 33°C
respectivamente). Las respuestas se registraron con una camara fotografica (Kodak M853,
Estados Unidos), se cuantificaron los parametros de color tal como se describe en la
Seccién 111.1.2.3.3 y se determinaron sus espectros de absorcion UV-visible segin la

metodologia descripta en Seccidén 111.1.2.3.4.

IV.2.3.7 Calorimetria diferencial de barrido
Se determind mediante un calorimetro TA 2010 Q100 v9.8 Build 296 (TA Instrument, New
Castle, Delaware, EE.UU), descripto en la seccién 1l.1.2.7. Se prepararon capsulas de

aluminio con aproximadamente 5 mg de pelicula, se sellaron herméticamente y se
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escanearon a 10°C/min en el rango de -80 a 150°C. Se determinaron los termogramas
(flujo de calor vs. temperatura) y se calculd utilizando el software de andlisis universal
V4.2E (TA Instruments, New Castle, Del., EE.UU.) las temperaturas de pico y sus

correspondientes endotermas. Las determinaciones se realizaron al menos por duplicado.

IV.2.4 Anilisis estadistico

Los resultados fueron analizados mediante analisis de varianza (ANOVA) y expresados
como la media * desviacién estandar. Las medias fueron comparadas por el Test de Tukey
con un nivel de significacion a = 0,05, utilizando el programa Statgraphics Plus (version 5.1,

Statgraphics, USA).

IV.3 Resultados y discusién

IV.3.1 Apariencia de las peliculas proteicas de soja y gelatina

En la Figura IV.2. se muestra la apariencia a 20°C de las peliculas de soja y gelatina control,
sometidas al tratamiento UV requerido para la aplicacién de las tintas, y con las tintas T16
y T33, que llegaron a poder obtenerse. En el caso de la gelatina sélo se pudo obtener la
pelicula control, con su apariencia incolora y transparente caracteristica, y la que contenia
la tinta T16. El tratamiento UV sdlo, o con el agregado de T33 deteriord a la pelicula
totalmente (motivo por el cual no aparecen sus fotografias en la Figura IV.2). El agregado
de la tinta T16 posiblemente haya contribuido a protegerla del efecto de la radiacién.
Algunos autores sugieren que el tratamiento UV puede provocar la oxidacién y ruptura de
enlaces peptidicos en gelatina. Bhat y col. (2009) manifestaron que con un tiempo de
exposicién suficiente, se puedan generar radicales libres que induzcan cambios
moleculares y fragmentacion. Por su parte, Kuan y col. (2013) han sugerido que la
irradiacién de las peliculas proteicas puede causar ciertos cambios permanentes como
desaminacion, descarboxilaciéon, modificacidn de grupos amino o restos acidos, escisién de
las cadenas peptidicas e incluso su agregacién. Por su parte, Kato y col. (1992) al estudiar
los efectos de la radiacién UV sobre coldgeno y sus péptidos informaron que la
fragmentacion se debe a la oxidacion de prolina (aminoacido abundante en la gelatina).
Las peliculas de soja (SPI) si pudieron soportar los tratamientos UV y de impresion, y

adoptaron la coloracién de cada una de las tintas a temperatura ambiente, rosada con T16
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y negra con T33. Es evidente la dependencia del efecto que causa el tratamiento UV con la
composicion aminoacidica y la estructura de cada proteina. A partir de estos resultados, se
decidié continuar trabajando sdélo con las peliculas formadas con aislados proteicos de
soja, que pudieron manipularse sin dificultad para su caracterizacion.

A continuacion se discuten por separado el efecto del tratamiento UV y la aplicacién de las

tintas.

G+T33,,

SPI

Figura IV.2. Apariencia de las peliculas de gelatina (G) y soja (SPI) control, con tratamiento UV
requerido para aplicar las tintas (Gyy y SPlyy) y con la aplicacién de las tintas T16 y T33
(G+T16yy, SPI+T16yy, G+T33yy, y SPI+T33,y), a 20°C.

IV.3.2 Efecto del tratamiento UV sobre las propiedades de peliculas proteicas de soja

El tratamiento UV realizado sobre las peliculas previamente formadas por casting, idéntico
al requerido para aplicar las tintas, provocé un aumento significativo del espesor de
68,8+5,2 a 81,8+4,1 um, lo que posiblemente pueda atribuirse a cambios estructurales de
las proteinas durante el proceso.

En la Tabla IV.2 se presentan los pardmetros de color y el valor de opacidad de las peliculas
SPI y SPlyy. Las peliculas proteicas de soja control presentaron un leve brillo y una
coloracion amarillenta caracteristica, que es atribuida a los compuestos co-extraidos con
las proteinas durante la obtencién de los aislados proteicos (Salgado y col.,, 2010),
caracterizada por un alto valor de b*, bajos valores de a* y una luminosidad importante

(L*).
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Tabla IV.2. Parametros de color (L*, a*, b* y AE*) y opacidad de las pelicula de soja control y
las tratadas con el tratamiento UV requerido para aplicar las tintas (SPl y SPlyy
respectivamente).

Parametros

de color L* a* b* AE* Opacidad
spI 92,0+0,8° -2,0+0,1° 15,0 +0,9° 14,0+1,0° 1,81+0,09°
SPI 93,1+0,6° -1,6+0,1° 11,6 +1,1° 10,4 +1,2*>  1,55+0,02°
uv

Los valores informados son promedio * desviacion estandar. Letras diferentes (a, b) en la misma columna indican
diferencias significativas (p <0,05) de acuerdo al test de Tukey.

El tratamiento UV solo provocd una disminucidon del parametro b*, lo que implica una
disminucién en la tonalidad amarilla, que repercutié en la disminucion de AE*, y una
reduccion en la opacidad que no llega a verificarse a simple vista dado que la opacidad de
las peliculas de soja ya era baja. A diferencia de estos resultados, Gennadios y col. (1998) y
Rhim y col. (2000) observaron que peliculas de soja irradiadas con UV intensificaban su
coloracién y opacidad. Posiblemente las diferencias encontradas puedan atribuirse a la

potencia de la radiacién utilizada en cada trabajo.

Tabla IV.3. Contenido de agua (MC), permeabilidad al vapor de agua (WVP), solubilidad (S),
tension a la rotura (o,), elongacién a la rotura (g,) y médulo de Young (E) de las pelicula de soja
control y las tratadas con el tratamiento UV requerido para aplicar las tintas (SPl y SPlyy
respectivamente).

Propiedades SPI SPI
MC (%) 20,9+ 0,7° 13,8 +0,3°
WVP (.10 g H,0/m.s.Pa) 1,40 +0,10° 0,78 +0,09°
S (%) 31,2+2,7° 32,2+4,1°
o, (MPa) 3,61 0,3° 6,4+ 0,6
& (%) 69,3 +6,5° 43,2 + 4,9°
E (MPa) 0,60+ 0,01° 2,0+0,2°

Los valores informados son promedio * desviacidn estandar. Letras diferentes (a, b) en la misma fila indican
diferencias significativas (p <0,05) de acuerdo al test de Tukey.

En la Tabla IV.3 se presentan las propiedades fisicoquimicas y mecdnicas de las peliculas

SPIl y SPlyy. Las propiedades de las peliculas control SPI resultaron similares a las obtenidas

126



IV Peliculas proteicas con capacidad de respuesta a cambios de temperatura

previamente en nuestro laboratorio (Echeverria y col., 2014; Ortiz y col., 2013 y Denavi y
col., 2009). El tratamiento UV realizado sobre las peliculas previamente formadas provoco
una disminucion significativa en el contenido de agua y la permeabilidad al vapor de agua
de las mismas, y una mejor importante en la resistencia mecanica de los materiales, sin
modificar su solubilidad. Las peliculas tratadas con UV presentaron un aumento del 78 y
233% en su tension a la rotura y médulo de Young respecto de las peliculas control, junto
con una disminucién en su elongacién a la rotura del 38%.

En la Tabla IV.4 se presentan los angulos de contacto medidos al apoyar una gota de agua
sobre las peliculas SPI y SPlyy. Las determinaciones se realizaron sobre ambas superficies
de las peliculas. Estas medidas se relacionan con la hidrofobicidad superficial de las

peliculas y su humectabilidad (Guerrero y col., 2011).

Tabla IV.4. Angulo de contacto medido sobre ambas superficies de las peliculas de soja control
y las tratadas con el tratamiento UV requerido para aplicar las tintas (SPI y SPlyy
respectivamente).

Anguloc de

contacto >PI ; SPlov

Superficie
superiordela 50,6+4,8¢%
pelicula

57,0+0,6°

Superficie
inferiorde la 3434200
pelicula

56,5+2,2°

Los valores informados son promedio + desviacion estandar. Letras diferentes (a, b) indican diferencias significativas
(p <0.05) de acuerdo al test de Tukey.

Las peliculas control (SPI) mostraron angulos muy diferentes para ambas caras de las
peliculas, que debe relacionarse con su procesamiento por casting. La superficie expuesta
al aire durante el secado presenta una hidrofobicidad superficial superior a la de la
superficie que ha estado en contacto con el molde acrilico donde se formé la pelicula. El
tratamiento UV provocdé un aumento significativo en los angulos de contacto en ambas
superficies, lo que implica un aumento de la hidrofobicidad superficial de las peliculas. Este

aumento puede relacionarse con el menor contenido de agua de las peliculas tratadas y
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con algin reacomodamiento estructural de las proteinas producto de cierto
entrecruzamiento que se produce con la radiacion, y que motiva los importantes cambios
observados en las propiedades fisicas y mecdnicas. Segun Choudhary y Balnda (2012), la
luz ultravioleta penetra en los materiales varios milimetros, dependiendo de las
propiedades o6pticas, lo que explica el efecto sobre ambas superficies de las peliculas,

siendo el efecto mayor sobre la superficie mas hidrofilica.

Corte
transversal de
las peliculas

Superficie
superior de
las peliculas

Cormolad 2500 1500200 et

Superficie
inferior de las
peliculas

G ——

Figura 1V.3 Microfotografias electrénicas de barrido (SEM) del corte transversal y ambas
superficies de las peliculas de soja control y las tratadas con el tratamiento UV requerido para
aplicar las tintas (SPl y SPly, respectivamente). Todas las imagenes poseen un aumento de
500x.

En la Figura IV.3 se presentan las microscopias electrénicas de barrido (SEM) que muestran
el corte transversal y las superficies superiores e inferiores de las peliculas. La
microestructura de las dos peliculas se observa compacta, lisa y homogénea, no
observandose grandes diferencias para los materiales tratados o no con radiacion UV.

A partir de los resultados observados, es evidente que el tratamiento UV provoca la
pérdida de agua de la matriz proteica, favoreciendo el entrecruzamiento proteico y

volviendo a la matriz mas hidrofébica. El efecto del tratamiento UV sobre peliculas
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proteicas es variado, dependiendo de la naturaleza de las proteinas y de la intensidad de la
radiacion. Tratamientos con bajas dosis de radiacion UV (0,005 J/cmz) han logrado mejorar
las propiedades mecdnicas de peliculas de gluten, zeinas y albimina; disminuir Ila
solubilidad en agua de peliculas de caseinato de sodio, y la permeabilidad al vapor de agua
de peliculas de albumina (Rhim y col., 1999 y 2000). Liu y col. (2004) también informaron
mejoras en las propiedades mecanicas y en la permeabilidad al oxigeno de peliculas de
proteinas de mani luego de tratarlas con radiacién UV. Por su parte, Diaz y col. (2016) y
Schmid y col. (2015) describieron que los tratamientos de radiacién UV (dosis: 12 J/cm?y
31,4 J/cm? respectivamente) aumentaron la tension de las peliculas de proteinas de suero
y disminuyeron su solubilidad en agua, pero sin modificar sus propiedades de barrera, en
coincidencia con los resultados de Gennadios y col. (1998) con proteinas de soja.
Contrariamente, Gueguen y col. (1998) y Micard y col., (2001) no encontraron diferencias
significativas en las propiedades mecanicas al tratar las peliculas de arvejas y gluten con
radiacién UV (a 0,25 J/cm? y 1 J/cm? respectivamente), mientras que Ustunol y col. (2006)
informaron que la aplicacion de altas dosis de radiacién UV (324 J/cm?) en la dispersion
filmogénica de proteinas de suero lacteo provocé mejoras en las propiedades mecanicas
pero aumento la permeabilidad al vapor de agua de las peliculas resultantes.

Con el fin de confirmar si los cambios producidos por el tratamiento UV involucran
entrecruzamiento proteico, se analizé el patrén de enlaces que caracteriza a las peliculas
SPI y SPlyy a través de un ensayo de solubilidad diferencial de proteinas en agua vy buffers
con distinta actividad quimica. Los sistemas utilizados fueron: i) agua, capaz de disolver los
polipéptidos libres que no estan unidos fuertemente a la matriz; ii) buffer fosfato (BF), que
permite evidenciar la importancia de las interacciones electrostaticas; iii) buffer fosfato
con agregado de SDS (BFD) que desestabiliza las interacciones hidrofébicas y también
interactua con las proteinas modificando su carga neta superficial; iv) buffer fosfato con
urea (BFU), que modifica principalmente la capacidad de formar puentes de hidréogeno; y
v) buffer fosfato con urea, SDS y 2-Mercaptoetanol -2ME- (BFDUM), que desestabiliza
interacciones electroestaticas, hidrofdbicas, puentes de hidréogeno y enlaces disulfuro. Los
resultados de este ensayo se muestran en la Figura 1V.4. La pelicula SPI, en base a proteina
de soja mostrd un perfil de solubilidad similar al que informaron Salgado y col. (2010) para
peliculas formadas con el mismo aislado proteico. Cuando las peliculas de soja control se
solubilizaron en agua, se observd = 15% de proteinas solubles, lo que muestra el

importante entrecruzamiento de las proteinas durante la formacién de la matriz proteica,
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mayor que el correspondiente a peliculas de aislado proteico de amaranto, girasol y soja
nativo, que tenian solubilidades mayores (~ 25, 40 y 65%, respectivamente) (Condés y col.,
2013; Salgado vy col., 2010; Mauri y Aiidn, 2006). La solubilidad descendié hasta =3-5%
cuando se utilizé el buffer fosfato, posiblemente debido a que este medio pudo haber
favorecido las uniones idnicas entre las cadenas polipeptidicas produciendo un efecto de
salting out. Esta baja solubilidad en BF también muestra que las fuerzas electrostaticas no
juegan un rol importante en la estabilizacién de la matriz proteica de soja. Cuando se
agrego el detergente SDS al buffer fosfato, la solubilidad aumenté levemente, mostrando
que la ruptura de las uniones hidrofébicas no llega a permitir la solubilizacidon de proteinas.
En cambio, el agregado de urea provocd un aumento significativo en la solubilidad de las
proteinas hasta casi el 50%, evidenciando la importancia de las interacciones no
covalentes, principalmente de las uniones puente hidrégeno en la formacién de las
peliculas. Finalmente, con el agregado de 2-ME, se logrd solubilizar la totalidad de las
proteinas, lo que demuestra la relevancia de las uniones disulfuro en la estabilizacién de
estas matrices proteicas. Cabe resaltar, que estas uniones covalentes podrian evitar la
liberacion de proteinas que estaban estabilizadas por otras interacciones que serian
escindidas por los buffers antes utilizados, llevando en esos casos a una determinacién en
defecto. En sintesis, las peliculas proteicas de soja control estaban estabilizadas
principalmente por puentes de hidrégeno y disulfuro.

El tratamiento UV provocé un cambio en el patrén de enlaces de las peliculas. Se observa
una leve disminucién en la solubilidad en agua, y un pequeiio aumento de la solubilidad en
los buffers BF y BFD, pero que no marcan una gran diferencia en el comportamiento. Si se
aprecian disminuciones importantes con los buffers que contienen urea y mercaptoetanol
(BFU y BFDUM), con los que se alcanzan solubilidades hasta 33 y 80%. Es evidente que en
estas peliculas existen otro tipo de interacciones covalentes que no pueden
desestabilizarse con los compuestos quimicos presentes en los buffers y que juegan un
papel importante en la estabilizacién de la red proteica. Rhim y col. (2000) también
sugirieron la aparicién de enlaces covalentes distintos a los disulfuro dentro de la
estructura de las peliculas tratadas con UV, mientras que otros autores sugirieron que
aminoacidos aromaticos, como tirosina y fenilalanina, pueden absorber la radiacion UV y
recombinarse para formar enlaces covalentes en las proteinas, aumentando el

entrecruzamiento (Forbes y Sullivan, 1966; Tomihata y Burczak, 1992).
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Estos resultados verifican que el mayor entrecruzamiento observado en las peliculas SPl,,,
induce a la formaciéon de un material mas hidrofébico, con menor contenido de agua,
menor permeabilidad al vapor de agua y mejor resistencia mecdnica, pero sin modificar su

solubilidad en agua.

100

Solubilidad (%)

Agua BF BFD BFU BFDUM

Figura IV.4 Solubilidad diferencial de peliculas de soja control y las tratadas con el tratamiento
UV requerido para aplicar las tintas: m SPl y m SPlyy. Porcentajes de proteina soluble en medios
con distinta actividad quimica: Agua, Buffer fosfato de sodio 0,1M (BF), BF con SDS 0,1 % p/v
(BFD), BF con urea 6M (BFU), BF con SDS 0,1 % p/v y urea 6M (BFDU), BFDU con 2-
mercaptoetanol 2,5 % v/v (BFDUM), todos a pH 7,5.

IV.3.3 Efecto de la impresion de tintas termocrémicas sobre la funcionalidad de peliculas
proteicas de soja

Teniendo en cuenta que el proceso de impresién de las tintas sobre las peliculas proteicas
de soja implicé el tratamiento UV estudiado en la seccién anterior, la pelicula SPIyy serd el
sistema que se usara como control en esta seccion.

En la Figura IV.5 se presentan las microscopias electrdnicas de barrido (SEM) que muestran
el corte transversal y ambas superficies de las peliculas de soja a las que se le imprimieron
las tintas T16 y T33, y se las compara con las correspondientes a la pelicula de soja
sometida al mismo tratamiento UV. Las imagenes de los cortes transversales evidencian la
formacién de una capa superficial porosa y continua sobre la superficie de la pelicula de
soja producto de la aplicacién de las tintas. En cuanto a las superficies de las peliculas
sobre las que se aplicaron las tintas termocrdmicas son menos lisas que las de las peliculas
de soja SPIl,, reflejando la naturaleza porosa de la capa superficial, y en el caso de las de
SPI+T16yy también se observan manchas de coloracion mads oscura dispersas en la

superficie. En cuanto a las superficies inferiores, las de las peliculas SPI+T16yy conservan la
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apariencia lisa de las SPIyy mientras que las de SPI+T33y son mas irregulares, presentando
ciertas manchas oscuras y/o poros pequefios. Estas imagenes podrian insinuar, que en el
caso de la pelicula impresa con T33, algunos componentes de las tintas podrian estar

penetrando la matriz proteica y alcanzando la otra superficie.
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Figura IV.5. Microfotografias electréonicas de barrido (SEM) en el corte transversal y ambas
superficies de las peliculas de sojas tratadas con UV e impresas con las tintas T16 y T33 (SPlyy,
SPI+T16yy y SPI+T33y respectivamente). Todas las imagenes poseen un aumento de 500x.

Para confirmar la naturaleza de la capa formada superficialmente al imprimir las tintas
sobre las peliculas proteicas, se analizé la superficie superior por FTIR. En la Figura IV.6. se
muestran los espectros obtenidos. En los correspondientes a las peliculas SPlyy se
observan una banda ancha a 3260 cm™ atribuible a los grupos O-H y N-H libres y ligados
capaces de formar puentes de hidrégeno con el grupo carbonilo del enlace peptidico; las
bandas caracteristicas de amida I, amida Il y amida Ill a 1650, 1550 y 1240 cm™ y otra
banda a 500 cm™, asociada a los enlaces disulfuro (Denavi y col., 2009; Mobili y col., 2009).
Los espectros de las superficies de las peliculas donde fueron impresas las tintas, son
diferentes. No se observan las bandas a 3260 cm™ caracteristica de proteinas ni la de los

puentes disulfuro y las otras bandas descriptas se ven mas atenuadas. Pero aparecen
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bandas a 1750 cm™ y 2900 cm™ que pueden atribuirse a cadenas de carbonos
correspondientes a acrilatos (Dietz y col, 1995) y a 1150 cm™ caracteristica de ésteres de
polimeros de acrilatos. Estos resultados confirman la informacién dada por la empresa
Megacolor S.R.L. sobre la composicién de las tintas utilizadas, y evidencian que las tintas
estarian en principio en una matriz de acrilatos, que constituyen la capa sobre la superficie

de las peliculas proteicas vista por SEM.

i
. P oo b VN L/ .{
d v K yd
i S e SV, ¥, ——
400 900 1400 1900 2400 2900 3400 3900

Numero de onda (cm)

Figura IV.6. Espectros ATR-FTIR de las peliculas de sojas tratadas con UV e impresas con las

tintas T16 y T33 (= SPlyy = SPI+T16yy y = SPI+T33,, respectivamente) a temperatura

ambiente

En la Tabla IV.5 se presentan el espesor, contenido de agua, solubilidad y permeabilidad al
vapor de agua de las peliculas estudiadas. La impresidn de la tinta T16 no provocd ninguna
modificacion en estas propiedades respecto de las de la pelicula SPlyy. Es evidente que la
capa de acrilatos que contendria la tinta es muy delgada de manera que las diferencias en
el espesor no llegan a generar diferencias significativas en la medida. Por otra parte cabe
sefialar que si bien ninguna pelicula se desintegré durante el ensayo de solubilidad en
agua, en el caso de la SPI+T16yy la tinta (inmersa en la matriz de acrilato) se desprendié en
forma de pelicula, sin cambiar la coloracién del agua durante el ensayo. Esta observacién
sugeriria que la capa de acrilato tendria una adherencia mds débil a la matriz proteica y
gue los compuestos que otorgan el color se mantienen atrapados en la matriz de acrilatos,
al menos en las condiciones del ensayo de solubilidad. Por su parte, las peliculas SPI+T33y
presentaron espesores significativamente superiores y solubilidades menores que las
peliculas de soja sometidas al mismo tratamiento UV, pero similares contenidos de aguay
permeabilidad al vapor de agua. Y a diferencia de las peliculas impresas con T16, las T33

quedaron adheridas a las peliculas de soja en SPI+T33y, lo que sugiere una mayor afinidad
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por las proteinas, a través de interacciones que no se desestabilizan en contacto
prolongado con agua y que incluso estabilizarian a la matriz, disminuyendo su solubilidad
en un = 38%, respecto de la pelicula control. El hecho que no se observaron diferencias
significativas en las permeabilidades al vapor de agua de las peliculas impresas respecto
del control da indicio de que la capa superficial no estaria ejerciendo una barrera al vapor

de agua superior a la de pelicula proteica.

Tabla IV.5. Espesor, contenido de agua (MC), solubilidad (S) y permeabilidad al vapor de agua
(WVP) de las peliculas de sojas tratadas con UV e impresas con las tintas T16 y T33 (SPlyy,
SPI+T16yy y SPI+T33y, respectivamente).

WVP
Muestra Espesor (um) MC (%) S (%) 10
(.107"'gH,0/m.s.Pa)
SPlyy 81,8 +4,1° 13,8 +0,3° 32,2+ 4,1b 0,78 +0,09°
SPI+T16y, @ 87,8+6,9° 15,7 +0,6° 28,8 +2,4° 1,05 +0,07°
SPI+T33,y 103,9 ¢ 7,5b 14,7 +1,2° 19,9 +1,9° 0,86 +0,02°

Los valores informados son promedio * desviacion estandar. Letras diferentes (a, b) en la misma columna indican
diferencias significativas (p <0,05) de acuerdo al test de Tukey.
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Figura IV.7 Curvas Tensidn (MPa) vs. Elongacidon (%) obtenidas en ensayos en traccion de las
peliculas de sojas tratadas o no con radiacion UV e impresas con las tintas: SPI = SPlyy

SPI+T16yy y — SPI+T33yy respectivamente.

En la Figura IV.7 se muestran las curvas de tensién-deformacion (determinadas en ensayos
de traccién) de las peliculas estudiadas, e incluso de la pelicula proteica de soja que no fue

sometida a la radiacién UV. En la figura se aprecia muy bien, el efecto del tratamiento
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UV -descripto en la seccidon anterior- , con el que se logra mejorar significativamente la
tension a la rotura y el médulo de Young en detrimento de la elongacidn de las peliculas
proteicas. La impresién de las tintas sobre la superficie de las peliculas provocé un efecto
similar, un aumento en la tensidn a la rotura y en el médulo de Young y una disminucién
en la elongacion a la rotura. Si bien ambas peliculas alcanzaron valores de tensién a la
rotura similares de casi 10 MPa, las SPI+T33y, presentaron moddulos de Young
significativamente mads altos (4,1 + 0,9 MPa vs. 2,1 £ 0,3 MPa) y elongaciones a la rotura

menores (10,5 £ 1,8 % vs. 20,3 + 2,9 %) que las de SPI+T16yy.

Tabla IV.6. Angulo de contacto medido sobre las dos superficies de las peliculas de sojas
tratadas con UV e impresas con las tintas T16 y T33 (SPlyy, SPI+T16yy y SPI+T33y
respectivamente).

Superficie donde fue aplicada la Superficie inferior
Angulo de contacto tinta
1 : I
SPl,, 57,0+ 0,6 : 56,5 + 2,2
|
SPI+T16,
48,5 + 4,4b
|
SPI+T33, 48,6 +£ 5,52
35,9+5,3°
‘_

Los valores informados son promedio * desviacion estandar. Letras diferentes (a, b) indican diferencias significativas
(p <0,05) de acuerdo al test de Tukey.

En la Tabla IV.6 se muestras los valores de los angulos de contacto medidos sobre las dos
superficies de las peliculas de soja tratadas con radiacidon UV e impresas con las tintas T16
y T33 (SPlyy, SPI4+T16yy y SPI+T33y respectivamente). Las peliculas impresas presentaron
angulos de contacto inferiores en sus dos superficies respecto de las de SPlyy, sefialando
una menor hidrofobicidad superficial. En el caso de SPI+T16yy la superficie donde se aplicd
la tinta es tan hidrofilica y se moja tan facilmente que esto complicé la medida del angulo
de contacto, mientras que la superficie inferior mostré una disminucién menor pero que
llega a ser significativamente diferente respecto de la de SPlyy. Por su parte, SPI+T33y

mostré un comportamiento diferente. En el caso de la cara superior, el angulo de contacto
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resultd ser levemente inferior al de SPlyy pero en la inferior esta diferencia se acentudé
significativamente. Estos resultados parecieran tener alguna relacion con las
observaciones hechas por SEM, ya que en las imagenes la superficie superior de SPI+T16y
y la inferior de SPI+T33y eran las que resultaban mas diferentes respecto de las de SPly.

Para completar la caracterizacién de las peliculas, se estudié la solubilidad diferencial de
las proteinas involucradas en la estabilizaciéon de la matriz proteica en agua y distintos
buffers. En practicamente todos los sistemas la solubilidad de las proteinas de las peliculas
impresas fue inferior a las de SPlyy. En agua, BF y BFD los valores son muy bajos, lo que
implica que solo el =8% de los péptidos estdn débilmente unidos a la red, y que la accién
del buffer fosfato y el SDS practicamente no llegan a desestabilizar la matriz proteica.
Frente a la accién de BFU que contiene urea en su composiciéon, capaz de romper
interacciones no covalentes especialmente puentes de hidrégeno, aumenta el porcentaje
de proteinas solubles. En el caso de la pelicula SPI+T16yy la solubilidad es similar a la de |a
pelicula control SPlyy (=33 %.), pero para SPI+T33yy la solubilidad es significativamente
superior (=44%). Es evidente que en estas peliculas la interacciones puentes de hidréogeno
juegan un papel mas importante que en los otros sistemas analizados. Al solubilizar las
peliculas en el buffer fosfato con SDS, urea y 2-ME (BFDUM), se logran romper los puentes
disulfuro y la solubilidad de las proteinas aumenta significativamente hasta alcanzar el 67 y
53 % para SPI+T16yy y SPI+T33yy respectivamente, por debajo de la solubilidad observada
en este buffer para SPlyy (= 80%). Como se menciond en la seccion anterior, el tratamiento
UV provoca la formacién de otras interacciones covalentes que contribuyen al
entrecruzamiento del material, que parecieran estar mas favorecidas con la impresion de

las tintas y que no logran desestabilizarse con los buffers estudiados.
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Figura 1V.8 Solubilidad diferencial de las peliculas de sojas tratadas con UV e impresas con las
tintas T16 y T33: m SPly, m SPI+T16y, y m SPI+T33,y,. Porcentajes de proteina soluble en
medios con distinta actividad quimica: Agua, Buffer fosfato de sodio 0,1M (BF), BF con SDS
0,1% p/v (BFD), BF con urea 6M (BFU), BF con SDS 0,1 % p/v y urea 6M (BFDU), BFDU con
2-mercaptoetanol 2,5 % v/v (BFDUM), todos a pH 7,5.

Los resultados obtenidos sugieren que el proceso de impresién con las tintas, mas alla del
tratamiento UV utilizado para su aplicacidon, modifica la estructura de las peliculas y en
consecuencia modifica sus propiedades, favoreciendo su entrecruzamiento vy
principalmente mejorando su resistencia mecdanica. En el caso de la pelicula SPI+T33y la
modificacion pareciera ser mas notoria, ya que provoca un aumento mas significativo en el
modulo de Young (lo duplica) y también logra disminuir la solubilidad en agua de las
peliculas. Estos efectos podrian atribuirse a una mayor adhesién de la capa porosa de
acrilatos sobre la pelicula proteica, y a que algunos componentes presentes en la

formulacién de las tintas hayan difundido a través de la matriz proteica.

IV.3.4 Respuesta a los cambios de temperatura de las peliculas proteicas impresas con
tintas termocrémicas

En la Figura IV.9 se muestra la capacidad de las peliculas estudiadas de cambiar su
coloracion frente al cambio de temperatura y en la Tabla IV.7, la variacion en los
parametros de color que acompafan estos cambios. Las peliculas SPI+T16yy y SPI+T33yy
cambiaron su coloracién al ponerlas en contacto con superficies por encima o debajo de su
temperatura de transicién. Las SPI4+T16y rosadas a temperatura ambiente, incrementaron
fuertemente su coloraciéon torndndose rojizas al ponerlas en contacto con superficies a
T<16°C. Este cambio de coloracidon se evidencié principalmente en un incremento

significativo en el valor de a*. Por otro lado, las peliculas SPI+T33y, negras a temperatura
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ambiente se volvieron grises con una coloracion mas suave al contactarlas con superficies
a T = 33°C. Estas peliculas presentaron valores significativamente mayores de L* y menor
AE* al enfrentarse a temperaturas mayores a 33 °C, sin modificarse en gran medida el
resto de los parametros, indicativo de la pérdida de coloracion de la pelicula. Sélo en el
caso de la pelicula SPI+T16yy el cambio de coloracion fue acompaiiado por un aumento

importante en la opacidad del material (Tabla IV.7).

T<16°C T,

. T233°C

SPI+T16,,

SPI+T33,,,

Figura IV.9. Respuesta de las peliculas proteicas impresas con las tintas termocrdmicas
SPI-T16yy y SPI-T33,y al someterlas al contacto con superficies a temperaturas por encima y
por debajo de sus temperaturas de transicion.

Tabla IV.7. Pardmetros de color y opacidad de las peliculas proteicas impresas con las tintas
termocrdmicas T16 y T33 (SPI4+T16yyy SPI+T33, respectivamente).

Muestra | Temperatura L* a* b* AE* Opacidad
Tamb 88,9+0,6° -0,4+0,1° 18,7+1,1° 18,4+ 1,2 b 4,4+0,3°

SPI+T16,y
T<16°C 88,5+1,4° 53+0,89  14,7+0,6°  15,7+1,0®° 12,8+0,2°

Tamb 67,9+1,8° -1,1+0,2° 12,0£06% 29,9+0,2% 4,4+0,2°
SPI+T33,,
T>33°C 76,7¢0,5° -2,2+0,1*  11,8+0,4®  22,5+0,5° 3,6%0,4°

Los valores informados son promedio + desviacion estandar. Letras diferentes (a, b) en la misma columna indican
diferencias significativas (p <0,05) de acuerdo al test de Tukey

Los cambios en la coloraciéon con la temperatura también se verificaron observando los

espectros de absorcion en el visible. En la Figura IV.10 se muestran los espectros de las
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peliculas SPI+T16yy y SPI+T33yy a temperatura ambiente y a temperaturas por encima y
por debajo de 16°C y 33°C respectivamente; y se los compara con los correspondientes a
las peliculas proteicas de soja tratadas o no con UV (SPIy SPlyy) que no presentan ninguna
sefial en este rango ni modifican su apariencia con la temperatura. Los espectros de las
peliculas impresas si variaron con la temperatura. En los correspondientes a las peliculas
SPI+T16yy, a temperatura ambiente, donde presentaban una coloracién rosada tenue no
se observa ninguna sefial, pero cuando la temperatura disminuye por debajo de los 16°C, y
las peliculas toman una coloracidn mas rojiza aparece un pico con un maximo a 530 nm.
Por su parte, los espectros de SPI+T33y, presentan un pico con un maximo a 580 nm a
Tamb, cuando las mismas son negras que desaparece al superar los 33°C. Por otra parte,
cabe sefalar que la impresién con las tintas permitiria obtener envases atractivos para la

venta, que podrian actuar como filtros de barrera a la luz.

Absorbancia

350 450 550 650 750
A (nm)

Figura IV.10 Espectros de absorcion de luz visible de peliculas proteicas tratadas o no con UV e
impresas con las tintas T16 y T33; a temperatura ambiente: — SPI, —SPlyy, — SPI+T16yy y
+ SPI+T33y; por debajo de 16 °C: --- SPI+T16yy y por encima de 33°C: --- SPI+T33y.

Por ultimo en la Figura IV.11 se muestran los termogramas obtenidos por DSC de las
peliculas en estudio -SPI, SPlyy, SPI+T16yy, SPI+T33y- y en la Tabla IV.9 los parametros que
describen las endotermas encontradas. Las peliculas proteicas de soja, tratadas o no con
UV, no presentaron las tipicas endotermas de desnaturalizaciéon de B-conglicinina (7S) y
glicina (11S) a 113°C y 137°C respectivamente en sus termogramas, debido a que las
proteinas presentes en el aislado comercial utilizado se encuentran totalmente
desnaturalizadas debido al proceso industrial al que fueron sometidas (Denavi y col.,
2009). La presencia de las tintas también se verificd con la aparicion de una endoterma en
los termogramas de las peliculas SPI+T16yy y SPI+T33yy con maximos a =17°C y 35°C y

respectivamente que coinciden con las temperaturas a las cuales las tintas cambian su
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coloracion y AH de 6,2 y 11,8 J/g. Cuando las muestras se enfriaron y volvieron a
calentarse (2da. pasada por DSC) la endoterma reaparecio a las mismas temperaturas que
en la primera pasada, dando indicio de la reversibilidad de las tintas. Pero cabe resaltar
gue si bien las endotermas observadas son anchas, las respuestas frente a los cambios de

temperatura fueron rdpidas y precisas con la temperatura.

Temperatura (°C)

0 20 40 60 80 100

Flujo de calor (W/g)

Figura IV.12. Termogramas obtenidos por DSC de peliculas proteicas tratadas o no con UV e
impresas con las tintas T16 y T33. Primera pasada en DSC: — SPI, —SPlyy, — SPI4T16yy Y
— SPI+T33yy en segunda pasada en DSC: --- SPI+T16yy y --- SPI+T33y.

Tabla 1V.9. Parametros que caracterizan los termogramas obtenidos en DSC de peliculas
proteicas tratadas o no con UV e impresas con las tintas T16 y T33: SPI SPly, SPI+T16yy y

SP|+T33uv_

Muestra T pico (°C) T inicio (°C) T fin (°C) AH (J/g)
SPI - - - -
SPlyy - - - -
SPI+T16yy | 17,3%0,8° 6,4+0,4° 23,5+1,9° 6,2+ 0,5°
SPI+T33y, | 35,6%1,0° 22,3+1,0° 44,743,1° 11,8 +0,9"

Los valores informados son promedio + desviacion estandar. Letras diferentes (a, b) en la misma columna indican

diferencias significativas (p <0,05) de acuerdo al test de Tukey.

Finalmente la Figura IV.12 sintetiza la respuesta de los materiales SPI+T16yy y SPI+T33y
frente a cambios de temperatura. Las aplicaciones mas adecuadas para estos materiales
podrian asociarse a indicar situaciones de confort, debido a que los cambios de coloracién

de las tintas termocrémicas empleadas son reversibles.
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Figura IV.12. Respuesta de las peliculas proteicas de soja impresas con las tintas
termocrémicas T16 y T33 (SPI4+T16yy y SPI+T33y) frente al cambio de temperatura.

IV.4 Conclusiones

El proceso de aplicacién de las tintas, que involucraba un tratamiento UV, no fue adecuado
para peliculas de gelatina. Las peliculas de soja impresas presentaron propiedades
fisicoquimicas superiores que las de las peliculas control, por efecto de las tintas vy
principalmente por efecto del tratamiento UV empleado para su aplicacién.

El tratamiento UV utilizado, favorecié el entrecruzamiento proteico, principalmente a
través de interacciones puentes de hidrégeno, puentes disulfuro, y otras interacciones
covalentes que no fueron precisadas. Este mayor entrecruzamiento provocd mejoras
significativas en la resistencia mecdnica de los materiales y una disminucién en su
susceptibilidad al agua. Las dos tintas utilizadas mostraron distinta afinidad por la matriz
proteica, lo que se verificd en algunas diferencias en las propiedades de las peliculas
impresas.

Fue posible obtener materiales proteicos de soja, capaces de indicar cambios de
temperatura de manera reversible dada la naturaleza de las tintas empleadas.

Las aplicaciones mdas adecuadas para estos materiales podrian asociarse a indicar
situaciones de confort, debido a que los cambios de coloracién de las tintas termocrdmicas

empleadas son reversibles.
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V. Peliculas de gelatina con actividad antimicrobiana
activadas con nanoparticulas de plata.

V.1. Introduccién

Las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA’s) constituyen un importante
problema de salud a nivel mundial. Estas son provocadas por el consumo de agua o
alimentos contaminados con microorganismos o parasitos, o bien por las sustancias
toxicas que aquellos producen (ANMAT). El Centro de Control y Prevencién de
Enfermedades (CDC, por sus siglas en inglés) estima que el impacto de estas enfermedades
en paises como Estados Unidos resulta en 76 millones de personas enfermas por afo, de
las cuales 325.000 deben ser hospitalizadas y 5000 mueren. A partir de esta realidad, y con
el fin de disminuir la contaminacién de los alimentos, la industria alimentaria estd
especialmente interesada en el desarrollo de envases antimicrobianos. Estos pueden
desempeiiar un papel crucial en la mejora de la calidad de los alimentos, prolongando su
vida util y previniendo o retrasando su deterioro.

La accidon antimicrobiana en los envases puede alcanzarse liberando el agente activo
directamente al alimento o al espacio de cabeza en contacto con el alimento (Vermeiren y
col., 1999). Estos compuestos pueden ser de origen organico, como 4cidos, enzimas,
péptidos y polimeros, o inorgdnicos como es el caso de las nanoparticulas metalicas u
oxidos metalicos (Malhotra y col., 2015). Dado que los compuestos antimicrobianos
organicos son menos estables a altas temperaturas, los inorganicos resultan
especialmente interesantes por soportar condiciones de procesamiento mas severas
(Metak y Ajaal, 2013; Metak, 2015). Entre las nanoparticulas metalicas con propiedades
biocidas emergentes mas importantes se encuentran las de plata (NPAg), cobre (NPCu),
oxido de zinc (NPZn0), de éxido de titanio (NPTiO;), y dxidos de hierro (Toker y col., 2013).
La plata (Ag) es conocida por su actividad antimicrobiana intrinseca desde tiempos
antiguos. Histdoricamente los métodos para prolongar la vida util de leche o agua
implicaban colocar una moneda o cuchara de plata en el fondo del recipiente que las
contenia; y los barcos de navegacion ya contaban con tanques de agua recubiertos con
plata para lograr mantener el agua potable durante mas tiempo (Duncan, 2011; Llorens y
col, 2012.). Se sabe que el ion plata Ag" es altamente activo, ya que puede unirse a las

proteinas tisulares provocando cambios estructurales en la pared celular y la membrana
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nuclear de las bacterias que conducen a la distorsidon y muerte celular. Ademas, este ion
puede provocar la generacion de especies reactivas del oxigeno (ROS), lo que también
contribuye a la eficacia antimicrobiana (Pal y col., 2007; Agnihotri y col., 2014).

El advenimiento de la nanotecnologia abrié nuevas perspectivas para el desarrollo de
materiales de envase innovadores que puedan proporcionar soluciones tecnolégicas en las
etapas de procesamiento para mantener la calidad y frescura de los alimentos, mejorar la
trazabilidad y la seguridad del producto, modificar el sabor, textura y consistencia;
haciendo frente a muchos requisitos industriales (Bradley y col., 2011). La formulacion a
escala nanométrica puede cambiar las caracteristicas fisicoquimicas de los materiales en
comparacion con la forma a microescala de la misma sustancia. La alta relacion
superficie/masa y la reactividad superficial de las nanoparticulas, les proporcionan
propiedades importantes y nuevas, tanto desde la perspectiva de nuevas aplicaciones
como en términos del nivel de migracién en relacién con los riesgos potenciales para la
salud y el medio ambiente (Sdnchez-Garcia y col., 2010).

Las NPAg han atraido mucha atencién en aplicaciones biomédicas y en el envasado de
alimentos debido a sus propiedades bioldgicas y fisicoquimicas Unicas tales como
importantes propiedades antimicrobianas contra una amplia gama de microorganismos
patégenos, incluyendo bacterias, levaduras, hongos y virus, y por su estabilidad térmica
(Kanmani y Rhim, 2014; Rai y col., 2010; Martinez-Abad y col., 2012). Otra caracteristica
gue aumenta el interés en el uso de estas nanoparticulas es que presentan baja
probabilidad del desarrollo de resistencia por parte de los microorganismos en
comparacion a los antibidticos (Hajipour y col., 2012). Las NPAg han presentado mejores
propiedades antimicrobianas en comparacién con la plata metdlica gracias a su superficie
extremadamente grande que puede proporcionar un mejor contacto con los
microorganismos (Toker y col., 2013). Ademas, presentan baja volatilidad y estabilidad a
altas temperaturas (Youssef y Abdel-Aziz, 2015). Existen algunas discusiones sobre el
mecanismo de la accién antimicrobiana de las NPAg. Hasta ahora, los mecanismos mas
aceptados de toxicidad proponen que las NPAg: 1) actian como un vehiculo eficaz de
entrega de iones de plata, que son captados por los microorganismos e interrumpen la
produccién de ATP y la replicacion del ADN; 2) pueden provocar la generacion de ROS
junto a los iones de plata; 3) interactian directamente con microorganismos dafiando sus
membranas celulares (Grumezescu, 2017). La Figura V.1 representa estas rutas de

interaccion entre las NPAg y los microorganismos (Grumezescu, 2017).
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Figura V.1. Diagrama que resume las interacciones entre NPAg y las células bacterianas. Las
NPAg pueden i) liberar iones Ag* y generar ROS, ii) interactuar con las membranas proteicas e
interrumpir sus funciones, iii) acumularse en la membrana de la célula y afectar la
permeabilidad de ésta, iv) entrar en la célula, generar compuestos ROS, liberar iones Ag'y
afectar el ADN. Figura extraida de “Antimicrobial nanocomposites for food packaging” en Food
Preservation (Grumezescu, 2017).

Se ha informado que la actividad antimicrobiana de los NPAg depende de la composicion,
el tamafio, la forma, la funcionalidad quimica y la carga superficial; y que estos factores
estan fuertemente influenciados por los métodos de preparacion utilizados
(Nifio-Martinez y col., 2008). Por lo tanto, el disefio adecuado de un método de sintesis
mediante el cual se controlan la morfologia, el tamafio, la estabilidad, la toxicidad y otras
propiedades se ha convertido en un campo de interés principal. Asi se han preparado
NPAg por reduccidén quimica, métodos fisicos (ablacidn laser, calentamiento dieléctrico de
microondas, irradiacion con ultrasonidos y radidlisis) y a través de rutas bioldgicas
(empleando extractos vegetales, microorganismos y biomoléculas) (Shankar y col., 2014;
Shankary col., 2015).

Tradicionalmente las NPAg se han producido mediante la reduccién de nitrato de plata
(AgNO3) con agentes reductores quimicos tales como borohidruro de sodio,
dimetilformamida, trietanolamina e hidracina (Yoksan y Chirachanchai, 2010), que a
menudo resultan toxicos y peligrosos para el medio ambiente, por lo que las
nanoparticulas resultantes se vuelven inadecuadas para muchas aplicaciones. La seleccidon
de un medio acuoso, agentes reductores amigables con el medio ambiente y estabilizantes

no téxicos son los tres factores principales que deben evaluarse para la sintesis verde de
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NPAg. Algunos de los métodos ecoldgicos desarrollados utilizan recursos bioldgicos,
biocompatibles y seguros, tales como extractos vegetales, enzimas, microorganismos y
diversos biopolimeros tales como carbohidratos y proteinas (Habbalalu y col., 2013). En
particular, algunos aminoacidos como cisteina, tirosina y triptéfano han sido analizados
como agentes reductores y estabilizantes (agentes “capping”) en la preparacion de NPAg
con diferentes formas y tamafios (Roy y col., 2012; Selvakannan y col., 2004). Krishnaraj y
col. (2010) y Veerasamy y col. (2011) formaron nanoparticulas de plata utilizando como
agente reductor los extractos de hojas de Acalypha y Garcinia mangostana. Bankura y col.
(2012) prepararon NPAg por reduccion de nitrato de plata usando una solucidén acuosa de
dextrano. Por su parte, Zhao y col. (2013) emplearon a los residuos de tirosina presentes
en las proteinas de soja como agentes reductores para la obtenciéon de NPAg.

Las NPAg se pueden alojar en diferentes matrices formadas por polimeros y agentes
estabilizantes (como citratos y alcoholes de cadena larga) (Toker y col., 2013), a través de
diferentes estrategias: pueden ser recubiertas, absorbidas, o incorporadas directamente
durante los procesos de sintesis (Martinez- Abad y col., 2012). Mas alla de sus propiedades
antimicrobianas, la gran drea superficial y la estructura cristalina de las NPAg, las convierte
en candidatas potenciales para ser utilizadas como nanorefuerzos de materiales
poliméricos. Se ha descripto la incorporacién de NPAg a materiales poliméricos de distinta
naturaleza. Entre los no degradables, el polietileno (PE), el cloruro de polivinilo (PVC) y el
poli etilenvinil alcohol (EVOH) han sido los mas analizados para envasado de alimentos
(Shankar y Rhim, 2015). Mientras que entre los biopolimeros los basados en polisacaridos
como almiddn, quitosano, celulosa, pululano y alginatos han sido mas estudiados que los
proteicos (Raghavendray col., 2016; Abreu y col., 2015; Gao y col., 2011).

Algunos de estos sistemas nanocompuestos han sido probados en sistemas reales, y han
demostrado ser efectivos para prolongar la vida util de alimentos frescos tales como
productos carnicos y lacteos debido a los efectos biocidas contra E. Coli, Salmonella, L.
monocytogenes y S. aureus, (Carbone y col., 2016). Por su parte, Martinez-Abad y col.
(2012) sefalaron que la actividad antimicrobiana de los nanocompuestos puede variar
dependiendo del contenido proteico de los alimentos, dado que la inactivacion de la plata
es favorecida por la presencia de proteinas. En este trabajo se incorporaron iones de plata
en una matriz polimérica de EVOH y se probd la eficacia antibacteriana en contacto con
diferentes tipos de alimentos. Con muestras de alimentos con bajo contenido de proteinas

como fruta fresca cortada, y con alimentos con alto contenido de proteinas como carne y
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gueso. Los resultados de los experimentos mostraron que en las muestras de alimentos
con baja concentracién de proteina la inactivacién microbiana ocurrié en menor medida.

Las preocupaciones sobre la posible toxicidad de las NPAg hicieron que las autoridades de
seguridad alimentaria de la Unién Europea y de los Estados Unidos establezcan
regulaciones para su uso en envases de alimentos y limites para la migracién de Ag” a los
alimentos envasados (Bouwmeester y col.,, 2007). Evaluaciones realizadas sobre la
migracién de Ag’ desde las NPAg a alimentos envasados en varias condiciones de uso,
indican que los alimentos acidos y que el calentamiento por microondas pueden aumentar
la migracién aunque la concentracién de Ag’ se mantiene por debajo de los limites de
seguridad establecidos (0,05 mg/L en agua y 0,05 mg/kg de comida) (Cushen y col., 2013).
Esto implica que las evaluaciones de los perfiles de migracion de plata son necesarias para
asegurar la efectividad antimicrobiana mientras se cumple con la legislacion vigente. La
EFSA (Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria) publicé en 2011 un documento que
indica que los productores requieren pruebas de genotoxicidad, absorcion, distribucion,
metabolismo y excrecién in vitro (EFSA, 2011). Del mismo modo, en los Estados Unidos la
USFDA (Administracion de Alimentos y Medicamentos) publicé en 2014 un documento
gue proporciona orientacion a los productores de ingredientes alimentarios y sustancias
de contacto con alimentos, y recomendé el estudio y preparacion de un perfil toxicolégico

para cada envase que tenga nanomateriales en su formulacién (USFDA, 2014).

V.2. Objetivos
El objetivo de este capitulo fue desarrollar peliculas antimicrobianas de matriz proteica a

través de la incorporacion de nanoparticulas de plata a la formulacién, y evaluar el efecto
gue la presencia de estas nanoparticulas produce en las propiedades fisicoquimicas de los
materiales resultantes.

Para alcanzarlo se estudiaron dos estrategias:

i. Sintetizar inicialmente las nanoparticulas por reduccién con citrato de sodio, y una vez
formadas agregarlas a la dispersidn filmogénica, o

ii. Sintetizar las nanoparticulas de Ag en la misma dispersién filmogénica, aprovechando el
caracter reductor de las proteinas.

Teniendo en cuenta que durante la sintesis de las NPAg hay cierto desarrollo de color, que
incluso contribuye a verificar la formacidn de las nanoparticulas, se decidid trabajar con

una proteina incolora como es la gelatina. En este sentido Kanmani y col. (2014) sefialaron
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qgue el grupo hidroxilo de la hidroxiprolina -presente en la gelatina en concentraciones de
entre 15% y 23% (Gomez-Estaca y col., 2009; Karim y Bhat 2009) ayudaria a la reduccion
del AgNOs. Los aminoacidos no polares como: glicina, prolina, alanina e hidroxiprolina
contribuirian a la estabilizacion de las nanoparticulas a través de una estructura particular,
estabilizada principalmente por enlaces de hidrégeno intra e inter-molecular, producto de
una repeticidon casi continua de la secuencia de Gly-X-Y, donde X seria principalmente

prolina e Y seria sobre todo hidroxiprolina (Asghar y Henrickson, 1982).

V.3. Materiales y métodos

V.3.1 Materiales

Se empled gelatina comercial (Royal, Kraft Foods, Argentina) como fuente de proteinas, y
glicerol (Anedra, Argentina) como plastificante de las peliculas. Para la sintesis de las
nanoparticulas de plata se utilizé nitrato de plata (AgNOs, Anedra, Argentina) y citrato de

sodio (NasCgHs05, Anedra, Argentina).

V.3.2 Sintesis de nanoparticulas usando citrato de sodio como agente
reductor/estabilizador (NPAg,)

Las nanoparticulas de plata se obtuvieron considerando los trabajos de Flores (2014) y
Kanmani y col. (2014) con algunas modificaciones. Se solubilizaron 20 ml de una solucién
de citrato de sodio al 1% p/v y 0,8 ml de una solucidon de AgNOs 0,3 M en 80 ml de agua
destilada. La dispersidn resultante se colocé en un bano de agua a 80°C y se mantuvo con
agitacién magnética a 300 rpm durante 90 minutos. La sintesis se siguidé en el tiempo
caracterizando el sistema cada 15 minutos con el fin de verificar la formacién de las
nanoparticulas y determinar el tiempo adecuado del proceso. Al finalizar el calentamiento,

las dispersiones se colocaron en bafo de hielo para detener la reaccién.

V.3.3 Sintesis de nanoparticulas de plata en la misma dispersion filmogénica (NPAgg)

La sintesis de las nanoparticulas en estas condiciones se realizé en base a la metodologia
descripta en la seccion anterior. Se analizaron dos concentraciones relativas de
nanoparticulas. Para una de estas condiciones, que denominaremos Agg; se solubilizaron 5
g de gelatina en 100 ml de agua a 80°C y se adicionaron 0,8 ml de una solucidn de AgNO;

0,3 M; y para la otra, Agg; se solubilizaron 5 g de gelatina en 80 ml de agua a 80°C y se
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adicionaron 20 ml de una solucidn de AgNO; 0,3 M. Las dispersiones se mantuvieron en
agitacion magnética en un bafio de agua a 80°C por 90 minutos. A distintos tiempos las
muestras se colocaron en un bafo de hielo para detener la reaccidn y analizar el sistema
resultante.

A este proceso nos referimos cuando mencionamos nanoparticulas formadas en la
solucion filmogénica, ya que la gelatina utilizada para la reduccién y estabilizacion de las
nanoparticulas, serd la que posteriormente, una vez agregado el glicerol, forme la matriz

proteica que constituye la pelicula.

V.3.4 Caracterizacion de las nanoparticulas de plata

Las dispersiones producto de la reaccién del AgNOs; con citrato de sodio o gelatina a
distintos tiempos se caracterizaron con el fin de seleccionar las condiciones dptimas para
la obtencién de nanoparticulas que luego se utilizaran para formular las peliculas

nanocompuestas en base a gelatina.

V.3.4.1 Determinacidon del tamafio de particula

Se determind el tamano de las particulas de plata en las dispersiones mediante la medida
de dispersion de luz dindmica (DLS). En esta técnica la muestra es iluminada con un laser y
la intensidad de la luz dispersada producida por las particulas fluctia a una velocidad que
es dependiente del tamafio de las particulas. Por lo tanto, mediante el uso del software
provisto por el equipo, se puede obtener la distribucién de tamaifos de particulas
presentes en la muestra. Se utilizé un equipo Zetasizer Nano-Zs de Malvern Instruments
(Malvern, Inglaterra), con un rango de medicién de 0,6 — 6000 nm, provisto de un laser
He—Ne (633 nm) y un correlator digital, modelo ZEN3600. Las mediciones se realizaron a
temperatura ambiente utilizando una celda de poliestireno. Para las dispersiones de
nanoparticulas formadas con gelatina previamente se filtraron con filtros de 0,45 um
(Osmonics) de modo de eliminar la posible turbidez que pudiera existir en la muestra. Las

determinaciones fueron realizadas al menos por triplicado.

V.3.4.2 Espectro de absorcion UV-visible
Se obtuvieron los espectros de absorcion en la region UV-Vis (de 200 a 800 nm) de las
dispersiones sin diluir en un lector de placas Biotek, modelo HT Synergy . Las

determinaciones se realizaron por duplicado.
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V.3.4.3 Microscopia electrénica de transmision (TEM)

Las dispersiones obtenidas a los distintos tiempos de reaccién fueron observadas por un
microscopio electrénico de transmisién. Se utilizé el equipo Jeol JEM 1200 EX Il del Servicio
de Microscopia Electrénica de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la UNLP, operado por
el personal técnico a cargo. Las muestras se observaron por tincidon negativa. Esta técnica
de tincidn es sencilla y econdmica y su uso se ha generalizado para contrastar muestras
particuladas. El contraste se obtiene embebiendo la particula a observar en una sal de un
metal pesado (acido fosfotungstico al 2%), que perfila minimos detalles ultraestructurales
sobre un fondo oscuro, de ahi su denominacién como técnica de “contraste negativo” o de
“tincidn negativa”. Se trabajo con grillas cubiertas por una membrana plastica, para evitar
que la muestra liquida se escurriera entre los agujeros de la grilla. Los electrones
atraviesan la muestra, se dispersan al pasar a través de ella y se enfocan con un objetivo

para luego amplificarse en un lente y construir una imagen del objeto.

V.3.5 Formacion de las peliculas de gelatina con NPAg formadas con citrato de sodio

Las peliculas se obtuvieron por casting a partir de dispersiones acuosas que contenian
gelatina y nanoparticulas obtenidas con citrato de sodio (Seccion V.3.2). Brevemente, se
dispersaron 5 g de gelatina y 1,25 g de glicerol en 50, 75 y 100 ml de la dispersién NPAg,
preparada con AgNO; y citrato de sodio -durante 60 minutos a 80°C-, agitando a 300 rpm
durante 10 minutos a 80°C. Posteriormente se agregd agua destilada hasta alcanzar un
volumen final de 100 ml, se ajusté el pH en 6 y se continud con la agitacidon durante 15
minutos adicionales en el mismo bafio de agua a 80°C.

Un volumen de 10 ml de cada dispersién filmogénica se colocd sobre placas Petri de
poliestireno (64 cm?) y se secaron en una estufa con circulacién forzada de aire (Yamato,
DKN600, EE.UU.) a 60°C durante 3 h. Las peliculas resultantes se acondicionaron 48 h a
20°Cy 58% de humedad relativa (en desecadores con soluciones saturadas de NaBr) antes
de ser removidas de las placas para su caracterizacion.

Como control se obtuvieron peliculas sin nanoparticulas de plata de igual manera a partir
de dispersiones filmogénicas preparadas dispersando la gelatina y el glicerol en 100 ml de
agua destilada a pH 6. Todos los estudios se realizaron al menos con dos tandas de

peliculas formadas independientemente.
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V.3.6 Formacion de las peliculas de gelatina con NPAg formadas en la misma dispersion
filmogénica

En este caso la formacidn de las dispersiones filmogénicas se completd con el agregado de
glicerol (25 % p/p respecto de la cantidad de gelatina) a las dispersiones formadas a partir
de AgNOsy gelatina durante 60 minutos a 80°C (Seccidén V.3.3) y se ajusto el pH en 6. La
formacién de las peliculas se completé de igual manera como se describié en la seccién
anterior. Estas peliculas fueron comparadas con un control en el que la dispersién acuosa
de gelatina fue previamente tratada 60 minutos a 80°C.

En la Tabla V.1 se presenta la nomenclatura de las peliculas y la formulacién de las
dispersiones filmogénicas. La diferenciacion entre G y G* es para sefalar que en las
muestras con el asterisco la gelatina fue sometida al tratamiento térmico de 60 minutos a

80°C utilizado para la formacion de las nanoparticulas en la solucién filmogénica.

Tabla V.1. Nomenclatura de las peliculas obtenidas con nanoparticulas de plata y formulacion
de sus dispersiones filmogénicas.

.. Concentracion de
Concentracion

Pelicula Solvente (%v/v) de gelatina glicerol
(% p/p respecto de
0,
(%p/v) gelatina)
Dispersion de
Agua
nanoparticulas
G 100 - 5 25
G + NPAg, 50 50 de NPAg, 5 25
G + 1,5NPAg, 25 75 de NPAg, 5 25
G + 2NPAg, - 100 de NPAg. 5 25
G* 100 - 5 25
G*+ NPAge; - 100 de NPAgg; 5 25
G*+ NPAge, - 100 de NPAge, 5 25

V.3.7 Caracterizacion de las peliculas de gelatina aditivadas con NPAg

Las peliculas proteicas fueron caracterizadas segln su espesor, color, espectro de
absorcién UV-visible, contenido de agua, solubilidad en agua, permeabilidad al vapor de
agua y las propiedades mecanicas en traccion tal cual se describié en la Seccién I11.1.2.3.
Ademads se analizé la capacidad antimicrobiana de las nanoparticulas como se detalla a

continuacion.
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V.3.8 Capacidad antimicrobiana de las nanoparticulas de plata y de las peliculas
activadas

La actividad antimicrobiana de las dispersiones preparadas con AgNOs y citrato de sodio o
gelatina y de las peliculas proteicas activas se determind en medio liquido contra
Escherichia Coli, un bacilo Gram negativo de la familia de las enterobacterias de gran
importancia para la salud. La cepa utilizada pertenece a la Coleccién del Centro de
Investigacion y Desarrollo en Criotecnologia de Alimentos (CIDCA).

Los ensayos se realizaron en botellas estériles conteniendo 15 ml de medio minimo LB
(Luria Bertani) formado sélo por extracto de levadura y triptona (Britania, Argentina, 5y 10
g/L respectivamente), garantizando los nutrientes minimos indispensables para el
crecimiento de las colonias, pero sin el agregado de sales adicionales. Se eligié este medio
debido a que las NPAg no resultaron ser estables en los medios de cultivo liquidos
ensayados previamente (caldo nutritivo, caldo Mueller Hinton).

Las botellas con medio LB y con 10 pl de cultivo bacteriano se incubaron 9 h a 37°C con
agitacion para obtener un recuento de 10® unidades formadoras de colonias por ml
(calculada segun la densidad dptica a 600 nm, DO=0,5 a 37°C). En las mismas se colocaron
10 ul de las dispersiones que contenian particulas de plata y discos de peliculas de 1 cm de
didmetro, previamente expuestos por 10 minutos a la luz ultravioleta como medio de
esterilizacién.

Se determind el crecimiento microbiano como la DO a 600 nm luego de las 9 horas de
incubacién. Se calculd la actividad antimicrobiana obteniendo la relaciéon entre la DO
obtenida para cada muestra y la DO obtenida del crecimiento microbiano sin presencia de
otro agente (obteniendo el maximo crecimiento). Como controles se obtuvieron los
valores del crecimiento microbiano con muestras sin nanoparticulas (dispersion o peliculas
de gelatina) y muestras con un antibiético de amplio espectro, ampicilina (5 ul) (Sigma,
Argentina). Como blanco de reaccion se utilizé medio LB. Todas las medidas se realizaron

por triplicado.

V.3.9 Analisis estadistico
Los resultados se expresan como promedio + desviacion estandar. Se realizé un andlisis de
varianza y se empled el test de Tukey para la comparacidn de medias, con a=0,05,

empleando Statgraphics Plus (version 5.1, Statgraphics, USA).
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V.4 Resultados y discusion

V.4.1 Seleccidn de las condiciones de sintesis de nanoparticulas de plata obtenidas por
reduccién con citrato de sodio

En la Figura V.2 se muestra la apariencia de las dispersiones inicial y resultantes de la
reaccion de AgNO; con citrato de sodio a los 15, 30, 45, 60, 75 y 90 minutos de reaccion.
Inicialmente las dispersiones son transparentes e incoloras, pero al avanzar el tiempo de
reaccién comenzd a desarrollarse una coloracién amarillenta, que a tiempos mas largos
pareciera perder intensidad y volverse mas oscuras, comenzandose a apreciar la aparicion
de particulas negras en suspension. El desarrollo de coloraciéon es indicativo de la
formacién de nanoparticulas de plata, de manera que los iones Ag (Ag") se reducen a NPAg
metalicas (Ag°). En las condiciones de trabajo utilizadas la coloracién amarilla comenzé a
observarse a los 45 minutos de reaccioén, se intensificd hasta los 75 minutos, pero ya a los
90 se atenud y oscurecid. Rhim y col. (2013) también informaron coloracion amarillenta
verdosa para dispersiones NPAg formuladas con citrato de sodio, asi como otros autores lo
han hecho al trabajar con otros agentes reductores y estabilizantes (Shankar y col., 2016;
Vinod y col., 2011; Darroudi y col., 2011). El color de las dispersiones de nanoparticulas
depende del tamafio y de la forma de las particulas ya que estas caracteristicas
determinan la longitud de onda de la luz que pueden dispersar y transmitir; mientras que

la intensidad del color depende principalmente de su concentracion (Flores, 2014).

t: 0 min t: 15 min t: 30 min t: 45 min  t: 60 min t: 75min  t: 90 min

Figura V.2. Apariencia de las dispersiones resultantes de la reacciéon de AgNOs con citrato de
sodio a los O (inicial), 15, 30, 45, 60 y 90 minutos de reaccion.

Las imagenes de las dispersiones se correlacionaron con sus respectivos espectros UV-
visibles mostrados en la Figura V.3. Hasta los 30 minutos de reaccidn no se observo sefial
en la porcién del espectro visible, pero a partir de los 45 minutos aparecié un pico de

absorciéon con maximo a 425 nm, que a los 60 minutos de reaccién alcanzé su valor
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maximo de absorbancia con un corrimiento del pico a 430 nm. A partir de los 75 minutos
de la reaccidn, la intensidad disminuyd pero la longitud de onda del pico se mantuvo.

Las propiedades dpticas de algunas nanoparticulas metalicas (Ag, Au y Cu) se deben a las
oscilaciones de los electrones de conduccion del metal, que al ser excitados por la
radiacion electromagnética generan un efecto denominado resonancia plasmédnica de
superficie (SPR) (Willets y col.; 2014; Eustis y col., 2006). Las NPAg presentan una
intensidad de la banda de SPR alta, por lo que desarrollaron una coloraciéon importante
aun a bajas concentraciones. Numerosos autores han descripto esta caracteristica de las
propiedades odpticas causadas por la localizacion sobre la transicion del plasmén de
resonancia superficial que depende de la morfologia de las nanoparticulas (EI-Changhaby y
Ahmad, 2011). En general se han observado estos plasmones en el intervalo de 400 a 450
nm. Shankar y col. (2016) también observaron un desplazamiento del maximo de
absorcién acompaiado de un aumento en la intensidad y en el tiempo de reduccién, que
atribuyeron al efecto plasmdnico superficial de las NPAg. Es sabido que el ensanchamiento
y el desplazamiento del pico dependen de la morfologia de las nanoparticulas, asi como de
los distintos agentes de reduccién y estabilizacién utilizados. También se ha sugerido que
el corrimiento hacia el rojo en el espectro podria deberse al crecimiento del tamafio de

NPAg con el tiempo (Abdullah y col., 2015).
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Figura V.3. Espectros de absorcién en el UV-visible de las dispersiones resultantes de la
reaccion de AgNO; con citrato de sodio a los: — 0 (inicial), =15, — 30, — 45, — 60, — 75,y
—90 min de reaccidn.

En la Figura V.4 se muestra la distribucion de tamafos de las particulas de plata obtenidas

por reduccién usando citrato de sodio como reductor y estabilizante a 0, 60 y 90 minutos
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de reaccion evaluados por DLS. Al inicio de la reaccién las particulas registradas
presentaron una distribucion de tamafios unimodal con un maximo a 500 nm. Durante el
trascurso de la reaccion, se fueron formando las nanoparticulas de plata. Asi, a los 60
minutos de reaccion, donde se habia encontrado el madximo de absorcién a A=430 nm en
los espectros UV-visible, se observd una distribucién unimodal con un maximo
correspondiente a NPAg de 8,7 nm. Con el avance de la reaccidon pareciera que estas
nanoparticulas tendieran a aglomerase o a agregarse dado que en el espectro
correspondiente a los 90 minutos se observa un pico mas ancho, de menor intensidad con
un maximo a =122 nm y con un hombro de baja intensidad a =21 nm. Similares resultados
fueron encontrados por Vinod y col. (2011) con NPAg obtenidas empleando como agente
reductor una dispersion acuosa de una goma extraida de un arbol (Cochlospermum

gossypium) proveniente de India.
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Figura V.4. Distribucion de tamafios de particula obtenidos por dispersion de luz dindmica
(DLS) de las dispersiones resultantes de la reaccion de AgNO; con citrato de sodio a distintos

tiempos: — 0, —60 y — 90 min de reaccion.

En la Figura V.5 se muestran las microscopias electrénica de transmisién de las
dispersiones estudiadas. Al inicio de la reaccién se observaron pocas particulas de plata
(particulas en color negro) y sin una forma definida. Cuando el tiempo de reaccion
transcurre se observa mayor cantidad de estas particulas pero de menor tamaiio, a los 15
minutos puede apreciarse este efecto. Entre los 30 y 60 minutos puede observarse como
el tamafiio de las particulas disminuyd y fue aumentando la concentracién de las mismas,

observandose una maxima concentracion a los 60 minutos de reaccion, en coincidencia
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con las coloraciones de las dispersiones y la maxima absorbancia observada en el espectro
visible. También de las imagenes es posible apreciar que las nanoparticulas son esféricas.
Cuando el tiempo de reaccién llegd a los 75 y 90 minutos, las imdgenes permitieron
visualizar la formacién de agregados de nanoparticulas de Ag, en coincidencia con el
corrimiento hacia mayores tamanos de particulas y la disminucién del pico de absorbancia
en el visible obtenido para estas dispersiones. Las fotografias son similares a las publicadas
por Vinod y col. (2011) y a las que presentaron Gade y col. (2014) durante la obtencién de

NPAg sintetizadas a través de hongos.
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Figura V.5. Microscopia Electronica de Transmisiéon de las dispersiones resultantes de la
reaccion de AgNO; con citrato de sodio a distintos tiempos de reaccion.

El mecanismo de formacion de las disoluciones coloidales a partir de la reduccién de iones
plata consta de dos etapas diferentes: nucleaciéon y crecimiento (Figura V.6.A). La
nucleacidn, que requiere una alta energia de activacidon, comienza con la reduccion de la

sal metalica mediante el reductor adecuado para obtener atomos de metal con un estado
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de oxidacidn igual cero. Los atomos metdlicos pueden colisionar con iones metalicos o
aglomerados de atomos y formar un nucleo metalico denominado semilla. El crecimiento
de estos nucleos ocurre por la difusién y la transferencia de masa de los iones metalicos o
atomos metalicos presentes en la solucién hacia la superficie de dichos nucleos (Flores,
2014). El tamafio y la forma de las nanoparticulas dependera de las velocidades relativas
de estos procesos que pueden ser controladas a través de la modificacion de los
pardmetros de reaccién (concentracién, temperatura, pH, poder reductor, etc.) (Kahn y
col., 2009). Por ultimo, la estabilidad de las dispersiones coloidales depende de la
presencia de un agente estabilizante, el cual recubre la superficie de las nanoparticulas,
evitando su aglomeracion por interacciones electrostaticas o por factores estéricos (Figura
V.6.B). En el caso del citrato de sodio, utilizado en este trabajo como reductor y
estabilizante, la estabilizacion electrostatica implica la repulsién culémbica entre particulas
causada por la doble capa eléctrica formada por los iones adsorbidos en la superficie de las

nanoparticulas (Flores, 2014).

» Citrato de sodio

Nanoparticula estabilizada por

citrato de sodio

Figura V.6. Esquemas de A. formacion de las nanoparticulas de plata y B. de su estabilizacion

en solucion.

Por ultimo, se analizé el efecto que el tamafo de las nanoparticulas tenia respecto a la
inhibicion del crecimiento microbiano, analizando la actividad antimicrobiana de las
dispersiones estudiadas frente a E. coli. Los resultados se presentan en la Figura V.7 y se

comparan con la respuesta de ampicilina (control antibidtico). Todas las muestras
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presentaron altos grados de inhibicidn del crecimiento de E. coli, mayores al 85%, pero la
mayor actividad la mostraron las dispersiones de nanoparticulas de plata preparadas con
un tiempo de reaccion de 60 minutos a 80°C. Algunos autores hacen referencia a este
comportamiento indicando que el tamano de las NPAg influye en la actividad

antimicrobiana en algunos casos (Agnihotriy col., 2014).
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Figura V.7. Porcentaje de inhibicion del crecimiento de E. Coli de las dispersiones preparadas a
partir de AgNO; y citrato de sodio durante 0, 60 y 90 min de reaccién y de una dispersion
conteniendo ampicilina (control antibidtico).

A partir del andlisis realizado, se selecciond la dispersion preparada a partir de AgNOs y
citrato de sodio tratada 60 minutos a 80 °C como para ser considerada como fuente de
nanoparticulas de plata para activar a peliculas de gelatina. A esa dispersion la
llamaremos NPAg..

V.4.2 Seleccion de las condiciones de sintesis de nanoparticulas de plata en la dispersion
filmogénica.

Antes de empezar a discutir los resultados de estos estudios, cabe resaltar que si bien nos
referimos al medio de reaccién como dispersiones filmogénicas, las dispersiones que se
analizan en esta seccion no contienen el plastificante requerido para la formacion de las
peliculas.

En la Figura V.8 se muestra la apariencia de las dispersiones inicial y resultante de la
reacciéon de AgNOs; con gelatina a los 15, 30, 45, 60, 75 y 90 minutos, para las dos
concentraciones relativas de sal y proteina estudiadas Ags: Y Ags,. En concordancia a lo
observado anteriormente, inicialmente las dispersiones son incoloras, pero al avanzar el
tiempo de reaccién comenzé a desarrollarse la coloracion amarillenta indicativa de la
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formacidén de nanoparticulas. Para ambas concentraciones, la coloracion se hizo notar a los
60 minutos de reaccién y se conservod a tiempos mayores, siendo significativamente mas
intensa y algo mas anaranjada para las muestras que inicialmente contenian mayor
concentracién de AgNOs. Sélo para esta muestra (Agg,) la coloracion parece intensificarse
con el tiempo de reaccidon. También a simple vista se observd para ambas concentraciones
una mayor opacidad de las dispersiones respecto de las muestras tratadas con citrato de
sodio, a todos los tiempos de reaccién incluso a tiempos cortos donde el desarrollo de
color no se manifestd. Esto puede atribuirse a la presencia de la sal y la proteina en
conjunto ya que las dispersiones de gelatina son incoloras y su solubilidad esta favorecida
por la temperatura, y la sal en la solucién acuosa no mostrd tal opacidad en la seccidn

anterior.

t: 0 min t: 15 min t: 30 min t: 45 min  t: 60 min t: 75 min t: 90 min

t: 0 min t: 15 min t: 30 min t: 45 min t: 60 min t: 75 min t: 90 min

Figura V.8. Apariencia de las dispersiones resultantes de la reaccion de AgNO; con gelatina a
los 0O (inicial), 15, 30, 45, 60 y 90 minutos de reaccion para A. Aggs; y B. Age,.

En la Figura V.9 se presentan los espectros UV-visible de las distintas dispersiones
analizadas, que varian respecto a los observados en la secciéon anterior debido a la
presencia de gelatina en la formulacién. En todos los espectros se observa un pico de

absorbancia muy marcado con maximo alrededor de 280 nm caracteristico de proteinas,
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atribuido a los residuos hidréfobos de tirosina y triptéfano (Denavi y col., 2009; Shankar y
col., 2015; Raju y col. 2014) y una linea de base mas elevada en todo el rango del espectro
analizado que podria atribuirse a la opacidad de estas muestras.

En el caso de las muestras Agg: (Figura V.9 A) sélo se observd claramente la banda
asignada al plasmon superficial de las NPAg con su maximo de absorcion en 430 nm en las
muestras que reaccionaron durante 60 minutos. Pero en el caso de la muestra Agg; (Figura
V.9 B) el desarrollo de los espectros con el tiempo de reaccién varia. A todos los tiempos
fue posible observar el pico entre 430 y 460 nm, que aumenta en intensidad hasta alcanzar
su maximo de absorcién a 430 nm a los 60 minutos de reaccion. Entre los 15 y 60 minutos,
los maximos de los picos se corren desde 460 hasta los 430 nm, y a tiempos mas largos los
Amiax. @umentan nuevamente (Tabla V.2). Las diferencias observadas en los espectros
correspondientes a las dos formulaciones deberian atribuirse a la mayor concentracion
relativa de particulas de plata en Agg, respecto de Agg;, teniendo en cuenta que la

concentracién de AgNOs inicial en la primera es muy superior.
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Figura V.9. Espectros de absorcién en el UV-visible de las dispersiones resultantes de la
reaccion de AgNO; con gelatina a distintos tiempos de reaccién: — 0 (inicial), =15, — 30, — 45,
— 60, — 75,y —90 min de reaccion para A. Ags: Y B. Age,.
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Tabla V.2. Absorbancia y A de las bandas correspondientes a los plasmones superficiales de
las NPAg obtenidas por reaccién de AgNO; y gelatina en la concentraciones relativas Agg, a
distintos tiempos 15, 30, 45, 60, 75 y 90 minutos, visualizados en los espectros UV-visibles
(Figura V.9 B)

Tiempo de reaccién

(min) Amx. Absorbancia

0 - R

15 460 0,63
30 450 0,67
45 445 0,71
60 430 1,37
75 435 1,05
90 445 0,97

En la Figura V.10 se presentan las distribuciones de tamafio de las particulas de Ag
presentes en las dispersiones iniciales y a los 60 y 90 minutos de reaccion, para ambas
formulaciones Agg: ¥ Ags,. Cabe resaltar que fue necesario filtrar las muestras para poder
analizarlas en el equipo, lo que posiblemente explica porque los picos de las muestras
iniciales no coinciden con los de la muestra tratada con citrato. Para la formulacién Agg; la
dispersién inicial mostré un pico a 58,7 nm en el rango de tamafios analizados. A los 60
minutos de reaccion, y segln ya se suponia del andlisis de los espectros visibles y por el
desarrollo de color, se confirmd la aparicidon de nanoparticulas muy pequefias. El espectro
obtenido por DLS muestra un Unico pico angosto con maximo correspondiente a particulas
de 2,7 nm de didmetro, significativamente mas pequeiias que las formadas con citrato (de
8,7 nm). Con el transcurso del tiempo de reaccidn, la concentracion de esas nanoparticulas
pequeias disminuyd probablemente debido a la agregaciéon de las mismas formando
particulas mas grandes de aproximadamente 68,6 nm, que si bien siguen siendo

nanoparticulas tienen didmetros superiores a las que aparecen inicialmente.
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Figura V.10. Distribucion de tamaios de particulas obtenidos por dispersién de luz dindmica

(DLS) de las dispersiones resultantes de la reaccién de AgNO; con gelatina a los: —0, —60y

—90 min de reaccién para A. Ags1 Y B. Agg, .

Por su parte, la muestra Agg; inicialmente presentd una distribucién unimodal, con un pico
ancho con maximo a 93 nm. Cuando el tiempo alcanzé los 60 minutos de reaccién, la
muestra presentd dos poblaciones de nanoparticulas. La primera, menos numerosa y con
un maximo correspondiente a didmetros de 21,5 nm; la segunda, mas abundante y con un
maximo para diametros de 151,2 nm. Esta muestra es la que registrd el inicio del
desarrollo de color y mostrd la absorbancia maxima a 430 nm. Los mayores tamafios de
estas nanoparticulas respecto de las obtenidas con la formulacién Agg; podrian ser
indicativos de que la cantidad de gelatina no es suficiente para reducir la cantidad de plata
adicionada y que si bien se forma una mayor concentracidn de nanoparticulas, estas no
alcanzan tamanos tan pequefios. A los 90 minutos de reaccién, el perfil vuelve a mostrar

un Unico pico ancho con un maximo correspondiente a didmetros de 218,6 nm, superior a
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los tamafios iniciales. Los corrimientos de los bandas correspondientes a los plasmones
superficiales de las NPAg observados en los espectros visibles se corresponden con los
tamanfios de las particulas presentes en las dispersiones si se tiene en cuenta lo reportado
por Abdullah y col. (2015), que sugieren que un corrimiento hacia el rojo en el espectro
podria deberse al crecimiento del tamafio de NPAg con el tiempo.

En las condiciones del ensayo Aggi, la gelatina manifesté su poder reductor y permitio
obtener NPAg mas pequefias que las producidas empleando citrato de sodio como agente
reductor. Mientras que en las condiciones de Agg,, la gelatina podria encontrarse en
defecto respecto a la concentracion de AgNO; para alcanzar esa situacion. Por otra parte,
la proteina no pareciera favorecer la estabilizacién de las NPAg pequeiias ya que se
observd una agregacién importante luego de su formacion en las condiciones de reaccidn.
Para completar este andlisis, faltaria estudiar la distribucion de tamafios a todos los
tiempos de reaccidn para la muestra Agg, asi como analizar el almacenamiento de las
particulas en determinadas condiciones; y especialmente para los 60 minutos de reaccién,
con el fin de analizar realmente el efecto estabilizante de la proteina.

Los tamafios y la estabilidad de las nanoparticulas dependen de la presencia biopolimeros
y de otros componentes en la formulacidn, y de las condiciones experimentales utilizadas
en la sintesis. Asi a modo ejemplo, Darroudi y col. (2011) lograron preparar NPAg muy
pequeias de 9 y 5 nm en dispersiones con gelatina y glucosa a distintos tiempos de
reaccion, 6 y 48 h respectivamente a 60°C. El pequefio tamafio de las nanoparticulas
obtenidas se lo atribuyeron a la estabilizaciéon de los grupos amino de la gelatina. Y Ali y
col. (2011) prepararon particulas con tamafios superiores, cercanos a los 165 nm de
nanoparticulas realizadas con quitosano en su formulacién.

A diferencia del citrato seguramente la gelatina, de hacerlo, estabilizaria a las

nanoparticulas por factores estéricos similar al ilustrado en la Figura V.11.

Figura V.11. Esquema de nanoparticulas de plata estabilizadas por efectos estéricos

En la Figura V.12 se encuentran las microfotografias observadas por TEM de las

dispersiones de gelatina con nanoparticulas de plata obtenidas in situ a los 60 minutos de
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reaccidn para las distintas concentraciones Agg: Y Agg, respectivamente. Si bien se logran
ver las nanoparticulas, fue muy dificil poder observar adecuadamente al sistema en esas

condiciones por lo que se procedié también a filtrar las muestras antes de ser analizadas.

Figura V.12. Microscopia Electrénica de Transmision de las dispersiones resultantes de la
reacciéon de AgNO; con gelatina luego de 60 minutos para las formulaciones Agg: y Age,.

En la Figura V.13 se presentan las microscopias de las muestras filtradas a 15, 60 y 75
minutos de reaccidon. De las imagenes puede verificarse la morfologia esférica de las
particulas y cierta polidispersidad que en los espectros obtenidos por DLS no se observd
para todas las condiciones. La necesidad de filtrar las muestras para ambos estudios puede
ser responsable de esta situacién. Si bien en la condicidon Agg, la concentracion de
particulas es mucho mayor, segun la absorbancia observada en UV, las microscopias (a los
15 minutos por ejemplo) no llegan a mostrar esta situacion. Esto podria atribuirse a la
filtracion y a las diferencias de tamaiios de las muestras, ya que para Agg: las particulas
deben ser menos pero mas pequeifias. Otra caracteristica interesante que se observé fue la
distribucion de las particulas en las imagenes para las muestras correspondientes a
tiempos de reaccién de 60 y 75 minutos. Podria ser que la gelatina luego del tratamiento
prolongado a 80°C esté agregada formando esas estructuras extrafas vistas en la Figura
V.12, en donde las nanoparticulas se ubiquen a su alrededor, y al ser filtradas mantengan
parte de este dibujo. Si bien esta es una especulacién, Chen y col. (2015), por ejemplo
encontraron que las NPAg en una dispersién de nanofibras de PVA se localizaban sobre la
superficie de las fibras. Mas alla de esto, fue posible observar la presencia de

nanoparticulas muy pequenas en todas las imagenes, especialmente en la correspondiente
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a Ags1luego de 60 minutos de reaccidn; y la formacion de agregados de nanoparticulas a
tiempos mas prolongados (75 minutos de reaccion).

No existen estudios muy completos en donde se analice la estabilizacién de las
nanoparticulas de plata con proteinas, aunque si se han publicado articulos con
carbohidratos en su formulacion. Cheviron y col. (2015) formaron nanoparticulas de plata
con almidon y glucosa, la mayor cantidad de glucosa condujo a un menor tamaiio de las
nanoparticulas (< 15 nm) de forma esférica. Bankura y col. (2012) describieron la
formacién de nanoparticulas de plata por reducciéon de nitrato de plata utilizando una

solucidn acuosa de dextrano como estabilizante.

= P t: 15 min F R it 5

Figura V.13. Microscopia Electronica de Transmision de las dispersiones de nanoparticulas
obtenidas con gelatina A. Aggs: Yy B. Agg,- filtradas a distintos tiempos de reaccidn: t: 15min, t:

60 miny t: 75 min.

Mas alla de las diferencias observadas en el desarrollo de las particulas de Ag en la
dispersién filmogénica dependientes de la condiciones experimentales, todas las
dispersiones analizadas presentaron una actividad antimicrobiana alta frente a E. coli,
superior al 90% no observandose diferencias significativas entre las formulaciones ni los

tiempos de reaccidn, e incluso ni con el antibiético estudiado (Figura V.14). En base a estos
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resultados, este debe ser considerado sélo un ensayo preliminar. Deberiamos probar la
respuesta frente a otros microorganismos, para comprobar si con otros microorganismos
menos sensibles a la actividad de Ag se pueden llegar a ver los efectos que las
nanoparticulas tienen respecto al uso directo de AgNOs.

Igualmente, Mohan y col. (2016) también indicaron que el tiempo de reaccidén no tenia
ningun efecto significativo sobre la actividad antibacteriana de los NPAg preparadas
usando almidén y dextrinas como agentes reductores y estabilizantes, a pesar de los

diferentes tamafios de las particulas sintetizadas.
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Figura V.14. Actividad antimicrobiana de las distintas nanoparticulas obtenidas con gelatina

como agente reductor. ®Ags, y ®Agg, a distintos tiempos de reaccién: 0, 60 y 90 min y los

controles Gelatina (®) y antibiético (ampicilina) (™).

A partir de los resultados encontrados, se seleccionaron las dispersiones preparadas a
partir de AgNO; y gelatina tratadas durante 60 minutos a 80°%C como soluciones
filmogénicas para la preparaciéon de peliculas, principalmente por ser las que tenian
mayor concentracion de nanoparticulas (mayor absorbancia en el pico correspondiente

al plasmon superficial) de menor tamaiio.
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V.4.3 Peliculas de gelatina aditivadas con nanoparticulas de plata obtenidas previamente
usando citrato se sodio como reductor/estabilizante.

El agregado de distintos volumenes de la dispersién con nanoparticulas de plata obtenidas
con citrato de sodio (NPAgc) a la dispersidn filmogénica, permitié obtener peliculas de
gelatina con distinta concentracion de nanoparticulas. Por las relaciones volumétricas
agregadas a las dispersiones filmogénicas, a esas peliculas las denominamos G+ NPAg., G+
1,5NPAg,, y, G+2NPAg.. Las peliculas, obtenidas por casting, resultaron homogéneas,
flexibles y pudieron removerse facilmente de las placas. En la Figura V.15 se muestra su
apariencia y en la V.16 los parametros de color L*, a*, b* y AE que caracterizan su

coloracién.

G+ 1.5NPAg, G+2NPAg,

Figura V.15 Apariencia de las peliculas de gelatina aditivadas con distinto contenido de
nanoparticulas de plata obtenidas usando citrato de sodio como agente reductor/estabilizante
(NPAg().

Las peliculas de gelatina control (G) resultaron transparentes e incoloras, con una alta
luminosidad (L*) y bajos valores de a*, b* y AE*. Con el agregado creciente de NPAg,, las
peliculas tomaron una coloracién amarronada que se incrementd con la concentracion de
nanoparticulas, caracterizada por una disminucién progresiva y significativa de su
luminosidad, un aumento importante de los pardmetros a* y b* (hacia el rojo y amarillo
respectivamente) y en consecuencia un incremento en AE*. Similares resultados fueron
obtenidos al agregar nanoparticulas de plata a peliculas formadas por otros biopolimeros,

como agar, pectina y gelatina (Shankar y col., 2015 y 2016; Kanmani y Rhim, 2014).
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Figura V.16. Parametros de color en la escala CIE LAb de las peliculas de gelatina aditivadas
con distinto contenido de nanoparticulas de plata obtenidas usando citrato de sodio como
agente reductor/estabilizante (NPAgc).

En la Figura V.17 se presentan los espectros UV-visible de las peliculas. En las peliculas
nanocompuestas, aparece un pico ancho cuya absorbancia se intensifica con el aumento
de la concentracion de nanoparticulas a 448 — 500 nm, que podria atribuirse a las
caracteristicas Opticas de las NPAg, pero que aparece corrido respecto de los picos
observados para las dispersiones iniciales a 430 nm. Estos resultados hacen suponer que el
entorno de las NPAg en la pelicula, luego del proceso de eliminacién de solvente, estaria
influenciando las propiedades 6épticas del sistema. Estos corrimientos, en ambas
direcciones fueron reportados por otros autores al trabajar con otras matrices
biopoliméricas, como agar y pectina, indicando que la direccién del corrimiento del pico
probablemente depende de la naturaleza del polimero asi como de su compatibilidad con

las nanoparticulas (Shankar y col., 2015 y 2016).
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Mas alla de la verificacidn de la presencia de las nanoparticulas de plata, los espectros de
las peliculas nanocompuestas presentaron mayores absorbancias en todo el espectro. Esta
caracteristica ademas de explicar la mayor opacidad de estos materiales (que se verificé al
observar su apariencia) podria ser beneficiosa para alguna aplicacién donde se busque

proteccion frente a la radiacidon UV-visible.

Absorbancia

T T T T
300 400 500 600 700 800
A (nm)

Figura V.17. Espectros de absorcidon UV-Vis de las peliculas de gelatina aditivadas con distinto
contenido de nanoparticulas de plata - obtenidas usando citrato de sodio como agente

reductor/estabilizante- (NPAgc). : — G, G+ NPAg., — G+ 1,5NPAg.,y  G+2NPAg..

Tabla V.3. Espesor, contenido de agua, solubilidad y permeabilidad al vapor de agua de las
peliculas de gelatina aditivadas con distinto contenido de nanoparticulas de plata obtenidas
usando citrato de sodio como agente reductor/estabilizante (NPAgc).

Pelicula Espesor (um) MC (%) S (%) (.10"g I\-:\zlzl);m.s.Pa)
G 51,0  3,0° 22,1+0,6° 37,6+2,7° 7,6+0,8°
G+NPAg,  50,8+1,2° 17,9+0,1° 54,6 +6,0° 8,9+0,3°
G+1,5NPAg. 60,6 +5,6° 18,2+0,8° 51,8 +2,6" 10,5+ 0,7
G+2NPAg.  62,0+2,0° 18,0+ 0,5° 48,5 + 4,4° 11,8+ 0,5°

Los valores informados son promedio * desviacidn estandar. Letras diferentes (a, b,c) en la misma columna indican
diferencias significativas (p <0,05) de acuerdo al test de Tukey.
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En la Tabla V.3 se muestran el espesor, el contenido de agua, la solubilidad y la
permeabilidad al vapor de agua de las peliculas estudiadas y en la Tabla V.4 sus
propiedades mecdnicas -medidas en traccidn-. El agregado de concentraciones crecientes
de NPAg. a las peliculas de gelatina provocd un pequefio aumento del espesor de las
peliculas, que sdélo se percibié para G+1,5NPAg. y G+2NPAg. una disminucién en el
contenido de agua y un aumento en la solubilidad de las peliculas, ambos independientes
de la concentracién de nanoparticulas agregadas, y un aumento progresivo de la
permeabilidad al vapor de agua.

La presencia de las NPAg. logré ejercer un efecto refuerzo importante sobre las
propiedades mecdnicas que se manifesté en un aumento de la tensién a la rotura y del
modulo de Young y una disminucion en la elongacidn de las peliculas proteicas, siendo el
efecto mds marcado para las peliculas con menor concentracion de nanoparticulas
agregadas. Esta pelicula (G+ NPAg.) presentd un aumento de 165% y 267% en su tension a
la rotura y médulo de Young respectivamente y una disminucién de 60% en su elongacion

a la rotura respecto de la pelicula proteica.

Tabla V.4. Tension a la rotura (o), elongacion a la rotura (g,) y médulo de Young (E) obtenidos
con ensayos en traccién de las peliculas de gelatina aditivadas con distinto contenido de
nanoparticulas de plata obtenidas usando citrato de sodio como agente reductor/estabilizante
(NPAg,).

Pelicula o, (MPa) E (MPa) £ (%)
G 3,440,3° 0,15 +0,01° 159,2+5,5°¢
G+ NPAg, 5,6+1,4° 0,4+0,01° 96,9+9,5°
G+ 1,5NPAg, 5,7+0,5° 0,27 0,07 ° 118,5+7,3°
G+2NPAg. 3,7+0,3° 0,24 +0,03° 109,2+8,5°

Los valores informados son promedio + desviacion estdndar. Letras diferentes (a, b...) en la misma columna indican
diferencias significativas (p <0,05) de acuerdo al test de Tukey.

Aparentemente este efecto refuerzo podria atribuirse al menor contenido de agua que
presentaron las peliculas nanocompuestas -dado que el agua es un fuerte plastificante de
las matrices proteicas- y al cambio en el entrecruzamiento de las matrices debido a la
presencia de las particulas, por nuevas interacciones proteina-particulas y nuevas y
distintas interacciones proteina-proteina, labiles a la accién del agua, lo que explicaria el

aumento en la solubilidad de las peliculas.
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Shankar y col. (2016) observaron efectos similares. Ellos reportaron que a pesar de no
haber observado cambios estructurales por FTIR al incorporar NPAg a peliculas de pectina,
las peliculas resultantes presentaron mayores resistencias térmicas y mecanicas asi como
mayores permeabilidades al vapor de agua. Por su parte, Kanmani y Rhim (2014),
mostraron que la incorporacién de NPAg afectd ligeramente las propiedades fisicas y
mecanicas de peliculas de gelatina, pero logré disminuir su permeabilidad al vapor de
agua.

En la Tabla V.5 se presentan los angulos de contacto de las peliculas estudiadas, que dan
indicio de su hidrofobicidad superficial, y se muestran las imagenes de las gotas de agua
apoyadas sobre las respectivas peliculas al momento de la medida. El agregado de
nanoparticulas de plata incrementd notoriamente la hidrofobicidad superficial de las
peliculas de manera creciente con la concentracidon. Si bien este resultado puede
relacionarse con el menor contenido de agua de las peliculas nanocompuestas, también da
idea del cambio en la estructuracion de la matriz proteica. El hecho que los grupos mas
hidrofébicos se encuentren en la superficie de la pelicula induce a pensar en ciertos
cambios conformacionales que conducen a una matriz mds hidréfila, lo que también
estaria avalado por la mayor solubilidad y permeabilidad al vapor de agua de las peliculas
nanocompuestas. Por su parte, Rhim y col (2013) también observaron aumentos en los
angulos de contacto al agregar NPAg a peliculas de agar, mientras que Yoksan y

Chirachanchai (2010) observaron el efecto contrario con almidén y quitosano.

Tabla V.5. Angulo de contacto de las peliculas de gelatina aditivadas con distinto contenido de
nanoparticulas de plata obtenidas usando citrato de sodio como agente reductor/estabilizante
(NPAg,).

Pelicula Angulo de contacto
G+ 1,5NPAg 84,2 5,8 A
G+2NPAg; 94,9¢ 3,3° A

Los valores informados son promedio * desviacidn estandar. Letras diferentes (a, b...) en la misma columna indican
diferencias significativas (p <0,05) de acuerdo al test de Tukey.
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Finalmente se evalud la actividad antimicrobiana de las peliculas frente a E. coli. Los
resultados se presentan en la Figura V.18. El agregado de las nanoparticulas de plata le
otorgd a las peliculas de gelatina importantes propiedades antimicrobianas. Como se
observa en el grafico obtenido, las muestras control con solo gelatina en su
formulacidn -G- presentaron bajo porcentaje de inhibicidn de E. coli. Si bien el porcentaje
de inhibicién de los microorganismos aumenté al incrementar la concentracion de
nanoparticulas en la pelicula, las diferencias no llegan a ser significativas, incluso con el
control que incluia antibiético (p>0,05). Lok y col. (2006), a través de un analisis
protedmico del modo de accién de nanoparticulas de plata de 9,3 nm, concluyeron que las
nanoparticulas desestabilizan la membrana externa de las bacterias E. coli, colapsan el
potencial de membrana plasmatica y merman el nivel de ATP intracelular de un modo
similar al de los iones Ag’. También observaron que, mientras que los iones de plata
procedentes del AgNO; producen un efecto bactericida empleando concentraciones a
nivel micromolar, las nanoparticulas de plata muestran un comportamiento bactericida a
concentraciones a nivel nanomolar. Y en un estudio posterior (Lok y col., 2007), mostraron
que las nanoparticulas de plata con una superficie parcialmente oxidada podrian ser
transportadores de iones Ag’ quimisorbidos en cantidades suficientes como para producir
un efecto bactericida, mientras que las nanoparticulas de plata sintetizadas bajo atmdsfera
de nitrogeno no presentaban actividad bactericida. Otros autores también lograron activar
peliculas en base a biopolimeros con importantes propiedades antimicrobianas a través
del agregado de nanoparticulas de plata (Shankar y col., 2016; Siqueira y col., 2016;
Cheviron y col.,, 2015). La posibilidad de que la activacion se logre con bajas
concentraciones de NPAg permitird trabajar por debajo de los limites permitidos, de

manera de llegar a poder admitir el uso de estos materiales en sistemas reales.
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Figura V.18 Actividad antimicrobiana de las peliculas de gelatina aditivadas con distinto
contenido de nanoparticulas de plata obtenidas usando citrato de sodio como agente
reductor/estabilizante (NPAgc) y del control conteniendo antibidtico.

V.4.4 Peliculas de gelatina aditivadas con nanoparticulas de plata formadas in-situ en la
dispersion filmogénica

Las dispersiones de gelatina tratadas con dos concentraciones de AgNO; diferentes, Agg: Yy
Ags, (donde la segunda es aproximadamente 25 veces mas concentrada en AgNOs;),
durante 60 minutos a 80°C, y con el agregado de glicerol se utilizaron como dispersiones
filmogénicas para la produccidn de peliculas aditivadas con nanoparticulas de plata
G*+ Ags1 Y G*+ Agg,. Teniendo en cuenta que durante la sintesis de las NPAg la gelatina
fue sometida a un calentamiento extenso (60 minutos a 80°C) previo al proceso de
formacién de las peliculas, en esta seccién se utilizara como pelicula control, una formada
de idéntica manera pero sin el agregado de AgNOs. Para diferenciarla a esa pelicula se la
denomind G*.

Las peliculas, obtenidas por casting, resultaron homogéneas, flexibles, brillosas,
transparentes y pudieron removerse facilmente de las placas. En la Figura V.19 se muestra
su apariencia y en la V.20 los parametros de color L*, a*, b* y AE* que caracterizan su

coloracion.

172



V. Peliculas de gelatina con actividad antimicrobiana activadas con nanoparticulas de plata

G* + NPAgg,

Figura V.19. Apariencia de las peliculas de gelatina aditivadas con nanoparticulas de plata
sintetizadas en la dispersion filmogénica (NPAgs, Yy NPAge,).

Las peliculas de gelatina G*, presentaron una suave tonalidad amarillenta a diferencia de
las peliculas de gelatina G estudiadas previamente en esta tesis que resultaban ser
incoloras a simple vista. Estas diferencias se verifican con un incremento en los valores de
—a*, +b* y AE, pero sin observarse diferencias importantes en su luminosidad. Este efecto
en la coloracidn en peliculas proteicas preparadas con dispersiones tratadas térmicamente
ha sido reportado por otros autores (Condés y col., 2013; Hoque y col, 2010; Kim y col,

2002) y en parte fue atribuido a productos de la reaccién de Maillard.
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Figura V.19. Pardmetros de color en la escala CIE LAb de las peliculas aditivadas con
nanoparticulas de plata sintetizadas en la dispersion filmogénica (NPAgs; y NPAge,)
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La presencia de nanoparticulas en la formulacion hace que las peliculas resultantes
adopten una coloracion amarronada-amarillenta (con mayores valores a*, b* y AE vy
menor luminosidad L*) que se intensifica de manera muy marcada al incrementar la
concentracidon de nanoparticulas en G*+ NPAgg,, al menos duplicando los parametros de
color pero variando en menor medida L*. Estos resultados son similares a los encontrados
por Rhim y col. (2013) en peliculas formuladas con agar y NPAg en su formulacién.

En Figura V.20 se presentan los espectros de 300 a 800 nm de las peliculas. No se muestra
la primera regién del UV, donde aparece la banda caracteristica de las proteinas a 280 nm
para poder visualizar mejor el pico caracteristico de las nanoparticulas. Ese pico que se
atribuye al plasmon superficial de las NPAg sélo se observa claramente para las peliculas
con mayor concentracion de particulas G*+ NPAgs, a 450 nm. La banda aparece corrida
respecto a la correspondiente a la dispersion inicial que presentaba el maximo de
absorbancia a 430 nm, en concordancia con lo discutido en la seccion anterior.

Estos resultados coinciden con los obtenidos por Kanmani y col. (2014) en peliculas con
formacién de nanoparticulas de plata in situ en la dispersién filmogénica con gelatina,

donde también se observa un pico a 450 nm.

Absorbancia

T T T
300 400 500 600 700
A (nm)
Figura V. 20. Espectros de absorcidon UV-Vis de las peliculas aditivadas con nanoparticulas de

plata sintetizadas en la dispersidn filmogénica (NPAgs:y NPAge,): — G*, = G*+ NPAgs, — G*+
NPAgGZ

En la Tabla V.6 se muestran el espesor, el contenido de agua, la solubilidad y la
permeabilidad al vapor de agua de las peliculas estudiadas, en la Tabla V.7 sus

propiedades mecdanicas -medidas en traccion- y en la Tabla V.8 sus angulos de contacto.
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Tabla V.6. Espesor, contenido de agua, solubilidad y permeabilidad al vapor de las peliculas
aditivadas con nanoparticulas de plata sintetizadas en la dispersién filmogénica y su respectivo
control (G*, NPAgGly NPAg(;z)

WVP
Pelicula Espesor (um) MC (%) S (%) (.1011g H20/m.s.Pa)
G* 59,8+5,3 b 19,4+1,7 ° 52,1+6,0 b 1,3+0,2 °
G*+ NPAgg, 53,5%5,6 ° 21,2+0,5° 62,2423 ¢ 1,2+0,2 °
G*+ NPAgg; 59,3+4,2 ab 20,8+0,2 ° 43,8+0,2 ° 1,2+0,06°

Los valores informados son promedio + desviacion estandar. Letras diferentes (a, b...) en la misma columna indican
diferencias significativas (p <0,05) de acuerdo al test de Tukey.

El calentamiento prolongado al que fue sometida la gelatina provocéd cambios
estructurales que implicaron la formacién de una matriz proteica diferente. Las peliculas
de gelatina G* presentaron mayores espesores que las G antes mostradas. En
concordancia a lo observado por Condés y col. (2013), durante la formacion de las
peliculas las cadenas peptidicas generaron matrices menos compactas, con menor
contenido de agua, pero mas solubles, mas permeables, con menor resistencia mecdnica y
mayor hidrofobicidad superficial. A partir de estas propiedades, es posible suponer que el
calentamiento prolongado de las proteinas haya podido provocar cierta degradacion
térmica que no ha sido beneficiosa para su posterior aplicacién en la formaciéon de
materiales.

La presencia de nanoparticulas de plata, formadas en la misma dispersion filmogénica,
modificd algunas propiedades funcionales de las peliculas. Las peliculas G*+ NPAgg1, con
menor contenido de nanoparticulas de menor tamafio (2,7 nm), resultaron ser mas
delgadas, solubles, resistentes y elongables que G*, sin modificar su contenido de agua,
permeabilidad al vapor de agua, médulo de Young e hidrofobicidad superficial. Mientras
que las G*+ NPAgg,, con una concentracion de nanoparticulas muy superior pero de mayor
tamafo y distribucidon polidispersa, ademdas de modificar la resistencia mecanica y la
elongacion, lograron también aumentar el mdédulo eldstico y disminuir la solubilidad de las

peliculas, sin modificar de manera significativa el resto de las propiedades.
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Tabla V.7. Tensidén a la rotura, médulo de Young, y elongacién a la rotura de las peliculas
aditivadas con nanoparticulas de plata sintetizadas en la dispersién filmogénica y su respectivo
control (G*, NPAgs.y NPAgs,)

Pelicula o, (MPa) E (MPa) £ (%)
G* 1,3+0,3° 0,062 + 0,006 ° 57,9+6,5°
G*+ NPAgg; 1,8+0,2° 0,071 +0,01% 82,0+54°
G*+NPAgs; | 1,81+0,09° 0,08 +0,01° 102,5+9,4°¢

Los valores informados son promedio + desviacion estandar. Letras diferentes (a, b...) en la misma columna indican
diferencias significativas (p <0,05) de acuerdo al test de Tukey.

Tabla V.8. Angulo de contacto de las peliculas aditivadas con nanoparticulas de plata
sintetizadas en la dispersion filmogénica y su respectivo control (G*, NPAgs:y NPAg:,)

Pelicula Angulo de contacto
G* 91,9+ 2,6" A
G*+ NPAg., 88,945,4 @ A
G*+ NPAg,, 86,0+1,4 A

Los valores informados son promedio + desviacion estandar. Letras diferentes (a, b) indican diferencias significativas
(p <0,05) de acuerdo al test de Tukey.

Por ultimo, la presencia de estas nanoparticulas en la formulacién permitié activar a las
peliculas con importantes propiedades antimicrobianas, logrando inhibir el crecimiento de
E. coli casi por completo, tal como se muestra en la Figura V.21. Todas las peliculas
presentaron una actividad inhibitoria importante, sin observarse diferencias entre las
distintas muestras. Morones y col. (2005) y Fernandez y col. (2009) afirman que el tamafio
de las nanoparticulas influye en el crecimiento microbiano y que para tener una actividad

antimicrobiana 6ptima el tamafio de las nanoparticulas debe ser entre 1-10 nm.
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Figura V.21. Porcentaje de inhibicion de E. Coli de las peliculas aditivadas con y sin
nanoparticulas de plata sintetizadas en la dispersion filmogénica (NPAgs; Yy NPAgs,) vy con
antibidtico.

Finalmente, cabe resaltar que en todos los casos estudiados el agregado de nanoparticulas
de plata, sintetizadas con citrato o gelatina como agentes reductores y estabilizadores,
lograron inhibir casi completamente el crecimiento de E. coli, que fue el microorganismo
seleccionado como modelo, y provocar un efecto refuerzo en las peliculas proteicas
(siendo este efecto muy superior en los sistemas donde las nanoparticulas se sintetizaron

previamente).

V.5. Conclusiones

Con las estrategias analizadas fue posible obtener nanoparticulas de plata esféricas, con
distintas distribuciones de tamafio y con una importante actividad antimicrobiana
evaluada frente a E. coli. Estas nanoparticulas, al estar presentes en la formulacién de
peliculas de gelatina, las activdé con importantes propiedades antimicrobianas y lograron
ejercer un efecto refuerzo sobre las propiedades mecdanicas de los materiales resultantes.
Los nanocompuestos preparados agregando nanoparticulas previamente formadas usando
citrato de sodio como agente reductor/estabilizante fueron los que mostraron las mejores
propiedades. El tamafio de las nanoparticulas de plata pareciera ser mas determinante en
la actividad antimicrobiana que la concentracion.

Muchas de estas conclusiones serdn utilizadas como disparadores de hipdtesis para poder

seguir ahondando en este estudio.
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VI. Conclusiones Generales

» En el trascurso de la Tesis se desarrollaron distintos materiales proteicos activos e
inteligentes con propiedades interesantes para ser utilizados como envases de

alimentos.

» La gelatina y las proteinas de soja, las dos fuentes de proteinas utilizadas en este
trabajo, resultan ser sistemas interesantes para el desarrollo de materiales
biodegradables, renovables, activos, inteligentes y nanocompuestos. Su naturaleza y
estructura diferentes permiten obtener una amplia gama de materiales con
propiedades diferenciales. La seleccién adecuada de la fuente proteica permite
desarrollar materiales nuevos o ampliar la funcionalidad de los existentes para

alcanzar aplicaciones distintas y reales.

> Se obtuvieron peliculas de gelatina aditivadas con distintos indicadores acido-base,
capaces de indicar cambios de pH del medio circundante. Los materiales desarrollados
lograron responder cambiando su coloracidn al ser evaluados frente a medios liquidos,
gaseosos y soélidos de distintos pH, simulando el contacto con distintos tipos de

alimentos o con el espacio de cabeza del envase.

» Dada la relacidn directa que existe entre el pH y el crecimiento microbiano, los

materiales desarrollados podrian actuar como indicadores de deterioro de alimentos.

» El pescado es un sistema interesante para evaluar estos materiales ya que presenta
una variacion de pH significante durante su almacenamiento refrigerado, previo a
alcanzar el crecimiento microbiano limite a partir del cual el pescado deja de ser apto

para consumo.

» A pesar de sus caracteristicas anfdteras, las matrices proteicas no interfirieron en el

viraje de los indicadores acido-base en los distintos rangos de pH analizados.

> La afinidad entre el colorante y la matriz es determinante en el disefio del envase o la
forma de aplicacion del material, especialmente cuando los aditivos utilizados no son

de naturaleza comestible.
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La curcumina y las antocianinas son indicadores interesantes para ser utilizados en el
desarrollo de materiales inteligentes capaces de indicar cambios de pH, a la par de
actuar como materiales activos con importantes propiedades antioxidantes (y en otras

condiciones tal vez antimicrobianas).

La aplicaciéon de estos materiales estd estrechamente ligada al rango de viraje del
indicador. El analisis de mezclas de indicadores naturales puede resultar en

aplicaciones interesantes que deben ser exploradas.

Se desarrollaron peliculas proteicas de soja capaces de indicar cambios de
temperatura a través de la impresion de los materiales previamente formados con

tintas termocromicas.

La respuesta de las peliculas frente a cambios de temperatura resultd ser reversible
dada la naturaleza de las tintas termocrdmicas empleadas. A partir de esto, las
aplicaciones mas adecuadas para estos materiales podrian asociarse a indicar

situaciones de confort.

El proceso de aplicaciéon de las tintas, que involucraba un tratamiento UV, no fue

adecuado para imprimir peliculas de gelatina.

Las peliculas de soja impresas presentaron propiedades fisico quimicas superiores que
las de las peliculas proteicas control, por efecto de las tintas, pero principalmente por

efecto del tratamiento UV empleado para su aplicacion.

El tratamiento UV utilizado, favorecié el entrecruzamiento proteico, principalmente a
través de interacciones puentes de hidrégeno, puentes disulfuro, y otras interacciones
covalentes que no fueron precisadas. Este mayor entrecruzamiento provocé mejoras
significativas en la resistencia mecanica de los materiales y una disminucién en su

susceptibilidad al agua.

El tratamiento UV se nos presenta como una buena y efectiva estrategia para mejorar

las propiedades fisicoquimicas de las peliculas proteicas.

Se obtuvieron peliculas de gelatina con propiedades antimicrobianas muy importantes

a través de la presencia de nanoparticulas de plata en la formulacién.
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> Las nanoparticulas también ejercieron un efecto refuerzo importante sobre la matriz

proteica.

> Las dos estrategias seguidas ya sea formando las nanoparticulas con anterioridad o en
la misma dispersidén filmogénicas son interesantes para seguir evaluandolas. Se
requiere trabajar con ambos sistemas, ajustar algunas condiciones experimentales y

llegar a las concentraciones minimas inhibitorias para poder tener alguna preferencia.

Muchas de estas conclusiones serdn utilizadas como disparadores de hipdtesis para

futuros estudios
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