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1. Introduccion

El desarrollo de peliculas activas a base de biopolimeros es de gran interés tanto para la
industria como para la comunidad cientifica. El uso de sistemas activos antimicrobianos y
antioxidantes aporta muchas ventajas a la hora de preservar alimentos, ya que se evita el
agregado de aditivos en la formulacidén de los mismos y se asegura una concentracidon constante
de compuesto activo en la superficie del alimento, con la liberacién gradual del mismo. Debido a
las exigencias de los consumidores respecto de la oferta de productos de calidad, el uso de
aditivos de origen natural también se encuentra en el foco de las investigaciones.

Desde hace ya algunos anos, existe una creciente tendencia por parte de la comunidad
cientifica, industrial y de los consumidores en reducir la contaminacién medioambiental producida
por materiales derivados del petréleo luego de su uso (Song y col., 2009). En ese sentido, los
estudios en la aplicaciéon de biopolimeros para el desarrollo de envases biodegradables han
aumentado considerablemente, ubicandolos como una potencial alternativa de los polimeros
petroquimicos (Othman, 2014). Los biopolimeros utilizados para el desarrollo de materiales
biodegradables son principalmente polisacaridos, proteinas y mezclas de éstos, ya que han
demostrado buenas propiedades para la formacidn de matrices destinadas al contacto con
alimentos (Al-Hassan y Norziah, 2012; Huber y Embuscado, 2009). En cuanto al uso de proteinas,
tanto de origen vegetal y animal, como la de soja, caseinato y gelatina poseen buenas propiedades
filmogénicas (Ciannamea y col., 2014; Arrieta y col.,, 2013; Martucci y col., 2015). Entre los
polisacaridos mas utilizados se encuentra el almiddn, representando uno de los principales
biopolimeros destinado al desarrollo de materiales en contacto con alimentos, también se
describen trabajos en los cuales se utilizan hidrocoloides tales como los alginatos, carragenatos y
el quitosano (Rinaudo, 2014; Shojaee-Aliabadi y col., 2014; Quesada y col., 2016). Estudios previos
demostraron la posibilidad del uso de biomasa completa de levadura para formar peliculas
biodegradables, gracias a su composicion en proteinas y polisacaridos (B-glucano) (Delgado y col.,
2018 a). Entre las propiedades beneficiosas de los B-glucanos, se destaca su capacidad de formar
peliculas con caracteristicas muy prometedoras (Peltzer y col., 2018 a; Novak y col., 2012). La
pared celular de levadura, compuesta principalmente por B-glucanos y manoproteinas, también ha
demostrado una buena capacidad filmogénica (Peltzer y col., 2018) y posee la ventaja de ser un
sistema multicomponente en el cual se presentan las ventajas de cada biopolimero (Razzaq y col.,
2016). Ademas, la pared celular puede utilizarse como materia prima para el desarrollo de
microencapsulados de colorantes, sabores o antioxidantes (Dardelle y col., 2007).

Se ha demostrado en varios estudios que los biopolimeros son buenos vehiculos de
antioxidantes y antimicrobianos, dando la posibilidad de obtener los ya mencionados sistemas
activos (Peltzer y col.,, 2017). Las hierbas y especias poseen aceites esenciales que en su
composicidn presentan compuestos con caracteristicas antimicrobianas y antioxidantes, como el
carvacrol (orégano), el timol (orégano, tomillo), cinamaldehido (canela), entre otros, por lo que
resultan de gran interés para ser afiadidos en matrices poliméricas, en particular, en matrices
biodegradables. Arrieta y col. desarrollaron peliculas activas de caseinato de sodio y de calcio con
la adicién de carvacrol como antimicrobiano (Arrieta y col., 2014). En estos estudios se obtuvieron
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resultados prometedores en cuanto a las propiedades de las peliculas como un material para uso
alimentario como asi también, se estudid la liberacion del antimicrobiano observandose
resultados positivos de inhibicion. Mientras que Martucci y col. desarrollaron peliculas de gelatina
con el agregado de aceite esencial de orégano y lavanda (Martucci y col.,, 2015). Asimismo,
peliculas a base de pared celular de levadura con el agregado de antioxidantes naturales como las
Nafto-y-pironas, fueron desarrolladas con éxito y presentaron buenas propiedades antioxidantes
(Rezzani, 2018; Choque y col., 2021).

En el presente trabajo, se propone el uso de humo liquido (HL) como agente activo
antimicrobiano y antioxidante, en peliculas biodegradables a base de pared celular de levadura.
Las ventajas y beneficios asociados con el uso de HL en alimentos incluyen la facilidad de su
aplicacion para optimizar el potencial antioxidante, las propiedades sensoriales y las propiedades
antimicrobianas (Wang y col., 2016 b). Las preparaciones de HL se pueden controlar y evaluar
facilmente para determinar la composicion y su posible aplicaciéon. Por lo general, el HL se produce
al quemar astillas de madera o aserrin en condiciones bajas de oxigeno, lo que resulta en la
formaciéon de un condensado, que se recoge y purifica. El HL contiene algunos compuestos
aromatizantes, como aldehidos, y es un liquido de color marrén claro. Se utiliza para dar sabor
ahumado a las recetas de carne, pescado y en recetas para vegetarianos (simil carne). En la
industria de procesamiento de alimentos, el HL se ha utilizado ampliamente para reemplazar el
método tradicional de ahumado, ya que presenta mayores ventajas respecto a un mejor control
del contenido de hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs), una mayor diversidad de
aplicaciones en los sistemas alimentarios, una homogeneidad superior del producto, facilidad de
almacenamiento, y menos contaminacién ambiental (Montazeri y col., 2013 a). Ademas de su
sabor a humo que es unico, se ha demostrado que el HL presenta actividad antimicrobiana
(Lingbeck y col., 2014; Saloko y col., 2014) y antioxidante (Guillén y Cabo, 2004; Martinez y col.,
2007). Este tipo de humo liquido es el llamado “sabor intenso”, y posee ciertas desventajas como
su alto sabor a humo y compuestos con color, lo que limita su aplicacién en algunos alimentos
como compuesto antimicrobiano (Vitt y col., 2001). Por otro lado, el HL puede ser refinado, para
poder ser aplicado en diversos productos. EIl aroma deseado se puede ajustar adicionando
compuestos fendlicos, carbonilos y acidos orgdnicos. Se ha demostrado que este HL comercial
refinado es altamente efectivo frente a varios tipos de microrganismos contaminantes y
patogenos, utilizando concentraciones mas bajas del producto (Milly y col., 2005; Montazeri y col.,
2013 a). Por lo tanto, la incorporacion de HL es un enfoque prometedor para el desarrollo de
peliculas activas.
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2. Objetivos

El objetivo del presente trabajo es estudiar en el plano tedrico la posibilidad de emplear
HL entero y refinado como agente antimicrobiano y antioxidante en peliculas biodegradables a
base de biomasa de levadura con aplicaciones alimenticias, comprendiendo:

2.1 El estudio de los tipos de HL existentes en la industria, métodos de obtencién y efectividad
como antimicrobiano y antioxidante, comparacion de su actividad con otros compuestos de origen
natural, como los aceites esenciales (tomillo, orégano, romero);

2.2 El estado del arte del uso de HL como agente activo en materiales biodegradables para
aumentar la vida atil de alimentos;

2.3 La incorporacioén en peliculas biodegradables a base de levadura. Metodologia. Métodos de
caracterizacion.
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3. Hipétesis del trabajo

Es posible la incorporacion de HL en peliculas de pared celular de levadura para el
desarrollo de envases activos con capacidad antimicrobiana y antioxidante para extender la vida
util de alimentos.
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4. Desarrollo del trabajo

4.1. Humo liquido (HL)
4.1.1. Historia

El descubrimiento del fuego es uno de los acontecimientos mas importantes en la historia
y en la evolucién del ser humano. La evidencia convincente mas temprana data hace 500.000 afios
a.C en Europa y 790.000 afios a.C en el cercano oriente (Daniau y col., 2010). Fogatas en Qesem
Cave, Israel y artefactos de cuero curtido encontrados recientemente confirman la idea que el
hombre primitivo tenia en su poder el control del fuego (Daniau y col., 2010; Milly, 2003). La
perplejidad y el asombro que emanaba en Illamas, fue tal vez la chispa que encendié la curiosidad
del hombre, que poco a poco a lo largo del tiempo fue aprendiendo a través de experiencias y
errores a dominarlo y finalmente utilizarlo de diversas formas como; proteccién frente a diversos
depredadores, observacion en la oscuridad, obtencién de herramientas para la caza de animales,
fuente de calor para atravesar los frios y crudos inviernos y, por supuesto, para su alimentacion
(Francay Luiz, 2019).

El camino recorrido hasta llegar a dominar este arte no fue nada facil ni menos predictivo.
De hecho, muchas de las técnicas, métodos y procesos que conocemos hoy en dia en nuestra
cocina y a nivel industrial surgieron por simples accidentes que cambiaron el rumbo de la historia.
Tal es asi, que el hombre primitivo, en un intento por secar las presas atrapadas del dia, al ser
colgadas, se percatéd que el humo de las fogatas le transferia a la carne un aroma y un sabor
caracteristico, el cual conocemos hoy en dia con el nombre de “ahumado” (Simon y col., 2005;
Agustinelli, 2014).

El ahumado junto con el salado y el secado es una de las tecnologias mds antiguas para
extender la naturaleza perecedera de los alimentos y conferirle propiedades sensoriales deseables
(aroma, sabor, textura, etc.) que datan de la Edad Media (siglo V-XV). La carne y los pescados
(principalmente) eran sometidos a un salado en exceso y posterior ahumado con el fin de alargar
la vida util de los mismos y evitar perder las grandes cantidades de alimentos (Holzschuh y col.,
2010; Agustinelli, 2014). Estos “ahumaderos” consistian de pequefos trozos de madera que se
guemaban en su interior donde el humo resultante se canalizaba de tal manera que tuviera
contacto directo superficial con el alimento en cuestién (Milly, 2003). La técnica se fue mejorando
y perfeccionando gradualmente a lo largo del tiempo al modificar las variables del proceso como
temperatura, ubicacién de las piezas respecto al humo, tiempo de exposicidon al mismo, materia
prima, etc., lo cual llevd a grandes mejoras con respecto a la metodologia primitiva (Agustinelli,
2014).

Los conocimientos previos y los avances en la tecnologia del ahumado de la Edad Media
permitieron que Johann Rudolf Glauber, en 1658, describiera los métodos para producir
condensados de humo de lefia 0 mas conocido como “vinagre de madera”. Dichos condensados se
producen durante la fabricacién de carbén vegetal, el cual en 1788, recibiria el nombre de acido
pirolefioso (Armstrong y Deischer, 1942; Tiilikkala y col., 2010; White y Woodward, 2007; Burns,
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2014). Este nombre que parece extrafio, de hecho no lo es, y como pocos podran imaginar su
nombre terminé convirtiéndose en lo que hoy dia conocemos como “Humo Liquido” (HL).

El HL es un condensado que se obtiene a partir de la pirdlisis de la madera y lleva su
nombre debido a su inventor, E. H. Wright, que en 1895 comenzd a producir y distribuir
comercialmente el producto alrededor de los Estados Unidos bajo dicho nombre (Dien y col.,
2019; Melville, 1923). El uso y consumo a lo largo de las décadas del nuevo siglo por gran parte de
la poblacion estadounidense impulsé a que en 1959 comenzara una nueva era de productos a
base de humo condensado llevada a cabo por el establecimiento Red Arrow Products Company en
Manitowoc, Wisconsin. Esta nueva era marcé un quiebre en la historia debido a que la producciéon
de condensados modernos comenzd a ser utilizada industrialmente como reemplazo del ahumado
tradicional (Harris, 2015).

Hoy en dia, el HL es ampliamente utilizado por la poblacidn en todas partes del mundo
principalmente por el aroma y sabor ahumado que le confiere a los alimentos, permitiendo abrir
una nueva gama de sensaciones en el paladar del consumidor (Conde, 2018; Grand View Research,
2019). Por otro lado, los avances tecnoldgicos y el desarrollo de nuevas herramientas permite que
los investigadores concentren sus estudios no sélo en mejorar el rendimiento de las distintas
etapas de su elaboracién, minimizar costos y desarrollar nuevas técnicas de produccion, sino
también buscar nuevos recursos naturales para la fabricacion de HL, cuantificacion y analisis de los
distintos componentes que se producen, de modo de asegurar su aplicacién en alimentos
(Agustinelli, 2014).

Indistintamente de cudl sea el motivo de su uso, no debemos olvidar que cada vez que
escuchemos nombrar “humo liquido”, la misma resonard de modo vehemente en las cavernas de
nuestros antepasados en las cuales alguna vez el humo y el fuego danzaron juntos.

4.1.2. Composicion

Fisicamente, el humo estd compuesto por una mezcla de fases gaseosas, liquidas y sdlidas
(Simon y col., 2005). El humo utilizado en alimentos proviene de las multiples reacciones de
oxidacion y recombinacion que ocurren en la combustién de la madera (celulosa, lignina y
hemicelulosa), que generan mas de 200 componentes diferentes los cuales se clasifican en cuatro
grandes grupos: acidos, fenoles, carbonilos e hidrocarburos (Sanchez Irigoin, 2017).

Acidos orgdnicos y derivados

Los acidos orgdnicos y sus derivados provienen de la pirdlisis parcial de la celulosa y la
hemicelulosa, entre los cuales se encuentran los acidos propidnico, benzoico, férmico, butirico,
croténico, isovanilico, oleico, acético, entre otros, siendo éste ultimo el mayor constituyente y
referente de los mismos (Montazeri y col., 2013 a; Swastawati y col., 2007; Guillén y Manzanos,
1999; Oramahi y Diba, 2013). Los acidos organicos y sus derivados estan presentes en un 2,8-9,5%
en el producto final y son responsables de muchas de las caracteristicas intrinsecas del HL tales
como acidez, color, capacidad antimicrobiana, sabor. Asimismo, presentan un papel importante en
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la formacién de la corteza de los productos carnicos al interactuar con las proteinas (coagulacidn)
(Milly, 2003; Montazeri y col., 2013 a; Xin y col., 2020; Underwood y Graham, 1989; Revista
lalimentos, 2015).

Fenoles

Los derivados fendlicos provienen de la degradaciéon térmica de la lignina. Los
componentes comuUnmente presentes son guayacol (2-metoxifenol), pirocatecol (1,2-
dihidroxibenceno), eugenol (4-alil-2-metoxifenol), siringol (1,3-dimetoxi-2-hidroxibenceno), entre
otros, siendo éste uUltimo el componente mayoritario (Guillén y col., 1999; Underwood y Graham,
1989; Montazeri y col., 2013 a). Los fenoles constituyen el 0,2-2,9% del producto final y son los
principales responsables del aporte del aroma y sabor “ahumado” tan caracteristico y distinguido
(principalmente el eugenol y siringol). También contribuyen en el color y poseen actividad
antimicrobiana y antioxidante respaldada por muchos estudios (Milly, 2003; Underwood vy
Graham, 1989; Montazeriy col., 2013 a; Guillén y Manzanos, 1999).

Carbonilos

La degradacion térmica de la celulosa y la hemicelulosa generan derivados carbonilicos
tales como cetonas, aldehidos, furanos, piranos entre otros, que estan presentes en un 2,6-4,6%
en el producto final (Guillén y Manzanos, 1999; Milly, 2003). Estos compuestos presentan
actividad antimicrobiana y aportan color, aroma y cambios en la textura. Especificamente, los
piranos y furanos son los responsables del color “amarronado” caracteristico, al ser uno de los
tantos componentes que se forman en la reaccién de Maillard. También son responsables del olor
del HL siendo capaces de suavizar parcialmente el intenso aroma a “humo” o “ceniza” de los
compuestos fendlicos (Guillén y Manzanos, 1999; Xin y col.,, 2020; Lingbeck y col.,, 2014;
Underwood y Graham, 1989).

Hidrocarburos

Los hidrocarburos son compuestos que contienen exclusivamente carbono e hidrégeno en
su estructura. Entre los mas destacados se encuentran los hidrocarburos aromaticos policiclicos
(HAPs) formados por anillos de 5 o 6 atomos de carbono unidos entre si, que se forman por la
combustién incompleta o la descomposicién térmica (pirdlisis) de la materia organica, como la
madera (McMurry, 2008; Agudo, 2009; Gomaa y col., 1993).

El benzopireno, es un indicador de los niveles de HAPs en HL, y dada su capacidad de
producir dafios perjudiciales en el medio ambiente y en la salud de los seres vivos, se intenta
evitar o reducir su contenido en el HL a valores que sean aptos para su consumo, especialmente
en alimentos (Gomaa y col., 1993; Autino y col., 2013; Milly, 2003). De acuerdo al Cddigo
Alimentario Argentino (C.A.A), capitulo (cap.) XVIII, los aromatizantes/saborizantes (categoria a la
que corresponde el HL) “no deben transferir mds de 0,03 ug/kg de 3,4-benzopireno al alimento
final” mientras que su contenido en el producto final “no debe ser mayor a 2 ug/kg” (FAO, 2001).
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En resumen, en la Tabla 1 se muestra la composicidon quimica del HL y las cantidades
relativas presentes de sus constituyentes. Como es de esperar, el contenido de los mismos va a
depender de multiples factores involucrados en el proceso de elaboracion tales como: tipo de
madera, temperatura, aire, contenido de humedad, tamafio de la madera, tiempo de
almacenamiento y métodos de generacién de humo.

Tabla 1. Composicidn del HL comercial

Fraccion %
Agua 11-92
Fenoles 0,2-2,9
Acidos 2,8-9,5
Carbonilos 2,6-4,6
Hidrocarburos 1-17

(Fuente: Milly, 2003)

4.1.3. Factores que afectan la composicion del HL

4.1.3.1. Tipo de madera

La madera estad compuesta principalmente por celulosa, hemicelulosa y lignina en distintas
proporciones (Tabla 2) y puede clasificarse en dos tipos: duras y blandas (Xin y col., 2020).

La celulosa es un polimero lineal de cadena larga compuesta de glucosa (que oscila entre
unas 9.000 a 15.000 unidades) unidas por enlace glicosidico B (1-4) (Milly, 2003). La hemicelulosa,
consta de mas de un tipo de polisacarido y se puede considerar como una mezcla de glucosa,
galactosa, manosa, xilosa y ramnosa. Su descomposicion produce acido acético y didxido de
carbono, entre otros (Montazeri y col., 2013 a; Milly, 2003). La lignina es un polimero vegetal
formado por unidades de fenilpropanoides y su descomposicién térmica parcial produce diversos
tipos de compuestos fendlicos (Chavez-Sifontes y Domine, 2013).

Tabla 2. Composicion quimica de distintos tipos de madera

Tipo de madera Regidn % en peso de madera seca
Celulosa Hemicelulosa Lignina
Maderas duras

Madera de cerezo | América del norte 46 29 18
Arce rojo Ameérica del norte 41 24 28
Haya Europa 45 33 20

Maderas blandas
Pino Europa 47 20 27
Abeto Europa 45 22 30

(Adaptado de Xin y col., 2020)
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Las cantidades de celulosa, hemicelulosa y lignina en la madera son determinantes en el
contenido de acidos, fenoles, carbonilos e hidrocarburos (Tabla 3). El haya, el haya blanca y el
roble producen humo con un alto contenido de acidos debido a que son maderas duras, ricas en
pentosanos. Por otro lado, las maderas blandas como el pino y el abeto con mayor contenido de
hexanos, producen humo con altos contenidos de carbonilos (Maga, 1987; Simon y col., 2005).

Las diferencias arrojadas en el contenido de fenoles puede deberse a que la estructura de
la lignina es levemente distinta entre los dos tipos de madera, presentando las maderas blandas
menos grupos metoxi (Maga, 1987).

Los 4acidos glucurdnicos, que estdn presentes en las maderas duras en un nivel
relativamente alto, se descomponen en acidos carboxilicos resultando en condensados de mayor
acidez (Chavez-Sifontes y Domine, 2013).

Tabla 3. Composicion del humo de distintas maderas

Componente g/100 g aserrin
Abeto Pino Roble Haya Haya blanca
Monaocarbonilos 3,06 3,10 2,40 1,77 2,50
Acidos totales 3,07 3,17 3,56 4,06 6,79
Fenoles 0,29 0,29 0,16 0,14 0,32
pH 3,8 4,7 4,0 4.8 41

(Adaptado de Maga, 1987)

4.1.3.2. Temperatura

Es uno de los parametros que mas influye y afecta en la composicién del humo debido a
que los procesos individuales de la degradacion térmica de la madera se producen a temperaturas
especificas (Tabla 4) (Simon y col., 2005).

Tabla 4. Influencia de la temperatura en la destruccidn térmica de la madera

Temperatura (°C) Reaccidn
Hasta 170 Pérdida de agua, secado
200-260 Descomposicién de la hemicelulosa
260-310 Descomposicidn de la celulosa
310-500 Descomposician de la lignina
Mayor a 500 Reacciones secundarias incluyendo oxidacian,
polimerizacion, condensacion y pirdlisis

(Fuente: Milly, 2003)
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Maga (1987) y Simon y col. (2005) demostraron que en general un aumento en la
temperatura provoca un aumento en el contenido de acidos, fenoles y carbonilos (Tabla 5). La
temperatura de “smouldering” hace referencia al proceso de combustion incompleta a baja
temperatura sin llama (Galan, 2016).

Tabla 5. Influencia de la temperatura de “smouldering” en los contenidos de fenoles, carbonilos y
acidos en humos de madera

Temperatura (°C) Fenoles (g fenol/ml) Carbonilos (mg Acidos (Meq
acetaldehido/ml) acido/ml)
252 88 20,0 0,082
287 01 20,2 0,077
322 153 27,3 0,121
355 197 31,2 0,104
386 165 37,2 0,112

(Fuente: Maga, 1987)

En la Tabla 6 se puede observar la influencia del incremento de la temperatura de
generacion del humo en el contenido de fenoles, alcanzandose valores maximos a 650 °C.

Del mismo modo que existe una dependencia en el contenido de dichos componentes con
la temperatura, los HAPs aumentan en un intervalo entre 400-1000 °C, mientras que se alcanzan
niveles decrecientes a temperaturas mas elevadas (Simon y col., 2005).

Tabla 6. Influencia de la temperatura de generacion del humo en el contenido de fenoles en el
producto final

Temperatura de Contenido (mg/100g)

generacion (°C) Fenol Guayacol Benzocatecol Siringol
450 20 60 35 85
550 30 85 60 150
650 55 125 135 260
750 20 115 135 215
350 25 100 125 175

(Fuente:Maga, 1987)

4.1.3.3. Aire

La cantidad de aire presente en la generacidon de humo es otro factor que puede influir en
la composicién del HL. En la Tabla 7 se puede observar cdomo disminuye el contenido de los
furanos a medida que aumenta el porcentaje de oxigeno, lo cual demuestra que éste ultimo no es
un requisito previo para la formacion de los mismos. Curiosamente, los fenoles (guayacol) y
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carbonilos (cicloteno) presentaron su maximo valor al 10% de oxigeno, para luego disminuir a
concentraciones mds altas de éste Ultimo (Maga, 1987).

Tabla 7. Contenido de compuestos volatiles en funcion del porcentaje de oxigeno en el aire

% Oxigeno en el aire % Area de pico/g aserrin consumido
Alcohol furfurilico Cicloteno Guayacol
0 100 55 55
10 75 100 100
20 44 45 55
30 40 43 50
40 38 46 55
50 36 45 48

(Fuente: Maga, 1987)

4.1.3.4. Contenido de humedad de la madera

En la Tabla 8 se muestra la relacion entre el contenido de humedad de la madera con la
cantidad de condensado, fenoles, acidos y formaldehido y su calidad sensorial. Se puede observar
gue las maderas con un menor contenido de humedad son las que presentan mayor contenido en
fenoles, acidos y carbonilos (formaldehido). No obstante, cabe aclarar que la fraccién del
condensado recogido también varia. Con lo cual, si los datos fueran calculados bajo el mismo
rendimiento, las maderas con humedad intermedia finalmente serian las que presentarian un
mayor contenido en dichos componentes y mejor calidad sensorial (Maga, 1987).

Tabla 8. Influencia de la humedad de la madera en la composiciéon quimica y las propiedades
sensoriales

Contenido de Cantidad/100 g de aserrin Calidad
humedad Condensado Fenoles Acidos Formaldehido sensorial
(%) (g) (mg) (mg) (mg)
1,8 28,2 263 3293 122 Insatisfactorio
21,5 41,5 136 3288 81 Buena
24.5 43,5 100 3003 78 Buena
31,2 32,8 33 890 - Casi
satisfactorio

(Fuente: Maga, 1987)
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4.1.3.5. Tamano de la madera

El tamafio de los trozos de madera que se utiliza en el proceso de pirdlisis puede influir en
las propiedades sensoriales del humo, debido a que cuanto mayor sea el tamaio de la particula,
mayor es la superficie expuesta, por lo tanto, mayor es el caudal de aire necesario para obtener la
misma velocidad de combustidén que una particula mas pequefia (Maga, 1987).

4.1.3.6. Almacenamiento

El almacenamiento produce cambios quimicos en el HL que alteran sus propiedades
sensoriales. En estudios de cuantificacion periddica de la formacion de metil acetato y formiato de
metilo en HLs conservados a 25 °C, durante un periodo de 30 dias demostraron que el metil
formiato alcanzé un equilibrio en su contenido con tan sélo 70 horas, mientras que el metil
acetato continuaba aumentando gradualmente luego de 700 horas de almacenamiento (Maga,
1987).

4.1.3.7. Métodos de generaciéon de humo

El método de generacion de humo puede modificar sustancialmente el contenido de HAPs
y fenoles. P6himann y col. (2013) estudiaron el efecto de los distintos métodos de generacion de
humo: “smouldering”; “vapor de humo” (vapor sobrecalentado a través de las astillas de madera)
y “humo de fricciéon” (por fricciéon del tronco de madera) sobre la composicién del mismo. Se
concluyd que el método de “smouldering” produjo los mayores niveles de HAPs, mientras que el
“humo de friccién” arrojé los menores. Por otra parte, el “vapor de humo” presentd bajos niveles
de HAPs y relativamente altos en fenoles. Otras investigaciones, mostraron diferencias en las
cantidades de compuestos volatiles y no volatiles al comparar humos generados con “aserrin” y
por friccion (Maga, 1987).

Estos tratamientos se describirdn con mayor detalle mds adelante.

4.1.4. Métodos de obtencidon

Existen diversas técnicas para la elaboracién de HLs debido a que cada etapa del proceso
depende de multiples factores que pueden ser ajustados y modificados; es decir, estan sujetas a
los objetivos y finalidades que se quieren alcanzar, ya sea minimizando los costos de produccién
como asi también la obtencidon de un producto con caracteristicas determinadas, entre otros.

En la Figura 1 se puede observar un diagrama de elaboracion tipico el cual consiste de 6
etapas fundamentales: 1) Pretratamiento; 2) Generacién de humo (pirdlisis); 3) Condensacion; 4)
Separacidn; 5) Filtracidn y 6) Almacenamiento.
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Figura 1. Diagrama de flujo de

produccion de HL
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{Adaptado de Lingbeck y col., 2014}

1) Pretratamiento

La materia prima (madera) se obtiene por el talado de arboles aptos para su uso y es
trasladada por vehiculos motorizados hasta los aserraderos donde los grandes troncos se
convierten en pequefas particulas (0,2-2mm). Dichos troncos son cortados y triturados por
grandes maquinas especiales disefiadas para dicho fin, con el objetivo principal de incrementar la
velocidad de transferencia de calor en la generacidon de humo, aumentando la superficie expuesta
de las mismas (Xin y col., 2020). Luego, el producto obtenido, aserrin o astillas de madera
(dependiendo el grado de triturado), es formulado combinando diferentes o multiples fuentes del
mismo tipo de biomasa para cumplir con las especificaciones deseadas (Xin y col., 2020).

A continuacién, la biomasa sufre un proceso de secado el cual ocurre entre la temperatura
ambiente y 150 °C aproximadamente, permitiendo reducir el contenido de humedad y como
consecuencia, aumentando la eficiencia de transferencia de calor en la pirdlisis (Xin y col., 2020). El
calor perdido en esta etapa y la quema de sus subproductos puede reutilizarse debido a que el
secado es un proceso de alto consumo energético (Xin y col., 2020). Un proceso alternativo al
secado es la torrefacciéon, que se lleva a cabo a temperaturas muy bajas, generalmente entre 200-
300 °C, bajo atmdsfera inerte, produciendo principalmente agua y acido acético (Wangy col., 2016
a).

22



2) Generacion de humo

Una vez finalizada la primera etapa, el aserrin/astillas de madera son depositadas en
reactores donde se produce la pirdlisis (combustion incompleta de la materia organica en
condiciones de atmdsfera inerte) en la que la madera arde “sin llama” (no se quema) liberando los
gases que se observan en el humo comun (Junaidi y Nursyifa, 2020; Lingbeck y col., 2014; Xin y
col., 2020; Simon y col., 2005). Los vapores, derivados de la despolimerizacién y fragmentacién de
la celulosa, hemicelulosa y lignina, son una mezcla de compuestos de diversos pesos moleculares
que exhiben una amplia gama de puntos de ebullicion, entre los cuales podemos encontrar acidos
carboxilicos y agua (fraccion “ligera”), alcoholes, aldehidos, fenoles, ésteres, éteres, furanos y
cetonas (fraccion “media”), azlcares y oligdmeros de lignina (fraccion “pesada”) (Xin y col., 2020).

Estos gases pueden generarse mediante a) “smouldering” b) pirdlisis convencional c)
pirélisis rapida d) vapor de humo e) friccién y f) contacto.

a) Es la técnica mas utilizada a nivel industrial. El proceso, que puede ser controlado por el
suministro de aire, consiste en transferir las astillas de madera desde el contenedor de
almacenamiento hasta el area de combustidn con la ayuda de agitadores en el cual un filamento
enciende las mismas alcanzandose temperaturas entre 500-800 °C (Xin y col., 2020; Péhlmann y
col., 2013).

b) En la pirdlisis “lenta” convencional la biomasa se calienta a temperaturas cercanas a los
500 °C. Los vapores, que residen entre 5 y 30 min, no se escapan tan rapido como en la pirdlisis
“rapida”, lo cual permite que sus componentes continden reaccionando entre si mientras que el
carbon sélido y otros liquidos se van formando (Mohan y col., 2006).

¢) Es un proceso que ocurre a altas temperaturas cuidadosamente controladas (425-650
°C) y en ausencia de oxigeno. Las altas tasas de transferencia de calor y calentamiento hacen que
se requiera una alimentacién de biomasa de un grado finamente molido. Como se puede imaginar,
la rapidez del proceso se debe a que el tiempo de residencia de los vapores en el reactor es muy
pequeiio, menor a 2 segundos. No se generan desechos ya que el bioaceite y el carbdn sélido se
pueden utilizar como combustible mientras que los gases pueden ser reciclados en el proceso
(Mohan vy col., 2006).

d) Es un proceso endotérmico que se produce canalizando el vapor sobrecalentado a
través de las astillas de madera a temperaturas cercanas a los 400 °C. Es especialmente muy
utilizado y adecuado para la produccién de carnes ahumadas en caliente (P6himann y col., 2013).

e) Es un proceso endotérmico en el que los troncos, sin tratamiento previo, son
directamente empujados y presionados contra una rueda de friccién giratoria que actua a
intervalos con el fin de evitar sobrecalentamiento y combustién del tronco. La friccién conduce a
un aumento en la temperatura de la superficie de la madera (300-400 °C) y en consecuencia en la
temperatura de generacién del humo (P6hlmann y col., 2013).

23



f) Es una de las técnicas mas innovadoras en las que placas de madera se ponen en
contacto con placas calefactoras a fin de generar humo (P6himanny col., 2013).

3) Condensacion

Luego de la pirdlisis se producen principalmente tres fracciones: vapores condensables,
gases (no condensables) y sélidos (carbonizacidén y cenizas). Los vapores salen del reactor y son
rapidamente enfriados a través de condensadores tales como depuradores, bafios de agua,
intercambiadores de calor de tubo y coraza y torres de aspersién (Xin y col., 2020).

Los condensados “crudos” obtenidos son almacenados en grandes tanques para su
intervencion en la siguiente etapa.

4) Separacion

La decantacién de los condensados permite la separacién de tres fases: una fase soluble
en agua, la cual contiene gran parte de los compuestos responsables de las propiedades
organolépticas del HL, una fase insoluble en agua de alta densidad (alquitran), rica en fenoles y
HAPs, y una fase oleosa que es descartada rapidamente debido a que su consumo humano esta
prohibido (Simon y col., 2005; Xin y col., 2020). La fase insoluble en agua, llamada fraccion de
alquitran primaria, a su vez sufre un proceso de extraccidn y purificacion/destilacion con el fin de
eliminar componentes toxicos, es decir, reduciendo al minimo los valores de HAPs (Simon y col.,
2005; Xin y col., 2020; Lingbeck y col., 2014; Lombok y col., 2014). Ambas fases por lo tanto,
constituyen en su totalidad el producto final.

5) Filtracidn

Luego de la separacidn, se lleva a cabo la filtracion, generalmente mediante filtros HEPA
(alta eficiencia de absorcién de particulas) o FAP (filtros antiparticulas), con el fin de eliminar
cualquier tipo de impureza, contaminante o sdélidos que pudieron haber permanecido en las
distintas etapas de su produccién (Narvdez-Araujo, 2010).

6) Almacenamiento

Por ultimo, el HL requiere un tiempo de envejecimiento (meses hasta incluso afios) con el
fin de mejorar las cualidades sensoriales y conferirle suavidad al producto final (Xin y col., 2020;
Lingbeck y col., 2014). En esta etapa se forman oligémeros indeseables que se depositan en el
fondo del contenedor (los cuales son eliminados en un filtrado final) y componentes menos
asperos (como ésteres) promovidos por la reaccién entre los compuestos carbonilicos y alcoholes
con los constituyentes presentes. El metanol reacciona con el acido acético y férmico formando
ésteres con las caracteristicas anteriormente mencionadas (Xin y col., 2020; Maga, 1987).
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4.1.5. Tipos de HL: Entero o refinado

Podemos definir el HL refinado como aquel que se ha sometido a varias etapas seriadas de
destilacion/filtracion mientras que el HL entero es aquel que ha sufrido una “Unica” etapa. Existen
diferencias de composicion entre ambos, que seran reflejadas en sus propiedades intrinsecas y por
ende en el propdsito de su uso. Entre ellas, una de las mas importantes es el contenido de HAPs. El
HL refinado se caracteriza por presentar valores muy bajos de HAPs, ya que una de sus finalidades
en el proceso de elaboracién, es reducir el contenido de los mismos (asi como también de
alquitran) para asegurar la salud del consumidor (Simon y col., 2005; Junaidi y Nursyifa, 2020).

En la Tabla 9 se puede observar como varia la concentracién de benzopireno (HAP) al
analizar tres HLs diferentes (siendo el grado 1 el mas refinado y el 3 el de menor refinacidn)
mostrando que el HL mas refinado es el que presentd un menor contenido de benzopirenos
(Mulyawantiy col., 2019).

Tabla 9. Contenido de benzopireno de tres HLs diferentes

Grado Benzopireno (ppm)
1 13,316
2 16,103
3 25,203

(Fuente: Mulyawantiy col., 2013)

En la Tabla 10 se puede apreciar una comparacion entre HL comerciales con distintos
grados de refinado. El HL entero (marca “Code 10-poly”) presentd mayor contenido en fenoles (y
por ende, color mas oscuro y con mas aroma a humo) respecto a los HLs refinados (marca “AM-3”,
“AM-10" y “1291”). Estos ultimos los fenoles no fueron detectados, mientras que presentaron
valores superiores de carbonilos en comparacién al HL entero (Maulina y Sinaga, 2019; Montazeri
y col., 2013 b). A su vez, el Code 10-poly exhibid niveles mas altos de 4acido acético y en
consecuencia, presenta un pH mas bajo (Tabla 11) (Maulina y Sinaga, 2019; Montazeri y col., 2013
a).

Tabla 10. Comparacion en el contenido de compuestos organicos en HLs comerciales

Marca de HL Acidos organicos (%) Carbonilos (%) Fenoles (%)
Code 10-Poly 5,8 35,7 34,0
AM-3 1,0 74,0 0
AM-10 7,4 54,0 0
1291 2,3 70,3 0,1

(Adaptadode Maulina y Sinaga, 2019}
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Tabla 11. Comparacion en el contenido de acido acético y pH en HLs comerciales

Marca de HL Acido acético (% p/p) pH
Code 10-Poly 10,3 2,3
AM-3 1,8-2,1 4,25 — 4,85
AM-10 2,3 4,2
1201 0,7 5,7

(Adaptado de Maulina y Sinaga, 2019}

Por otro lado, en la Figura 2 se pueden observar diferencias en el color entre los distintos
grados del humo, el cual depende de la extension de las etapas de filtracidn, siendo el 1 el de
mayor y el 3 el de menor extensidn, respectivamente (Kailaku y col., 2017). El cambio en el color
desde el “negro”, pasando por el amarillo y luego por amarillo claro confirma la separacion de la
fraccion ligera (fenoles, carbonilos y acidos) de la fraccién pesada (HAPs y alquitran) (Kailaku y col.,
2017; Junaidi y Nursyifa, 2020; Montazeri y col., 2013 a).

Figura 2. Comparacidn del color del HL de diferentes grados de filtracidn

Grado 1 Grado 2 Grado 3

{Adaptado de Kailaku y col., 2017)

4.1.6. Legislacidn

En el C.A.A (cap. XVIII; res n° 10/06), se considera al HL como un aditivo alimentario; un
aromatizante/saborizante definido como “preparaciones concentradas, utilizadas para conferir
aroma de humo a los alimentos”. Pueden ser producidos a partir de cortezas, ramas y maderas no
tratadas de diversas especies tales como Acer negundo L, Betula pendula Roth, Betula pubescens
Ehrh, Carpinus betulus L, etc., sometiendo las mismas a diferentes procesos de combustion
controlada como “destilacion seca a temperaturas comprendidas entre 300 y 800 °C o arrastre con
vapor de agua recalentado a una temperatura entre 300 y 500 °C” seguida de la “separacion de las
fracciones obtenidas a fin de aislar los componentes aromdticos importantes”.

Dentro de las sustancias permitidas para su elaboracidon se nombran las siguientes:
diluyentes y vehiculos, antioxidantes, antiespumantes, secuestrantes, conservadores,
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emulsificantes y  estabilizantes, reguladores de acidez, resaltador de sabor,
antihumectantes/antiaglutinantes y colorantes. Las mismas “deben responder, por lo menos, a los
requisitos de identidad y pureza y a las demds especificaciones que se determinen en relacion a los
alimentos en general y/o a los aromatizantes en particular” y “no serd necesario declarar el
nombre de cada sustancia que compone el aromatizante/saborizante, siendo suficiente designarlo
en conjunto con la palabra “aromatizante(s)/saborizante(s)”, indicando su clasificacién como
natural, idéntico al natural o artificial, segun corresponda”.

Para la obtencion de los extractos naturales se pueden utilizar diversos solventes como
hexano, propano, tolueno, etc. y la concentraciéon de sus residuos no debe superar los valores
maximos establecidos en los alimentos listo para su consumo. Como se menciond previamente,
“no deben transferir mds de 0,03 ug/kg de 3,4-benzopireno al alimento final, determinado a partir
de la concentracién del 3,4-benzopireno presente en el aromatizante/saborizante de humo
utilizado, y en funcion de la dosis (cantidad) de éste aplicada en el alimento o producto listo para el
consumo”.

4.1.7. Usos del HL en alimentos

El HL se utiliza principalmente como saborizante para conferirle aroma y sabor ahumado
caracteristico a una amplia gama de alimentos a nivel doméstico e industrial tales como:
embutidos (salchichas), carnes, charqui, tocino, jamdn, pescados (salmdn, trucha), lacteos como
quesos (tofu, gouda), condimentos (chile), snacks (papas fritas), salsas/marinadas e incluso
bebidas como whisky (Basmatic, 2018; Franca y Luiz, 2019; Riches, 2020). Ademas del color, sabor
y aroma tan caracteristico que brinda, se lo utiliza como conservante al incorporar compuestos
antimicrobianos y antioxidantes alargando la vida util de los mismos (Aguilar, 2020).

De los alimentos anteriormente mencionados, las carnes son en general las mas populares
a la hora de incursionar con nuevos aromas y sabores mediante el agregado de HL. La Figura 3
muestra estudios de mercado en Estados Unidos, donde las mayores ventas y en consecuencia, la
mayor demanda del HL existe en el sector de las carnes, seguido de las salchichas y por ultimo de
los lacteos, donde si bien la proporcidén entre ellos se mantiene casi constante a lo largo de los
afios, su uso aumento respecto del afio 2015, previéndose una suba en su consumo/uso.
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Figura 3. Mercado del HL en Estados Unidos (millones de USD)
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(Fuente: Grand View Research, 2019)

A su vez, la Figura 4 indica que América del Norte es la principal region del mundo en el
mercado del HL seguido por Europa y Asia Pacifico, y por ultimo por América del Sur y Central y
Africa y el Medio Oriente.

Figura 4. Mercado global del HL por regién 2018 (%)
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(Fuente: Grand View Research, 2019)

4.1.8. Relevamiento de productos alimenticios con HL en el mercado argentino y mundial

Como se ha mencionado anteriormente, el uso de HL en los alimentos, a nivel doméstico e
industrial, es una tendencia que ha ido en aumento a lo largo de los ultimos afos y alrededor del
mundo, debido a la demanda por parte de los consumidores de productos ahumados.

En la Tabla 12 se muestran algunos ejemplos de productos alimenticios saborizados con
humo que se venden a nivel local y mundial. Como es de esperar, sus principales usos son en
carnes, salchichas y embutidos, seguido de pescados, salsas y especias. Es necesario sefalar que
de todos los productos relevados, solamente el aceto producido por Geson contiene HL como tal.
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En todos los demas casos se desconoce el método utilizado en la aplicacion del mismo,
denominandolos simplemente como “ahumado” o “con saborizante de humo”.

Tabla 12. Empresas que elaboran alimentos ahumados a nivel mundial

Empresa Productos ahumados Fuente

Alfa Argentina S.A panceta, lomo, salchichas, http://alfaargentina.com/
mortadela, salchichon,
fiambres para
emparedados y
embutidos frescos

Geson chimichurri y aceto con https://www.geson.com.ar/
HL
San Giorgio condimento, pimentdn, https://www.geson.com.ar/
salsa chipotle y salsa
barbacoa
Paladini panceta salada cocida, https://www.paladini.com.ar/es/home/

salchichas tipo viena y
salchichas con espinaca y

zanahoria
Friolim salchicha y pastrén http://www.friolim.com.ar/
Granjas Patagdnicas ajo laminado, paprika, https://www.granjaspatagonicas.com.ar/

curry, sal, pimentdn,
masala, mostaza,
almendras, cebollines,
trucha salmén, ciervo,
jamdn crudo y queso
B&G Foods mezcla de cerdo https://bgfoods.com/
desmenuzado, salsa para
condimentar pollo y
costillas de cerdo, salsa
de tomate y tocino

Ahumados Dominguez salmdn, bacalao y trucha | https://www.ahumadosdominguez.es/es/

4.1.9. Propiedades del HL

4.1.9.1. El HL como antioxidante natural

Las reacciones de oxidacidn originan radicales libres que dafian gravemente las células y
en consecuencia, generan grandes cambios fisicoquimicos en los alimentos impactando en la vida
util de los mismos. Por este motivo, hoy en dia se buscan diferentes alternativas mediante nuevas
tecnologias para minimizar dicha problematica a través del uso de agentes antioxidantes
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naturales, “sustancias que retardan la aparicion de alteracion oxidativa del alimento” (C.A.A, cap.
XVIII; res n° 083/93).

La capacidad antioxidante del HL es resultado de la contribucién de todos los
componentes fendlicos presentes en él, tales como guayacol, siringol, eugenol, dihidroxibenzenos,
entre otros (Soldera y col., 2008). Dicha propiedad no sélo se debe a la formacién de compuestos
estables durante el proceso de oxidacién de las macromoléculas, sino también de su caracter
lipofilico, que ayudaria a su vez a penetrar en la membrana lipidica aumentando su eficiencia
como antioxidante (Kjallstrand y Petersson, 2001 a; Kjallstrand y Petersson, 2001 b; Pokorny y col.,
2001).

La capacidad antioxidante de los compuestos fendlicos ha sido demostrada en diversos
estudios (Rice-Evans y col., 1997; Shahidi y col., 1992). En particular, ensayos de peroxidacién
lipidica probaron que metoxifenoles presentes en los humos de madera tienen un alto poder
antioxidante, ademas de compartir caracteristicas estructurales similares con antioxidantes
fisiolégicos como ubiquinol y tocoferoles (Kjallstrand y Petersson, 2001 b). También, oligdmeros
de lignina demostraron ser agentes con una alta capacidad antioxidante (Guillén e Ibargoitia,
1998).

En un estudio sobre la aplicacién de HL en tocino se determind la capacidad del mismo
para secuestrar radicales libres mediante el ensayo de DPPH, alcanzando valores de concentracion
media inhibitoria (ICsg) igual a 0,24 mg/ml, el cual es considerado satisfactorio con respecto al
antioxidante comercial butilhidroxitolueno (BHT) (ICso = 0,05 mg/ml) (Soares y col., 2016). Cuanto
menor es el valor de ICso, mayor es la capacidad antioxidante de un compuesto.

4.1.9.2. El HL como antimicrobiano natural

La contaminacién microbioldgica es la principal causa del deterioro de los alimentos y por
esta razon es de sumo interés controlarla. El uso de agentes antimicrobianos en los alimentos es
una de las tantas posibilidades para evitar el crecimiento de microorganismos y prolongar la vida
util de los mismos. En consecuencia, el estudio de las caracteristicas antimicrobianas intrinsecas
del HL es de mucha importancia, siendo éste un potencial antimicrobiano natural.

La eficiencia de los HLs como agentes antimicrobianos se debe a la presencia de sus
constituyentes tales como fenoles, carbonilos y acidos organicos que alteran la permeabilidad de
la membrana celular generando graves dafos irreversibles (Soares y col., 2016; Lingbeck y col.,
2014; Milly, 2003; Vitt y col., 2001; Toledo, 2007; Widayat y col., 2018). Estos efectos estan
relacionados con la concentracién de los mismos, con el tipo de compuesto y con el
microorganismo sobre el cual es probado (Sufien y col., 2001; Milly, 2003).

Sufien (1998) demostrd que los HLs que tenian una mayor concentracién de fenoles (94-
153 mg/kg), fueron los que presentaron mayor actividad antimicrobiana frente a L.
monocytogenes y otros microorganismos patdgenos. Sin embargo, la fraccion con la concentracion
mas alta de fenoles no fue la mas efectiva como se esperaba y de hecho, aquella que presentaba
altos valores en fenoles, pero no los mas altos de todas las muestras (21 mg/kg), tenia a su vez la
concentracion de 4cidos mas alta de todas (34 mg/kg). Dicho autor concluyd que si bien ambos
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componentes presentaban actividad antimicrobiana, la combinacion de ambos potenciaba su
capacidad y eran responsables de la misma.

Otras investigaciones no relacionaron la actividad antimicrobiana directamente con la
concentracién de fenoles, sino con la concentracidn de los acidos presentes en el HL. La fraccion
de menor contenido de fenoles pero mayor en &acidos, fue la que presentd una actividad
antimicrobiana mas alta, mientras que fracciones con niveles de fenoles elevados fueron las
menos efectivas, sugiriendo que la concentracion de éstos ultimos no eran indicativos de la
actividad antimicrobiana del HL (Suiien y col., 2001).

Lingbeck y col. (2014) estudiaron el efecto de distintas fracciones de HL sobre Listeria
innocua en ensayos de difusidn en disco. Dichos autores demostraron que aunque algunas de ellas
presentaban valores de fenoles relativamente muy bajos (indetectables), reducian la carga
microbiana, sugiriendo nuevamente que los acidos y carbonilos eran los responsables de su
actividad.

Otros estudios han demostrado que fracciones con niveles altos en carbonilos y bajos en
pH (pH=1) fueron las mas efectivas contra microorganismos patégenos y organismos que
deterioran los alimentos, confirmando nuevamente que no sélo los fenoles presentan dicha
capacidad (Milly y col., 2005).

Ademas, la capacidad antimicrobiana del HL como tal (sin referirse a un componente en
especial) ha sido confirmada en diversos estudios frente a una amplia gama de microorganismos
Gram positivos, Gram negativos, levaduras y mohos tales como: Aspergillus niger, Escherichia coli,
L. innocua, L. monocytogenes, Saccharomyces cerevisiae, Salmonella choleraesuis, Salmonella
Seftenburg, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans, Pseudomonas
aeruginosa, Pseudomonas fluorescens (Milly y col., 2005; Dien y col., 2019; Desvita y col., 2021,
Fraise y col., 2013; Sufien y col., 2001; Lingbeck y col., 2014).

4.1.9.3. Mecanismos de accion sobre agentes oxidantes

A partir del mecanismo por el cual actdan los agentes antioxidantes es posible conocer con
mas detalle cémo interaccionan las moléculas entre ellas. Los compuestos fendlicos presentes en
el HL exhiben dos tipos de mecanismos, perteneciendo a las clases de “antioxidantes”
propiamente dichos y “estabilizadores de hidroperoxidos” (Tabla 13) (Pokorny y col., 2001).
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Tabla 13. Mecanismo de accion de antioxidantes

Clases de antioxidantes

Mecanismo de accidn

Ejemplo de antioxidantes

Antioxidantes

Estabilizadores de
hidroperdxidos

Sinergistas
Secuestradores de metales
Secuestradores de oxigeno

singlete

Sustancias que reducen
hidroperdxidos

Inactivando radicales libres
lipidicos
Previniendo la descomposicion
de hidroperéxidos en radicales
libres
Promoviendo la actividad
propia de los antioxidantes
Uniendo metales pesados en
componentes inactivos
Transformando el oxigeno
singlete en oxigeno triplete
Reduciendo hidroperdxidos de
modo no radicalario

Fenoles

Fenoles

Acido citrico, ascdrbico
Acido fosforico, compuestos
de Maillard, acido citrico

Carotenos

Proteinas, aminoacidos

(Fuente: Pokornyy col., 2001)

Los fenoles inhiben la oxidacidn transfiriendo un dtomo de hidrégeno (H) a los radicales
peroxi (ROOe) formados en la etapa de propagacion de la peroxidacion lipidica (1) (Pokorny y col.,
2001).

ArOH + ROO" ———=Ar0" + ROOH 1)

Este mecanismo implica la formacién previa de un puente de hidréogeno complejo entre
ArO - H y un par solitario en el Oe del ROOe. Luego, el H se transfiere como un protdén entre los
dos atomos de oxigeno (O) y un electrén se mueve simultdaneamente desde el par solitario 2p del
O en el fenol, al orbital que contiene el electron desapareado en Oe de ROOe (Pokorny y col.,
2001).

El radical ariloxilo estabilizado por resonancia (ArOe) generado en (1), generalmente no
reacciona con el oxigeno molecular y el sustrato (2 y 3). De hecho la etapa de terminacion de la
oxidacion ocurre por las reacciones 1 y 5 (la 4 también termina la cadena si la 3 no ocurre)
(Pokorny y col., 2001; Foti, 2007).

ArO" + 0 e > Ar(=0)00" 2)
ArO® + RH muy lents >ArOH + R° 3)
AO® + Ar0" — 2% prodictos 4)
ArD" + ROO" —2%° — productos no radicalarios 5)
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4.1.9.4. Mecanismos de accion sobre microorganismos

La estructura celular bacteriana es el principal foco de atencién de la accién
antimicrobiana y puede ser descripta en general por tres mecanismos: a) reaccién con la
membrana celular aumentando la permeabilidad y favoreciendo la liberacion de los componentes
celulares; b) inactivaciéon de enzimas esenciales y ¢) destruccion o inactivaciéon funcional del
material genético. La reversibilidad por parte de la célula frente a estos mecanismos va a
determinar el poder bacteriostatico y/o letalidad de los antimicrobianos (Davidson y Branden,
1981; Dieny col., 2019).

Fenoles

Muchos autores concuerdan en que el mecanismo de accién de los compuestos fendlicos
se debe principalmente a la interaccidon de los mismos con la membrana celular, produciendo en
ella pérdida de integridad, aumento de la permeabilidad y en consecuencia, la liberacion de los
constituyentes intracelulares provocando finalmente la lisis celular; un dafio irreversible para el
microorganismo (Davidson y Branden, 1981; Kailaku y col., 2017; Dien y col., 2019; Lingbeck y col.,
2014).

A su vez, se cree que la inhibicion enzimdtica es otro de los mecanismos mediante los
cuales pueden actuar los fenoles. Davidson y Branden (1981) comprobaron que la etapa limitante
estaba vinculada con la penetracién del compuesto al interior de la célula y relacionada con su
lipofilicidad.

En muchos casos, el mecanismo de acciéon podria deberse a la combinacién de ambos
procesos anteriormente mencionados (Davidson y Branden, 1981).

Carbonilos

Los compuestos carbonilicos inhiben el crecimiento microbiano al penetrar en la célula e
inactivar enzimas localizadas en el citoplasma y en la membrana citoplasmatica. Actdan
condensandose principalmente con los grupos aminos libres de los aminodcidos basicos de las
cadenas laterales de los polipéptidos. Estos grupos amino pueden ser una parte esencial del sitio
activo de la enzima o pueden participar en la unién del sustrato mediante puentes de hidrégeno.
Incluso cuando los carbonilos no pueden ingresar en el interior de la célula pueden interferir en la
absorcién de nutrientes de diversas maneras: a) condensacion con aminoacidos o amoniaco
disminuyendo la concentracion de los mismos en el medio; b) formacion de una red tridimensional
gue aisla fisicamente a los sustratos (en bacterias putrefactas o mohos que excretan
proteasas/glucanasas al medio extracelular) y ¢) modificacion de sustratos en general (Lingbeck y
col., 2014).

Acidos

Los acidos presentes en el HL destruyen microorganismos bajo dos mecanismos de accion
(Figura 5): a) acidificacidon del citoplasma y agotamiento de la energia celular y b) acumulacién de
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su forma disociada hasta niveles toxicos (Mani-Lépez y col.,, 2012). Los mismos se detallan a
continuacién:

a) Al ingresar los acidos en el interior de la célula, el medio intracelular alcalino favorece la
disociacion del acido liberando el protén (H+) y su correspondiente anién (A-). La célula comienza
a expulsar el protén hacia el medio extracelular a través de un transporte activo (requiere de
energia) intercambiandolo por otro cation (sodio, potasio) a modo de mantener el pH intracelular
(homeostasis) (In y col., 2013; Mani-Lépez y col., 2012; Milly, 2003). Esto se ve reflejado en una
distorsién de las capacidades energéticas celulares siendo incapaz de realizar las vias metabdlicas
necesarias para su correcto funcionamiento lo cual provoca la muerte celular (Milly, 2003).

b) La presencia de niveles altos de acidos organicos afectan no sdlo la actividad enzimatica
al alterar su pH optimo sino también la sintesis de ADN y ARN al interactuar con ellos,
desencadenando un mal funcionamiento en la sintesis de los componentes celulares provocando
la muerte celular (In y col., 2013; Mani-Lépez y col., 2012).

Figura 5. Mecanismo de accidén de los 4cidos presentes en el HL
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Desestabiliza
la membrana Enzrmas% ld:ﬂ' ADN
externa >
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(Fuente: Mani-Lopez y col., 2012)

4.1.9.5. Usos potenciales del HL en alimentos

El HL se utiliza principalmente con la intencién de conferirle sabor, color y aroma ahumado
caracteristico a los alimentos, sin embargo éstos no son los Unicos objetivos de su aplicacidon
(Estrada-Mufioz y col., 1998; Maulina y Sinaga, 2019). El uso de HL presenta varias ventajas con
respecto al ahumado tradicional que no son menos importantes. Entre ellas podemos nombrar, la
facilidad de aplicacion (dosificacidn), menores tiempos y velocidad de ahumado, menores costos
de elaboracién, aumento de la produccion al omitir etapas del proceso, eficiencia en el control de
contaminantes como HAPs por omision o reduccion a nivel alimentario y ambiental, promover la
seguridad del personal (evitando riesgos de incendio), mayor diversidad de aplicaciones en los
sistemas alimentarios, entre otras (Lingbeck y col., 2014; Narvaez-Araujo, 2010; Pilevar y col.,
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2017; Revista lalimentos, 2015; Soares y col., 2016).

Actualmente, su capacidad antioxidante y antimicrobiana es el impulso que atrae a
muchos cientificos a estudiar sus propiedades intrinsecas innovando en la aplicacién del mismo en
diversas matrices alimentarias con el fin de minimizar la descomposicidén/deterioro, alargando su
vida util. Las diferencias exhibidas entre HLs refinados y enteros hacen posible a su vez el
despertar de la curiosidad de investigadores al combinar estos dos en tales proporciones que
permitan conseguir sus objetivos en cuestion.

Su incorporacidon como compuesto activo en peliculas biodegradables es de gran interés
en la industria y a nivel cientifico, ya que se evita el agregado de aditivos en la formulacién de los
alimentos y podria mejorar la seguridad alimentaria, preservando la calidad del producto
alimenticio envasado debido a su capacidad antimicrobiana y antioxidante. A su vez, su
incorporacién en peliculas biodegradables es de gran atractivo debido a que no sdlo el agregado
de HL en estas peliculas altera de forma positiva las propiedades mecdnicas de las mismas, sino
también que en el caso de usar HL refinado (bajos niveles en fenoles) no se alteraria el olor del
producto envasado, como puede ocurrir con el uso de aceites esenciales utilizados comidnmente
en la elaboracidon de peliculas activas biodegradables. Estos compuestos de alta volatilidad, poseen
un intenso aroma que podrian alterar las caracteristicas sensoriales del producto en contacto con
ellos (Wangy col., 2016 b; Soazo y col., 2016; Elizari Reta, 2013).

4.1.9.6. Comparacion con agentes antioxidantes de origen natural

La capacidad antioxidante de los agentes naturales como orégano, tomillo y romero puede
atribuirse principalmente a los fenoles presentes en su composicién tales como, carvacrol y acido
rosmarinico, timol y rosmanol respectivamente (Elizari Reta, 2013; Zheng y Wang, 2001; Nakatani,
1992).

Muchos estudios han demostrado su capacidad antioxidante incluso arrojando valores
muy similares a los antioxidantes quimicos mads utilizados a nivel industrial como BHT y pB-
hidroxiacido (BHA), asi como también a antioxidantes naturales como tocoferoles (Acevedo y col.,
2007; Zheng y Wang, 2001; Nakatani, 1992).

En la Tabla 14 se compara la actividad antioxidante del orégano y romero con dos HLs
comerciales (S2 y S12). Se observa que el ICs, del orégano es similar al HL S2, como también el
romero presentd valores semejantes al HL S12. Estos resultados demuestran que ambos
antioxidantes naturales (HL y aceites esenciales de especias) presentan gran actividad cuando son
comparados con BHT y BHA (ICso de 0,05 y 0,17 mg/ml, respectivamente) (Soares y col., 2016)
confirmando su uso potencial en alimentos.
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Tabla 14. Capacidad antioxidante de orégano, romero y dos HLs comerciales determinada por ensayo
DPPH

Agente antioxidante ICsp (mg/mil) Fuente
Orégano 1,4 Alvarez y col., 2019
Romero 39,8 Alvarez y col., 2019
HL 52 1,3 Soaresy col., 2016
HL 512 46,8 Soaresy col., 2016

4.1.9.7. Comparacion con antimicrobianos de origen natural

Los aceites esenciales de orégano y tomillo demostraron ser capaces de desintegrar la
membrana externa hidrofilica de la pared celular de S. typhimurium en concentraciones de 0,06%
y presentaron potente actividad frente a E. coli y L. monocytogenes (Araujo, 2019; Alvarez y col.,
2019; Panizzi y col., 1993; Rasooli y col., 2006). Mientras que estudios de diversas especies de
tomillo presentaron actividad microbiana frente a virus, bacterias y hongos, el orégano manifesté
dicha capacidad frente a una amplia gama de microorganismos tales como L. innocua, Bacillus
subtilis, Lactobacillus plantarum, Salmonella pullorurn, S. aureus, Streptococcus faecalis, Yersinia
enterocolitica, entre otros (Rasooli y col., 2006; Mathlouthi y col., 2012; Baratta y col., 1998).

Por otro lado, el aceite esencial de romero resultd ser efectivo frente a S. indiana, L.
innocua y E.coli, siendo letal para éste ultimo (Mathlouthi y col., 2012; Alvarez y col., 2019).
Ademads, presentd actividad frente a S. typhimurium, S. aureus, Beneckea natriegens, Citrobacter
freundii, L. plantarum, Micrococcus luteus, entre otros (Alvarez y col., 2019; Baratta y col., 1998).

En la Tabla 15 se compard la actividad antimicrobiana de aceites esenciales (orégano y
romero) y HL sobre S. aureus, en ensayos realizados por distintos autores en los que se determind
la concentracién minima inhibitoria (CMI) y la concentracion minima bactericida (CMB). El aceite
esencial de orégano exhibi6 menores valores de CMI y CMB que el aceite esencial de romero.
Mientras que ambos alcanzaron valores de CMI y CMB considerablemente menores que el HL,
indicando que éste ultimo seria menos efectivo que dichos aceites. No obstante, se debe recordar
gue la capacidad antimicrobiana del HL depende de diversos factores como el proceso de
elaboracion/obtencién, madera utilizada, temperatura, etc., que influyen significativamente en su
composicidn quimica y en consecuencia, en dicha capacidad.
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Tabla 15. Comparacion de la capacidad antimicrobiana de tres antimicrobianos naturales distintos

frente a 5. aureus

Antimicrobiano Microorganismo | CMI (mg/ml) | CMB (mg/mil) Fuente
Aceite esencial de S. aureus 0,24 0,48 Alvarez y col., 2019
Orégano
Aceite esencial de S. aureus 0,91 1,40 Alvarez y col., 2019
romero
HL S. aureus 5,5 8,0 Pilevar y col., 2017

Las caracteristicas mencionadas anteriormente ponen de manifiesto la capacidad del HL

de actuar como agente antimicrobiano y antioxidante. Debido a ello, los cientificos buscan
alternativas y nuevas tecnologias de aplicacion a nivel alimentario para aprovechar y explotar su
riqueza inherente. De este modo, es posible y prometedora la utilizacién del mismo como agente

activo en peliculas, al proteger y brindar calidad y seguridad al alimento alargando su vida util.
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4.2. Peliculas biodegradables a base de pared celular de levadura

4.2.1. Peliculas biodegradables

4.2.1.1. Descripcion

Las investigaciones en el drea de los materiales se han enfocado a buscar alternativas a los
polimeros sintéticos tradicionalmente utilizados en la elaboracién de peliculas con la finalidad de
reducir el impacto en el medio ambiente debido a las exigencias actuales (Delgado y col., 2018 a).
La elaboracion de peliculas biodegradables a base de componentes naturales puede ser una de las
muchas respuestas a dicha problematica.

Una pelicula biodegradable se puede definir como una estructura delgada, como una
membrana, que solidifica en condiciones ambientales o controladas, y que estd conformada por
biopolimeros y compuestos plastificantes adecuados, y que puede servir de envoltorio al ser
aplicado sobre el producto (Escobar y col., 2009; Santiago Santiago, 2015).

La biodegradabilidad es la capacidad de un material de ser degradado por accién de los
microorganismos, es decir, perder sus propiedades y caracteristicas originales por accion biolégica.
Las peliculas biodegradables se descomponen principalmente en sustancias sencillas como agua,
dioxido de carbono y mds complejas como biomasa (mediante la accidon enzimatica de bacterias,
hongos, etc.) al ser expuestas durante un tiempo (semanas, meses) en condiciones determinadas
de humedad, flora microbiana y oxigeno (Parzanese, 2010; Ccopa Mamani, 2014).

Para la formacion de las peliculas se requiere Unicamente de tres elementos: un polimero,
un solvente (generalmente agua) y un agente plastificante. Dentro de las macromoléculas
ampliamente distribuidas en la naturaleza, las proteinas, los polisacaridos y los lipidos son los
componentes de mayor aplicacion. Los agentes plastificantes son fundamentales para reducir la
fragilidad de las peliculas (causadas por fuerzas intermoleculares) mejorando la flexibilidad y
extensibilidad, debido a la movilidad de las cadenas (Peltzer y col., 2018 b; Han, 2014).

El método tradicional mas utilizado en la elaboraciéon de las mismas se conoce con el
nombre de “casting”. Consiste fundamentalmente en la obtencién de una dispersidon uniforme
compuesta por biomoléculas (proteinas, polisacaridos y/o lipidos o una mezcla de estos tres), el
plastificante y el agua, que es vertida sobre una placa de material inocuo (acero inoxidable o
polipropileno) y sometida luego, a un proceso de secado donde se evapora el solvente a
temperatura y humedad controlada (Parzanese, 2010; Escobar y col., 2009).

4.2.1.2. Fuentes

La naturaleza, rica y abundante, nos brinda infinidad de recursos, los cuales son
aprovechados por el ser humano para promover el bienestar en comun, desarrollando nuevas
tecnologias e innovando en la industria alimenticia y en el ambito de los materiales. Dentro de
dichos recursos, existen cuatro fuentes de elaboracidn de peliculas biodegradables a base de
biopolimeros: animal, vegetal, algas y microorganismos.
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4.2.1.2.1. Animal

Caseina

Es la proteina de mayor abundancia en la leche de todos los mamiferos y se obtiene por la
precipitacion de la misma, siendo insolubles en agua (Elizari Reta, 2013). Las peliculas de caseinato
puro son atractivas para su uso en alimentos debido a su transparencia, flexibilidad y solubilidad
en agua (Arrieta y col., 2014; Hernandez Silva y Guzman Martinez, 2009).

Coldgeno

Es el mayor constituyente de la piel, tendones y tejidos conectivos, y se encuentra
extensamente distribuido en las proteinas fibrosas de los animales (Parzanese, 2010). Las peliculas
a base del mismo son resistentes, altamente biodegradables, con buenas propiedades mecdnicas y
de barrera (Nufiez Solis, 2014).

Proteinas del suero ldcteo

Son solubles en agua vy es la segunda fraccion mas importante (seguida de la caseina) en la
composicidon proteica de la leche de los mamiferos y se obtiene como residuo durante la
coagulacién de las caseinas en la fabricacion de quesos (Elizari Reta, 2013). A diferencia del
caseinato, las peliculas de proteinas del suero son insolubles en agua debido a la presencia de
enlaces covalentes de puentes de disulfuro (Hernandez Silva y Guzman Martinez, 2009).

Quitina y quitosano

La quitina es el polisacarido mas abundante en la naturaleza después de la celulosa. La
principal fuente es el exoesqueleto (caparazones) de numerosos crustdceos como camarones,
langostas y cangrejos obtenidos facilmente como desechos de las plantas maritimas procesadoras.
El quitosano a su vez se obtiene mediante un proceso de desacetilacidon quimica o enzimatica de la
quitina (Parzanese, 2010). Las peliculas a base de éste ultimo, son transparentes y presentan
buenas propiedades de barrera frente al agua y buena flexibilidad (Rivero y col., 2012; Balau y col.,
2004).

4.2.1.2.2. Vegetal

Almiddn

Los almidones se obtienen de la papa, arroz, trigo, maiz, etc. y son muy utilizados en la
elaboracion de peliculas comestibles debido a su elevada biodisponibilidad, bajo costo,
biodegradabilidad, renovabilidad y rendimiento (Bof y col., 2015; Versino y Garcia, 2014;
Parzanese, 2010).
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Derivados de la celulosa

Son considerados buenos agentes formadores de peliculas sdlidas, con buenas
propiedades mecanicas, baja permeabilidad al oxigeno y al vapor de agua, resistentes a los aceites
y a la mayoria de los solventes organicos no polares debido a su estructura lineal (Romano y col.,
2016; Parzanese, 2010). Los materiales de embalaje ampliamente utilizados, como el cartén y el
papel (constituidos por celulosa) presentan excelentes propiedades mecanicas, pero su naturaleza
hidrofilica son un problema en el envasado de alimentos humedos (Cyras y col., 2007).

Pectinas

Corresponden a un grupo complejo de polisacaridos estructurales que estan presentes en
la mayoria de las plantas, principalmente en los citricos (Parzanese, 2010). Peliculas a base de las
mismas presentan propiedades mecanicas y de permeabilidad aceptables (Lopez y col., 2019;
Sanchez Aldana y col., 2015).

Zeina

Es una prolamina y la principal proteina de reserva del maiz. Se caracteriza por ser un
material relativamente hidrofébico y termoplastico por lo cual forman peliculas fuertes, con brillo,
resistentes al ataque microbiano e insolubles en agua (Parzanese, 2010).

Proteina de soja

Estdn compuestas por una mezcla de albuminas y globulinas, las cuales el 90% son
proteinas de almacenamiento con estructura globular, formadas por globulinas 7s, B-conglicinina,
y globulina 11s, o glicinina (Denavi y col., 2009). Exhiben buenas propiedades formadoras de
peliculas, aunque son fragiles, coloridas y presentan pobres propiedades mecanicas (Mauri y
Afidn, 2008; Mauri y Afidn, 2006).

4.2.1.2.3. Algas

Alginatos

Se obtienen de diferentes especies de algas, principalmente de Macrocystis pyrifera. Se
utiliza generalmente en pescados, productos carnicos frescos o congelados para evitar su
deshidratacion superficial (Parzanese, 2010). Las peliculas a base de alginatos son solubles en agua
(alginato de sodio) y solubles en aceite (alginato de calcio) y presentan un sin nimero de
aplicaciones, principalmente debido a su biodegradabilidad y biocompatibilidad (Fernando y
Duque, 2014; Avendaio-Romero y col., 2013).

Carragenanos

Se extraen industrialmente de diversas especies de algas rojas (como chondrus y gigarina).
Al igual que los alginatos requieren de la adicidn de sales de calcio para la formacion de geles y
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peliculas, aplicandose principalmente en algunos frutos para retardar la pérdida de humedad vy
evitar la oxidacién debido a sus buenas propiedades de barrera frente al oxigeno (Hernandez Silva
y Guzman Martinez, 2009; Parzanese, 2010).

4.2.1.2.4. Microorganismos

Polihidroxibutirato (PHB)

Es un biopoliéster termoplastico que se obtiene de numerosas especies de bacterias a
partir de la fermentacidn de la glucosa y la alimentacién con acido acético durante el
almacenamiento. Produce excelentes peliculas para empaques sélo o en combinacion con almiddn
(Villada y col., 2007; Cyras y col., 2007).

Polihidroxialcanoato (PHA)

Es un biopoliéster lineal que se obtiene generalmente por la accién de Pseudomona
aeruginosa (y algunas microalgas) como material de reserva, para usarlo posteriormente como
fuente de carbono y energia. Producen excelentes peliculas para empaques y permite controlar el
CO, durante el almacenamiento de frutas y verduras (Villada y col., 2007; Garcia y col., 2013).

Acido polildctico (PLA)

Es un polimero termoplastico, amorfo o semicristalino producido por la fermentacién de
azucares simples. Sus peliculas presentan propiedades mecanicas superiores al poliestireno (PS) y
similares al teraftalato de polietileno (PET) (a excepcion de una baja elongacién). Se utilizan como
envase para la protecciéon de cultivos en estadios primarios y productos de corta vida (Franco,
2011; Hernandez Silva y Guzman Martinez, 2009).

Pululano

Es un polisacdrido extracelular bacteriano producido a partir de almidén mediante el
hongo Aureobasidium pullulans. Las peliculas de pululano son claras, inoloras, insaboras vy
presentan buenas propiedades de barrera frente al oxigeno (Hernandez Silva y Guzman Martinez,
2009).

Celulosa bacteriana

Es un polimero extracelular insoluble que es producido por varias especies de bacterias
como las pertenecientes a los géneros Acetobacter, Rhizobium, Agrobacterium y Sarcina (Santos y
col., 2015). Las propiedades emulsificantes, cohesivas y de absorcion, ademas de no provocar
reaccion alérgica en la elaboracién de alimentos, le auguran a la celulosa bacteriana un futuro
promisorio (Pacheco y col., 2019). De hecho, las peliculas a base de celulosa bacteriana presentan
buenas propiedades mecanicas y una estructura firme con un grado de polimerizaciéon elevado
(Retegiy col., 2010).

41



Biomasa de levadura

Se entiende por biomasa a la concentracion de microorganismos expresada en gramos de
células secas por litro de cultivo. La biomasa de levadura es una fuente viable de biopolimeros
como proteinas y polisacdridos con gran capacidad para formar peliculas. Las peliculas a base de
biomasa de levadura son translucidas, de color amarillo-amarronado y ademas presentan buenas
propiedades mecanicas (Rezzani, 2018; Peltzer y col., 2018 b; Delgado y col., 2018 a).

4.2.1.3. Legislacién

A pesar de que no existe en literatura una definicién especifica acerca de las peliculas
biodegradables bajo un marco legal, se las puede definir como envases alimentarios, es decir
“articulos que estdn en contacto directamente con alimentos destinados a contenerlos desde su
fabricacion hasta su entrega al consumidor con la finalidad de protegerlos de agentes externos de
alteracién y contaminacion, asi como de adulteracion” (C.A.A, cap. IV; res n° 003/92). Al estar en
contacto directo con los alimentos que lo contienen, los envases “no cederdn sustancias
indeseables, toxicas o contaminantes, que representen un riesgo para la salud humana, en
cantidades superiores a los limites de migracion total y especifica” (C.A.A, cap. IV; res n° 056/92).

Es de suma importancia tener en cuenta la migracién de los componentes de los envases y
equipamientos plasticos con el fin de conservar la inocuidad de los alimentos. Los limites de
migracion total, “cantidad mdxima admisible de componentes del material en contacto con los
alimentos transferida a los simulantes bajo condiciones de ensayo”, que deberdan cumplir los
mismos (C.A.A, cap. IV; res n° 056/92) son:

» “50 mg/kg. de simulante, en el caso de envases y equipamientos con capacidad superior o
igual a 250 ml en el caso de envases y equipamientos en que no sea posible estimar el drea
de superficie en contacto y en el caso de elementos de cierre u objetos de drea pequefia”.

> “8 mg/ dm’ de drea de superficie del envase, en el caso de envases y equipamientos con
capacidad inferior a 250 ml y en el caso de material pldstico genérico”.

Ademas, los ensayos de migracion se realizardn de tal modo de permitir el contacto de los
materiales plasticos con los simulantes, “en las condiciones de tiempo y temperatura que
correspondan, de modo de reproducir las condiciones normales o previsibles de elaboracion,
fraccionamiento, almacenamiento, distribucion, comercializacion y consumo del alimento” (C.A.A,
cap. IV; res n° 32/10). Para dichos ensayos, se utilizaran cinco simulantes alimentarios diferentes
gue pretenden emular las caracteristicas intrinsecas de las matrices alimentarias: A (simulante de
alimentos acuosos no 4cidos), B (simulante de alimentos acuosos 4cidos), C (simulante de
alimentos alcohdlicos), D (simulante de alimentos grasos) y D* (simulante equivalente al simulante
D). Asimismo, las temperaturas y los tiempos de contacto son diversos y especificos para cada
alimento en cuestién. En resumen, abarcan temperaturas entre los 5 - 150 °C, mientras que los
tiempos de contacto son desde minutos hasta incluso dias (C.A.A, cap. IV; res n° 32/10).
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4.2.2. Pared celular de levadura

4.2.2.1. Composicion

Las levaduras son hongos unicelulares, eucariotas, principalmente aerobios, que toleran
un amplio rango de pH (3-10) y que ocupan una enorme variedad de nichos ecoldgicos tales como
aire, mar, rio, superficies de frutas y hojas, tejidos vegetales sanos y en descomposicién, etc.
(Lépez Pérez y Boronat Gil, 2013; Aguilar, 2017). Tienen fundamentalmente la misma estructura
celular que las células superiores de animales y vegetales, siendo la pared celular la primera linea
de defensa que las protege de los ataques enzimaticos (Osumi, 1998).

La pared celular es un organulo que ademas de actuar como barrera separando a la célula
del medio extracelular, proporciona principalmente estructura y forma a la misma. Representa
entre un 20 a 30 % de la célula en peso seco y estd compuesta de polisacaridos complejos de B-
glucanos (58%), manoproteinas (40%) y quitina (2%) (% en peso seco de la pared celular) (Uscanga
y col., 2005; Oliva y col., 2008; Aguilar-Uscanga y Francois, 2003). Quimica y estructuralmente se
basa en una capa interna interconectada de [-(1,3)-glucanos unida covalentemente con
manoproteinas (en el extremo no reductor), B-(1,6)-glucanos y quitina, formando una matriz
compleja macromolecular (Figura 6) (Peltzer y col., 2018 a).

Figura 6. Composicidn de la pared celular de levaduras
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(Adaptado de Anwar y col., 2017)

Los B-glucanos son homopolisacéridos lineales de glucosa que estan unidos (en levaduras)
por enlaces B (1->3) y cadenas laterales unidas por enlaces B (1->6) (Figura 7) (Pizarro y col.,
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2014). Hay tres clases de B-glucanos: 1) B-(1,3)-glucanos insolubles en alcali/acido, que participan
en el mantenimiento de la fuerza de la pared celular y forma; 2) B-(1,3)-glucanos solubles en alcali,
qgue le confieren flexibilidad a la pared celular; 3) B-(1,6)-glucanos altamente ramificados, que
actuan como interconector entre B-(1,3)-glucanos, manoproteinas y quitina (Peltzer y col., 2018 a).

Las manoproteinas son proteinas glicosiladas que contienen un 5-20% de porcion
peptidica y un 80-95% de cadenas del azdcar manosa. Se encuentran ubicadas en la capa externa
de la pared celular ancladas a la capa interna de B-glucanos o bien atravesandola completamente
(Lillo Reyes, 2016; Uscanga y col., 2005). Son las responsables de la porosidad de la pared, juegan
un rol de filtro selectivo y proteccién contra los ataques quimicos y enzimaticos de tipo glucanasa
(Uscanga y col., 2005).

Figura 7. Unidades poliméricas de B-(1-3)-D-glucopiranosil con ramificaciones en p-(1-6)
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(Adaptado de Pizarro v col., 2014)

La quitina (Figura 8) es un polisacarido estructural similar a la celulosa formada por
unidades repetidas de N-acetilglucosamina (NAG) unidas por enlaces B-(1-4). La configuracion B-
(1-4) del enlace provoca la estructura rigida y sin ramificaciones de estas moléculas (Moreno Villa,
2010). La abundancia en grupos acetoamidas en su constitucion y su tendencia a formar puentes
de hidrégeno intra e intermoleculares resultan en la formacién de agregados lineales con un
amplio grado de cristalinidad, lo cual refleja su fuerza e insolubilidad en agua (Moreno Villa, 2010).
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Figura 8. Estructura de la quitina
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(Fuente: Marmoly col., 2011)

4.2.2.2. Métodos de obtencion

En literatura existen diversas formas para extraer la pared celular de levadura debido a
gue el proceso general depende de multiples variables que estan sujetas a las distintas fases que
componen al mismo, como la naturaleza del método, presion, temperatura, tiempo, tipo de
levadura, etc. Sin embargo, todas coinciden en que se requiere de cuatro etapas fundamentales
para la obtencién de la misma: dispersién; ruptura celular; centrifugacion y lavado.

1) Dispersion

En esta primera etapa, se suspende la biomasa en medio alcalino (buffer fosfato 0,1 M a
pH 8,5) o simplemente en agua destilada, con agitacién, para formar la dispersidon en cuestion
(Nguyeny col., 1998; Rezzani y col., 2018; Valle y col., 2016; Northcote y Horne, 1952).

2) Ruptura celular

Los métodos de ruptura celular son multiples y pueden dividirse en dos grandes grupos;
mecdanicos y no mecanicos como se muestra en la Figura 9. Aunque existen grandes diferencias
entre ambos, comparten una Unica finalidad; desestabilizar la célula para permitir la liberacion de
los componentes celulares al medio extracelular.

3) Centrifugacion

El producto obtenido por alguno de los métodos descriptos anteriormente, se somete a
centrifugacion intensa (9000-12000 rpm, a 5 °C durante 15 a 20 min aproximadamente), proceso
que utiliza la fuerza de gravedad para separar los diferentes componentes del mismo basandose
en su tamano, forma y densidad. Las particulas mas pesadas que normalmente permanecian en
suspensidn, sedimentan. De este modo, la fraccion insoluble/sedimento compuesto
principalmente por pared celular, es recogida separandose del sobrenadante (Nieto, 2013; Nguyen
y col., 1998, Rezzani y col., 2018).
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4) Lavado

Por dltimo, se eliminan todo tipo de impurezas sometiendo dicha fraccion a diversos y
repetidos lavados con agua destilada (en las mismas condiciones de centrifugacidén previamente
mencionadas) con el fin de alcanzar un rendimiento elevado (Nguyen y col., 1998, Rezzani y col.,
2018).

Una vez finalizados estos tratamientos, se obtiene la biomasa de pared celular de levadura
para su utilizacién como material base para la preparacion de las peliculas biodegradables.

Figura 9. Métodos de ruptura celular
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4.2.2.2.1. Métodos mecanicos de ruptura celular

Molino de perlas

Consta en general de una cdmara de molienda encamisada con un eje giratorio a través de
su centro, equipado con agitadores de disefio variado (anillos o discos concéntricos) que imparten
energia cinética a pequefas perlas en la cdmara, obligdndolas a chocar entre si como se muestra
en la Figura 10. Las células se rompen en la zona de contacto con las mismas por accidn de fuerzas
de cizallamiento, compactacién (impacto, golpe) y por la transferencia de energia desde las perlas
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a las células. En consecuencia, la pared celular se destruye al apartar los componentes que le
confieren resistencia (Middelberg, 1995; Liu y col., 2016).

Figura 10. Partes y funcionamiento de un molino de perlas horizontal
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(Fuente: Ele, 2019)

Homogeneizacion a altas presiones (HPH)

El disefio bdsico del homogeneizador (Figura 11) consiste en una bomba de
desplazamiento positivo que fuerza a la dispersidn de levaduras a circular radialmente a través del
centro de una vdélvula de asiento, golpeando contra un anillo de impacto (presiones mayores a 60
MPa) (Liu y col., 2016; Delgado y col., 2018 a; Middelberg, 1995). Las células experimentan
diversos efectos de cavitacién, fuerzas de impacto y cizallamiento que permiten la liberacién del
material citoplasmatico al medio extracelular producto de la lisis celular (Liu y col., 2016). El
proceso continla hasta que el 95% de las células se rompen, y puede observarse dicha ruptura
mediante microscopia hasta lograr la estandarizacion del protocolo ensayado (Nguyen y col., 1998,
Rezzaniy col., 2018).
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Figura 11. Homogeneizador HPH Panda

Ultrasonido

Su fundamento se basa en la generacion de ondas de alta frecuencia que inducen ciclos de
alta y baja presion en el liquido. Las microburbujas creadas durante los ciclos de baja presion
finalmente implosionan en ciclos de alta presién que producen ondas de choque locales
(cavitacidn) equivalentes a miles de atmdsferas, creando vibraciones acusticas, picos elevados de
temperatura y termdlisis del agua alrededor de las burbujas, formando radicales libres altamente
reactivos (D"hondt y col., 2017; Liu y col., 2016). La ruptura celular se produce por el choque con
dichas burbujas de alta energia (Sceni, 2021). En la Figura 12 se muestra un diagrama del
sonicador.

Figura 12. Diagrama del funcionamiento de un sonicador
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(Fuente: Sceni, 2021}
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4.2.2.2.2. Métodos no mecanicos de ruptura celular

a) Fisicos
Descompresion

En la descompresién explosiva, una suspensién celular se mezcla con gas subcritico o
supercritico presurizado durante un tiempo definido. El gas entra en la célula y se expande al
soltar la presiéon aplicada causando la ruptura de la misma a través de un mecanismo de sorcién-
desorcion (Middelberg, 1995; Liu y col., 2016).

“Shock” osmatico

Las células se equilibran primeramente en un medio de alta presiéon osmatica (ej: sacarosa
o sorbitol 1M) y luego se diluye repentinamente. El agua ingresa rapidamente al interior de la
célula, incrementando la presién interna y provocando la lisis celular (Alvarez y col., 1994;
Middelberg, 1995).

Termdlisis

Consiste en aplicar temperaturas de tal modo de provocar la desnaturalizacidon de las
proteinas de la membrana celular, aumentando la fluidez e induciendo la pérdida de su integridad
(Pillety col., 2014; Reny col., 2007).

b) Quimicos

Los métodos quimicos se basan en la interaccidon selectiva de las sustancias quimicas
(antibidticos, agentes quelantes y caotropicos, detergentes, solventes, etc.) con los componentes
de la pared o membrana celular, respondiendo a mecanismos de permeabilizacion que permiten
gue los componentes periplasmicos filtren a través del complejo manoproteico de la pared celular
(Middelberg, 1995; Liu y col., 2016).

¢) Enzimdticos
Autdlisis

Consiste en la autodigestion de las células por escasez de ciertos nutrientes,
principalmente compuestos nitrogenados e hidratos de carbono, o por induccién mediante
tratamientos quimicos o fisicos (pH, solventes y shock térmico). La produccidn de enzimas liticas
enddgenas (glucanasas, proteasas, nucleasas y manasas) degradan la pared celular aumentando
asi su porosidad e induciendo la lisis celular (Sceni, 2021; Liu y col., 2016; Middelberg, 1995).

Enzimas exdgenas

Consiste en el uso de enzimas hidroliticas (glicosidasas, glucanasas, peptidasas y lipasas)
que degradan al complejo de manoproteinas y a las cadenas de B-glucanos (Sceni, 2021).
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4.2.3. Uso de pared celular de levadura como base de peliculas biodegradables

Las levaduras han sido utilizadas a lo largo de la historia para elaborar diferentes alimentos
como pan, vino y cerveza sin conocerse los fundamentos cientificos hasta mediados del siglo XIX
principios del siglo XX, donde el desarrollo tecnoldgico alcanzado permitié conocer en profundidad
los mecanismos bioldgicos de multiplicacién y crecimiento de las mismas (Suarez-Machin y col.,
2016). Posteriormente, estudios permitieron expandir los conocimientos previamente adquiridos
e innovar en la industria alimenticia a través de la elaboraciéon de nuevos productos lanzados al
mercado.

La denominacion “levadura” es un nombre genérico que agrupa a una amplia variedad de
organismos unicelulares que exhiben gran diversidad en relacién a su forma, color y tamafio.
(Suarez-Machin y col., 2016; Lagos Narvdez, 2017). Sin embargo, cuando se nombra “levadura” es
inevitable no remitirse a Saccharomyces cerevisiae, probablemente el microorganismo mas
ampliamente utilizado por el hombre a través del tiempo (Sudrez-Machin y col., 2016).

Su uso mas extendido como se ha mencionado con anterioridad, estd enmarcado en la
panificacion y en las industrias de fabricaciéon de cerveza, vino y alcohol. Sin embargo, existen
numerosas aplicaciones como se resume en la Tabla 16. Entre ellas, una de las mas novedosas es
la elaboracion de peliculas a partir de la pared celular de la misma, las cuales presentan
propiedades mecanicas y de barrera prometedoras, ademas de la posibilidad de reemplazar las
peliculas sintéticas por peliculas biodegradables aptas para el consumo humano (GRAS) (Delgado y
col., 2016; Peltzer y col., 2018 b; Delgado y col., 2018 a; Peltzer y col., 2018 a; Suarez-Machin y
col., 2016).

Asimismo, los B-glucanos (constituyentes de la pared celular de levadura) presentan
capacidad para formar peliculas y propiedades biodegradables que los hacen muy interesantes en
el area de los materiales destinados a estar en contacto con alimentos (Peltzer y col., 2018 a). Sin
embargo, el desarrollo de peliculas a base de dichos componentes estd sujeto continuamente a
investigacion debido a su reciente revelacién y no menos importante, a su elevado costo de
extraccién y purificacion (Freimund y col., 2003; Hejlova y Blahovec, 2015). A pesar de ello, se han
publicado estudios que evaluaron las caracteristicas y las propiedades mecdanicas de las mismas,
con la finalidad de conocer con mayor detalle cdmo se comportan y en consecuencia, sus
potenciales usos en alimentos (Novak y col., 2012; Blahovec y col., 2011; Peltzer y col., 2018 a).
Otro componente muy importante en la composicion de la pared celular de levaduras son las
manoproteinas, compuestas principalmente por cadenas de manosa. Aunque no presentan
capacidad para formar peliculas como tal, podrian participar en la formacién de las mismas como
agentes plastificantes. En efecto, Zhang y Han (2010) compararon las caracteristicas de peliculas a
base de almidéon con diferentes agentes plastificantes, entre ellos, manosa. Dichos autores
sefialaron que las peliculas a base de almidén formuladas con manosa al 10%, exhibieron los
valores mas altos en médulo de Young y mas bajos en elongacion.
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Tabla 16. Usos y propiedades de la célula de levadura S. cerevisiae y sus componentes

Aplicaciones

Referencias

Ingrediente en la alimentacion de animales
(mejora la palatabilidad y la conversion alimenticia)
Ingrediente en productos dietéticos para

consumo humano (fuente importante de vitamina B,
minerales, proteinas y acidos nucleicos)
Agente espesante y estabilizante de emulsiones

Agente higroscopico y aglutinante (aceites)
Agente gelificante, coagulante y texturizante
Sustituto de grasas en formulaciones
alimentarias
Ingrediente en la produccién de chocolate
Capacidad formadora de peliculas
Agente cicatrizante/tratamiento
cutdneo/aplicacién topica
Agente inmunoestimulante
Agente anticancerigeno
Adsorbente de micotoxinas

Probidtico
Produccion de bioetanol

Leimer y Finguerut, 2005

Otero y col., 2011; Leimer y Finguerut, 2005

Thammakiti y col., 2004; Xiu y col., 2011; Sceni
y col., 2009
Moran, 2004
Otero y col., 2011
Worrasinchai y col., 2006

Parapouli y col., 2020
Otero y col., 2011; Peltzer y col., 2018 a
Davis y Perez, 2009; Chany col., 2009

Rodrigues y col., 1996; Sandula y col., 1999
Moran, 2004
El-Naggar y Thabit, 2014; Moran, 2004

Pooramini y col., 2009; Ghosh y col., 2012
Parapouli y col., 2020

4.2.3.1. Caracteristicas de las peliculas de pared celular

Pese a que la composicion de las peliculas es muy simple y requiere de pocos elementos
para su formulacién, las multiples diferencias que existen entre ellas nos describen su inmensa
complejidad. Efectivamente, existen numerosas caracteristicas que presentan las mismas y que
pueden ser evaluadas bajo diferentes aspectos, dentro de los cuales se buscan principalmente
peliculas con buenas propiedades mecanicas y que actien como barrera selectiva frente al
transporte de gases, vapores y solutos (Peltzery col., 2018 a).

Rezzani (2018) elaboré peliculas de pared celular de levadura (PPCL) (con el agregado de
un extracto antioxidante como compuesto activo) obtenidas a partir de métodos de ruptura
diferentes: homogeneizacidn e hidrdlisis enzimatica. En el primer caso, la pared celular se obtuvo a
partir de una dispersidon de levaduras seguida de homogeneizacidon, centrifugacién y sucesivos
lavados. En el segundo caso, se preparé una disolucién de levaduras sometida a hidrdlisis
enzimdtica a 60 °C durante 24 horas y agitacion (120 rpm) mediante la adicidon de papaina. El
analisis termo-gravimétrico (TGA) mostrd picos de temperaturas maximas de 319 °Cy 304 °C en
obtenidas por respectivamente,
correspondiente a la degradacién de B-glucanos y proteinas. El estudio de las propiedades

peliculas homogeneizacion e hidrdlisis enzimatica
mecanicas mostré que las peliculas obtenidas por homogeneizacion presentaron una mayor

resistencia a la tracciéon y deformacién a la ruptura, respecto a las obtenidas por hidrélisis
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enzimatica. Ambas peliculas mostraron permeabilidades al vapor de agua (P,,”) del orden de 10°
% /m.s.Pa comparables a la mayoria de las peliculas biopoliméricas. Las isotermas de sorcién
mostraron el mismo comportamiento para ambos tipos de peliculas, revelando que la hidratacion
de las mismas se da en forma de multicapas.

Otros estudios elaboraron PPCL con diferentes concentraciones de glicerol como agente
plastificante (Peltzer y col., 2018 b). Las peliculas obtenidas fueron translucidas, de color amarillo-
amarronado, homogéneas, maleables (en general) y sin grietas. Los resultados sefialaron que las
mismas presentan propiedades mecanicas satisfactorias (dada por una matriz multicomponente
de polisacaridos y proteinas) cuando sus respectivos valores de tensidon y mddulo de Young fueron
comparados con peliculas a base de proteinas y polisacaridos, no plastificadas y plastificadas con
glicerol. No obstante, la mayor diferencia de las mismas respecto a peliculas confeccionadas con
otras matrices se observé en las propiedades de elongacion, donde las PPCL alcanzaron niveles
entre 5-30% segun su plastificacidn, considerablemente menores a 116% y 219% en peliculas a
base de proteinas de gluten y arveja respectivamente (Jost y Stramm, 2016). Los autores
atribuyeron estas diferencias al proceso de elaboracién, en la que se mantuvo la forma de la pared
celular y la estructura de la matriz. Asimismo, demostraron que las PPCL se degradan
sustancialmente a temperaturas mayores a 180 °C, comenzando con la pirdlisis de B-glucanos y
degradacion de proteinas y terminando con la descomposicién de polisacaridos y otros restos de
materia organica. Con respecto a los estudios de permeabilidad, las PPCL presentaron valores

exp

similares de P,,~ en comparacion a peliculas obtenidas con otras fuentes, como peliculas a base
de proteina de arveja (Jost y Stramm, 2016). El uso de glicerol puede modificar considerablemente
dicho parametro, ya que el mismo tiende a introducir mds agua en la matriz debido a su caracter
higroscdpico. En efecto, el aumento en la concentracion de glicerol en la formulacién de PPCL
provoco un aumento en la P,”®. La solubilidad de las peliculas en agua fueron bajos (15-35%) con
respecto a peliculas a base de gelatina (100%) y almiddn de trigo (75%) (Tanada-Palmu y Grosso,
2003). Por ultimo, se llevaron a cabo estudios de isotermas de sorcion, mostrando ser similares a
peliculas reportadas en literatura a base de almiddn, celulosa, hidroximetilcelulosa, proteinas
miofibrilares y caseinatos de sodio. Los constituyentes de la pared celular de levadura mostraron a
su vez capacidad para formar peliculas. De hecho, Novék y col. (2012) elaboraron peliculas a base
de B-glucanos. Los B-glucanos fueron aislados a partir de la digestién alcalina con hidréxido de
sodio, seguida por centrifugacién separando los residuos de la pared celular. Las propiedades
mecdnicas evaluadas como mdédulo de Young, resistencia a la traccion y deformacidn en el punto
de ruptura, alcanzaron valores de 712 + 31 MPa, 17,48 + 0,61 MPa y 14,16 + 1,11 MPa
respectivamente. Por otro parte, las peliculas de B-glucanos mostraron ser insolubles en agua,
compactas y no porosas, ademas de no exhibir cristalinidad.

4.2.3.2. Antecedentes de aplicaciones en alimentos

En las ultimas décadas se ha manifestado un aumento en el interés del desarrollo de
nuevos materiales y revestimientos biodegradables basados en compuestos de origen natural
como proteinas, lipidos y polisacaridos (Peltzer y col., 2018 a). Las multiples ventajas y beneficios
qgue implican el uso de los mismos generan enorme curiosidad en el ambito cientifico, en especial
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en el drea de los alimentos, debido a que pueden servir como recubrimientos en los productos
alimenticios (Krochta, 2017; Hassan y col., 2018; Peltzer y col. 2018 b).

Como se ha mencionado anteriormente, las peliculas a base de pared celular de levaduras
presentan caracteristicas satisfactorias cuando se las compara con peliculas convencionales. Sin
embargo, la informacidn en literatura acerca del uso de las mismas en alimentos es limitada
debido a que es una tematica novedosa sujeta a investigacion (Delgado y col., 2018, Choque vy col.
2021).

La elaboracién de microcapsulas a base de células de S. cerevisiae es uno de los ejemplos
de aplicacion en alimentos mas recientes, debido a las multiples ventajas que conlleva el uso de
nanomateriales como el tamano, alta relacion superficie-volumen y propiedades dpticas Unicas.
Las células de S. cerevisiae estan disponibles en grandes cantidades, tienen un color claro, sabor
suave, haciendo de todas estas caracteristicas un medio interesante para encapsular y proteger
compuestos bioactivos (Peltzer y col., 2018 a).

Las células “vacias” de levadura son sistemas termoestables muy interesantes que pueden
actuar como agentes encapsulantes. Dardelle y col. (2007) utilizaron dichas células para atrapar y
retener aceites saborizantes, las cuales fueron probadas en la coccion de fideos. Dichos autores
sefialaron que la afinidad entre las moléculas (que les conferian sabor) y la bicapa fosfolipidica
hifrofébica (membrana plasmatica) eran las responsables de la capacidad encapsulante de las
levaduras. A su vez, indicaron que la liberacidn de las moléculas hacia el medio externo dependia
de la hidrofobicidad de las mismas. Por ultimo, demostraron que las células resistieron al periodo
de coccién y que los aceites saborizantes todavia permanecian en el interior de las mismas luego
del proceso. Otros estudios utilizaron las células de levadura para encapsular aceites esenciales de
cascara de naranja con el objetivo de estudiar la posible capacidad de la bicapa de las células de
levaduras de actuar como liposomas, permitiendo la estabilizacién de los aceites encapsulados
proporcionando productos estables (Bishop y col., 1998). Por otro lado, Paramera y col. (2011)
elaboraron microcdpsulas incorporadas con curcumina. Dichos autores demostraron no sélo que
la curcumina permanecia integrada en la membrana plasmatica de las células de levadura, sino
gue a su vez podia interactuar con los componentes de la pared celular como glucanos y
manoproteinas.
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4.3. Incorporacion de HL como compuesto activo en peliculas biodegradables

4.3.1. Envases activos

En las dltimas décadas los consumidores se han ido interesando cada vez mas en los
alimentos que compran, orientando su busqueda hacia productos minimamente procesados,
naturales, frescos y saludables, exigiendo calidad, seguridad e informacién acerca de los mismos.
Las industrias, en el intento por cumplir y responder a dichas preferencias, se ajustan a las
tendencias propias de la globalizacion del mercado desarrollando nuevas tecnologias en los
procesos de produccién, elaboracién y envasado (Alvarez, 2000; Cafién y col., 2017). Actualmente
el envasado, ademas de cumplir con sus funciones basicas como contencién del alimento y actuar
como barrera pasiva separando el producto del medio ambiente, etc., se estad transformando en
una barrera activa a través de la cual ocurren interacciones con el contenido, y puede ser el
mediador entre el alimento y el consumidor final al brindarle informacién, seguridad y calidad al
producto que va a adquirir (Catala, 2010; Rodriguez-Sauceda y col., 2014). De este modo es que
nace una de las innovaciones mas interesantes en el campo de los envases; los “envases activos”.

Un envase activo puede definirse como un sistema que interactua positivamente con el
alimento y su entorno en beneficio de la mejora de su calidad, aceptabilidad y seguridad,
alargando su vida util (Martinez-Tenorio y Lépez-Malo, 2011; Alvarez, 2000; Cafién y col., 2017).
Esta interaccion implica en general una transferencia de masa, bien para agregar sustancias al
contenido del envase (alimento) o bien para absorber componentes del mismo (Cafién y col.,
2017).

El compuesto activo que participa en dicha interacciéon puede formar parte del propio
material del envase (sistemas integrados) o ser algin material ajeno al envase incluido en él
(sistemas independientes) (Alvarez, 2000; Cafién y col., 2017). En el primer caso, las sustancias
activas pueden ser incorporadas a las peliculas del envase que estén o no en contacto con el
alimento (Cafidn y col., 2017; Alvarez, 2000). La ventaja de éste radica en que el contacto de la
sustancia se produce en toda la superficie expuesta del alimento y no como en el caso de los
sistemas independientes con un &rea restringida (Alvarez, 2000). Ademas, dicho sistema activo no
es percibido por el consumidor como un elemento diferenciado del envase, lo que evita el posible
rechazo por parte de los mismos y el riesgo de consumo accidental de su contenido (Cafidn y col.,
2017). Las peliculas desarrolladas en el presente trabajo pertenecen al tipo de sistemas
integrados, en las que el HL actia como sustancia activa.

En los sistemas independientes, el método basico consiste en la utilizacion de “saquitos”
de material permeable (por una sola cara) orientada hacia la atmodsfera del envase donde se
produce la transferencia de materia a través del mismo. Deben ir acompainados de una etiqueta
gue informe al consumidor que es una parte no comestible y asi evitar su consumo accidental
(Alvarez, 2000; Cafién y col., 2017). Es necesario sefialar que lo anteriormente mencionado no
debe ser confundido con otro concepto frecuentemente utilizado en el ambito de los materiales,
como lo son los envases inteligentes. Estos aportan informacion sobre la calidad del producto o el
estado del envase al monitorizar y poner en evidencia fisica los cambios que se producen en el
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mismo durante la cadena de suministro (Rodriguez-Sauceda y col., 2014; Cafién y col., 2017). En
pocas palabras, mientras que el envase inteligente es capaz de suministrar y registrar informacién
relativa del estado del envase y/o producto, el envase activo es capaz de interaccionar con el
alimento o entorno para mejorar la seguridad y su calidad (Rodriguez-Sauceda y col., 2014).

4.3.1.1. Tipos de envases activos

Existen diversas alternativas para mejorar y alargar la vida util de los alimentos,
combatiendo las principales problemdticas que alteran las propiedades de los mismos. Las
variables externas como el agua, los gases (oxigeno, diéxido de carbono, etileno, etc.) y los
microorganismos son los principales factores que se abordan como estrategias en el envasado.
Dentro de éstos, los envases activos se pueden clasificar en tres grandes grupos (Figura 13): a)
Absorbedores/Eliminadores; b) Emisores/Liberadores y c) Otros sistemas.

Figura 13. Tipos de envases activos segun su funcién
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4.3.1.1.1. Absorbedores/Eliminadores

Son aquellos que absorben sustancias quimicas removiendo los gases o compuestos
indeseables de los envases, tales como oxigeno, diéxido de carbono, etileno y humedad, con el fin
de alcanzar una atmdsfera interna favorable (Alvarez, 2000; Cafién y col., 2017; Martinez-Tenorio
y Lopez-Malo, 2011). Los principios implicados en su control son numerosos y pueden abarcar
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fendmenos de absorcion, adsorcion/desorcion, reacciones de oxidacion, catdlisis enzimatica, etc.
(Alvarez, 2000).

a) Absorbedores de oxigeno

Reducen y controlan de manera activa los niveles residuales de oxigeno en el interior del
envase, ralentizando los fenédmenos de oxidacién (enranciamiento de grasas/aceites, pérdida de
nutrientes sensibles al oxigeno, pérdida/cambio de color, reacciones de pardeamiento, etc.),
crecimiento de microorganismos y mohos, infestacion por insectos, entre otros (Fabra, 2020;
Ozdemir y Floros, 2004; Cafién y col., 2017; Alvarez, 2000; Catala, 2010). Estos efectos pueden
alcanzarse mediante el uso de sustratos oxidables como; hierro y sales ferrosas (Fabra, 2020;
Alvarez, 2000; Cafién y col., 2017; Diaz, 2014; Ozdemir y Floros, 2004), sustancias organicas como
acido ascorbico, catecol, acidos grasos insaturados (oleico, linoleico, linolénico), colorantes
fotosensibles, polimeros modificados (Diaz, 2014; Cafién y col., 2017; Martinez-Tenorio y Lopez-
Malo, 2011) y enzimas como las oxidorreductasas (Alvarez, 2000).

b) Absorbedores de etileno

El etileno es una sustancia procedente de la combustidon de los hidrocarburos, de Ila
actividad de los tejidos vegetales y de distintos microorganismos. La presencia de esta
fitohormona en frutas y verduras reduce la vida util de las mismas y por eso se buscan alternativas
para evitar el deterioro de ellas (Gaikwad y col., 2020; Diaz, 2014; Alvarez, 2000; Cafién y col.,
2017). Las sustancias mas utilizadas son permanganato de potasio, que se dispone sobre sustratos
adecuados (alumina, silica gel, etc.) para favorecer el proceso redox (oxidando el etileno hasta
dioxido de carbono y agua) y minerales finamente divididos y dispersados (zeolitas, cristobalita,
sepiolita, silicatos, carbdn activado, etc.) (Martinez-Tenorio y Lépez-Malo, 2011; Diaz, 2014; Cafidn
y col., 2017; Alvarez, 2000; Catala, 2010; Ozdemir y Floros, 2004).

c) Absorbedores/requladores de humedad

Niveles elevados de agua en el interior del envase promueven el crecimiento de
microorganismos, ablandamiento de productos secos y crujientes (galletas, bizcochos, pastas),
apelmazamiento y endurecimiento en café liofilizado y leche en polvo, entre otros, reduciendo
considerablemente la vida atil de los alimentos. La utilizaciéon de agentes altamente higroscépicos
y deshidratantes permiten la absorcion de humedad eliminando el exceso de agua liquida o
controlando el vapor de agua en el espacio superior del envase (Martinez-Tenorio y Lépez-Malo,
2011; Diaz, 2014; Cafidn y col., 2017). Debido a ello, desde el punto de vista comercial se los puede
clasificar en; i) absorbedores de agua liquida, los cuales utilizan almohadillas u hojas de materiales
poliméricos normalmente porosos conteniendo agentes higroscépicos (celulosa, propilenglicol,
carbohidratos, etc.) para absorber liquidos de exudacién, mejorando la presentacién del producto
y evitando el crecimiento de microorganismos (Cafidn y col.,, 2017; Ozdemir y Floros, 2004).
Asimismo, se pueden emplear agentes “antivaho”, sustancias anfifilicas (del tipo etoxilatos no
idnicos o monoglicéridos) que migran hacia la superficie del envase reduciendo la tensién
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superficial entre el agua condensada y el material plastico, formando una pelicula continua, finay
transparente que permite ver el contenido interior (Alvarez, 2000; Catald, 2010); ii) reguladores de
la humedad relativa, los cuales utilizan “saquitos”/sobres o etiquetas que contienen agentes
deshidratantes tales como silicagel, 6xido de calcio, cloruro de sodio, etc., para controlar el
crecimiento microbiano en productos frescos y para evitar la rehidratacién parcial en productos
deshidratados (Alvarez, 2000; Cafién y col., 2017; Ozdemir y Floros, 2004).

d) Absorbedores de didxido de carbono

La principal finalidad consiste en mantener la integridad y el aspecto de los envases que
pueden dafarse por la sobrepresidon que origina el didxido de carbono que se libera, por ejemplo,
en el tostado de los granos de café. Para su absorcién/eliminacion del espacio superior del envase,
se utiliza oxido de calcio, carbonato de sodio, hidroxido de calcio, etc., con algun agente
higroscépico (Alvarez, 2000; Ozdemir y Floros, 2004; Cafién y col., 2017; Diaz, 2014).

4.3.1.1.2. Emisores/Liberadores

Son aquellos que liberan sustancias quimicas al interior del envase con el propdsito de
proteger y mejorar la calidad del producto (Cafidén y col., 2017; Martinez-Tenorio y Lépez-Malo,
2011). Esto implica la transferencia de masa desde el sistema o material activo al contenido del
envase. Las sustancias utilizadas comprenden desde antioxidantes, agentes antimicrobianos
(etanol, diéxido de carbono, acido ascérbico, acido benzoico, acido propidnico, bacteriocinas, etc.)
hasta saborizantes, aromatizantes, colorantes, entre otros (Diaz, 2014; Caindn y col., 2017). Este
seria el caso del sistema que se pretende desarrollar mediante la incorporacion de HL como
compuesto activo en peliculas biodegradables. El HL perteneceria a esta categoria debido a que
presenta en su composicion compuestos con capacidad antimicrobiana y antioxidante como se ha
descripto con anterioridad.

a) Emisores de agentes antimicrobianos

El crecimiento de microorganismos es la principal causa del deterioro de los alimentos y la
misma puede retardarse mediante la adicién de agentes antimicrobianos tales como etanol,
dioxido de carbono, bacteriocinas, antibidticos, dcidos orgdnicos, polisacaridos, aceites esenciales,
extractos de especias, etc. (Catala, 2010; Cafidn y col., 2017). Algunos ejemplos son: i) liberadores
de etanol, los cuales consisten en saquitos que contienen etanol absorbido o encapsulado, a partir
del cual se libera el mismo en forma de vapor (en respuesta a la absorcion de vapor de agua) al
espacio exterior/superior del envase (Diaz, 2014; Cafidn y col., 2017; Alvarez, 2000), ii) liberadores
de diéxido de carbono, entre los cuales los de mayor aplicacion son el carbonato ferroso (reaccion
de hidrdlisis), carbonato de sodio y carbonato 4cido de sodio (reaccién con acidos organicos) y
acido ascérbico (oxidacion) (Martinez-Tenorio y Lépez-Malo, 2011; Cafién y col.,, 2017), iii)
liberadores de extractos naturales, tales como aceites esenciales (de orégano, canela, clavo),
extractos de plantas (semillas de uva, romero, orégano, etc.) y componentes obtenidos de los
mismos como alil-isotiocianato y propdleo (Cafién y col., 2017; Sharma y col., 2020).
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b) Emisores de agentes antioxidantes

Los procesos de oxidacién son otra de las causas que alteran las propiedades y las
caracteristicas intrinsecas de los alimentos, reduciendo significativamente la vida util de los
mismos. Para evitar y retardar dicho proceso, se emplean principalmente compuestos sintéticos
como BHA, BHT y Terbutilhidroquinona (TBHQ), y compuestos naturales como vitamina E vy
extractos naturales ricos en fenoles y/o terpenos debido a la demanda de los consumidores por
reducir los niveles de uso de aditivos sintéticos (Cafidén y col., 2017; Diaz, 2014; De Abreu y col.,
2010; Prasad y Kochhar, 2014). Los aceites esenciales también se utilizan como agentes
antioxidantes en materiales activos (Sharma y col., 2020).

c) Liberadores de otros ingredientes alimentarios

Los consumidores no sélo exigen calidad y seguridad, sino también reclaman innovacién e
inclusién de nuevas tecnologias en los alimentos. La incorporacidon de aromatizantes en el envase
permite realzar el aroma del alimento al descubrir su contenido y mejorar el aroma propio del
producto fresco. A su vez, se aplican diversas sustancias activas integradas en los materiales desde
donde se liberan mediante difusién al propio alimento o al espacio superior del mismo (Prasad y
Kochhar, 2014; Caidny col., 2017; Gutierrez y col., 2009).

4.3.1.1.3. Otros sistemas

En éstos se incluyen principalmente los reguladores de temperatura, que tienen como
finalidad auto calentar/enfriar los alimentos (Martinez-Tenorio y Lépez-Malo, 2011). Los tiempos
de hoy en dia fuerzan a que las actividades normales de la vida cotidiana se realicen con mayor
rapidez, facilidad y comodidad. Estos envases activos apuntan a dichas exigencias, logrando que la
comida/bebida alcance una temperatura agradable y que perdure durante un tiempo suficiente al
ser consumidas. La técnica para el desarrollo de los mismos consiste en procesos
exotérmicos/endotérmicos donde el producto que va a calentarse/enfriarse esta conectado con
un recipiente dividido en una doble cdmara. Una de las cdmaras contiene agua y la otra, una
sustancia que al entrar en contacto con éste Ultimo, desencadenan las reacciones anteriormente
mencionadas cumpliendo de éste modo con dicha finalidad. Las sustancias que se incorporan al
agua en el caso de los alimentos autocalentables y autoenfriables son basicamente el éxido de
calcio y magnesio, y el nitrato y nitrito de amonio, respectivamente (Diaz, 2014; Caindn y col.,
2017; Hernandez y col., 2014; Day, 2003; Bodbodak y Rafiee, 2016; Mane, 2016).

4.3.1.2. Legislacién

Los envases activos e inteligentes exhiben una amplia gama de respuestas frente a las
exigencias que presenta el mercado actual en el envasado de los alimentos a nivel mundial como
se ha mencionado con anterioridad. Estos conocimientos ya estan siendo empleados en distintas
partes del mundo como Estados Unidos, Japdn y Australia (Cafién y col., 2017; Diaz, 2014). Sin
embargo, no existe en literatura informacién relacionada a los mismos en América del Sur y su
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aplicacion en Europa todavia es limitada, tal vez por la falta de informacién o conocimiento acerca
de la demanda de estos productos por parte de los consumidores, de la eficacia de los mismos o
del impacto econdmico o ambiental que puedan presentar (Cafidn y col., 2017).

Si bien no existe a nivel nacional una regulacion acerca de los envases activos como se ha
mencionado anteriormente, el compuesto activo que forma parte de éstos, al entrar en contacto
con el alimento y migrar hacia éste, se vuelve un ingrediente y debe ser tratado como tal.

El capitulo XVIII del C.A.A (aditivos alimentarios) define al ingrediente como “toda
sustancia, incluidos los aditivos alimentarios, que se emplee en la fabricacion o preparacion de
alimentos y que esté presente en el producto final en su forma original o modificada”. Asimismo,
los aditivos alimentarios son “cualquier ingrediente agregado a los alimentos intencionalmente, sin
el propdsito de nutrir, con el objeto de modificar las caracteristicas fisicas, quimicas, bioldgicas o
sensoriales” de los mismos (C.A.A, cap. V; res n° 26/03).

Estos mismos deben estar en la lista de ingredientes siempre y cuando la concentracién
sea “significativa o suficiente para ejercer una funcion tecnoldgica en ese alimento” (C.A.A, cap.
XVIII; res n® 105/94). De lo contrario, estaran exentos de la declaracion en la lista de ingredientes
cuando se cumplan las siguientes condiciones (tratadas en la misma resolucidon anteriormente
mencionada):

» “la cantidad del aditivo en las materias primas u otros ingredientes no exceda a la
cantidad madxima permitida en el alimento”.

» “El alimento al cual el aditivo es transferido, no contenga dicho aditivo en cantidad mayor
que la que podria ser introducida por el uso de los ingredientes”.

» “El aditivo transferido se encuentre presente en un nivel no funcional o sea a un nivel
significativamente menor que el normalmente requerido para lograr una funcidn
tecnoldgica eficiente en el alimento”.

En el presente trabajo, el HL incorporado en peliculas biodegradables a base de pared
celular de levadura, tiene como principal objetivo ejercer una funcién tecnoldgica al entrar en
contacto con el alimento, actuando como agente antimicrobiano y antioxidante. Debido a ello,
éste Ultimo debe ser tratado como un ingrediente y en consecuencia debe estar en la lista de estos
mismos.

Por el contrario, la Comisién Europea (CE) incluye el concepto de envases activos (e
inteligentes) en su reglamento (CE, n° 1935/2004) definiéndolos como “materiales y objetos
destinados a ampliar el tiempo de conservacion, o a mantener o mejorar el estado de los alimentos
envasados, y que estdn disefiados para incorporar deliberadamente componentes que transmitan
sustancias a los alimentos envasados o al entorno de éstos o que absorban sustancias de los
alimentos envasados o del entorno de éstos”.

La normativa europea indica especificaciones acerca del etiquetado de los mismos con el
fin de proporcionar informacidon adecuada, precisa y suficiente a los consumidores, evitando
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posibles equivocaciones, ademas de requisitos respecto a la calidad del alimento en contacto con

el compuesto activo. Dichas especificaciones son mencionadas a continuacion:

>

“Hay que facilitar a los usuarios un etiquetado y una informacion adecuados que les
ayuden a utilizar de manera segura y correcta los materiales y objetos activos en
cumplimiento de la legislacion alimentaria”.

“Los materiales y objetos activos no deben dar una informacion sobre el estado de los
alimentos que pueda inducir a error a los consumidores”.

“Los materiales y objetos activos no ocasionardn modificaciones de la composicion ni de
las caracteristicas organolépticas de los alimentos, por ejemplo enmascarando su
deterioro, que puedan inducir a error a los consumidores”.

“Los materiales y objetos activos estardn convenientemente etiquetados para indicar que
dichos materiales y objetos son activos”.

“Los materiales y objetos activos e inteligentes que estén ya en contacto con alimentos
deberdn llevar el etiquetado adecuado que permita al consumidor identificar las partes no

comestibles”.

En referencia a éste Ultimo, se introdujeron algunas normas adicionales en el reglamento

(CE) n® 450/2009 con la finalidad que el consumidor pueda distinguir las partes no comestibles de

las comestibles, debiendo ser etiquetadas de la siguiente manera:

a) con las palabras «NO INGERIR» y,
b) siempre que sea técnicamente posible, figurard en ellos el simbolo reproducido en el
anexo | (Figura 14).

Figura 14. Simbolo que representa las partes no comestibles

La informacidn exigida en a) y b) “deberd ser visible, claramente legible e indeleble y

deberd imprimirse en caracteres con un tamafio minimo de cardcter de 3 mm”.

Ademads, en dicho reglamento (n° 450/2009) se indica los tipos de materiales que

pueden utilizarse en la elaboraciéon de los envases activos (como “pldstico, papel y carton, o
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revestimientos y barnices”) y la disposicion de las sustancias activas en dichos materiales,
presentdndose “en un recipiente aparte, por ejemplo en una bolsita de papel, o estar directamente
incorporadas en el material de envase, por ejemplo en el pldstico de una botella hecha de ese
material”.

Dichas “sustancias activas liberadas” son aquellas “a ser liberadas en el alimento
envasado, en su superficie o en su entorno por materiales y objetos activos liberadores y que
cumplen un propdsito en el alimento”. Las mismas podran utilizarse sin que estén incluidas en la
lista comunitaria de sustancias autorizadas siempre y cuando cumplan con las condiciones
expuestas en el articulo 9:

» “lLas sustancias activas liberadas y las sustancias afiadidas o incorporadas mediante
implantacion o inmovilizacion, para tener un efecto tecnoldgico en el alimento, deberdn
utilizarse cumpliendo plenamente las disposiciones comunitarias y nacionales pertinentes
aplicables a los alimentos y cumplir las disposiciones del Reglamento (CE) n° 1935/2004 y,
en su caso, sus medidas de desarrollo”.

» “La cantidad de sustancia activa liberada no se incluird en el valor de la migracion global
medida en los casos en que en una medida comunitaria especifica se establezca un limite
de migracion global para el material en contacto con alimentos al que se incorpore el
componente”.

» “La cantidad de sustancia activa liberada podrd superar la restriccion concreta establecida
para esa sustancia en una medida comunitaria o nacional especifica sobre los materiales
en contacto con alimentos a los que se incorpore el componente en tanto en cuanto
cumpla las disposiciones comunitarias o, en su defecto, nacionales aplicables a los
alimentos”.

4.3.2. Liberacion de los compuestos activos en alimentos o simulantes alimentarios

4.3.2.1. Ensayos de migracion de los compuestos activos en simulantes alimentarios

La efectividad de los envases activos se evalua a través de ensayos de liberacidn
controlada del compuesto activo en el alimento. Para esto, se realizan ensayos de migracién en
simulantes alimentarios a partir de los cuales se estudia cdmo se libera el compuesto activo desde
el material de envase hacia el producto (alimento/simulante), qué cantidad se libera y con qué
velocidad lo hace.

La migracion de aditivos desde los materiales del envase en contacto con el alimento hacia
el producto alimenticio ha recibido un gran interés desde principios de la década de los 80’s.
Estudios toxicoldgicos en roedores y humanos sobre el uso de plastificantes en la industria del
envase demostraron que los mismos eran capaces de generar graves dafos en los organismos a
través de la migracion de sus constituyentes al alimento (Anbinder, 2011). Debido a ello, las
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autoridades responsables en la materia han reconocido la importancia en la regulacién de dichos
aspectos adoptando diversas medidas para su control (Lau y Wong, 2000).

El C.A.A define la migracion como “la transferencia de componentes desde el material en
contacto con los alimentos hacia dichos productos, debido a fendmenos fisicoquimicos”. La misma
ocurre mediante un proceso submicroscépico (como consecuencia de la tendencia al equilibrio de
todo sistema quimico) que depende de multiples factores tales como temperatura, tamafio
molecular de las especias migrantes, estructura quimica y polaridad de los componentes,
naturaleza del polimero (densidad, grado de cristalinidad, etc.), area superficial de contacto, entre
otros (Estacho, 2013; Katan, 1996; Anbinder, 2011; Barnes y col., 2006). La complejidad del
proceso se traduce en la dificultad de establecer un patron general en la determinacion de la
misma en las diversas matrices alimentarias. Sin embargo, para su analisis se utilizan simulantes
que reflejan las caracteristicas fisico-quimicas principales imitando el comportamiento de los
alimentos.

Los simulantes alimentarios para los ensayos de migracién de envases y equipamientos
pldsticos en contacto con los alimentos son clasificados por el C.A.A de la siguiente manera:

A\

Simulante A (simulante de alimentos acuosos no dcidos; pH > 4.5): agua destilada.

» Simulante B (simulante de alimentos acuosos dcidos; pH < 4.5): solucion de acido acético al

3% (m/v) en agua destilada.
» Simulante C (simulante de alimentos alcohdlicos): solucién de etanol al 10% (v/v) en agua

destilada o solucién de etanol en agua destilada a la concentracidon mas préxima a la real.
» Simulante D (simulante de alimentos grasos): solucion de etanol al 95% (v/v) en agua

destilada o desionizada, o isooctano, o MPPO (6xido de polifenileno modificado), segin
corresponda.
» Simulante D’ (simulante equivalente al simulante D): aceites comestibles (aceite de oliva,

aceite de girasol, aceite de maiz) o mezclas sintéticas de triglicéridos.

La liberacion de los componentes activos de las peliculas puede seguirse determinando la
migracion especifica del polimero en los diferentes simulantes alimentarios anteriormente
mencionados (Lépez de Dicastillo y col., 2011). En la resolucién n° 40/15 del C.A.A se especifican
las condiciones de temperatura y tiempos de contacto para cada uno de los simulantes.

Para la realizacion del ensayo (inmersidn total en ambas caras), se sumergen las peliculas a
ensayar en el simulante manteniendo una relacién drea-volumen de 6 dm?*/L (pelicula/simulante).
Transcurrido el tiempo de incubacidon, se toma una alicuota de simulante y se analiza
cuantitativamente el compuesto migrado/liberado. Asimismo, es posible tomar periédicamente
una alicuota del simulante a distintos tiempos de forma tal de obtener una cinética de liberacién
(Lépez de Dicastillo y col., 2011). La concentracion del compuesto activo liberado al simulante se
mide analiticamente a través de métodos adecuados que seran mencionados en la seccion 4.3.2.2.
Como blanco de cada ensayo se utiliza el medio simulante especifico para los mismos y como
control, una pelicula sin aditivar. Para los ensayos de cuantificacion, se realizan curvas de
calibracién para los compuestos activos incorporados en las peliculas (Anbinder, 2011).
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4.3.2.2. Métodos de deteccion y cuantificacion

Los compuestos activos liberados hacia el simulante alimentario o alimento pueden
analizarse y cuantificarse mediante técnicas cromatograficas como Cromatografia liquida de alta
resolucidn con deteccién en el ultravioleta (HPLC-UV), Cromatografia gaseosa con deteccion de
masas (GC-MS) y Cromatografia gaseosa con detector de ionizacion de llama (GC-FID), entre otras
técnicas (Dopico-Garcia y col., 2003; Granda-Restrepo y col., 2009; Ribeiro-Santos y col., 2017,
Corddn, 2017; Juarez Mendez, 2019; Solano y Valderrama Solano, 2008).

Los simulantes, previo a su analisis, deben ser acondicionados para cada técnica en
cuestién. Pueden concentrarse previamente por evaporacion utilizando un bafio de aguaa 60 °Cy
circulando nitrégeno gaseoso (Lépez de Dicastillo y col., 2011; Corddn, 2017). Los residuos secos
resultantes son tratados adecuadamente para ser analizados por los métodos anteriormente
mencionados. En el caso de HPLC-UV, dichos residuos se redisuelven en los solventes de la fase
movil y se filtran (Lopez de Dicastillo y col., 2011). Para el caso de GC-MS, los mismos se diluyen en
un solvente orgdnico en agitacién para favorecer el desprendimiento de los componentes.

4.3.2.3. Descripcion de mecanismos de liberaciéon del compuesto activo

La migracion de los componentes a través del envase y posterior contacto con el producto
alimenticio puede resumirse en tres etapas: 1) difusion del migrante en la matriz polimérica, 2)
disolucion en la interfase envase-alimento y 3) dispersion en el alimento (Anbinder, 2011; Campos
Campos, 2017).

1) Difusion del migrante en la matriz polimérica

Esta primera etapa es la mds lenta y determina la velocidad del proceso global (Lamarra,
2019). Estd controlada por la transferencia de masa del migrante a través de los espacios libres
transitorios originados por el movimiento browniano de las cadenas poliméricas (Anbinder, 2011).
La temperatura de transicion vitrea del polimero (Tg) (temperatura a la cual existe una restriccién
en la rotacién molecular de los enlaces simples) (Brydson, 1999) juega un papel fundamental en el
proceso al determinar la movilidad del mismo. Cuando las cadenas se encuentran en estado vitreo
(<Tg), la posibilidad de que una molécula migrante encuentre suficiente espacio para atravesarla
es limitada. Por otra parte, cuando las cadenas se encuentran en “estado gomoso” (>Tg), las
moléculas presentan alta flexibilidad, facilitando el paso del migrante (Helmroth y col., 2002).

Debido a que en la mayoria de los casos el proceso es netamente difusional, el transporte
molecular previamente mencionado responde a las leyes de Fick para difusion, segun las cuales se
produce un flujo de migrante en la direccidn contraria a la diferencia de concentracion a lo largo
del espesor del polimero como se observa en la Figura 15 (Navia y col., 2014; Anbinder, 2011;
Helmroth y col., 2002).

63



Figura 15. Perfiles de concentracion del migrante en peliculas plasticas de espesor hy en
contacto con simulante alimentario luego de distintos tiempos de incubacién
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(Fuente: Helmrothy col., 2002)

El grado del proceso de difusién puede entonces ser descripto a partir de la segunda ley de
Fick, mediante la siguiente ecuacién (Ec.1):

ocy . 0%CE
at ¢ 9x>

Ec.1

nm_n

donde "CEZ" representa la concentracién de la especie migrante "a" en el envase "E"; "t" es el
tiempo; "x"
2014).

En ausencia de reacciones quimicas o evaporacion, la cantidad inicial de "a" (en nuestro

la dimensién lineal de la migracién y "DE" es la difusién de "a" en "E" (Navia y col.,

caso HL) presente en el material de envase "E" es igual a la suma de la cantidad total que migra en
el alimento después del tiempo "t", mas la cantidad remanente en el envase. Esto es vélido en
cualquier instante (Ec. 2) y en el infinito (Ec. 3). La ecuacién general del balance de masa queda
entonces de la siguiente manera:

ME(t) = ME (t) + M2 (t) Ec.2

Mg () = Mg (o) + Mg ()  Ec.3

"i"

donde "M}, (t)" representa la masa de "a" en la fase "i" (E empaque; A alimento) en el tiempo "t"
(Naviay col., 2014).

Para el caso en el que el proceso de migracidn es controlado por el mecanismo de difusion
del migrante a través del material de envase y ademads, el migrante esté uniformemente

distribuido en el alimento, se puede utilizar la resolucién analitica de la segunda ley de Fick
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propuesta por Crank (1979), utilizada para la determinacién del coeficiente de difusién (D) en
sistemas unidimensionales y con un volumen limitado (finito) como es el caso de envases y
alimentos (Ec. 4):

vt 8§ 1 D(2n+1)2n2t fe 4
TR T e L e’ exp 472 ¢
n=

donde M; y M, es la masa del migrante en el medio a un tiempo t (s) y al alcanzar el equilibrio (en
el medio) respectivamente; h el espesor de la pelicula (cm); D el coeficiente de difusion del
migrante en el polimero (cm®.s™) y t el tiempo de contacto (s) (Anbinder, 2011; Navia y col., 2014).

Utilizando las primeras etapas del proceso difusivo y si el tiempo es lo suficientemente
corto (M, /M, <0,6), la difusién Fickeana a través de una fina pelicula polimérica puede resumirse
segun la Ec. 5 (Ritger y Peppas, 1987; Anbinder, 2011):

M, 4 D.t
w=(Z) [57)  Ees

La cinética de liberacién de los componentes activos desde una matriz polimérica es
afectada por dos fenémenos fisico-quimicos; la absorcién de agua (u otro solvente) por parte de la
pelicula y la relajacién de las cadenas poliméricas. Al ponerse en contacto la pelicula con un medio
fluido (agua o medios fisioldgicos) la misma comienza a hincharse y puede tener lugar la disolucién
del compuesto activo (para polimeros con una Tg superior a la temperatura ambiente). El
hinchamiento implica la transicién de un estado vitreo a un estado gomoso y cuando la cantidad
de liguido supera un valor umbral, las cadenas de polimeros se despliegan, aumentando la
difusién del componente activo a través de ellas (Lamarra, 2019). Estos mecanismos pueden ser
descriptos a partir de la Ec. 6 (Llabot y col., 2004; Ritger y Peppas, 1987):

% = kt" Ec.6

M,
donde "k" es una caracteristica del sistema (constante cinética) y n es el exponente que indica el
mecanismo del proceso. Un valor de n=0,5 indica una liberacién Fickeana (controlada por difusion)
y n=1 indica un mecanismo enteramente controlado por la relajacidon de las cadenas donde la
velocidad de liberacidén es constante (Caso II o liberacién de orden cero). Valores entre 0,5y 1
indican comportamientos intermedios cinéticos no-Fickeanos correspondientes a mecanismos de
difusién y relajacion acoplados (Ritger y Peppas, 1987). Valores de n>1 (denominados transporte
Super Caso II) serian consecuencia de un proceso de plastificacion como resultado de una
reduccion de las fuerzas de atraccidon entre las cadenas poliméricas, relajdndose y permitiendo que
el migrante difunda a través de ellas (Ferrero y col., 2000; Ranga Rao y col., 1988; Llabot y col.,
2004; Lamarra, 2019). Esto ultimo demuestra la importancia de la movilidad de las cadenas en la
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cinética de liberacién como se ha mencionado anteriormente, aumentando el coeficiente de
difusién al aumentar la relajacién de las mismas (Anbinder, 2011).

2) Disolucion en la interfase envase-alimento

En esta segunda etapa se produce un equilibrio quimico en la interfase envase-alimento,
debido a la solvatacion o disolucién de los migrantes en el producto alimenticio (Anbinder, 2011).
La misma puede explicarse a través del coeficiente de particion k, que describe la relacion de
concentraciones en equilibrio del migrante en el envase (E) y el alimento (4) una vez alcanzado el
mismo como se muestra a continuacion (Ec. 7) (Tehrany y Desobry, 2004):

k
Ca

Ec.7

Cuando k=1, la concentracion del migrante en el envase es igual a la concentracion en el
alimento, en equilibrio. Cuando k>>1, la concentracion de equilibrio en el envase es mucho mayor
gue en el sustrato alimenticio. En otras palabras, el migrante tiene mayor afinidad por el envase y
por lo tanto la velocidad de difusién desde la matriz polimérica hacia el alimento es baja. Por el
contrario, si k<<1, el migrante difundird facilmente (en un proceso de “extraccion”) desde el
envase al alimento (Anbinder, 2011).

3) Dispersion en el alimento

En esta ultima fase, el migrante esta solvatado por el alimento. En el caso de alimentos
solidos o muy viscosos que no sufren manipulaciones que agiten su contenido, el migrante
difundird a través del alimento seglin las mismas leyes que gobiernan la primera etapa (difusion
y/o relajacion). Por otro lado, si se trata de alimentos liquidos en agitacion continua, la presente
etapa no sera considerada, suponiendo que el migrante se encuentra distribuido
homogéneamente disuelto en el alimento (Campos Campos, 2017; Anbinder, 2011).

En definitiva, los procesos de migracién pueden ser descriptos a partir de la cinética de
difusion de los componentes activos en la matriz polimérica, los cuales se expresan a través del
coeficiente de difusion (D). Para el cédlculo de éste ultimo se utilizan soluciones analiticas de la
segunda ley de Fick (Ec. 1) realizando (Soto-Cantu y col., 2008; Hamdani y col., 1997) las siguientes
aproximaciones:

» El componente activo difunde Unicamente hacia el alimento.

» La concentracion del componente activo en la pelicula disminuye durante el contacto
(envase finito).

» Elvolumen del alimento es mucho mayor que el de la pelicula.

Y

El tiempo de contacto es considerablemente corto (M;/M,.< 0,6).
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Aplicando las aproximaciones anteriormente mencionadas a la Ec. 4, se puede llegar a la
siguiente resolucioén (Ec. 8):

M _2 Dt o
—_— == |— C.
M, hym

donde "M," es la masa del componente activo que difunde hacia el alimento luego de un tiempo t;
"M," es la masa del componente activo que difunde hacia el alimento luego de alcanzar el
equilibrio; h es el espesor de la pelicula; D es el coeficiente de difusion y t el tiempo (Soto-Cantu y
col., 2008).

El D puede ser calculado finalmente de la pendiente (S, ) al graficar M, /M, vs t1/2 de
acuerdo con la siguiente expresién (Ec. 9):

Asimismo, autores como Korsmeyer y col. (1983), Ritger y Peppas (1987) desarrollaron
modelos semiempiricos sencillos que relacionan la liberacién del componente activo con el tiempo
a través de una ecuacion exponencial, en aquellos casos en los que el mecanismo de difusién
presenta un comportamiento Fickeano o se desvia de él (Ec. 6).

4.3.3. Caracterizacidn de las peliculas activas

Las peliculas exhiben diversas y numerosas caracteristicas sujetas a continuos analisis y
estudios que permiten el desarrollo de nuevas tecnologias en el area de los materiales y en el
envasado de alimentos. Dentro de ellas, se evaluan aspectos visuales como transparencia, color,
grosor, fundamentales para la aceptacién y percepcion por parte del consumidor, permeabilidad
frente a distintos gases como vapor de agua, CO,, oxigeno, relacionado con sus propiedades de
barrera y la vida util de los alimentos, y propiedades mecanicas, que determinan el
comportamiento y la resistencia de las mismas frente a la accion de fuerzas externas y/o
deformaciones que pueden sufrir. A continuacion, se describen las técnicas mayormente utilizadas
para la caracterizacion de peliculas.

4.3.3.1. Determinacion del espesor

El espesor de las peliculas se determina mediante el uso de micrdmetros (Figura 16)
realizando varias medidas (entre 5 y 10) en distintos puntos de las mismas con el fin de obtener un
resultado de mayor precision (Peltzer y col., 2018 b; Bertuzzi y col., 2007; Zhang y Han, 2006;
Noévak y col., 2012).
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Figura 16. Micrémetro Digital 0-25 Mm Insize 3109-25a

4.3.3.2. Determinacion de la transparencia

La transparencia de las peliculas puede evaluarse mediante espectroscopia UV-Visible
en el rango de longitud de onda entre 200-800 nm colocando una tira rectangular de la misma en
la celda y utilizando el aire como referencia (Ciannamea y col., 2015). Una baja absorbancia en la
regioén UV-Visible (400-700 nm) implica una mayor transparencia en las peliculas (Anbinder, 2011;
Huy col., 2009; Peltzery col., 2018 b).

4.3.3.3. Determinacion del color mediante coordenadas CIELAB

Los ensayos colorimétricos se llevan a cabo mediante el uso de un colorimetro, que puede
ser portdtil o no. La pelicula se deposita sobre un plato blanco estandar y se toman sucesivas
medidas en distintos puntos de su superficie apoyando la parte inferior del dispositivo contra las
mismas (Kunte y col., 1997). Los valores obtenidos se expresan en las coordenadas del espacio
colorimétrico CIELAB, que consta de un sistema cartesiano definido por tres coordenadas
colorimétricas: L*, a* y b* (Figura 17), que permiten describir el color de cualquier objeto (Gende
y col., 2013; Ciannamea y col., 2015; Kunte y col., 1997).

» L*: Indica la luminosidad, es decir, la cantidad de luz percibida que refleja o transmite un
material. Puede tomar valores entre 0 y 100.

» a*: Indica la saturacion o desviacion del punto acromatico L* hacia el rojo (a* > 0) o hacia
el verde (a* <0).

» b*: Es el dangulo de tono que define la desviacion de L* en el eje amarillo (b* > 0) o azul (b*
<0).
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Figura 17. Parametros del CIELAB

+L* 100 = blanco

-a* verde _ - s e . +3* 100

-L* 0 = negro

{Adaptado de Rezzani, 2018)

4.3.3.4. Determinacion de la estructura

La morfologia y la estructura interna de las peliculas pueden ser examinadas mediante
microscopia electrdnica de barrido (SEM) por observaciéon superficial y transversal (Tanada-Palmu
y Grosso, 2003; Jost y Stramm, 2016; Novak y col., 2012; Anbinder, 2011). En el primer caso, se
cortan las peliculas en pequefios trozos y se fijan a un portaobjetos conteniendo una suspension
de carbén (Novak y col., 2012). En el segundo caso, se lleva a cabo la fractura de la pelicula
sumergiéndola previamente en nitrégeno liquido para evitar generar dafos o rebordes mediante
el uso de tijeras (Novak y col., 2012; Anbinder, 2011).

Asimismo, la Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR) es una
técnica muy utilizada en el estudio de la estructura de las peliculas (Novak y col., 2012; Anbinder,
2011; Gao y col., 2006; Peltzer y col., 2018 b) debido a que nos brinda informacidn acerca de la
naturaleza de las biomoléculas como lipidos, carbohidratos, proteinas y acidos nucleicos, a través
de una serie de bandas identificables de grupos funcionales en la regién electromagnética del
infrarrojo medio (Mata-Miranda y col., 2017). En la Figura 18 se muestra un ejemplo del equipo de
medicion.
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Figura 18. Equipo FTIR Pike GladiATR

4.3.3.5. Determinacidn de la solubilidad en agua

La solubilidad depende de la capacidad de interaccion del solvente con el soluto, de
manera que ésta debe ser mayor que la capacidad de interaccién de las particulas del soluto entre
si. La solubilidad en agua de las peliculas es importante segun la aplicacién de un determinado
material; en algunos casos, son requeridas peliculas insolubles en agua para mejorar la integridad
del producto y la resistencia a la humedad del envase; en otros, la total o parcial disolucién de la
pelicula antes del consumo del producto puede ser de mucha ayuda, como en alimentos o aditivos
encapsulados (Lépez y Garcia, 2012).

Para la determinacion de la solubilidad de las peliculas en agua (S. A4), primeramente se
determina el peso seco inicial (M,) de las mismas cortando discos de 2 cm de didametro
(aproximadamente) y secdndolos en estufa a 40, 60 o 105 °C hasta peso constante (Hu y col.,
2009; Novak y col., 2012; Tanada-Palmu y Grosso, 2003). Luego, se sumergen en 50 mL de agua
destilada a 25 °C con agitacion (leve) durante 24 hs en un vaso precipitado sellado, con la finalidad
de evitar pérdidas por evaporacién y posible contaminacion (Hu y col., 2009; Novak y col., 2012;
Tanada-Palmu y Grosso, 2003). Posteriormente, se retiran y se secan nuevamente en estufa hasta
peso constante en las mismas condiciones anteriormente mencionadas y finalmente se pesan (M).
La S. A se determina a partir de la siguiente Ec. 10:

M, - M
S. A (%) = 100 %("M—) Ec.10

o

4.3.3.6. Permeabilidad al vapor de agua (P,,"*)

Las propiedades de barrera, como la permeabilidad de los materiales poliméricos usados
en la industria del envasado de alimentos, son especialmente importantes, ya que el envase debe
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proteger el alimento de la entrada de oxigeno, humedad, olores y sabores externos, para
conseguir aumentar el tiempo en que permanece en condiciones Optimas para su consumo
(Rezzani, 2018).

La P, puede determinarse por el método ASTM E-96 (Standard Test Methods for
Water Vapour Transmission of Materials) utilizando una celda como se muestra en la Figura 19.
Las peliculas son acondicionadas durante diez dias a 24 °C con una humedad relativa de 43%.
Luego, las mismas son selladas en la parte superior de la celda la cual contiene una solucién
saturada de cloruro de bario (BaCl,) que provee una humedad relativa del 90% (Delgado y col.,
2018 b; Ciannamea y col., 2015). La celda es depositada en un desecador al 10% de humedad
relativa conferida por una solucidon saturada de hidroxido de sodio (NaOH). Se colocan
ventiladores en el interior del desecador con el fin de mantener uniformes las condiciones del
ensayo. Los experimentos se llevan a cabo a 24 °C (Delgado y col., 2018 b; Peltzer y col., 2018 b).

Figura 19. Esquema de la celda utilizada para determinar la P,,** en peliculas

Atmosfera externa (solucidn saturada
de NaOH 10% humedad relativa)

Tomillos

Tapa superior

Pelicula

O'ring

Base de la celda
(solucion saturada de BaCl;
90% humedad relativa)

(Fuente: Delgadoy col., 2018 b)

Las pérdidas de peso se controlan pesando la celda en balanza analitica (+ 102 g). Se
realizan gréaficos de la pérdida de peso en funcién del tiempo y una vez alcanzado el estado
estacionario (linea recta), luego de 10 hs, se registra dicho valor. De la pendiente de la recta
calculada por regresion lineal de la pérdida de peso en el tiempo (4Am/At), se obtiene el flujo de
vapor de agua a través de la pelicula (J,,) (Delgado y col., 2018 b) como se muestra en la Ec. 11:

_ 1 (Am) Ec.11
Jw=7\Z ¢
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exp

donde A es el area expuesta de la pelicula (m?). Finalmente, la P,”® se calcula de la siguiente

manera (Ec. 12):

Jw-L
PP =——  Ec.12
Y ¢

donde L es el grosor de la pelicula; AP,,= (Py; - Py1) es la diferencia de presion parcial del vapor de
agua a través de la pelicula, P,y P, son las presiones parciales del vapor de agua en la superficie
externa de la pelicula y dentro de la celda respectivamente, entre el nivel de la solucion saturada
de BaCl, y la posicién de la pelicula (Delgado y col., 2018 b; Peltzer y col., 2018 b).

4.3.3.7. Determinacion de la permeabilidad al CO,

La misma se puede evaluar mediante la técnica de acumulacién que se basa en la
medida de la concentracion de CO, difundido a través de la pelicula, en una celda de acero
inoxidable formada por dos cdmaras y separadas por la pelicula como se muestra en la Figura 20
(Anbinder, 2011). Para las medidas se utiliza un cromatdgrafo gaseoso, un detector de
conductividad térmica y helio (He) como gas portador. Los experimentos se llevan a cabo a 20 °Cy
75% de humedad relativa (Anbinder, 2011).

Figura 20. Celda utilizada en los ensayos de permeabilidad al COz

(Fuente: Anbinder, 2011)

Para su determinacién, se hace pasar continuamente el gas de prueba por una de las
camaras de la celda hasta alcanzar una concentracion del 100% (no se observan otros picos en el
cromatograma). A partir de este momento, se toman periédicamente muestras en la camara
opuesta (que contiene inicialmente aire) y se mide el area bajo la curva correspondiente al gas de
interés, el cual se ird incrementando a medida que el mismo atraviesa la pelicula. Con estos
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valores, relacionandolos con la curva de calibracion (que se obtiene inyectando diferentes
volumenes conocidos del gas) se consigue el valor del volumen de gas de interés en la mezcla aire-
gas (permeante) vs tiempo (Anbinder, 2011).

Finalmente, la permeabilidad al CO, (P¢,,) se determina mediante la siguiente Ec. 13:

q.-L

PCOZ = m Ec.13

donde P¢(, esta expresada en unidades Barrer (1 Barrer = 10° cm? /cmHg.s); q es el flujo de
permeante que atraviesa la pelicula por unidad de tiempo (t) (cm?/s); L es el espesor de la
pelicula; AP es la diferencia de presién en ambos lados de la pelicula (atm) y A es el area de
permeacion efectiva (cm?) (Anbinder, 2011).

4.3.3.8. Permeabilidad al oxigeno: Tasa de Transferencia de Oxigeno (OTR)

Se utilizan equipos de permeabilidad al oxigeno que monitorean la cantidad de oxigeno
gue atraviesa a las peliculas por unidad de tiempo y area. Para el mismo, se cortan las peliculas en
forma de disco (14 cm de didmetro) y se colocan en la cdmara de difusion del equipo a 25 °C. Los
resultados medidos, luego de alcanzarse el estado estacionario, se expresan como OTR
(cm®/m?.dia) (Ciannamea y col., 2015). En la Figura 21 se muestra un ejemplo del equipo de
medicion.

Figura 21. C201B Oxygen Transmission Rate Test System. Labthink

4.3.3.9. Analisis Termogravimétrico (TGA)

Es una técnica utilizada para estudiar las caracteristicas fisico-quimicas y las reacciones de
descomposicion de los materiales, en el cual se registra la pérdida de peso de una muestra a
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medida que se incrementa la temperatura, bajo condiciones controladas de velocidad de
calentamiento y diferentes atmodsferas de reaccion; obteniéndose por esta via las curvas
denominadas TG o termogramas y las curvas de anadlisis termogravimétrico diferencial (Manals-
Cutifio y col., 2011). Para el analisis de peliculas como las propuestas en este trabajo, se utiliza una
termobalanza (Figura 22) y se pesan entre 5-10 mg de pelicula en balanza de platino y se las
somete a un proceso de calentamiento desde 30 °C hasta 550 °C a 20 °C min™ en atmésfera de
nitrégeno inerte (Delgado y col., 2018 a; Peltzer y col., 2018 b; Gao y col., 2016).

Figura 22. Equipo de analisis termogravimétrico

Un ejemplo de las graficas que se obtienen de estas mediciones son las que se muestran
en la Figura 23, en donde se observa la pérdida de peso del material en funcidn de la temperatura.

Figura 23. Graficas obtenidas en el TGA
1004
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4.3.3.10. Determinacion de las propiedades mecanicas

La ductilidad de las peliculas se evalia mediante el uso de un equipo de ensayo universal
(Zhang y Han, 2006; Novak y col., 2012; Anbinder, 2011; Ciannamea y col., 2015; Delgado y col.,
2018 a; Peltzer y col., 2018 b; Gao y col., 2016; Hu y col., 2009; Tanada-Palmu y Grosso, 2003).
Para la medicién de las propiedades mecanicas se cortan probetas de dimensiones determinadas
por la norma ASTM D882. Dichas probetas se colocan en las mordazas del equipo a una distancia
determinada (Zhang y Han, 2006). El equipo registra la fuerza (F) vs deformacidn hasta ruptura, de
donde se obtienen los parametros tales como maxima tension (M), elongacién (%e) y médulo de
Young (E). El primero, puede calcularse a partir de la siguiente Ec. 14:

donde F es la fuerza maxima normal al 4rea (N) y A el drea de la pelicula (mm?), que puede
calcularse facilmente mediante el ancho y su espesor (L) (Carvajal Buenahora y Gonzalez Barragan,
2014).

El segundo, se obtiene a partir de la relacién de longitudes entre el maximo
desplazamiento de la pelicula hasta su ruptura (L.g) y la distancia inicial entre mordazas (L)
(Carvajal Buenahora y Gonzdlez Barragan, 2014) de la siguiente manera (Ec. 15):

est

o= (-
e = L

)x 100 Ec.15
0

El tercero, se calcula a partir de la pendiente de la recta tangente de la grafica tension vs
deformacién en la region elastica-lineal como se muestra en la Figura 24 (Carvajal Buenahora y
Gonzalez Barragan, 2014).

Figura 24. Recta tangente en la zona elastica-lineal

Elastice-Plastico
-
H

Tension

_.1 |..|_ Deformacién

{Fuente: Lépez Ramirez y Timote Brifiez, 2017)
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4.3.4. Evaluacion de la funcionalidad de las peliculas activas

4.3.4.1. Evaluacion de la capacidad antioxidante de las peliculas activas

La evaluacidon de la capacidad antioxidante de las peliculas se puede medir mediante
técnicas espectrofotométricas como el ensayo del 2,2-difenil-1-picrihidrazilo (DPPH) y 2,2'-
azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) (ABTS). Es posible medir la capacidad directamente
sobre la pelicula o de los extractos de migracion obtenidos a partir de los ensayos mencionados en
la seccidon 4.3.2.1. A continuacion, se describe en detalle cada una de ellas.

DPPH

Se basa en la medida de la absorbancia del radical DPPHe que en su forma estable absorbe
a una longitud de onda de 515 nm (Kuskoski y col., 2005; Apodaca Mendoza y Castaiieda Palafox,
2012). La reduccidn del mismo se puede monitorear experimentalmente mediante la disminucién
de la absorbancia a dicha longitud de onda al combinarse con un antioxidante (AH) u otra especie
radical (Re) como se muestra en las siguientes Reacciones 6 y 7 (Lamarra, 2019):

DPPH® + AH —— + A 6)
DPPH" + R® —— = 7)
[violeta)

Para llevar a cabo el ensayo, en primer lugar se prepara una solucién madre de DPPH en
metanol al 0,024%. A partir de ésta, se prepara una solucién con volumenes de solucién
madre/metanol hasta alcanzar una absorbancia de 1,1 * 0,02 unidades medida en el
espectrofotometro a 515 nm (Apodaca Mendoza y Castafieda Palafox, 2012).

En el caso de evaluar la capacidad antioxidante directamente en las peliculas, se cortan
aproximadamente 125 mg (equivalentes a 26 cm?) de muestra, se colocan en un matraz
conteniendo 25 ml de la solucion madre y se las deja reposar durante 30 min en oscuridad con
agitacién (Apodaca Mendoza y Castafieda Palafox, 2012; Kuskoski y col., 2005). Transcurrido dicho
tiempo, se mide la absorbancia a 515 nm vy se calcula la actividad antiradicalaria (ARA) a partir de
la siguiente expresion (Ec. 16):

515

% ARA = 100 <1_W

> Ec.16

donde % ARA es la actividad antioxidante en 100 mg de pelicula; Am>'® la absorbancia de la
muestra y Ab>15 la absorbancia del blanco (ambos medidos a 515 nm) (Apodaca Mendoza y
Castafieda Palafox, 2012). A su vez, se realiza una curva de calibracién (compuesto activo vs
% ARA) en un rango de 0-100 pg/ml con la finalidad de expresar la actividad antioxidante en
funcién de la concentracién del compuesto activo. Para ello, se adicionan alicuotas de cada
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solucidn estandar a 25 ml de solucion madre de DPPH, se deja reposar 30 min en oscuridad y se
evalua la absorbancia a 515 nm. Posteriormente, con dichos datos se calcula el % ARA y se grafica
la concentracion del componente activo (ug/ml) vs % ARA (Apodaca Mendoza y Castafieda
Palafox, 2012).

En el caso de evaluar la actividad antioxidante de los extractos de migracion, se van
tomando alicuotas del extracto y se los hace reaccionar con el reactivo DPPH.

ABTS

Es una técnica que se basa en la inhibicién de la absorbancia del catién radical ABTS™* por
la accién de los antioxidantes (AOX) presentes. El ABTS " es un croméforo azul-verde y estable que
presenta un mdaximo de absorbancia cercano a los 734 nm y es neutralizado mediante la
transferencia de electrones o atomos de hidrégeno, provocando una pérdida en la coloracién y
por lo tanto una disminucién en la absorbancia (Huet Brefia, 2017; Dicastillo y col., 2016) como se
observa en la siguiente Reaccidn 8:

ABTS "+ AOX — ABTS + AOX" 8)
(azul-verde) (incoloro)

Para la realizacién del ensayo, el catidn radical (ABTS™) se prepara a partir de una solucién
de ABTS 7mM con persulfato potasico (2,45 mM, concentracién final) incubada a temperatura
ambiente (25 °C) y en oscuridad durante 16 h (Azuero y Troncoso, 2005). Posteriormente, un
volumen de esta solucidn se diluye en metanol hasta alcanzar una absorbancia de 1,00 + 0,01
unidades a 734 nm (Apodaca Mendoza y Castafieda Palafox, 2012).

Para determinar la capacidad antioxidante de las peliculas, se colocan 125 mg de las
mismas en un matraz con 25 ml de la solucién de ABTS'" y se las deja reposar durante 6 min.
Transcurrido dicho tiempo, se mide la absorbancia a 734 nm (Apodaca Mendoza y Castafieda
Palafox, 2012) y se calcula la actividad antiradicalaria (ARA) partir de la siguiente expresién (Ec.
17):

m734~

> Ec.17

donde % ARA es la actividad antioxidante en 100 mg de pelicula; Am73* la absorbancia de la
muestra y Ab73% |a absorbancia del blanco (ambos medidos a 734 nm). Al igual que en el ensayo
de DPPH, se realiza una curva de calibracion (compuesto activo vs % ARA) en un rango de 0-100
ug/ml, adicionando alicuotas de cada solucién estandar a 25 ml de solucién de ABTS', dejandolas
reposar durante 6 min y evaluando la absorbancia a 734 nm. Finalmente, se calcula el % ARA y se
grafica la concentracién del compuesto activo (ug/ml) en funcion del % ARA (Apodaca Mendoza y
Castaneda Palafox, 2012).
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4.3.4.2. Evaluacion de la efectividad antimicrobiana de las peliculas activas

La capacidad antimicrobiana de las peliculas se puede evaluar mediante ensayos de
difusién en agar, ya que es una técnica sencilla y que da buenos resultados. Ademas, es una de las
mas utilizadas para medir la sensibilidad in vitro de los microorganismos a un compuesto
antimicrobiano.

Consiste basicamente en enfrentar un indculo bacteriano estandarizado a una Unica o a
diferentes concentraciones de un antimicrobiano (Cercenadoa y Saavedra-Lozanob, 2009).

El fundamento se basa en que el antimicrobiano durante la incubacidon de las placas
(previamente inoculadas con el microorganismo y con discos con el antimicrobiano de
concentracién conocida) difunde radialmente desde el disco a través del agar, por lo que su
concentracién va disminuyendo a medida que se aleja del mismo. Luego de 24 horas, se observara
un halo de inhibicion alrededor del disco indicando la sensibilidad del microorganismo frente al
antimicrobiano. El didmetro del area de inhibicién alrededor de éste puede ser convertido a las
categorias de sensible, intermedio o resistente (S, | o R) de acuerdo a tablas publicadas por los
organismos encargados del control de tales métodos (por ejemplo el Comité Nacional de Estandar
de Laboratorios Clinicos de los Estados Unidos de Norteamérica) (Aulacio, 2002).

Para la determinacidon del ensayo en peliculas, se colocan 100 pl de un indculo de
concentracién 1x10° UFC/ml de E. coli o S. aureus sobre placas de petri con agar Mueller Hinton
(Resay col., 2014; Zendejas-Manzo y col., 2014; ANMAT, 2011).

Luego, se cortan las peliculas activas en discos de 7 mm de didametro y se depositan sobre
las placas previamente inoculadas. Estas se incuban a 37 °C durante 24-48 hs. Por ultimo, la
actividad inhibitoria se determina a partir de la medida del didametro del halo de inhibicion (Resa 'y
col., 2014). A modo de ejemplo, en la Figura 25 se indican los resultados en funcidn del tamafio del
halo de inhibicion.
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Figura 25. Grado de inhibicidn en funcién del diametro del halo exhibido

Zona de inhibicién presente > 1 mm & Bueno
Zona de inhibicién presente < 1 mm & Muy bueno
Ausencia de crecimiento bacteriano en la muestra Suficiente

Crecimiento bacteriane limitado en la muestra

La muestra es parcialmente (50%) habitada por la bacteria Insuficiente

La muestra es totalmente habitada por la bacteria Insuficiente

(Fuente: Polliniy col., 2009}

4.3.5. Incorporacidon de HL en envases activos

4.3.5.1. Antecedentes

Como se ha mencionado con anterioridad, un envase activo es aquel que interactia de
manera positiva con el producto alimenticio y su entorno en beneficio de la mejora de la
aceptabilidad por parte de los consumidores, calidad y seguridad al alargar la vida util de los
alimentos. Las propiedades intrinsecas del HL, presentadas y demostradas en estudios
mencionados previamente, son de suma importancia a nivel industrial debido a la demanda del
mercado mundial hacia productos frescos, minimamente procesados y naturales. Debido a todo
ello, el uso de HL en envases activos es de gran interés en la comunidad cientifica que busca
permanentemente nuevas alternativas en referencia al uso de compuestos activos naturales.

Soazo y col. (2016) desarrollaron peliculas a base de proteina de soja incorporando HL con
el objetivo de estudiar la capacidad antimicrobiana, mediante ensayos por difusion, y la influencia
del HL en las caracteristicas fisicoquimicas de las peliculas. Dichos autores concluyeron por un
lado, que las peliculas desarrolladas fueron efectivas frente a L. monocytogenes. Asimismo, no se
observé crecimiento en placas inoculadas con E. coli, S. aureus y S. Typhimurium. Por otro lado, la
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incorporacién de HL a dichas peliculas mejord las propiedades mecanicas de resistencia
aumentando los valores de tension; un aspecto deseado en la elaboracién de envases debido a
gue preserva la integridad de la pelicula durante el procesamiento y manipulacién. A su vez, las
peliculas a base de proteina de soja mostraron cambios de color hacia un marrén mas atractivo y
de menor transparencia al aumentar la concentracién de HL en su formulacién.

Otros estudios incorporaron HL en peliculas de gelatina con la finalidad de mejorar las
propiedades mecdnicas y de barrera frente al vapor de agua (Wang y col., 2016 b). Los resultados
indicaron un aumento en la tension y un descenso en la elongacidn de las peliculas, relacionados
con la concentracién de HL. Ademas, la incorporaciéon de HL mejoré las propiedades de barrera al
vapor de agua, lo cual se evidencié a través de los resultados del estudio de la permeabilidad al
vapor de agua y el angulo de contacto. Por otra parte, el analisis por Calorimetria Diferencial de
Barrido (DSC) mostré una leve mejoria en la estabilidad térmica de dichas peliculas formuladas con
HL. También, el agregado de HL condujo a una disminucién en la transparencia y a la formacidén de
peliculas de gelatina con menor solubilidad en agua. De acuerdo a los espectros FTIR y el grado de
entrecruzamiento detectado, todas las mejoras anteriormente sefaladas se atribuyen a la
interaccion, que se produce mediante reacciones nucleofilicas, entre los grupos carbonilos del HL y
los grupos amida de la gelatina (Wang vy col., 2016 b).

A su vez, Fathanah y col. (2018) elaboraron peliculas de almidén de piel de mandioca con
guitosano, las cuales fueron aditivadas con HL (0, 1 y 2 ml). Los resultados indicaron que las
peliculas con quitosano formuladas con 2 ml de HL presentaron los mayores valores de elongacién
(%e) y menores de absorcion de agua. Los ensayos de degradabilidad demostraron que las
peliculas con mayor porcentaje de HL presentaron un mayor tiempo de degradacidn (57 dias).

4.3.5.2. Potencialidad de uso en alimentos

La demanda a nivel mundial de envases activos que proponen brindar calidad y seguridad
al consumidor, puede ser abordada mediante la incorporacidon de HL en peliculas al mejorar las
propiedades mecanicas, de barrera y otorgar capacidad antimicrobiana y antioxidante a las
mismas como se ha demostrado con anterioridad.

Las diferencias exhibidas entre HLs enteros y refinados pueden ser una herramienta
valiosa a la hora de su aplicacidon en peliculas, debido a que el uso de los mismos de manera
individual o combinados podrian resaltar una gran variedad de caracteristicas en el producto final.
El aroma ahumado tipico del HL entero puede favorecer el consumo de estos alimentos envasados
al conferirle propiedades organolépticas deseadas. Por el contrario, el HL refinado (bajos niveles
en fenoles) podria usarse en cualquier tipo de producto al no conferirle sabor ni olor al alimento,
en contraposicién al uso de aceites esenciales utilizados comunmente en la elaboracién de
peliculas activas, que imparten un intenso aroma como se ha mencionado previamente.
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4.3.5.3. Incorporacion de HL refinado en peliculas a base de pared celular de levadura

4.3.5.3.1. Materia prima utilizada en la elaboracién de las peliculas de pared celular de levadura
activas (PPCL-HL)

Para la elaboracién de las peliculas activas se utilizé levadura panadera comercial marca
CALSA (Argentina) y HL refinado (CLOUD S-6) suministrado por la empresa KERRY, Ingredients and
Flavours (Estados Unidos).

4.3.5.3.2. Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como la media * desviacion estandar y fueron analizados por
anadlisis de varianza (ANOVA) usando el software informdtico InfoStat (Di Rienzo y col., 2016). Las
medias se determinaron por el test LSD Fisher para la comparacion de medias, con un nivel de
significancia de p < 0,05 (a= 0,05).

4.3.5.3.3. Caracterizacion del HL

a) pH y acidez titulable (% dcido acético)

El pH del HL se medid con un pH-metro (Alpha altronix TPA-V, Estados Unidos) a
temperatura ambiente arrojando un valor igual a 5,05. La acidez titulable se determindé mediante
titulacién con NaOH 0,1N a pH 8,3. Previo a la titulacion, la muestra de HL se diluydé en agua
destilada (1:4 p/v) (Montazeri y col., 2013 a). La medida se realizé por duplicado, alcanzando un
contenido de acido acético igual a 1,9 £0,1% p/v.

b) Capacidad antioxidante mediante ensayo ABTS

La capacidad antioxidante del HL se determiné por el método del ABTS seglin Re y col. (Re
y col., 1999) mediante su comparacién con la Vitamina C (Vit. C) y la determinacién de ICsy. Para
esto se preparé una solucién compuesta por ABTS (7 mM) y persulfato de potasio (2,45 mM) para
la formacion del catién radicalario ABTS" (solucidén A) y se conservé a temperatura ambiente y en
oscuridad durante 16 horas antes de su uso. Para la medicidon de la capacidad antioxidante, se
diluyé 1 ml de solucién A en 80 ml de agua mili Q (solucién B). La dilucién de solucién B se ajusté
hasta obtener una absorbancia entre 0,70 + 0,02 a 734 nm en un espectrofotdmetro UV
(Spectroquanta Pharo 2000, Merck, Estados Unidos).

Se preparé una curva de calibracién con soluciones patrén de Vit. C. Para esto, se pesaron
5 mg de L(+)-4cido ascérbico (Anedra, Research AG S.A.) y se mezclaron con 1 ml de agua Mili Q.
Se diluyé esta solucién hasta 1/100 (5,37x10® g/ml) y a partir de ésta Gltima se armé la curva con
las diluciones que se muestran en la Tabla 17.
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Tabla 17. Diluciones para la curva de calibracién de la Vit. C

Blanco 1/50 1/20 1/12,5 1/10
Vit. C (pl) 0 20 50 80 100
Agua (ul) 100 80 50 20 0
Solucién B 900 900 900 900 900
ABTS** (pl)

Luego de la adicién de los 900 pl del ABTS"* (solucidn B) a las soluciones patrén de Vit. C, se
dejé reaccionar durante seis minutos en oscuridad. A continuacién, se midio la absorbancia a 734
nm a cada uno de los puntos y a partir de los valores obtenidos se construyé la grafica

correspondiente como se muestra en la Figura 26.

Figura 26. Curva de calibracién de la Vit. C
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A partir de la ecuacién de la recta obtenida (Figura 26), se calculd el I1C5, de la Vit. C. Este
valor corresponde a aquella concentracion de antioxidante que disminuye la absorbancia del
blanco en un 50%. En el caso de la Vit. C utilizada en este trabajo se obtuvo un valor de IC5, de 2,81

mg/L.

De la misma manera que para la Vit. C, se prepard una curva de calibracién para el HL a
partir de una solucién de 0,05 g/ml. Las diluciones correspondientes se presentan en la Tabla 18.
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Tabla 18. Diluciones para la curva de calibracion del HL

Blanco 1/50 1/20 1/12,5 1/10
HL (i) 0 20 50 80 100
Agua (pl) 100 80 50 20 0
Solucién B 900 900 900 900 900
ABTS™ (ul)

Luego, se midid la absorbancia a 734 nm a cada una de las diluciones anteriores siguiendo
el mismo procedimiento aplicado en el caso de la Vit. C y se graficé la concentracion de HL en

funcién de la absorbancia como se muestra en la Figura 27:

Figura 27. Curva de calibracion del HI
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A partir de la ecuacién de la recta (Figura 27) se calculd el ICsq del HL siendo éste el valor
de 1920 mg/L. Otros compuestos antioxidantes extraidos de fuentes naturales como extractos de
hojas de menta mostraron valores de 185,6 mg/L (Nikavar y col., 2008), mientras que el BHT
presentd un valor de 9,3 + 0,1 mg/L (Sen-Utsukarci y col., 2019). Por otro lado, estudios realizados
sobre compuestos fendlicos con reconocida actividad antioxidante como acido galico, timol, acido
cafeico y eugenol presentaron valores de 1Cso de 1,13; 1,39; 17,89; 22,58 mg/L, respectivamente
(Badanai y col., 2015). Caprioli y col. (2019) estudiaron la actividad antioxidante de un extracto de
ajedrea rico en carvacrol (22,5%), p-cimeno (17.6%) y timol (17,4%), el cual mostré un ICsy de
560.86 mg/L.

En este trabajo el calculo del ICs, de la Vit. C dio un resultado de 2,81 mg/L. Comparando
los resultados obtenidos con otros antioxidantes y el del HL, se concluye que éste ultimo posee
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una capacidad antioxidante moderada. Esto podria deberse a que al ser un HL refinado, el
contenido en fenoles, responsables de la capacidad antioxidante, es reducido.

4.3.5.3.4. Obtencion de la pared celular de levadura

La pared celular fue obtenida por métodos mecdnicos a partir de la preparacion de
dispersiones acuosas al 10% p/p en base seca de levadura panadera comercial (CALSA, Argentina).
Se pesaron 300 gr de la misma y se llevd a un volumen final de 1 litro con agua destilada. A
continuacién, las dispersiones se trataron por homogeneizacién a 125 MPa (Homogeneizador a
valvula, Panda 2K, GEA Niro-Soavi, Italia) durante 9 minutos en tres etapas. Posteriormente, la
dispersién ya homogeneizada se centrifugé a 12000 rpm y 4 °C, durante 15 minutos (Beckman A-
14, rotor J2 — MC, Beckman Coulter Inc., Estados Unidos). El precipitado obtenido se lavé con agua
destilada y sucesivas centrifugaciones en las condiciones antes descriptas. Este procedimiento se
realizé tres veces con el objetivo de separar eficientemente el material citoplasmdtico (soluble), de
la pared celular (insoluble). Al finalizar los lavados, se recogié el material y se pesé obteniéndose
una masa total de pared celular de levadura de 123,9 g.

Contenido de sdlidos de la pared celular obtenida

Este procedimiento se llevd a cabo para realizar luego la dispersidn filmogénica en base
seca. El contenido de sélidos de la pared celular de levadura se determind por secado en estufa a
105 °C durante 1 hora a partir de una muestra de peso conocido de pared celular de levadura. Los
resultados obtenidos fueron de 18,6 % solidos.

4.3.5.3.5. Elaboracién de las PPCL-HL

Se prepard una dispersion al 5% p/p (base seca) de pared celular de levadura, se llevé el pH
de la misma a 10 con solucidon de NaOH 0,1M vy se la sometid a un tratamiento térmico a 90 °C
durante 20 minutos. Una vez que la dispersion llegé a temperatura ambiente, se afadid glicerol
como plastificante al 25% (base seca) y el compuesto activo (HL) en concentraciones de 1y 10% en
peso (base seca), se agitd durante 30 minutos para homogeneizar la muestra y se prepard una
muestra control sin el agregado de HL. Para controlar si el agregado de HL acidificaba la dispersién,
se midid el pH final previo a la obtencion de las peliculas (Tabla 19). Como se puede observar,
existe una leve tendencia a que disminuya el pH con el agregado de HL.

Tabla 19. Masa (g) de HL y glicerol y medida del pH de la dispersién final para cada formulacién

Masa dispersién (g) % HL Masa HL (g) Masa glicerol (g) pH dispersion
66,66 0 _ 0,8325 9,82
66,66 1 0,033 0,8325 9,78
66,66 10 0,33 0,3325 9,56
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Las peliculas se obtuvieron por el método de casting (evaporacién del solvente) en placas
de Petri a 35 °C entre 18-24 horas. En la Figura 28 se muestra un ejemplo de las peliculas
obtenidas, las cuales fueron translucidas, de color amarillento y no presentaron grietas.

Figura 28. Peliculas obtenidas a base de pared celular de levadura

4.3.5.3.6. Caracterizacion de las PPCL activas

Determinacion del espesor

El espesor de las peliculas se midid con un micrometro digital (Figura 16). Para su
determinacion se tomaron datos en cinco puntos diferentes de cada una de las 6 probetas
obtenidas para cada formulacién como se observa en la Figura 29, las cuales fueron utilizadas
luego para la determinacidn de las propiedades mecanicas.

Figura 29. 7Zonas en las que se midio el espesor de las peliculas
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Las peliculas mostraron una disminucion en el espesor con el aumento de la concentracion
de HL en la formulacidn de las mismas (Tabla 20). Esto puede deberse a que las muestras con HL
poseen inicialmente un mayor contenido de agua que durante el proceso de casting se evapora,
guedando una menor cantidad de sélidos en cada pelicula y por lo tanto un espesor menor.

Tabla 20. Espesor de las peliculas de las distintas formulaciones

% HL Espesor (mm)
0 0,17 +0,03°
1 0,16 +0,03°
10 0,15 +0,02°

n=30; Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p = 0,05)

Determinacion del color

El color de las peliculas se determind por el método CIELAB utilizando un colorimetro
portatil Konica Minolta modelo CR-400 en 5 puntos diferentes como se muestra en la Figura 30. La
diferencia total de color (AE) producido por el agregado de HL en las peliculas se determiné
mediante la Ec. 18:

AE = /(AL ¥)2 + (Aa *)? + (Ab*)?  Ec.18

donde AL * es la diferencia entre el valor de L* de la muestra con HL y el control; 4a * es la
diferencia entre el valor de a* de la muestra con HL y el control y Ab * es la diferencia entre el
valor de b* de la muestra con HL Yy el control.

De acuerdo a Mokrzycki y Tatol (2011), cuando la diferencia total de color se encuentra
entre 0 < AE < 1, solo un observador experimentado puede notar la diferencia de color; cuando se
encuentra entre 2 < AE < 3,5 un observador no experimentado también puede notar dicha
diferencia, en cambio si la diferencia de color se encuentra entre 3,5 < AE < 5, se puede observar
una clara diferencia de color y cuando AE > 5, el observador detecta dos colores distintos.
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Figura 30. Zonas de la pelicula en las que se evalud el color

Los resultados obtenidos de la medicidn del color de las peliculas se muestran en la Tabla
21. Se puede observar que el agregado de un 10% de HL en las peliculas provocé un aumento en el
parametro L* (en contraposicién a los resultados esperados) y una disminucién en los valores de
a* indicando una tendencia al verde en las peliculas. Los valores de b* se mantuvieron constantes,
independientemente del nivel de agregado de HL. Los valores del cambio de color AE senalaron
que existen diferencias significativas en el color de las peliculas formuladas con HL al 1y 10 %,
pero el cambio de color solo fue evidente al ojo humano para la formulacién con 10% de HL
(AE>5).

Tabla 21. Parametros L¥*, a* v b* y AE expresados en coordenadas del espacio colorimétrico CIELAB

% HL L* a* b* AE
0 72,58 + 1,28° 1,50 £ 0,43 ° 30,76 +1,66° -
1 74,19+ 1,27 b 1,04 +0,502° 29,70+ 1,662 2,07 +0,89°
10 77,06 +3,62° 0,19+1,09° 27,68 +5,97 ° 9,87 +2,55P

n=>5; Para cada columna, medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p = 0,05)

A modo de ejemplo, en la Figura 31 se puede observar el color de las peliculas de las
distintas formulaciones determinado por programas informaticos (Nix, 2021).
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Figura 31. Comparacién del colory aspecto visual de las peliculas de diferentes formulaciones

0% 1% 10 %

Evaluacion de las propiedades mecdnicas

Se evaluaron las propiedades mecanicas de las PPCL-HL a partir de cada una de las 6
probetas (50x10mm) obtenidas para cada formulacién, como se describié anteriormente. Para
esto, las probetas (Figura 32) se colocaron en la maquina de traccién con un espacio entre
mordazas de 2.5 mm. El ensayo se realizd a 5 mm/min con una celda de carga de 30 kgf.

Figura 32. Probetas utilizadas en la evaluacién de las propiedades mecanicas

Los resultados obtenidos luego de su evaluacién (Tabla 22) demostraron que las peliculas
formuladas con HL al 10% presentan diferencias significativas en los parametros de My y E con
respecto a las muestras control y con HL al 1%, siendo dichos valores mas altos en las peliculas con
un 10% de HL, conduciendo a peliculas mas rigidas y resistentes a la rotura. Este uUltimo es un
aspecto deseado en la elaboracion de envases debido a que preserva la integridad de la pelicula
durante el procesamiento y manipulacién como se menciond con anterioridad. El aumento de Ila
rigidez y la resistencia a la rotura podria deberse a que podria existir algin mecanismo de
entrecruzamiento entre el HL y los componentes de la matriz de levadura, principalmente las
proteinas, como se demostrd en otros trabajos ya mencionados (Wang vy col., 2016 b).

Por el contrario, no se observaron diferencias en el pardmetro %e, indicando que un
aumento en la concentracién de HL en la formulacion de las mismas de hasta un 10 % no generan
cambios en las propiedades de elongacidn.
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Tabla 22. Propiedades mecanicas de las peliculas formuladas con distintas concentraciones de HL

% HL M; (MPa) % e E (MPa)
0 0,98 + 0,16 ° 26,76 £ 4,15 @ 854+1,17°
1 1,05+0,13°2 31,05+5,05° 8,20+1,17°2
10 1,33+0,29° 32,11 +4,03° 10,35+ 1,65°

n=6; Para cada columna, medias con una letra comun no son significativamente diferentes(p> 0.05)

Determinacion de la capacidad antioxidante mediante ensayo ABTS

Para la determinacién de la capacidad antioxidante de las peliculas, se cortaron discos
para cada muestra (Figura 33) y se registré en balanza el peso de los mismos de aproximadamente
10 mg. Posteriormente, los discos fueron colocados en tubos eppendorf rotulados con los tiempos
aevaluar (1, 5, 10, 15 y 30 min).

Figura 33. Discos de peliculas utilizados para el ensayo de ABTS

En este caso, la solucidn B de ABTS se prepard en etanol en lugar de agua MilliQ, es decir
se mezcld 1 mL de solucidn A en 80 mL de etanol 95%. Se agregd 1ml de solucién etandlica B de
ABTS™ a los tubos eppendorf conteniendo los discos de las peliculas, los mismos se resguardaron
de la luz y pasado el tiempo correspondiente se midié la absorbancia a 734 nm. Los resultados se
expresan como el porcentaje de actividad antiradicalaria (%RSA) calculados de la siguiente
manera (Ec. 19):

(Abs]** — Absi3*

0 =
%RSA AT

x 100 Ec.19

donde la Abs}®* yla Abs}3* es la absorbancia del blanco y la muestra respectivamente medidos a
734 nm. Como blanco para cada ensayo se utilizd una solucién de ABTS™ preparada en etanol
alcanzando un valor de 0,664. Los ensayos se realizaron por duplicado.
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Los resultados presentados en la Figura 34 seialaron que todas las muestras alcanzaron
valores cercanos al 100% de RSA luego de 30 min, indicando que tanto las peliculas formuladas
con HL y las que no, presentaron actividad antioxidante apreciable. Este comportamiento puede
atribuirse a que los componentes de la pared celular de levadura, como proteinas o B-glucanos,
también pueden reaccionar con el ABTS™* durante el ensayo (Rezzani, 2018; Choque y col. 2021).
Debido a ello, cuanto mayor es el tiempo de contacto entre las peliculas y el ABTS™, mayores son
los valores alcanzados de %RSA.

Figura 34. Actividad antiradicalaria en funcién del tiempo
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Sin embargo, la comparacién de los resultados hasta los 15 min de reaccién conduce a un
andlisis de mayor fiabilidad y seguridad. De este modo, las graficas de %RSA muestran que a dicho
tiempo, las peliculas formuladas con HL exhiben considerablemente mayor actividad antioxidante
gue las peliculas sin HL. Por otro parte, las peliculas con HL al 10% manifestaron valores de %RSA
mayores que las de 1 %; 78,84 + 0,75 y 59,86 + 11,82, respectivamente. Esto ultimo confirma la
posibilidad de utilizar HL refinado como compuesto activo en peliculas biodegradables.
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5. Conclusiones

El HL es un compuesto natural que presenta una gran versatibilidad de aplicaciones segun
su grado de refinamiento, con gran capacidad antioxidante y antimicrobiana comprobada, lo que
lo convierte en un aditivo interesante para su aplicacién como componente activo en peliculas en
contacto con alimentos;

Las nuevas tecnologias de refinado de HL reducen considerablemente su olor, sabor y
color. Esto lo convierte en una alternativa prometedora respecto a otros compuestos naturales
con las mismas propiedades activas, como por ejemplo los aceites esenciales;

El estudio del uso de HL en peliculas biodegradables como sistema activo con aplicacidn en
alimentos es reducido respecto a otros compuestos naturales;

Es posible utilizar HL refinado como agente antioxidante en la elaboracion de peliculas
biodegradables a base de pared celular de levadura para el desarrollo de envases activos:

» El HL refinado utilizado en la elaboracidn de las PPCL-HL presenta actividad antioxidante
moderada en comparacion con otros antioxidantes naturales;

» Las PPCL-HL obtenidas fueron transltcidas, de color amarillento y sin grietas;

» El color de las peliculas se vio modificado significativamente con el agregado de un 10% de
HL a las PPCL-HL respecto al control, mostrando una mayor luminosidad y una tendencia
hacia el verde.

» El agregado de un 10% de HL modificd las propiedades mecanicas de las peliculas con
valores de M; y E mayores respecto a las otras formulaciones, mostrando una mayor
resistencia. Mientras que la elongaciéon a la ruptura (e%) no se vio afectado por el
agregado de HL;

» Las PPCL-HL formuladas con HL exhibieron mayor actividad antioxidante que las sin HL. La
incorporacién de un 10% de HL presenté un mayor efecto.
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