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Resumen

Actualmente, ante la creciente preocupaci-n por el impacto ambiental generado por los
materiales de origen petroqu2mico, existe la necesidad de obtener materiales a partir de
fuentes renovables que no representen una amenaza para la sociedad y el planeta. La
presente tesis doctoral tuvo como objetivo principal el disefo, empleando recursos
renovables, de nuevos materiales polim@ricos basados en pol’meros cati-nicos (polmeros
con grupos de amonio cuaternario) con actividad antimicrobiana para su aplicaci-n en el
envasado de alimentos, como as? tambi®n para otras aplicaciones, por ejemplo en
aplicaciones m®dicas. Para ello se sintetizaron pol2Zmeros antimicrobianos por t®cnicas de
polimerizaci-n convencionales. Se obtuvieron dos pol’meros denominados MeFPIALl y
MeFPIA2, mediante la polimerizaci-n de 8cido itac-nico (IA), y su posterior modificaci-n y
funcionalizaci-n a partir de reacciones de esterificaci-n y alquilaci-n, respectivamente.
Ambos pol2meros fueron incorporados en matrices de polfmeros naturales como
gelatina/almid - n y biomasa de levadura, utilizando glicerol como plastificante, y dopamina y
§cido g8lico como agentes entrecruzantes y aditivos antioxidantes. Las pel’culas se
obtuvieron mediante la t®cnica de evaporaci-n del solvente (casting) a partir de las
dispersiones acuosas de los pol’meros y fueron caracterizadas en cuanto a sus propiedades
fésico-qu2micas, estructurales y funcionales, mediante distintos tipos de t®cnicas analicas.
La incorporaci-n de MeFPIAx en las distintas formulaciones, si bien aument- en la mayor2a
de los casos la permeabilidad al vapor de agua, tuvo varios efectos beneficiosos. Los
materiales fueron menos transl¥cidos, lo cual sera una ventaja en ciertas aplicaciones,
adem8s de presentar mejores propiedades mec8nicas, antimicrobianas (excepto en las
peltculas a base de biomasa de levadura), antioxidantes y menor grado de hinchamiento. La
adici-n de antioxidantes mejor- tanto la capacidad antioxidante como la capacidad

antimicrobiana de las pelculas. Teniendo en cuenta estos resultados, los materiales
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obtenidos resultan prometedores para el desarrollo de materiales activos amigables con el

medio ambiente.

Abstract

Nowadays, given the growing concern about the environmental impact generated by
petrochemical-based materials, there is a need to obtain new materials from renewable
sources that do not represent a threat to society and the planet. The main objective of this
doctoral thesis was the design, using renewable resources, of new polymeric materials based
on cationic polymers (polymers with quaternary ammonium groups) with antimicrobial activity
for applications in food packaging and other fields, such as biomedicine. Antimicrobial
polymers were synthesized using conventional polymerization techniques. Two polymers,
called MeFPIAx (MeFPIA1 and MeFPIA2), were obtained through the polymerization of
itaconic acid (IA), followed by their subsequent modification and functionalization through
esterification and alkylation reactions, respectively. Both polymers were incorporated into
matrices of natural polymers such as gelatin/starch and yeast biomass, using glycerol as a
plasticizer, and dopamine and gallic acid as crosslinking agents and antioxidant additives.
Films were prepared using the casting technique from aqueous dispersions of the polymers
and characterized for their physicochemical, structural, and functional properties using
various analytical techniques. Although it increased the water vapor permeability in most
cases, the incorporation of MeFPIAX in the different formulations had several beneficial
effects. The materials were less translucent, which would be an advantage in certain
applications, in addition to exhibiting improved mechanical and antimicrobial properties
(except in yeast biomass-based films), as well as reduced swelling. The addition of
antioxidants enhanced both the antioxidant and antimicrobial capabilities of the films. Taking
these results into account, the materials obtained show promise for the development of

environmentally friendly active materials.
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Capitulo 1: Introduccion

Los microorganismos son organismos unicelulares, pluricelulares o agrupacién de
células (clusters) que estan ampliamente distribuidos en la naturaleza y su presencia afecta
invariablemente al entorno en el que se desarrollan. Se pueden dividir en cinco tipos
principales: bacterias, algas, hongos, protozoos y virus. Cumplen muchas funciones
favorables para los seres vivos y el medioambiente. Son beneficiosos en la produccién de
oxigeno, la descomposicion de materia organica, la provision de nutrientes para las plantas
y el mantenimiento de la salud humana [1]. En medicina son una fuente de antibidticos
(sustancias producidas por microorganismos que matan o inhiben otros microorganismos y
luego se utilizan en el tratamiento de enfermedades infecciosas) y vacunas (sustancias
derivadas de microorganismos desarrolladas para inmunizar contra enfermedades) para el
tratamiento y prevencion de enfermedades infecciosas [2]. Asimismo, la industria
alimentaria utiliza ampliamente los microorganismos, que intervienen en diferentes etapas
de la produccion de una gran variedad de alimentos. Por ejemplo, son utilizados en la
elaboracion de ciertos productos, como el pan, la cerveza, el vino y los productos lacteos,
entre otros [3].

Los microorganismos son una parte integral de nuestras vidas, por lo que adquirir
conocimiento sobre ellos es esencial. Sin embargo, algunos pueden influir
desfavorablemente en la salud y el bienestar, tanto de plantas, animales como de seres
humanos, causando graves dafios y enfermedades. La sociedad moderna, por lo tanto,
considera a los microorganismos de manera mas equilibrada, reconociendo los importantes
roles que desempefian y teniendo en cuenta tanto sus impactos positivos como negativos
en nuestras vidas. No méas del 1% de todos los microorganismos son perjudiciales para la
vida humana, una proporcion significativa es beneficiosa y la gran mayoria es neutral,
esperando ser explorada y utilizada [4].

Las principales preocupaciones de la sociedad actual son las enfermedades
infecciosas y los problemas relacionados con la salud. Los antibiéticos revolucionaron el
altimo siglo ya que son la gran solucién a estos problemas. Sin embargo, debido al exceso
en su utilizacién y considerando sus mecanismos de accion, que no dafan fisicamente la
pared celular, sino que penetran en el microorganismo, estos pueden mutar, lo que da lugar
a problemas de resistencia a los antibiéticos y, posteriormente, a su propagacion

descontrolada [5,6].
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Los antibi6ticos dependiendo de sus mecanismos de accién se pueden dividir en cinco
principales grupos [7]:

¢ Inhibicion de la sintesis de la pared celular: penicilinas, vancomicinas,

cefalosporinas, B-lactamicos, carbapenemes, etc.

¢ Inhibicion de la sintesis de proteinas: aminoglucésidos, tetraciclinas,

cloroamfenicol, gentamicina, tobramicina, etc.

¢ Inhibicion de la sintesis de acidos nucleicos: &cido nalidixico, fluoroquinolonas,

rifamicinas, imidazoles, etc.

¢ Inhibicion de las vias metabdlicas: sufonamidas, pirimetamina, trimetroprim

¢ Interferencia con la integridad de la membrana celular: polimixina, bacitracina,

anfotericina-B, metronidazol, azoles, etc.

Las enfermedades infecciosas, causadas principalmente por bacterias, representan
aproximadamente una cuarta parte de todas las muertes en todo el mundo, agravadas por
el aumento de la resistencia a los antibiéticos, que es responsable de la mayoria de las
infecciones en los procesos quirdrgicos [8]. Por otra parte, los dafios causados por la
alteracion y la contaminacion de los alimentos debido a la actividad microbiana, deterioran
los atributos sensoriales y afectan tanto a la industria alimentaria (pérdidas econémicas,
dafio a la reputacion, etc) como a los consumidores (rechazo de los productos) [9]. La
presencia de crecimiento visible como mucosidad y colonias, cambios en la textura debido
a la degradacion de proteinas/carbohidratos/lipidos, y la percepcion de olores y sabores
desagradables pueden indicar la alteracion por microorganismos (por ejemplo, bacterias y
mohos) [10]. El desarrollo y la produccién de toxinas por parte de microorganismos
patdgenos comprometen la seguridad de los alimentos y representan un riesgo para la
salud de los consumidores [11].

Teniendo en cuenta lo expuesto anteriormente, es evidente que existe una necesidad
constante de desarrollar nuevos agentes antimicrobianos. En este sentido, los polimeros
antimicrobianos ofrecen una gran versatilidad para evitar contaminaciones o infecciones
microbianas. Los recubrimientos de superficies, los envases de alimentos, los dispositivos
biomédicos o los sistemas de purificacion de agua son algunas de las formas en las que se
pueden incorporar polimeros antimicrobianos, brindando propiedades antimicrobianas al
material [2,12-14]. Los posibles pardmetros de disefio para los polimeros incluyen los
grupos funcionales activos, el peso molecular, el equilibrio hidrofébico/hidrofilico, y la
arquitectura del polimero, ya que se sabe que afectan la capacidad biocida [15]. Por lo tanto,

la fabricacion de nuevos materiales poliméricos con capacidad antimicrobiana se ha
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postulado como una alternativa muy atractiva [14,16-20]. Debido a su alto peso molecular
y bajo coeficiente de difusion, los polimeros antimicrobianos no migran facilmente de las
superficies donde estan incorporados [20,21].

Los sistemas poliméricos antimicrobianos pueden clasificarse en cuatro grandes clases
[14]: i) aquellos que presentan una capacidad antimicrobiana intrinseca, como son los
polimeros catidnicos; ii) los que a través de una modificacion quimica se le incorpora dicha
capacidad,; iii) las mezclas de polimeros con compuestos organicos antimicrobianos tanto
de alto como de bajo peso molecular, y iv) las mezclas de polimeros en los que se incorpora

un compuesto inorganico antimicrobiano.
1.1. Polimeros antimicrobianos con grupos amonio cuaternario

Recientemente, se han realizado investigaciones relacionadas con una amplia variedad
de sistemas poliméricos antimicrobianos, que incluyen compuestos de amonio cuaternario,
sales poliméricas de fosfonio cuaternario, polimeros que contienen guanidina y polimeros
halogenados (p.e, N-halaminas), entre otros [14,22]. La mayoria de los sistemas estudiados
y reportados son policatiénicos, en particular, aquellos que presentan atomos de nitrégeno
cuaternario [18,23].

Si bien el mecanismo de accién de los polimeros policatiénicos no se comprende muy
bien, se sabe que pueden adsorberse a la superficie celular bacteriana cargada
negativamente (debido al alto contenido de fosfatidiletanolamina) a través de interacciones
electrostaticas. Una vez que el polimero se adhiere, penetra la pared celular
desestabilizandola, provocando rapidamente la lisis celular [3,6,8,15]. La estructura de la
pared celular de las bacterias Gram-positivas y Gram-negativas es diferente. La diferencia
radica en que las bacterias Gram-negativas tienen una membrana externa en la pared
celular, compuesta por proteinas, fosfolipidos y lipopolisacaridos. Esta estructura
generalmente limita la penetracion de varios agentes antimicrobianos y compuestos
anfifilicos en la célula, por lo que su actividad depende tanto de su estructura como del tipo
de microorganismo con el que interactta [24,25].

Se han sintetizado muchos compuestos de amonio cuaternario que no solo son
antibacterianos, sino que también poseen capacidades antifingicas, antivirales, y anti-
metaloproteinasas de matriz o matrixinas. La incorporacion de grupos de amonio
cuaternario (QA) en polimeros representa una de las estrategias mas prometedoras para la
preparacion de biomateriales antimicrobianos. Se han utilizado diversas técnicas de

polimerizacién para sintetizar polimeros con grupos QA, por ejemplo, por cuaternizacién de
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polimeros precursores reactivos (post-polimerizacién). Este método generalmente genera
productos con grados variables de cationizacién como resultado del impacto impredecible
del impedimento estérico de los grupos vecinos. Otra técnica es por copolimerizacion
directa de mondémeros que contienen grupos funcionales QA, denominados mondémeros
QA, dentro de la red polimérica. Estos métodos generan polimeros con una funcionalidad
del 100%, sin embargo, su caracterizacion molecular y su polimerizacion resultan a veces
dificiles [26].

La incorporacién de polimeros con grupos QA en matrices poliméricas para el
desarrollo de materiales antimicrobianos presenta varias ventajas. En comparacion con los
materiales de liberacion, los agentes antimicrobianos se unen covalentemente a la
estructura del polimero. Por lo tanto, el enfoque de eliminacion por contacto directo resulta
beneficioso, ya que: (1) mejoran y prolongan la actividad antimicrobiana; (2) son diferentes
de los antibidticos en el sentido de que su modo de accién implica la destruccién de las
paredes y membranas celulares bacterianas, asi como de los envoltorios virales (capside)

y, por lo tanto, es poco probable que desarrollen resistencia antibidtica.
1.1.1. Acido itacénico

El &cido itacdnico (1A, CsHeO4) es un acido dicarboxilico insaturado cuya produccion
puede llevarse a cabo mediante la fermentacién microbiana de diferentes biomasas, como,
por ejemplo, la biomasa lignoceluldsica obtenida de residuos agricolas y forestales [27]. Los
géneros mas importantes de microorganismos productores son hongos Aspergillus terreus
y cepas de Ustilago maydis, o con bacterias genéticamente modificadas como Escherichia
coli y Corynebacterium glutamicum [28]. El IA es uno de los &cidos organicos mas
importantes y representa un sustituto viable para el acido acrilico producido
petroquimicamente, pinturas, barnices, polimeros biodegradables y otros compuestos
organicos diferentes. Debido a su estructura trifuncional (dos grupos carboxilicos y un doble
enlace), el 1A y sus derivados respaldan la sintesis de una amplia gama de polimeros
innovadores mediante polimerizacion y mediante reticulacibn con aplicaciones en
hidrogeles especiales para la descontaminacién del agua, administracion dirigida de
medicamentos (especialmente en el tratamiento del cancer), nanohidrogeles inteligentes en
aplicaciones alimentarias, recubrimientos y elastomeros [29]. Adicionalmente, el IA exhibe
propiedades antimicrobianas, antiinflamatorias y antitumorales, manteniendo atributos
como su efectividad en términos medioambientales, su compatibilidad con organismos

Vivos y su sostenibilidad [30].
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El IA es altamente soluble en agua y alcoholes [31], tiene una apariencia de polvo
cristalino blanco y no tiene olor [32,33]. La variacion de los grupos funcionales del IA lo
convierte en un intermediario eficiente para producir diferentes compuestos organicos
complejos. Puede participar en una amplia variedad de reacciones, como la esterificacion
con alcoholes, la formacion de sales con metales, la produccion de anhidrido, la
polimerizacion y reacciones adicionales [34].

El estudio reportado por Marvel y Shepherd fue uno de los pioneros al estudiar la
aplicacion del 1A para producir polimeros. Describieron la copolimerizacion radical del IA
con acido acrilico, utilizando persulfato de potasio como iniciador. Este método se beneficio
del doble enlace C=C presente en su estructura, al igual que la mayoria de los estudios ya
publicados [35]. Por otra parte, Chiloeches et al. han reportado el estudio de una serie de
copolimeros catidnicos antibacterianos derivados del acido itacénico como posibles
componentes activos en formulaciones biodegradables basadas en poli(butilen adipato-co-
tereftalato) (PBAT) para aplicaciones de envasado. Las propiedades antibacterianas
mostraron una actividad potente contra Staphylococcus aureus resistente a la meticilina
(MRSA), con valores de MIC bajos de 78 ug mL™. Asimismo, se biodegradaron rapidamente
en condiciones de compostaje y se mezclaron exitosamente con PBAT en una relacion
90/10 mediante extrusion en fundido a 150 °C y posterior moldeo por compresion. Las
peliculas biopoliméricas resultantes exhibieron una potente actividad antibacteriana, lo que
confirma que los polimeros catidénicos incorporados como componentes activos parecen ser
buenos candidatos para aplicaciones relacionadas con el envasado activo de alimentos o
incluso dispositivos biomédicos [36]. Por lo tanto, el IA es sin duda un sustrato clave para

la produccion de polimeros antimicrobianos.
1.2. Matrices poliméricas biobasadas

Los materiales plasticos son una parte vibrante del mercado empresarial global debido
a sus excelentes caracteristicas funcionales y valores econémicos. La versatilidad de estos
materiales para diversas aplicaciones aumenta la demanda cada afio. Sin embargo, la
acumulacion sin precedentes de residuos plasticos genera preocupaciones importantes en
relacion con el ciclo de vida de los materiales sintéticos, ya que representan una seria
amenaza para la sociedad y el planeta [37,38]. La contaminacion plastica esté alcanzando
actualmente un umbral critico y los esfuerzos actuales de reciclaje no estan cumpliendo con
sus promesas. El ciclo de vida de los plasticos no biodegradables (ya sean de origen

petroquimico o biolégico) implica la liberacion de disruptores endocrinos peligrosos y
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micro/nanoparticulas de plastico al medio ambiente que afectan negativamente tanto al
ecosistema como a la salud humana [38,39]. Por lo tanto, la necesidad de reemplazar estos
materiales ha generado un rapido crecimiento en la investigacion en torno al desarrollo de
nuevos materiales obtenidos a partir de fuentes renovables. Para lograr un cambio, es
necesario superar las brechas de conocimiento que separan la investigacion financiada
publicamente de la implementacion industrial. El sector de envases de alimentos esta
experimentando actualmente transformaciones para lograr la eliminacion gradual de los
plasticos y, de esta manera, fomentar la adopcion de materiales biobasados que podrian
ser aplicables a otros sectores [40].

Actualmente existen tres clases de polimeros que conforman los principales candidatos
para la formaciébn de materiales sostenibles: (1) polimeros naturales y sus derivados
extraidos directamente de biomasa (por ejemplo, almidén, celulosa, lignina y quitina); (2)
biopolimeros sintetizados por microorganismos (por ejemplo, polihidroxialcanoatos) o (3)
polimeros biobasados especificos (por ejemplo, poli(acido lactico), PBAT, etc) [41].

Las macromoléculas biosintetizadas extraidas y aisladas facilmente de biomasa
renovable, como residuos de alimentos y plantas, pueden reintegrarse facilmente en la
biosfera y, por lo tanto, son una de las alternativas mas prometedoras para evitar el impacto
ambiental del ciclo de vida de los plasticos [42-44]. Se espera que los materiales renovables
contribuyan de manera positiva a la economia global a medida que los cambios en el
comportamiento del consumidor y las actualizaciones en las regulaciones y politicas
incentiven el cambio hacia los materiales amigables con el medio ambiente [40].

Los polimeros naturales, es decir, aquellos biopolimeros que se extraen directamente
de recursos renovables, como las biomasas, estan recibiendo una enorme atencion debido
a sus caracteristicas para formar materiales, su abundante disponibilidad, su
biocompatibilidad y sus propiedades de biodegradabilidad. Peliculas y recubrimientos para
aplicaciones en general y para el envasado de alimentos se producen a partir de polimeros
naturales ya que se presentan como materiales alternativos adecuados y respetuosos con
el medio ambiente [45,46]. Las unidades moleculares poliméricas repetidas y ordenadas
estan presentes en algunas biomasas animales y vegetales en forma de macromoléculas
proteicas compuestas de aminodcidos unidos por enlaces peptidicos, o como
macromoléculas de polisacaridos compuestas de monosacéaridos unidos por enlaces
glucosidicos, o como moléculas de lipidos de cadena larga que contienen un grupo acido
carboxilico [47]. Entre los polimeros naturales disponibles para formar peliculas, la gelatina,

el almidén y la biomasa de levadura se postulan como alternativas para reemplazar aquellos
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materiales de origen petroquimico. Por otra parte, el acido itacénico es un acido organico
obtenido de fuentes renovables que debido a su estructura es utilizado para la sintesis de
una amplia gama de polimeros innovadores [36].

El método de casting de peliculas es ampliamente utilizado en la fabricacion de
peliculas biodegradables. Consiste en preparar una solucibn mediante la agitacion y
calentamiento de los polimeros formadores de pelicula y el solvente, para luego
desgasificarla y verterla sobre una superficie plana y equilibrada. El secado de la pelicula
puede realizarse a temperatura ambiente o en una estufa con condiciones controladas de
temperatura y humedad. Este método ofrece ventajas en términos de practicidad y bajo
costo; sin embargo, presenta dificultades para controlar el grosor y la uniformidad de la
pelicula, lo que afecta su calidad [48]. Debido a estas limitaciones, resulta complicado
utilizar este método para la produccién a gran escala de peliculas, por lo que su uso en la

industria es poco frecuente.

1.2.2. Proteinas

Las proteinas se pueden definir como polimeros naturales capaces de formar
estructuras tridimensionales amorfas estabilizadas principalmente por interacciones no
covalentes. Las propiedades funcionales de los materiales finales dependen en gran
medida de la heterogeneidad estructural, la sensibilidad térmica y el caracter hidréfilo de
las proteinas. Son macromoléculas formadas por aminoacidos que se unen mediante
enlaces peptidicos, a su vez, son muy diversas en forma y funcién, dependiendo de su
origen, estructura y composicién de aminoacidos. Cada aminoacido esta compuesto por un
carbono central (carbono M) unido a hidrégeno, un grupo carboxilo (COOH), un grupo amino
(NH2) y una cadena lateral o grupo R, que identifica y distingue un aminoacido de otro.

Las peliculas a base de proteinas generalmente se forman a partir de soluciones o
dispersiones de la proteina en agua, etanol o mezclas de etanol y agua, a medida que se
evapora el solvente. Por lo general, las proteinas deben desnaturalizarse mediante calor,
acido, alcali y/o disolvente para formar las estructuras mas extendidas que se requieren
para la formacion del material [49]. Las peliculas obtenidas consisten en interacciones
cadena-cadena (enlaces de hidrogeno, ionicos, hidrofébicos y covalentes) que producen
matrices cohesivas; pero la interaccién se ve afectada por el grado de extension de la
cadenay la naturaleza y secuencia de los amino&cidos [50]. Diferentes proteinas se utilizan
comunmente para la elaboracion de peliculas: proteinas de origen animal o vegetal. Las
proteinas de origen animal incluyen proteina de suero, caseina, gelatina, colageno, proteina

miofibrilar de pescado, proteina de clara de huevo y queratina. Las proteinas de origen
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vegetal incluyen gluten de trigo, zeina de maiz, proteina de soja, proteina de maniy proteina
de semilla de algodon [51-53]. En particular, las peliculas a base de gelatina poseen un alto
potencial para aplicaciones comerciales como peliculas para envasado de alimentos debido

a sus buenas caracteristicas.
1.2.2.1. Gelatina

La gelatina, compuesta principalmente por un 50,5% de carbono, 25,2% de oxigeno,
17% de nitrégeno y 6,8% de hidrogeno es un tipo de proteina insoluble producida por la
hidrolisis parcial del coladgeno, una proteina que se encuentra principalmente en ciertas
partes de animales vertebrados e invertebrados, como huesos, piel, tejidos conectivos y
tendones (subproductos de la industria de alimentos). El colageno es una proteina fibrosa
que forma parte de la estructura basica de los cuerpos animales (incluidos los humanos)
cuya estructura consiste en moléculas rigidas en forma de barra dispuestas en fibras y
unidas por enlaces covalentes [54]. La gelatina se presenta como un soélido blanco o

amarillento, translicido y brillante, cuya estructura se puede observar en la Figura 1.1.

Figura 1.1. Estructura representativa de la gelatina.

Se puede extraer de fuentes u O6rganos animales utilizando diferentes
métodos/parametros de extraccion (por ejemplo, tratamiento acido, tratamiento alcalino,
tratamiento enzimatico, temperatura de extraccion, tiempo de extraccion, etc), los cuales
influyen en el peso molecular y la composicién de aminoacidos de la gelatina obtenida,
determinando las estructuras moleculares (segunda, tercera y cuarta estructura),
propiedades fisicoquimicas y propiedades funcionales de la gelatina [55]. Dependiendo del

método de extraccion, la gelatina se puede clasificar en dos tipos: (1) tipo A: con un punto

-24 -



isoeléctrico en un pH aproximado de 8-9, obtenida a partir de colageno tratado con acido;
y (2) tipo B: con un punto isoeléctrico en un pH aproximado de 4-5, derivada de un precursor
tratado con alcali. La gelatina derivada de piel de cerdo se conoce normalmente como tipo
A, mientras que la obtenida de piel de res o de huesos de cerdo y ganado se conoce como
tipo B [56-57].

La gelatina es ampliamente utilizada en diversos campos como la industria alimentaria,
farmacéutica, médica, fotografica y cosmética, debido a sus caracteristicas funcionales que
incluyen capacidad de retencién de agua, formacion de gel, formacion de peliculas,
capacidad de formacién de espumas y tendencia a la emulsificacion [58]. En la actualidad,
las demandas de los consumidores se centran en las innovaciones en tecnologias de
envasado de alimentos. El desafio es producir materiales y envases que aumenten la vida
atil de los alimentos, manteniéndolos mas seguros y saludables, cumpliendo con la
legislacion actual [59]. Por lo tanto, el desarrollo de recubrimientos y peliculas comestibles,
seguras e higiénicas, se vuelve cada vez mas popular en el campo de la conservacion del
envase de alimentos. Los biopolimeros (por ejemplo, proteinas y polisacaridos) se utilizan
ampliamente en la industria alimentaria para desarrollar peliculas y recubrimientos
compuestos debido a su buena biocompatibilidad, lo que resulta en una funcionalidad
biolégica y tecnoldgica extendida. La gelatina es compatible con varios biopolimeros que
se aplican cominmente en recubrimientos y peliculas comestibles, las cuales se han
utilizado ampliamente en productos frescos y han mejorado su conservacién. Sin embargo,
el uso de gelatina como material de envasado esti limitado debido a sus débiles
propiedades mecanicas y alta permeabilidad al vapor de agua debido al caracter hidrofilo
de los materiales [60-61]. Estudios se han centrado en el uso de mezclas de proteinas y
polisacéaridos, incluso de ingredientes activos como los fenoles, para mejorar las
propiedades fisicas y biologicas de la gelatina [62]. Asimismo, las propiedades de las
peliculas a base de gelatina estan influenciadas por factores intrinsecos y parametros
fisicos, que incluyen las fuentes de gelatina, la concentracion, la fuerza del gel, el proceso
de fabricacion de la pelicula, la temperatura, el tiempo de secado y el tipo de plastificante
asociado con la distribucion del peso molecular y la composicion de aminoacidos.

Por otra parte, el cuidado de heridas en el campo biomédico representa un gran desafio
debido al proceso lento de cicatrizacion. Actualmente se han desarrollado apésitos para la
curacion de heridas formulados a partir de biopolimeros (por ejemplo, celulosa, quitina,
gelatina, quitosano, alginato etc.), los cuales presentan propiedades interesantes. Aquellos

desarrollados a base de gelatina han demostrado una excelente biocompatibilidad,
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propiedad hemostéatica, citotoxicidad reducida, baja antigenicidad y promueven la
adherencia y el crecimiento celular. Sin embargo, presentan deficiencias en sus
propiedades mecénicas y actividad antimicrobiana, por lo que se incorporan agentes
reforzantes o de reticulacibn para mejorar sus propiedades mecéanicas. Ademas, la
incorporaciéon de agentes antimicrobianos le infiere una capacidad antimicrobiana tanto in

vitro como in vivo [63-65].
1.2.3. Polisacéridos

Los polisacaridos son macromoléculas constituidas a partir de la unién de
monosacéridos que estan unidos por enlaces glucosidicos y han sido recientemente muy
utilizados por sus excelentes propiedades estructurales para formar diversos materiales
[66-67]. Los polisacaridos mas comunmente utilizados para la obtencion de
peliculas/recubrimientos son almidon, celulosa, pectina, alginatos y quitosano, entre otros
[68,69]. Debido a que los materiales a base de polisacaridos son tan abundantes, son
biopolimeros econémicos y facilmente disponibles, cuyo uso se ve favorecido debido a su

biocompatibilidad, biodegradabilidad, alta reactividad quimica y polifuncionalidad [70].
1.2.3.1. Almidén

El almidén es un polisacarido natural, renovable y biodegradable que las plantas
producen durante la fotosintesis como una fuente de energia almacenada, y es uno de los
polimeros mas comunes presentes en la naturaleza. Su versatilidad lo ha convertido en un
componente ampliamente utilizado en diversas industrias, como la alimentaria, de bebidas,
bioplasticos, papel, textiles y biocombustibles. El almidén ha captado considerable atencion
gracias a su facil proceso de fabricacion, su relativa abundancia, su no toxicidad y su
capacidad de biodegradacion. El almidon es una mezcla de dos polimeros de glucosa
(Figura 1.2): la amilosa, que consiste en varios miles de unidades de glucosa unidas en
cadena mediante enlaces a (1—4), y la amilopectina, que esta altamente ramificada (con
enlaces a (1—6) ademas de enlaces a (1—4)), y puede contener mas de 100,000 residuos
de glucosa. La amilosa puede estar escasamente ramificada, esto ocurre con mas
frecuencia en almidones de tubérculos que en almidones de cereales [71]. La mayoria de
los almidones consisten en un 20-30% de amilosa y un 70-80% de amilopectina, aunque
mutaciones en la via biosintética o0 manipulaciones intencionales a través de la ingenieria
transgénica pueden dar lugar a formas de almiddn con proporciones alteradas de amilosa

y amilopectina. También existen fuentes vegetales con una proporcién menor de amilosa y
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amilopectina, por ejemplo, en algunos pseudocereales, como el amaranto y la quinoa,

tienen un 8-12% de amilosa [72].

OH OH OH
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a) Amilosa

OH

HO 5 OH
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OH OH OH
b) Amilopectina

Figura 1.2. Estructuras de los componentes del almidon.

Se ha comprobado en diversas investigaciones que el almidén exhibe un gran potencial
en aplicaciones biomédicas, como sustratos para el cultivo de células, soportes para la
ingenieria de tejidos, sistemas de liberacion de farmacos, implantes para la sustitucion 6sea
y apésitos para heridas, entre otros [73]. Sin embargo, los almidones nativos carecen de
versatilidad para una amplia gama de productos lo cual restringen su utilizacién en diversas
aplicaciones. Estas limitaciones estan relacionadas con una baja resistencia al corte,
descomposicion térmica, alta hidrofilicidad y tendencia a la retrogradacion [74]. Por
consiguiente, se han desarrollado versiones modificadas del almidén nativo.
Frecuentemente, los almidones disponibles en el mercado son sometidos a modificaciones
fisicas o quimicas con el fin de cumplir con los requisitos de la industria alimentaria y otros
sectores. Se han utilizado diversos métodos, como modificaciones enzimaticas, fisicas y
guimicas, para mejorar las propiedades del almidén y ampliar sus aplicaciones. Es
importante destacar que algunos almidones quimicamente modificados no representan
ningan riesgo para la salud, ya que son seguros desde el punto de vista toxicoldgico y
pueden utilizarse en alimentos y medicamentos sin limitaciones ni restricciones
cuantitativas. En este sentido, se ha observado que la oxidacion del almidén provoca un
aumento en su caracter hidrdéfilo, lo que incrementa la permeabilidad al vapor de agua y
mejora su solubilidad [74].

La industria alimentaria ha empleado durante las U(ltimas décadas el almidon

modificado como agente espesante. También se ha explorado su uso como agentes
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capaces de formar superhidrogeles, debido a la su elevada absorcidén de agua, lo que le
hace un gran candidato para sustituir a los superabsorbentes, como por ejemplo de pafiales
y compresas higiénicas. Asimismo, las combinaciones de polisacérido-proteina han ganado
popularidad en el campo biomédico como en la industria alimentaria para la creacion de
estructuras, particulas, peliculas, fibras y geles debido a sus interacciones intermoleculares.
Estos complejos interactian formando enlaces fuertes entre si a través de interacciones
hidrofébicas-hidrofobicas y electrostéticas. La formacién de estas mezclas permite
fortalecer las propiedades del material proteico mediante la incorporacion del polisacérido
[75]. La mayoria de las peliculas basadas en proteinas y polisacaridos suelen mostrar
propiedades de barrera adecuadas contra el oxigeno en condiciones de baja a moderada
humedad relativa, y presentan una resistencia mecanica relativamente aceptable. Sin
embargo, debido a su naturaleza altamente hidréfila, presentan deficiencias en cuanto a la

barrera contra la humedad y el vapor de agua [76].
1.2.4. Biomasa de levadura panadera

Las levaduras son organismos unicelulares eucariotas que forman parte de un grupo
grande llamado hongos. Son organismos facultativos que pueden desarrollarse tanto en
ausencia como en presencia de oxigeno. Las levaduras son conocidas por sus propiedades
fermentativas [77]; sin embargo, aproximadamente la mitad de las especies no pueden
hacerlo. Los seres humanos han utilizado levaduras durante miles de afios para la
produccién de alimentos fermentados, como pan, cerveza y vino. Con los avances en
ciencia y tecnologia, estos microorganismos se convirtieron en el foco de varias
investigaciones para nuevas aplicaciones [78]. En el dltimo siglo, se han logrado grandes
avances en ingenieria genética para convertir las células de levadura en pequefas fabricas,
ya que poseen la capacidad de convertir materias primas en compuestos valiosos que se
pueden utilizar, por ejemplo, como aditivos alimentarios. De esta manera, la demanda de
biomasa de levadura aumento, favoreciendo la produccion no solo de alimentos y bebidas,
sino también de una amplia gama de productos. Si bien se utilizan principalmente en la
industria alimentaria, cada vez mas desempefian roles diferentes en otros campos. Una
aplicacién muy reciente e innovadora es la formacion de peliculas y recubrimientos en la
industria de materiales, principalmente para el envasado de alimentos [79].

Los componentes de la célula de levadura desempefian el papel principal en la
produccion de materiales biodegradables, en particular, las proteinas del citoplasma y los

B-glucanos de la pared celular, una cubierta externa muy permeable pero resistente al
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estrés mecanico, compuesta principalmente de polisacaridos. Los principales polisacaridos
son los B-glucanos, que son polimeros de glucosa con enlaces B(1-3) y B(1-6). La
solubilidad de los B-glucanos en medios acidos/alcalinos es variable; la diferencia entre la
solubilidad e insolubilidad en medio alcalino es que los solubles involucran polimeros
lineales con enlaces ((1-3), y los insolubles son polimeros altamente ramificados con
enlaces B(1-6) [80]. Los B-glucanos altamente ramificados con enlaces 3(1-6) tienen un
grado de polimerizacién de 24 y una masa promedio de 150 kDa, mientras que los $(1-3)
glucanos tienen un grado de polimerizacion de 240 y una masa promedio de 1500 kDa.

Los B-glucanos se disponen en la pared celular de la siguiente manera: los lineales, los
B(1-3)-glucanos, se encuentran en modo hélice en la parte interna de la pared (como un
resorte), capaces de absorber las expansiones y contracciones debido a la deshidratacion
y rehidratacion. Los $(1-6)-glucanos, altamente ramificados y generalmente asociados con
proteinas de la pared celular, se encuentran en las partes externas de la pared. Las
proteinas también pueden unirse directamente a los B(1-3)-glucanos a través de un enlace
conocido como ASL (alkali sensitive bond). Los B-glucanos solubles en alcali son capaces
de formar geles [81].

En la actualidad, la levadura Saccharomyces cerevisiae es y sigue siendo la especie
de levadura mas ampliamente utilizada en la industria alimenticia (Figura 1.3). Las células
de esta levadura son un ingrediente alimentario natural y de bajo costo reconocido como
de grado alimentario en la nutricibn humana, con alta disponibilidad para producir peliculas
biobasadas y biodegradables. La biomasa de levadura contiene proteinas y polisacéaridos,
gue representan aproximadamente la mitad de su peso seco, los cuales podrian ser
aislados para agregar valor a la produccién de levadura [82]. Estos biopolimeros extraidos
directamente de la biomasa estdn ganando mas atencion en la comunidad cientifica para

el desarrollo de materiales biodegradables para el envasado de alimentos.
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Figura 1.3. Descripcion de la célula de levadura Saccharomyces cerevisiae.
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Hay pocas investigaciones relacionadas con el uso de la biomasa integral para preparar
materiales biodegradables. Delgado et al. Prepararon peliculas basadas en biomasa
integral de levadura [79,82]. Reportaron que para obtener los componentes capaces de
formar una matriz que desarrolle el material, es necesario romper la célula y liberar el
contenido citoplasmatico mediante algin método de interrupcion celular. De esta manera,

las proteinas y los polisacaridos quedan libres para interactuar y formar la red de la pelicula.
1.3. Materiales activos

Los sistemas poliméricos con funciones innovadoras estan cobrando gran interés en el
campo de la investigacion de materiales. En el campo del envasado de alimentos, los
envases activos permiten preservar y extender la vida util de los productos que contienen
[83]. Los envases activos aprovechan las interacciones que existen entre el material de
envasado y el alimento de forma positiva, mediante la incorporacién de componentes
activos en el material en contacto con el producto. De esta manera, estos sistemas
disminuyen la velocidad de deterioro de los alimentos y prolongan su vida util al liberar
gradualmente el compuesto activo a la superficie del alimento, donde principalmente ocurre
el deterioro/contaminacion de los productos alimenticios [84].

Los envases activos pueden clasificarse como sistemas absorbentes o emisores. Entre
los absorbentes, los que se describen en su mayoria en la literatura son los eliminadores
de humedad, oxigeno, etileno y diéxido de carbono [85]. Respecto a los emisores, es
posible encontrar emisores de CO,, liberadores de conservantes (antimicrobianos y
antioxidantes), emisores de etanol, entre otros. Sin embargo, los envases de emisores
activos mas comunes son los envases antimicrobianos y antioxidantes [86].

Actualmente, la demanda de los consumidores por productos alimenticios mas sanos
y seguros ha impulsado la investigacion sobre nuevas técnicas de conservacion. Para
reducir la oxidacion de lipidos se han aplicado varias estrategias como la adicion directa de
antioxidantes a los alimentos o el disefio de una tecnologia de envasado adecuada. La
adicion directa de compuestos antioxidantes a la superficie de los alimentos puede
encontrar la limitacion de que una vez que reacciona el compuesto, cesa la proteccion y se
degrada la calidad de los alimentos [87]. Mientras que en envase activo, la liberacion de
este compuesto antioxidante se realiza de forma gradual y controlada en el tiempo y, por lo
tanto, dara mayor estabilidad a los productos alimenticios sensibles a la oxidacion [88].

Por su parte, los materiales activos antimicrobianos surgieron como una alternativa

valiosa al uso de conservantes en las formulaciones alimentarias, para controlar el
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crecimiento de bacterias y hongos en la superficie de los productos. La tecnologia en los
sistemas de envasado ha evolucionado para contribuir a la proteccion y extension de la vida
uatil de los alimentos. Particularmente, las peliculas antimicrobianas se han desarrollado
para controlar el crecimiento microbiano en la superficie de los alimentos y, no es
coincidencia que, en la mayoria de los desarrollos en este ambito, se hayan incorporado

antimicrobianos de origen natural.
1.3.1. Incorporacion de agentes activos

En las aplicaciones especificas de los biopolimeros, es crucial el uso de aditivos que
mejoren las propiedades del material. Estos aditivos desempeian un papel fundamental en
la mejora de las propiedades funcionales de las peliculas. En el &mbito de la industria
alimentaria, se ha observado un aumento significativo en la incorporacién de aditivos
antioxidantes y agentes antimicrobianos en peliculas a base en polimeros naturales. Los
aceites esenciales son un claro ejemplo de componentes activos utilizados en el envasado
de alimentos. Gracias a sus propiedades antioxidantes y antimicrobianas, han logrado
mejorar la calidad y seguridad de una amplia variedad de productos alimentarios al prevenir
el crecimiento microbiano y fungico, asi como la oxidacién de los alimentos [89].

Asimismo, en los materiales biopoliméricos, se han utilizado diversos tipos de agentes
antimicrobianos, que incluyen agentes naturales (como bacteriocinas, -polilisina, enzimas,
aceites esenciales de plantas, polifenoles del té, etc.), agentes inorganicos (algunas
nanoparticulas de metales y 6xidos metalicos) y agentes sintéticos organicos [90]. Los
agentes antimicrobianos naturales se extraen y purifican de animales, plantas y
microorganismos, y se consideran generalmente seguros, saludables y respetuosos con el
medio ambiente.

En este trabajo se seleccionaron como compuestos activos a la dopamina y al acido
galico, debido a sus propiedades antioxidantes y antimicrobianas demostradas en
diferentes trabajos. Ademds, estos compuestos han demostrado poseer efecto
entrecruzante en matrices biobasadas mejorando las propiedades de los materiales
desarrollados. Estudios han demostrado el uso de acido galico como agente entrecruzante
en combinacién con quitosano, celulosa y otros hidrocoloides [91,92]. Se ha reportado que
su incorporacién en peliculas de quitosano y fracciones de lipidos de atiin mostraron
mejoras en las caracteristicas de permeabilidad y resistencia mecanica [93]. Por otra parte,
Bathia et al. incorporaron distintas concentraciones de acido galico en peliculas a base de

gelatina y caseina. A mas altas concentraciones, las peliculas mostraron estructuras mas
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compactas y densas, con superficies mas lisas y homogéneas en comparacion con las
peliculas control (sin agente activo). Asimismo, presentaron una disminucion del grado de
hinchamiento, solubilidad en agua y permeabilidad al vapor de agua. En cuanto a los
parametros mecanicos, el moédulo de Young y la resistencia a la traccibn aumentaron,
mientras que la elongacion a la ruptura disminuy6 [94].

En cuanto a la dopamina, se ha demostrado que las catecolaminas son utilizadas en
peliculas de quitosano, una fuente abundante de material polimérico. Los grupos catecol
reaccionan con los grupos amina formando enlaces covalentes que desempefian un papel
crucial en las propiedades mecanicas del material, haciéndolo mas resistente y robusto [95].
A su vez, Gowda et al. disefiaron materiales adhesivos a base de gelatina y dopamina para
la cicatrizacion de tejidos lo que indica un potencial uso en aplicaciones clinicas. Se han
estudiado sus propiedades adhesivas, variando el grado de sustitucién de la dopamina,
después de ser entrecruzados quimicamente utilizando peryodato de sodio. Se observo que
la propiedad adhesiva tiene una correlacion directa con el aumento del contenido de
dopamina hasta alcanzar un maximo y luego disminuir posteriormente. La formulacion con
un grado de sustitucion moderado demostré tener la propiedad adhesiva Optima en

comparacion con aquellas formulaciones con un grado de sustitucion menor y mayor [96].
1.3.1.1. Dopamina

La dopamina pertenece al grupo de las catecolaminas que son un grupo de aminas con
un anillo fendlico sustituido por grupos hidroxilo en las posiciones 3 y 4. Es el
neurotransmisor mas importante del sistema nervioso central de los mamiferos, y a su vez,
esta presente en muchas especies de plantas, como la mucuna (Mucuna pruriens), la patata
(Solanum tuberosum), el platano (Musa acuminata, Musa sapientum), y el aguacate
(Persea americana) [97,98]. Algunos estudios han informado sobre los efectos de la
dopamina en diferentes especies de plantas, los cuales estan asociados con la fijacion de
nitrégeno, la floracion, la prevencion de la oxidacién de las auxinas (hormona vegetal), la
regulacion de la permeabilidad ionica, la fotofosforilacion en los cloroplastos y la defensa
contra los herbivoros. Se ha encontrado evidencia de que la dopamina puede desempefiar
un papel como antioxidante ya que es eficaz en la eliminacién de especies reactivas de
oxigeno (ROS). Ademas, investigadores demostraron que la dopamina posee una
capacidad antioxidante superior a la del glutation y los aditivos alimentarios
(butilhidroxianisol, BHA, butilhidroxitirosol, BHT), y se asemeja mas a antioxidantes mas

potentes como el &cido ascérbico [99].
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Estudios han demostrado la actividad antibacteriana de la dopamina en ensayos in vitro
contra 389 cepas de bacterias pertenecientes a 3 géneros Gram-positivas y 11 géneros
Gram- negativas. La concentracion inhibitoria minima (MIC) de la dopamina, determinada
tanto por métodos de dilucién en agar como en caldo, oscil6 entre 25-400 ug/mL contra la
mayoria de las bacterias ensayadas, incluyendo varias patégenas. A su vez, el efecto de la
combinacion de dopamina con otros farmacos antimicrobianos, ha mostrado una actividad
sinérgica significativa frente a cinco diferentes cepas bacterianas tanto Gram-positivas
como Gram-negativas. La dopamina actla de manera sinérgica con antibiéticos como la
penicilina, la estreptomicina, el cloranfenicol, la eritromicina, la triflupromazina y la
metadilazina cuando ha sido evaluada en ensayos in vitro contra bacterias Gram-positivas
y Gram-negativas como Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae, Salmonella typhimurium
y Shigella boydii [100].

1.3.1.2. Acido galico

El &cido galico se encuentra ampliamente presente en el reino vegetal y en forma libre
o como derivado en diferentes fuentes de alimentos como nueces, té, vino y frutas (uvas,
granada, mango, etc). Entre varios polifenoles, el &cido gélico (acido 3,4,5-
trihidroxibenzoico) es un compuesto de bajo peso molecular de origen natural que posee
fuertes propiedades antioxidantes segin numerosos estudios [90]. Proporciona una
proteccion eficiente contra el dafio oxidativo causado por especies reactivas que se
encuentran frecuentemente en sistemas bioldgicos, incluyendo el radical hidroxilo (HO¢), el
radical superoxido (Oz+-), el radical peroxilo (ROQO¢) y los no radicales, como el peroxido de
hidrégeno (H20) y el acido hipocloroso (HCIO). Ademas, se ha demostrado que el acido
galico es el componente antioxidante principal responsable de las propiedades antirradical
y anticancerigenas de numerosos extractos vegetales [101,102].

El acido galico es una molécula plana que consiste en un anillo aromatico, tres grupos
hidroxilo fendlicos y un grupo acido carboxilico. Los tres grupos hidroxilo estan unidos al
anillo aromatico en posicion orto con respecto entre si. Es este orden de disposicién el
principal determinante de la alta capacidad antioxidante de los compuestos fendlicos [103].
Se ha demostrado que el nUmero y la posicién de los grupos hidroxilo, la presencia de otros
grupos funcionales y su posicion con respecto a los grupos hidroxilo, influye notablemente
en la actividad antioxidante de los compuestos fendlicos. Por lo tanto, la actividad
antioxidante de una molécula aumenta con el aumento en el nimero de grupos hidroxilo

unidos al anillo aromatico. Se han realizado varios estudios para investigar el mecanismo
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de accién de los antioxidantes fendlicos, los cuales pueden actuar como antioxidantes
donando un atomo de hidrégeno (transferencia de &tomo de hidrégeno o HAT) o actuando
como donantes de electrones (transferencia de electron Unico o SET) [104].

El &cido gdlico, ademas de ser un reconocido agente natural antioxidante, ha
demostrado poseer propiedades antifingicas, antibacterianas, antivirales, antialérgicas,
antiinflamatorias, antimelanogénicas, antituberculosas, antimutagénicas, antiulcerosas,
entre otras. Ademas, muestra potencial como neuroprotector, cardioprotector,
hepatoprotector y nefroprotector. Al ser seguro, comestible y considerando sus amplias
propiedades, puede utilizarse para el desarrollo de peliculas y recubrimientos comestibles
en la industria alimentaria [105].
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Capitulo 2: OBJETIVOS

2.1. Objetivos generales

Este proyecto de Tesis Doctoral tiene como principal objetivo el desarrollo de nuevos
materiales poliméricos basados en polimeros catidnicos (polimeros con grupos de amonio
cuaternario) y polimeros naturales, para el desarrollo de materiales activos antimicrobianos
que sirvan en el envasado de alimentos para aumentar la vida Gtil de los mismos, asi como

para reducir infecciones bacterianas en general.
2.2. Objetivos especificos

Los objetivos particulares del proyecto son:

Sintetizar polimeros cuaternarios basados en recursos naturales, tales como el
acido itaconico, al cual se les incorporardn el grupo heterociclo 1,3-tiazol, y
posteriormente se modificaran mediante reacciones de alquilaciéon con yoduro de
metilo.
Caracterizar las propiedades fisico-quimicas de los polimeros sintetizados:
resonancia magnética nuclear de protones (*H-RMN), espectroscopia infrarroja por
Transformada de Fourier (FTIR), cromatografia de permeacion en gel (GPC),
potencial electrostatico o potencial zeta, andlisis termogravimétrico (TGA) vy
concentracion minima de inhibicion (MIC).
Incorporar los polimeros sintetizados en distintas matrices para obtener peliculas
activas, utilizando glicerol como plastificante, y dopamina o acido galico como
agente reforzante y aditivo antioxidante.

> Gelatina y almidén modificado (proporcion masica 4:1)

> Biomasa de levadura
Caracterizar las peliculas desarrolladas mediante distintos tipos de técnicas
analiticas:

> Colorimetria, espectroscopia infrarroja  (FTIR), analisis térmico

(termogravimétrico y calorimétrico), y propiedades mecéanicas.

> Propiedades de hidratacién, hinchamiento y permeabilidad al vapor de agua.

\4

Capacidad antioxidante y antimicrobiana.

» Ensayos de migracion especifica.

- 43 -






Capitulo 3: Sintesis de Polimeros Antimicrobianos

El presente capitulo describe la sintesis de polimeros cuaternarios basados en acido
itacénico, esterificados con el grupo heterociclo 1,3-tiazol, y modificados mediante una

reaccién de alquilacién con yoduro de metilo.
3.1. Materiales

Acido itaconico (IA, Sigma-Aldrich®), persulfato amonico (Sigma-Aldrich®), acetona
(299.5, Sigma-Aldrich®), 4-metil-5-tiazoletanol (Sigma-Aldrich®), acido sulflrico (99%,
Sigma-Aldrich®), yodometano (CHsl, 99%, Sigma-Aldrich®), N,N-dimetilformamida anhidra
(DMF, 99.8%, Sigma-Aldrich®), n-hexano (99%, Sigma-Aldrich®), dimetilsulféxido (DMSO,
>09%, Alfa Aesar®), membrana de celulosa D80 (Orange Scientific®), solvente DMSO
deuterado (DMSO-d6, Sigma-Aldrich®), etanol 96% vol. (Porta®), peptona (Britania®), agar
bacteriolégico (Britania®), caldo Mueller-Hinton (Britania®), microplacas estériles de 96
pocillos (AP-Biotech®).

3.2. Sintesis de poli(acido itacdnico) (PIA)

En primer lugar, la sintesis del homopolimero PIA se realizé via polimerizacion radical
convencional a partir de acido itacénico [1]. IA (400 g) y persulfato amoénico como iniciador
(6,67 g) se disolvieron en agua destilada (1333 mL) en un balén de 2 L. La mezcla se agitd
continuamente bajo una atmadsfera burbujeante de argén (solo la primera hora) en un bafio
termostatico a 60 °C durante 48 h. Inicialmente, la mezcla de reaccion obtenida era
heterogénea debido a una disolucion incompleta del IA, pero después de 1 hora se volvio
transparente. Una vez concluido el tiempo de reaccion se retird el balon del bafio
termostatico y se enfrio a temperatura ambiente, también bajo agitacion continua. El
polimero obtenido (PIA), se separ6 de la mezcla de reaccion por precipitacion en acetona
fria gota a gota con agitacién vigorosa. El precipitado formado se separ6 por filtracion y se

sec6 en desecador bajo vacio a temperatura ambiente hasta peso constante.
3.3. Funcionalizacién del PIA con el grupo heterociclo 1,3-tiazol (FPIA)

La funcionalizacion del PIA se llevé a cabo mediante una reaccién de esterificacién con
el grupo heterociclo 1,3-tiazol [2]. Para ello se afadié PIA (160 g) con una cantidad en
exceso de 4-metil-5-tiazoletanol (479 mL) (relacién molar 1:4) en un balén selladode 1 Ly
se lo coloco6 en un bafio termostatico a 90 °C con agitacion hasta su completa disolucion.

Luego, se agreg6é 1 mL de acido sulflrico como catalizador y la reaccion continué durante
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24 h a 90 °C. Finalizado el tiempo de reaccion, el sistema se enfrié a temperatura ambiente.
El polimero funcionalizado (FPIA1) se separ6 de la mezcla de reaccién por precipitacion en
agua fria gota a gota con vigorosa agitacion. El precipitado formado se separé por filtracion
y se secO en desecador bajo vacio a temperatura ambiente hasta peso constante. Por otro
lado, se realiz6 otra funcionalizacion de PIA a 120 °C (FPIA2) para evaluar si una mayor

temperatura de reaccién favorecia la reaccion de esterificacion.
3.4. Cuaternizacién de FPIAx con yoduro de metilo (MeFPIAX)

Los polimeros FPIAL1 y FPIA2 se modificaron mediante una reaccién de N-alquilacion
con yoduro de metilo (CHsl) [3]. Se disolvieron ambos polimeros (58 g) con un exceso de
yoduro de metilo (278 mL, relacién molar 1:10) junto con una cantidad minima necesaria de
N,N-dimetilformamida anhidra (415 mL) en un balén sellado de 1 L. El sistema se coloc6 en
un bafio termostatico a 70 °C y se agité durante 7 dias. Una vez completada y enfriada la
reaccion, los polimeros se separaron por precipitacion en una solucion de n-hexano gota a
gota con agitacion vigorosa, hasta que se produjo una separacion de fases. La fase polar
se diluyé con DMSO/H,0 (2/1) y se purificé por dialisis contra agua destilada durante 7 dias
utilizando una membrana de celulosa con un peso molecular de corte de 6000-8000 Da.
Finalmente, los polimeros cuaternizados secos (MeFPIAL1 y MeFPIA2) se obtuvieron por
liofilizacion (Telstar).

El Esquema 3.1 representa los diferentes pasos de la sintesis de PIA, su modificacion

y finalmente su cuaternizacién para la obtencién de polimeros catiénicos antimicrobianos.
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Esquema 3.1. Diferentes etapas de la sintesis de polimeros catidnicos antimicrobianos.



3.5. Caracterizacion fisico-quimica de los polimeros sintetizados
3.5.1. Cromatografia de permeacién en gel (GPC)

Para determinar el peso molecular promedio en numero (Mn) y el indice de
polidispersidad (IP) del polimero se realiz6 una cromatografia de permeacion en gel (GPC)
en agua, con nitrito de sodio (NaNO;) como eluyente, a un flujo de 1 mL/min y 30 °C en un
sistema cromatografico de Perkin Elmer con una bomba isocratica 250 y un detector de
indice de refraccion (Serie 200, Boston, MA, EE. UU.). Se utiliz6 una columna
Ultrahydrogel™ HR (Waters Division Millipore, Milford, MA, EE. UU.). Se utilizaron patrones

de pululano (Sigma Aldrich) para calibrar las columnas.
3.5.2. Resonancia magnética nuclear de protén (*H-RMN)

Los espectros de resonancia magnética nuclear de protéon (*H-RMN) se realizaron en
un espectrometro Bruker 400 MHz NMR (Bruker, Madrid, Espafia) utilizando
dimetilsulféxido deuterado (DMSO-d6) como disolvente a temperatura ambiente. Los

espectros fueron obtenidos por duplicado.

3.5.3. Espectroscopia infrarroja por Transformada de Fourier con Reflectancia Total
Atenuada (FTIR-ATR)

El andlisis se realiz6 en todos los polimeros utilizando un espectrofotémetro IR Affinity—
1 Shimadzu (Shimadzu Co., Japdn) equipado con un mdédulo de reflectancia total atenuada
(ATR) con punta de diamante (GladiATR, Pike Technologies). El barrido se realizé en un
intervalo de nimero de onda de 400 a 4000 cm™, con 48 scans, 4 cm™ de resolucién y

apodizacién Happ-Genzel. Los espectros fueron obtenidos por duplicado.
3.5.4. Potencial zeta (Q)

El potencial eléctrico o ¢ de los polimeros cationicos se determind utilizando un equipo
Zetasizer Nano serie ZS (Malvern Instruments SRL, Malvern, Reino Unido), equipado con
un haz laser de He-Ne a 658 nm. Se emplearon soluciones de concentracion 1 mg/mL de
polimero en agua MilliQ (18 mQ). Cada determinacién se realizé tres veces y con un minimo

de diez corridas por cada determinacion.
3.5.5. Analisis termogravimétrico (TGA)

El andlisis se realizd en un equipo TGA Q-500 (TA Instruments, Delaware, EEUU). Se

pesaron aproximadamente 6 mg de cada polimero en una balanza de platino. La velocidad
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de barrido fue de 10 °C/min, en un intervalo de temperatura de 30 °C hasta 700 °C en
atmosfera de nitrégeno (flujo de 50 mL min). Se registré la pérdida de peso en funcién de

la temperatura y se realizaron dos mediciones por cada uno de los polimeros sintetizados.

3.5.6. Determinaciéon de la concentraciobn minima de inhibicion del crecimiento
bacteriano (MIC)

Las MIC de los polimeros MeFPIALl y MeFPIA2 se determinaron mediante métodos de
microdilucién en caldo de cultivo contra bacterias Gram-positivas Staphylococcus aureus
(ATCC 25923) y Gram-negativas Escherichia coli (ATCC 25922) y Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 9027) obtenidas de Thermo Scientific™ segun las directrices del Clinical
Laboratory Standards Institute (CLSI) [4].

Se prepard una suspension de microorganismos de ~10% unidades formadoras de
colonias (UFC)/mL en agua de peptona 0,1% estéril para obtener una turbidez equivalente
al estdndar de McFarland de 0,5. Previamente, los aislados bacterianos se cultivaron en
agar nutritivo durante 24 h a 37 °C. Esta suspension se diluy6 1:100 en caldo Mueller-Hinton
para lograr una suspension de indculo de ~108 UFC/mL. Ademas, cada polimero se disolvié
en agua destilada estéril para producir una solucion madre de 32 mg/mL. Luego, se
pipetearon 200 uL de solucién madre en la primera columna de una microplaca estéril de
96 pocillos y 100 yL de caldo Mueller-Hinton en el resto de las columnas, excepto en la
primera columna (que contenia la solucion madre).

Posteriormente, se tomaron 100 uyL de solucibn madre (primera columna) y se
realizaron diluciones seriadas en el resto de los pocillos, excepto en la dltima columna.
Finalmente, 100 uL de cada suspension de microorganismos de prueba se inoculé en todos
los pocillos, proporcionando 200 L finales, con concentraciones de polimero de 16; 8; 4;
2;1; 0,5; 0,25; 0,125; 0,063; 0,031 y 0,016 mg/mL (desde la primera hasta la penultima
columna). La dltima columna de pocillos, al no contener polimero, se utiliz6 como control
positivo de crecimiento de microorganismos. Las microplacas se incubaron a 37 °C durante
24 h; después de este periodo de tiempo, las MIC se definieron visualmente como la

concentracion de polimero mas baja a la que se inhibié el crecimiento del microorganismo.
3.7. Resultados y discusién
3.7.1. Caracterizacién fisicoquimica de la sintesis y modificacién de homopolimeros

El PIA se sintetizd en agua a 60 °C, como se describié anteriormente. El rendimiento

fue del 60% Yy el peso molecular promedio en niumero y su indice de polidispersidad fueron
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59,7 kDay 1,9, respectivamente. Es importante mencionar que la relacién entre el volumen
hidrodindmico y el peso molecular del polimero es diferente a la de los estandares utilizados
en la técnica de GPC, por lo tanto, estos datos deben tomarse como una estimacion del
Mn.

La Figura 3.1 muestra el espectro de RMN de proton del PIA, donde los protones del
metileno a 2,0 ppm correspondientes a la cadena principal y los protones del metileno a 3,5
ppm asignados a —CH,—COOH se identifican facilmente. Los polimeros modificados FPIA
se obtuvieron a dos temperaturas diferentes (90 y 120 °C), y los picos caracteristicos se
identifican en el mencionado espectro. El grupo CH; de la cadena principal que se observa
a 2,3 ppmy los protones de metileno de —-CH>—COO- a 3,5 ppm se encuentran ligeramente
desplazados a mayores desplazamientos como resultado de una mayor rigidez. Los
protones del metileno cerca del éster (O—CH,—) se observan a 4,0 ppm, mientras que los
protones CH; unidos al grupo tiazol aparecen a 3,0 ppm. Los protones correspondientes al
grupo CHs unidos al grupo tiazol emergen a 2,3 ppm junto con los protones del metileno de

la cadena principal.
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Figura 3.1. Espectro de resonancia magnética nuclear de protones (*H-RMN) del PIA, FPIAly
MeFPIAL.
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El grado de modificaciéon se determiné por *H-NMR por comparacion de los protones
del tiazol a 8,8 ppm y los protones de metileno de —-CH,—COO- a 3,5 ppm. Los resultados
fueron de 28% y 60% para FPIAl y FPIA2, respectivamente. Por lo tanto, se puede concluir
gue el incremento en la temperatura produce un mayor grado de modificacion. En los
espectros correspondientes a la posterior cuaternizacion de los polimeros no se observaron
sefiales a 8,8 ppm correspondientes a los protones del tiazol, ya que se logré6 en ambos
casos la total cuaternizacion de los grupos heterociclos, y un nuevo pico aparecio a 10 ppm
correspondiente a los protones de ambos grupos de tiazolio.

La Figura 3.2 muestra los espectros de FTIR-ATR del PIA, FPIA1 y MeFPIAl. El
espectro del homopolimero PIA muestra una banda caracteristica a 1695 cm,
correspondiente a los grupos carboxilo (C=0). El espectro del FPIAL, polimero con menor
grado de modificacion, presenta otras bandas caracteristicas, como las siguientes: 3082
cm? (=C—H tiazol), 2928 cm™ (C-H), 1720 cm™ (C=0), 1547 cm™* (C=N tiazol) y 1117 cm*
(C-0) [5]. Considerando estas sefiales, se podria concluir que se logré la funcionalizacion
del PIA. Asimismo, se pudo observar en el espectro del MeFPIA1 que la banda
correspondiente al enlace C=N se desplazé a 1572 cm™? (C=N" tiazolio) debido a la
cuaternizacion.

MeFPIAL

Transmittance (au.)

Trausnattance (aw)

1900 1700 1500 1300 1100
Wavenumb exs (an ')

~—r—T—T7T T T 7T T T T T T T T T T T T7T T T T T T T T T T

3800 3500 3200 2900 2600 2300 2000 1700 1400 1100 800 500

Wav enunbers (ci'h

Figura 3.2. Espectro de infrarrojo por Transformada de Fourier con Reflectancia Total Atenuada (FTIR-
ATR) del PIA, FPIALl y MeFPIAL.

Ademas, se determinaron los valores de potencial ¢ para los polimeros cargados. Las
mediciones se realizaron a partir de disoluciones de concentracion 1 mg/mL de polimero en
agua MilliQ (18 mQ). Los valores fueron de -60 mV para PIA, -52 mV para MeFPIAl y -9
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mV para MeFPIA2. El valor negativo observado en el PIA se debe a la presencia de grupos
carboxilos en forma -COO". A medida que aumenta el grado de modificacién, el potencial ¢
se desplaza hacia valores menos negativos. Por lo tanto, los resultados confirman que se
obtuvo un mayor grado de modificacién con el aumento de la temperatura de reaccion, ya
que MeFPIA2 present6 un mayor potencial que MeFPIAL. Estos valores negativos fueron
cambiando con la adicion de unas gotas de disolucion de &cido clorhidrico 0,1 M, donde el
potencial ¢ de los polimeros present6 valores menos negativos, debido a que los grupos
carboxilos libres fueron protonados.

Por lo tanto, ambos polimeros MeFPIAx tienen una naturaleza dual, y la presencia de
cargas positivas y negativas a lo largo de la cadena lateral puede producir algunas
variaciones en la conformacion, dando la posibilidad de ser considerados como polimeros
zwitteriénicos [6]. Estos zwitteriones, incluidos los polianfolitos y las polibetainas, son
macromoléculas con grupos de carga opuesta (cationicos y aniénicos) a lo largo de la
cadena o cadena lateral que muestran distintos comportamientos dependiendo de su
entorno. Teniendo en cuenta esta definicion, las cargas podrian distribuirse a lo largo de la
cadena de diferentes maneras [7] y, en este caso, seria una distribucién al azar. Por lo
general, los grupos catiénicos son amonio cuaternizado y los grupos aniénicos son
sulfonatos, carboxilatos y fosfonatos [8]. La ionizacién de la cadena depende del pH del
entorno, que tiene un marcado efecto en el comportamiento conformacional del polimero.
El uso de un carboxilato como anion en ambientes acidos resulté en la protonacion y
neutralizacion de las unidades monoméricas [7]. Los polimeros zwitteridnicos tienen gran
potencial como recubrimientos anti-incrustamiento o anti-fouling, entre otras
funcionalidades, ya que pueden resistir la adsorcion de proteinas no especificas, la

adhesién bacteriana y la formacién de biopeliculas [9].
3.7.2. Andlisis termogravimétrico (TGA)

Los resultados del analisis termogravimétrico de los polimeros MeFPIALl y MeFPIA2 se
presentan en la Figura 3.3. Se pueden observar tres zonas principales de degradacion en
un intervalo de temperatura desde 30 hasta 450 °C con un residuo del 20%. La primera,
desde 30 °C a 120 °C, puede atribuirse a la eliminacion del agua libre adsorbida,
caracteristica delos polimeros hidréfilos, y la posible volatilizacion de compuestos de bajo
peso molecular. La segunda zona, de 120 °C a 300 °C, con Tmax centrada en 230 °C, podria
estar relacionada con la formacion de anillos anhidridos en la cadena de PIA. Las

temperaturas iniciales de degradacion tras la pérdida de humedad (T;), se determinan en
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esta zona y fueron de 180 °C y 205 °C, para MeFPIALl y MeFPIA2, respectivamente. En la
tercera zona, entre 300 °C y 450 °C, con Tmax entre 370 °C y 380 °C, alcanzaron una pérdida
de masa en torno al 50% respecto a la masa inicial. Estos resultados podrian corresponder
probablemente, con los procesos de descarboxilacion y carbonizacion. Es de destacar que
el 50% de la masa inicial se conservé a temperaturas de hasta 350 °C. La masa residual
se relaciona con la existencia de polimeros reticulados que se forman a altas temperaturas
[10].
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Figura 3.3. Curvas termogravimétricas: (A) Pérdida de peso en funcién de la temperatura. (B) Derivada

del porcentaje de peso en funcién de la temperatura.

3.7.3. Determinacién de la concentracion minima de inhibicion (MIC)

Los valores de MIC se presentan en la Tabla 3.1 y se corresponden a la minima
concentracion (mg/mL) de polimero que inhibe el crecimiento de un microorganismo
después de un periodo de incubacion de 24 h a 37 °C [11]. Ambos polimeros MeFPIAXx
fueron solubles en caldo y presentaron actividad antimicrobiana. Estudios previos han
demostrado el papel clave de la densidad de carga positiva de policationes y el balance
anfifilico en su interaccion con la superficie cargada negativamente de las membranas
celulares bacterianas, o que en consecuencia, conduce a la muerte celular [12,13,14].
Ademas, los resultados de las investigaciones apoyaron la hip6tesis de que los polimeros
gue poseen una carga cationica en los grupos de amonio cuaternario eliminan a las
bacterias al dafiar la membrana celular, causando lisis celular y mostrando propiedades
antimicrobianas en disolucion y en la superficie [15,16]. Sin embargo, en este trabajo,
considerando que no se logré una completa modificacion debido a la presencia de grupos

carboxilo no funcionalizados, esta situacion influyé en la disminucién de la densidad de
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cargas positivas (como se refleja en el potencial (), afectando las propiedades
antimicrobianas. Se obtuvieron valores de MIC para los polimeros antimicrobianos que van
desde 0,5 a 8 mg/mL (ver Tabla 3.1). Aunque no hubo diferencias en valores de MIC de los
polimeros frente a Escherichia coli, MeFPIA1 mostré mayor actividad antimicrobiana que
MeFPIA2 contra Pseudomonas aeruginosa. Sin embargo, muchos estudios informaron que
el peso molecular y la distribucion espacial de las cargas son otros factores a tener en
cuenta con respecto a las propiedades antimicrobianas de polimeros cargados [14,17]. Por
lo tanto, MeFPIA2 podria adoptar una conformacion en disolucién con la carga positiva
menos accesible a las membranas celulares bacterianas. Ademas, también se describe que
los polimeros anidnicos y los polianfolitos pueden presentar propiedades antimicrobianas
[18,19]. Como era esperable, los polimeros presentan mayor actividad frente a bacterias
Gram-positivas que frente a las Gram-negativas, debido a que las segundas poseen una
doble pared celular y son mas dificiles de eliminar por el mecanismo de accién de los

polimeros sintetizados.

Tabla 3.1. Valores de MIC (mg/mL) de los polimeros cuaternizados MeFPIALl y MeFPIA2.

MIC (mg/mL)
Polimeros
E. coli P. aeruginosa S. aureus
MeFPIA1 8 2 0.5
MeFPIA2 8 4 0.5

3.8. Conclusiones parciales

Se sintetizaron polimeros a partir del acido itacénico via polimerizacion radical
convencional, al cual se le incorporaron, mediante una reaccién de esterificacion, el grupo
heterociclo 1,3-tiazol de manera parcial. Posteriormente, se cuaternizaron mediante una
reaccion de alquilacion con yoduro de metilo. Los polimeros obtenidos fueron
caracterizados mediante distintos tipos de técnicas. Los espectros de 'H-RMN y FTIR-ATR,
demostraron que el aumento de la temperatura de reaccion favorece la funcionalizacién del
PIA, y que la cuaternizacion se logro en su totalidad en ambos casos. El potencial  también
confirmo un mayor grado de modificacién con el aumento la temperatura de reaccion. Estos
polimeros demostraron tener actividad antimicrobiana, obteniéndose valores de MIC que
oscilan entre 0,5 y 8 mg/mL, convirtiéndose asi en prometedores agentes activos a ser

incorporados en distintas matrices para el desarrollo de novedosos materiales.
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Capitulo 4: Diseiilo de Peliculas Activas a Base de Gelatina y
Almidon con MeFPIAX

El presente capitulo describe el desarrollo y caracterizacion de peliculas a base de
gelatina y almidén al 30% p/p, con la incorporacién de MeFPIAx 10%, glicerol 50% como

plastificante y dopamina 2% como posible entrecruzante.
4.1. Materiales

Gelatina (Scharlau®), almidon (Nestlé Health Science®, Barcelona, Espafia), glicerol
(299%, Sigma Aldrich®), clorhidrato de dopamina (99%, Alfa Aesar™), hidroxido de sodio
(NaOH, 298%, Sigma-Aldrich®), carbonato de potasio (K.COs, Sigma-Aldrich®), nitrato de
magnesio (Mg(NOs)2, 98%, Sigma-Aldrich®), cloruro de bario (BaCl;, 298%, Sigma-
Aldrich®), acido L-ascorbico (Ce¢HsOs, Sigma-Aldrich®), buffer fosfato salino (PBS, pH 7.4,
Sigma-Aldrich®), 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)-sal de diamonio
(ABTS, Sigma® A1888), persulfato de potasio (K2S:0s, Sigma® 216224, Saint Louis, MO,
USA), etanol 96% vol. (Porta®), peptona (Britania®, CABA, Argentina), agar bacterioldgico
(Britania®), caldo nutritivo (Britania®).

4.2. Obtencidn de las peliculas activas por evaporacién del solvente (casting)

Se elaboraron seis formulaciones mediante casting de las dispersiones acuosas al 30%
p/p con respecto al total de componentes, a base de gelatina y almidén en proporcion
masica 4:1 y un 10% p/p de los polimeros sintetizados con respecto al peso de la relacién
gelatina:almidén. Se afiadid glicerol al 50% p/p con respecto al peso de los polimeros
totales. A la mitad de las formulaciones se le incorpor6 clorhidrato de dopamina al 2% p/p
con respecto al peso de los polimeros totales (la otra mitad sera el control sin dopamina).

Para la preparacion de las peliculas por casting se prepararon las dispersiones de los
polimeros en agua destilada, con agitacibn magnética, y se mantuvieron en un bafio
termostético a 70 °C durante 20 minutos. Posteriormente, se afiadié poco a poco una
solucién de NaOH 0,1 M hasta alcanzar un pH entre 8-9 y se incorporé la dopamina
dejandola reaccionar por otros 20 minutos. La dopamina se incorporé como agente
entrecruzante , a partir de su interaccion con los polimeros, y de esta manera, se lograria
brindar més estabilidad a las peliculas, ademas como compuesto antioxidante [1].
Finalmente, las dispersiones correspondientes se vertieron en placas de Petri de 90 mm de

diametro, en una cantidad aproximada de 15 g de dispersién por placa y se dejaron secar
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durante una semana a temperatura y humedad ambiente. Las peliculas secas se
despegaron de las placas y se acondicionaron durante una semana a una humedad relativa
(h.r.) de 53%, proporcionada por una solucion saturada de nitrato de magnesio Mg(NOs), y
25 °C, previamente a su caracterizacion. Las peliculas sin agregado de MeFPIAX y
dopamina se consideraron peliculas control. Se caracterizaron las propiedades fisico-

quimicas de los nuevos materiales obtenidos mediante distintas técnicas analiticas.
4.3. Caracterizacién de las peliculas activas

4.3.1. Espectroscopia infrarroja por Transformada de Fourier con Reflectancia Total
Atenuada (FTIR-ATR)

El andlisis se realiz6 en todas las peliculas utilizando un espectrofotometro IR Affinity—
1 Shimadzu (Shimadzu Co., Japdn) equipado con un mdédulo de reflectancia total atenuada
(ATR) con punta de diamante (GladiATR, Pike Technologies). El barrido se realizd en un
intervalo de nimero de onda de 400 a 4000 cm™, con 48 scans, 4 cm™ de resolucién y

apodizacién Happ-Genzel. Los espectros fueron obtenidos por duplicado.
4.3.2. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Para llevar a cabo los ensayos se utiliz6 un equipo MDSC Q-200 (TA Instruments,
Delaware, EE. UU.) con una unidad de refrigeracion RCS 90, en un intervalo de temperatura
de -80 °C a 180 °C. Los experimentos se realizaron con una modulacion de temperatura de
+ 1 °C cada 40 segundos y una velocidad de barrido de 10 °C/min, en atmdsfera de
nitrdgeno a 50 mL/min. Previamente, las peliculas (aprox. ~3-5 mg) fueron deshidratadas

en capsulas herméticas TZero® de aluminio dentro de un desecador con silica gel.
4.3.3. Andlisis termogravimétrico (TGA)

El analisis se realizé en un equipo TGA Q-500 (TA Instruments, Delaware, EEUU). Se
pesaron aproximadamente 6 mg de cada pelicula en una balanza de platino. Previamente,
las muestras se acondicionaron a una humedad relativa (h.r.) de 53% con una solucion
saturada de Mg(NOs), dentro de un desecador. La velocidad de barrido fue de 10 °C/min,
en un intervalo de temperatura de 30 °C hasta 700 °C en atmosfera de nitrégeno (flujo de
50 mL/min). Se registré la pérdida de peso en funcion de la temperatura. Las mediciones

se realizaron por duplicado.
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4.3.4. Propiedades mecanicas

Se realizaron ensayos de esfuerzo-deformacion para evaluar las propiedades
mecanicas de los materiales. Los ensayos se realizaron a temperatura ambiente en una
maquina Universal Instrument Megatest TC-500 serie Il (Megatest, Argentina), utilizando
una celda de carga de 30 kgf a una velocidad de 10 mm/min. Previamente, se cortaron
probetas rectangulares (50 x 10 mm) de cada formulacién y se acondicionaron dentro de
un desecador a 53% de h.r. provista por una solucién saturada de Mg(NOs).. El espesor de
cada probeta se determiné en cinco puntos utilizando un micrometro digital (INSIZE Co.,
LTD, Suzhou New District, China, 50,001 mm). Las curvas resultantes de esfuerzo-
deformacién permitieron calcular los parametros mecénicos: Médulo de Young (MY, MPa),

resistencia a la traccion (TS, MPa), y elongacion a la ruptura (e, %).
4.3.5. Color

El color de las peliculas se midié utilizando un espectrofotometro Konica Minolta CR400
(Tuscaloosa, NJ, USA) y se determinaron las coordenadas Cielab L*, a* y b* para conocer
sila adicion de polimero y/o dopamina modificaba el aspecto de los materiales. Este método
es ampliamente utilizado ya que correlaciona los valores numéricos de color
consistentemente con la percepcién visual humana. El espacio de color Cielab (Figura 4.1),
es un sistema cartesiano formado por 3 ejes, un eje vertical L* que indica luminosidad y dos
ejes horizontales a* y b* que son las coordenadas crométicas.

L* = Luminosidad.

a* = coordenadas rojo/verde (+a indica rojo, -a indica verde).

b* = coordenadas amarillo/azul (+b indica amarillo, -b indica azul).

Blanco
+L*

Verde '

Negro

Figura 4.1. Espacio de color Cielab.

-59 -



Para comparar las diferencias de color entre las distintas peliculas se calcula el
parametro de diferencia de color global (AE) el cual permite juzgar niveles de diferencias
de color percibidas por el ojo humano (valores de AE mayores a 6) segun la Ecuacion 4.1.
Se midieron diez puntos de cada pelicula y se consideré la pelicula de gelatina-almidén y

glicerol (GA) como pelicula control. Todas las muestras fueron analizadas por duplicado.

AE = J(a* — a$)?+ (b* — by)? + (L* — Lp)? (4.1)

donde ag*, bo*, y Lo* son las coordenadas correspondientes a la pelicula control, contra las
que fueron comparadas el resto de las peliculas para determinar el cambio de color debido

a la presencia de los polimeros sintetizados y/o dopamina.
4.3.6. Permeabilidad experimental al vapor de agua (Pw®*?)

La permeabilidad experimental al vapor de agua (P.®*?) de las peliculas se determin6
cuantificando el flujo de vapor de agua a través de las peliculas de forma gravimétrica. Para
ello, se utilizé la técnica ASTM-E96 (2016) con algunas modificaciones. En primer lugar, las
peliculas se colocaron en celdas acrilicas con una abertura de 53 mm de diametro, las
cuales contenian una solucién saturada de BaCl, generando una h.r. del 90%. Las celdas
se colocaron dentro de un desecador que contenia una solucién saturada de NaOH para
proporcionar una h.r. del 10%, a una temperatura constante de 22 °C. De esta manera, una
cara de la pelicula qued6 expuesta a una h.r. del 90% y otra cara a una h.r. del 10%. Se
colocd un ventilador sobre las peliculas para mantener las condiciones de aire uniformes
dentro del desecador, segun recomendaciones de autores anteriores [2,3,4]. Se registraron
los pesos de las celdas al inicio del experimento y a intervalos de tiempo determinados
utilizando una balanza analitica de precisién (Precisa 125 A SCS, 102 g). Una vez obtenidos
los valores de los pesos a lo largo del tiempo, la P,** se calculé segun la Ecuacion 4.2.

exp _ 1 (Am\ L
By _A(At)pr (4.2)

donde A es el &rea efectiva expuesta de la pelicula y Am/At es la pendiente de la regresion
lineal de la pérdida de peso frente al tiempo. L es el espesor de la pelicula 'y Apw = (Pw2 —
pw1, €n unidades Pa) es la diferencia de presiones parciales de vapor de agua a través de
la pelicula, pw1 €s la presion parcial en la superficie externa de la pelicula (263.9 Pa) y pw.
es la presién parcial en la superficie interna de la pelicula (2375.4 Pa). Los experimentos

se realizaron por duplicado.
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4.3.7. Hidratacién

Se estudiaron las cinéticas de hidratacién de las peliculas en un ambiente controlado
a 90% h.r. En primer lugar, se determin6é el peso seco de las peliculas colocandolas
previamente en un desecador con silica gel. Luego, se colocaron en otro desecador a una
h.r de 90%, generada por una solucién saturada de BaCl; ubicada en el interior del mismo.
A determinados intervalos de tiempo, se retiraron las muestras y se registraron los pesos
utilizando una balanza analitica (+10* g) hasta alcanzar un peso constante. Se utilizé un
ventilador para mantener condiciones uniformes dentro del desecador con un flujo de
circulacion de aire de 160 m/min. La instalacion de un ventilador dentro del desecador se
lleva a cabo para eliminar la capa de aire estancada que se genera sobre la pelicula en
ausencia del mismo. Esta capa de aire produce una resistencia a la transferencia de masa
que modifica el proceso de hidratacién, segin lo expresado por autores anteriores [2,3,4].
Es importante estudiar las cinéticas de hidratacion considerando la potencial aplicacién de
los materiales como envases alimentarios. Los mismos suelen estar sujetos a flujos de aire
cambiante durante el proceso de envasado de un alimento; su transporte y
almacenamiento. El contenido de agua h, en unidades de g de agua por g de pelicula seca
(p.s.), se evaluo en funcion del tiempo t (dias), calculando la diferencia entre la masa de la
pelicula hidratada y la masa de la pelicula seca. Los experimentos se realizaron por
triplicado a 22 °C.

En peliculas biopoliméricas con matriz continua y homogénea, el transporte de agua
no se produce a través de los poros sino empleando el mecanismo de sorcion-difusion-
desorcion [5]. Por lo tanto, la permeabilidad al vapor de agua depende de la hidratacion o
solubilidad del agua en la pelicula, asi como de la movilidad del agua en la matriz. De hecho,
para peliculas poliméricas hidrofilicas, la permeabilidad experimental al vapor de agua P,**

se puede calcular segun la Ecuacioén 4.3:
PP = DI x 557 (4.3)

w

donde S, (g m~2 Pa™) es el coeficiente efectivo de solubilidad de agua calculado segun la

Ecuacion 4.4:

e = [(h(awz) = h(aw1)) / Pwz = Pwi)] X Pps. (4.4)
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donde h(aw2) y h(aw1) son el contenido de agua en la pelicula (g H-O por g de p.s.) en su

superficie interna a pw2 Y €n su superficie externa (fuera de la copa) a pwi, respectivamente.

La densidad de la pelicula seca pps. (g m~3) se calculo a través de la Ecuacion 4.5.
Pps. = & (4.5)
donde m es la masa seca (g), A el area (m?), y L el espesor (m).

De acuerdo con la Ecuacion 4.3, D™ fue luego calculado por la Ecuacion 4.6.
o = RyP s (4.6)

Por otra parte, el contenido de agua en funcion del tiempo, h(t), se ajustd con la solucion
de la Ley de Fick de transporte diferencial de masa, para una difusién de agua unidireccional
en una placa plana infinita, segin el modelo de Crank, como se puede observar en la

Ecuacion 4.7.

00 8 mt
h(t) = hco {1 - Zn=omexp [—DW(Zn + 1)2 m } (47)

donde h, es el contenido de agua en el equilibrio, L es el espesor de la pelicula 'y Dy es el

coeficiente de difusién aparente en unidades de m? s,
4.3.8. Evaluacion de la cinética de hinchamiento de las peliculas

Se evaluo el hinchamiento de las peliculas poliméricas en solucién buffer fosfato salino
(PBS, pH 7.4) a 25 °C y 37 °C. Se cortaron discos de aproximadamente 1 cm, se pesaron
(alrededor de 40 mg) y se sumergieron en recipientes con 20 mL de PBS. El hinchamiento
se siguio gravimétricamente, midiendo la ganancia de peso debido a la incorporacién de la
solucién durante el tiempo de inmersion. A intervalos de tiempo determinados, se retiraron
los discos, se elimind el exceso de soluciéon cuidadosamente con un papel de filtro, se
pesaron y se devolvieron nuevamente a los contenedores. Este procedimiento se realizd
hasta que no hubo mas ganancia de solucién (peso constante) o hasta que se observé la
pérdida de integridad del disco. El ensayo se realiz6 por triplicado. El proceso de
hinchamiento se expresé como absorcion de solucién, S, en el tiempo t en unidades de g

de solucion por 100 g de pelicula seca, y se calculé6 mediante la Ecuacion 4.8.

Wy — Wy

0
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donde W: es el peso del disco hinchado en el tiempo t y Wy es el peso del disco
acondicionado al comienzo del experimento.

La absorcién de la solucion s en funcion del tiempo t se ajusté con un modelo de cinética
de primer orden, utilizando una funcién biexponencial que tiene en cuenta dos etapas de

absorcion de solucién [6], como se muestra en la Ecuacién 4.9.

Sty = So T Asy (1 —exp( t))+ As, (1 —exp (— é)) 4.9

71

donde s(y) es la absorcion de la solucion; So es el contenido de la solucion inicial (so = 0 en

las condiciones experimentales); As; y As, son la absorcion de solucion relacionada con el
proceso de sorcion 1y 2, respectivamente; y T1 y T2 son las constantes de tiempo para el

proceso 1y 2, respectivamente. La absorcién de la solucion en el equilibrio hy, se calcul6 a
través de la Ecuacion 4.10.
S = As; + As, (4.10)

4.3.9. Actividad antioxidante
4.3.9.1. Preparacion de las soluciones de trabajo

La actividad antioxidante de las peliculas se evalué aplicando el método ABTS. Para
esto, se prepar6 ABTS en solucion acuosa en una concentracion de 7 mM y se mezcl6 con
K2S;0s hasta alcanzar una concentracion de 2.45 mM para formar el radical ABTS™
(solucién A). Esta mezcla se dejé en oscuridad durante 16 h, y después de este periodo de
tiempo, la solucion A se diluyé en diferentes disolventes: agua milliQ (solucién B),
etanol/agua 50/50 (solucién Bi) y etanollagua 95/5 (solucion B), hasta ajustar la
absorbancia de las soluciones a un valor de 0.70 5 0.02 a una longitud de onda (A) de 734

nm.

4.3.9.2. Estimacién de la capacidad antioxidante de la pelicula por contacto directo
con ABTS™

Se cortaron discos de aproximadamente 10 mg de cada formulacién y se colocaron en
tubos eppendorf con 1 mL de la solucién By correspondiente. Después de 30 min de
reaccion en oscuridad con ligera agitacion, se midi6 la absorbancia de la soluciéon a una
longitud de onda de 734 nm. Cada condicion se evalu6 por duplicado. La actividad
antioxidante de las distintas peliculas se calcul6 como el porcentaje de inhibicion radicalaria

(RSA (%)), como se describe en Ecuacion 4.11.
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Absorbancia del blanco—Absorbancia de la muestra
RSA(%) = x 100 (4.11)

Absorbancia del blanco

donde el blanco corresponde a la absorbancia de la solucién ABTS™ (By) sin la pelicula.
4.3.10. Actividad antimicrobiana

La metodologia desarrollada se bas6 en la norma ASTM E2149 [7]. La actividad
antimicrobiana de las peliculas se evalué frente a la cepa bacteriana Gram-positivas S.
aureus (ATCC 25923). El aislado del microorganismo se incub6 en placas de agar nutritivo
estéril durante 24 h a 37 °C. Luego, se prepard una suspension del microorganismo en
tubos con agua de peptona 0.1% estéril hasta una turbidez equivalente a 0.5 McFarland
(108 UFC/mL). La suspension del inoculo se diluyé en PBS estéril (pH 7.4) hasta obtener
una concentracion final de 10° UFC/mL. Las muestras fueron cortadas aproximadamente
en cuadrados de 1 cm de lado y colocadas en tubos eppendorf con 750 uL de la solucién
de indculo y 750 uL de PBS. Los tubos se incubaron a 37 °C con agitacion de 100 rpm. Se
tomaron alicuotas y se realizaron conteos de UFC totales a las 0 y 24 h de tiempo de
contacto. Se realiz6 un control de la solucion de inéculo (sin pelicula), y aquellas que no
contenian MeFPIAx se consideraron peliculas control. El porcentaje de reduccion
bacteriana (%) se calculé utilizando la Ecuacion 4.12.

Reduccién bacteriana (%) = BB%A x 100 (4.12)

donde A es UFC/mL para la pelicula luego de 24 h de tiempo de contacto, y B es UFC/mL

a tiempo inicial.

4.3.11. Migracion especifica y cinética de liberacién de dopamina en simulante

alimentario

Los materiales, por sus caracteristicas, pueden sufrir fendbmenos de interaccion, tanto
con el alimento como con el medio que los rodea. Uno de estos fendmenos es la migracion,
proceso por el que sustancias contenidas en la pelicula pueden pasar al alimento y/o medio
con el que estan en contacto. La migracion especifica se enfoca en la determinacién se una
sustancia en particular que se libera desde el material de envase hacia el alimento o
simulante alimentario. La norma europea EN 13130-1 [8] establece los métodos de ensayos
y las condiciones de exposicion de los materiales para la realizacion de los estudios de
migracion especifica de sustancias no poliméricas en alimentos y simulantes alimentarios...

Los ensayos de migracion especifica se realizan mediante el contacto directo del material
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con el simulante alimentario seguido de una posterior cuantificaciéon de los migrantes
mediante un andlisis quimico [9]. En el caso de los sistemas activos, es interesante el
estudio de la migracion de un compuesto en particular que migra en condiciones
controladas, y en este caso dicha migracion es favorable.

En este trabajo se midi6 la migracion especifica de la dopamina contenida en las
peliculas. Para ello, se cortaron probetas rectangulares de 6 x 1 cm y cada muestra se puso
en contacto con 10 mL de simulante alimentario en tubos de ensayo tapados, manteniendo
la relacion de 6 dm?/L de simulante, condicién segin norma europea EN 13130-01. Se
evaluaron tres probetas por cada formulacion. El simulante alimentario utilizado fue etanol
al 50% v/v en agua destilada como simulante alimentario graso. Las condiciones de
contacto fueron de 17 dias a 22 °C. A determinados intervalos de tiempo (0, 3, 5, 24 h, 7,
10, 15y 17 d) se tomaron alicuotas de 100 pL, se reemplazaron por 100 yL de simulante
fresco y se cuantificé la dopamina liberada por espectroscopia UV a una A de 280 nm. Se
prepar6 una curva de calibrado utilizando patrones de dopamina entre 0.01 y 0.06 mg/mL,
los cuales se midieron también a una A de 280 nm. Los resultados se expresaron como mg
de dopamina por kg de simulante.

La concentracién de dopamina c en funcién del tiempo t se ajustdé con un modelo de
cinética de primer orden, utilizando una funcién biexponencial (Ecuacion 4.13) que tiene en
cuenta dos etapas de liberacion de dopamina [6].

€ty = Co + Ay (1 —exp (— TL) ) + Ac, (1 —exp (— é)) (4.13)

1

donde c( es la concentracion de dopamina (mg/mL); co es la concentracion inicial liberada

al medio (co = 0 en las condiciones experimentales); Ac: y Ac, son la concentracion de
dopamina relacionada con el proceso de liberacion 1y 2, respectivamente; y T: y T son las

constantes de tiempo para el proceso 1y 2, respectivamente. La liberacion de dopamina

en el equilibrio ¢, se calculé a través de la Ecuacion 4.14.
Co = Acy + Ac, (4.14)
4.3.12. Determinacion de la capacidad antioxidante del simulante por el método ABTS

Uno de los parametros utilizados para medir la capacidad antioxidante, tal como se
menciond anteriormente, es el porcentaje de inhibicion radicalaria (RSA%), el cual relaciona

la absorbancia de una solucion de ABTS™ puro (blanco) con una solucion de ABTS™ con la
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muestra. Sin embargo, otra forma de expresar la capacidad antioxidante es como capacidad
antioxidante equivalente a la vitamina C (VCEAC).

La curva de calibracion de la vitamina C se realizd a partir de soluciones patrén de
distintas concentraciones conocidas. Para ello, se pesaron 5 mg de &cido L-ascorbico y se
afiadieron a 1 mL de agua milliQ. Una vez disuelto completamente, se realizaron dos
diluciones seriadas 1/10. Esta ultima solucion es la que se utilizé para armar la curva de
calibracion. En las Tablas 4.1 y 4.2 se detalla la composicién y concentracién de las
soluciones patrén de vitamina C. Luego de la adicion de 900 uL de ABTS'* (solucion B), se

dejo reaccionar durante 6 minutos en oscuridad y se midié la absorbancia a 734 nm.

Tabla 4.1. Soluciones patrén de vitamina C utilizadas para elaborar la curva de calibracion.

Diluciones Blanco 1/50 1/20 1/12.5 1/10
Vitamina C (uL) 0 20 50 80 100
Agua (pL) 100 80 50 20 0

ABTS™ (uL) 900 900 900 900 900

Tabla 4.2. Concentracion de soluciones patron de vitamina C para elaborar la curva de calibracion.

Diluciones Concentracion (mg/mL)
Blanco 0
1/50 1,1
1/20 2,5
1/12,5 4,0
1/10 5,0

4.3.13. Analisis estadistico

Los datos se expresaron como medias f desviacion estandar (S.D.) y fueron sometidos
al analisis de varianza (ANOVA) utilizando el software PSPP. Se aplicé la prueba de Tukey
(test post-hoc) para encontrar las medias que fueron significativamente diferentes entre si,

con un nivel de significacion de p < 0.05.
4.4. Resultados y Discusion

La Tabla 4.3 muestra los nombres y la descripcion de cada pelicula elaborada; tal y
como se mencion0d anteriormente, aquellas sin polimero y dopamina fueron consideradas
peliculas control (GA). Las peliculas resultaron uniformes, flexibles, lisas y no se observaron

grietas ni poros, a simple vista (Figura 4.2).
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Tabla 4.3. Descripcion de las peliculas a base de gelatina y almidon.

Peliculas Descripcion

GA Pelicula a base de gelatina, almidén y glicerol (Control)
GA-MeFPIAL Pelicula a base de gelatina, almidon, glicerol y MeFPIA1
GA-MeFPIA2 Pelicula a base de gelatina, almidoén, glicerol y MeFPIA2
GA-D Pelicula a base de gelatina, almiddn, glicerol y dopamina

GA-MeFPIA1D Pelicula a base de gelatina, almidon, glicerol, MeFPIA1 y dopamina
GA-MeFPIA2D Pelicula a base de gelatina, almiddn, glicerol, MeFPIA2 y dopamina

Figura 4.2. Peliculas a base de gelatina y almidon: (A) GA, (B) GA-MeFPIAL, (C) GA-MeFPIA2, (D) GA-
D, (E) GA-MeFPIA1D, (F) GA-MeFPIA2D

4.4.1. Espectroscopia infrarroja por Transformada de Fourier con Reflectancia Total
Atenuada (FTIR-ATR)

Como se puede observar en la Figura 4.3, los espectros infrarrojos muestran las
bandas de absorcion de las peliculas de gelatina y almidén en presencia y ausencia de
MeFPIAX y dopamina. En primer lugar, el intervalo comprendido entre 3750-3000 cm™,
aparece una banda ancha que se asocia a la absorcion de grupos hidroxilos (-OH) del agua,
glicerol y polisacéridos, y a los enlaces N-H del grupo amino de las proteinas. Las bandas
encontradas en el intervalo 3000-2800 cm corresponden a la flexién del enlace C-H de los
grupos funcionales metilo y metileno. En la region de absorcién comprendida entre 1750-
1200 cm se encontraron cinco bandas: 1634 cm?, 1551 cm™?, 1452 cm?, 1400 cm™?, y 1238
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cm? los cuales corresponden a grupos amida. Por Gltimo, en el intervalo comprendido entre
1200-800 cm™ se encuentran las bandas asignadas a las vibraciones de los enlaces C-O-
C, C-C, C-OH y C-H. Estas bandas podrian asociarse a los movimientos vibracionales de
los grupos funcionales que conforman el almidon [12]. Ahora bien, las sefales
caracteristicas de los polimeros MeFPIAx y dopamina se solapan con las sefiales de la

gelatina y almidén, por lo tanto, no se observan diferencias entre los distintos espectros.

—0GA
—CGAD

— GA-MFPIA2
— GA-MFPIA2D
— GA-MFPIAT
— GA-MFPIAID

Absorbancia relativa
1

4000 300 3000 2500 2000 1500 1000 500
NGmero de onda (o)

Figura 4.3. Espectro de infrarrojo por Transformada de Fourier con Reflectancia Total Atenuada (FTIR-

ATR) de las peliculas basadas en gelatina y almidén.

4.4.2. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Previamente al ensayo, las muestras de las peliculas fueron deshidratadas en un
desecador que contenia en su interior silica gel para poder identificar eventos térmicos
independientes del contenido de agua, ya que la misma ejerce un efecto plastificante en las
peliculas [13,14]. Esta técnica se realizé principalmente para medir las transiciones térmicas
de los materiales obtenidos. En la Figura 4.4 se muestran los termogramas
correspondientes al flujo total de calor de las muestras. Las Tgs identificadas fueron
confirmadas mediante el andlisis del flujo de calor reversible dado por la modulacion. La
determinacion de las mismas es de suma importancia para seleccionar las condiciones de
procesamiento y almacenamiento de las peliculas, y definir sus posibles aplicaciones. Sus
correspondientes temperaturas de transicion se presentan en la Tabla 4.4. Las curvas DSC

de estas peliculas presentaron en todos los casos, sb6lo una T4 seguida de un pico
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endotérmico de relajacion o envejecimiento (Tpico), €studios previos demostraron resultados
similares [15]. La Ty es la temperatura a la cual el material cambia desde el estado vitreo al
estado elastomérico para un determinado flujo de calentamiento, y se obtuvieron valores
que oscilan entre 31 y 53 °C. La incorporacion de MeFPIAx en las peliculas generd un
descenso de la Tg, siendo este efecto ain mayor en las peliculas con MeFPIA2. Un
descenso en la T4 esta asociado con un aumento en la movilidad de las cadenas
poliméricas, es decir, un aumento en la flexibilidad. Ahora bien, con la incorporacion de
dopamina en las peliculas este efecto es aun mayor, incrementando el volumen libre y
provocando, de esta manera, una disminucion de la Tq4 [15].

En cuanto a la presencia de un pico endotérmico, es caracteristico del proceso de
relajacion (envejecimiento fisico) y se produce debido a que durante la etapa de
calentamiento en un experimento mediante DSC, el material recupera la energia liberada
durante el almacenamiento en donde las moléculas de gelatina podrian sufrir cambios
moleculares, como por ejemplo agregacién [15]. Este fendbmeno responde por un lado a la
disminucién del volumen especifico que ocurre a medida que el material se relaja, y a la
disminuciéon de la movilidad molecular producto de la relajacibn que hace que la
recuperacion de energia se produzca a una temperatura mas alta [16]. Al afadir MeFPIAxX
y producirse un aumento de las fuerzas intermoleculares entre las cadenas (menor volumen
especifico y menor movilidad molecular) la temperatura del pico endotérmico se desplaza

hacia valores mayores.
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1 — GA-MeFPIA1
— GA-MeFPIA2
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— GA-MeFPIAZD
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Figura 4.4. Curvas de DSC para las peliculas de gelatina y almidén.
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Tabla 4.4. Temperaturas de transicion de las peliculas de gelatina y almidén.

Peliculas Tg (°C) Tpico (°C)
GA 53 75
GA-MeFPIAL 45 79
GA-MeFPIA2 32 77
GA-D 31 76
GA-MeFPIA1D 32 78
GA-MeFPIA2D 31 77

4.4.3. Andlisis termogravimétrico (TGA)

Los resultados de los analisis termogravimétricos de las peliculas desarrolladas se
presentan en la Figura 4.5. La temperatura inicial de degradacion tras la pérdida de agua
(Ti) se determin6é como la temperatura a la cual ocurre el 15% de la pérdida de masa,
mientras que las temperaturas de maxima degradacion (Tmax) para cada etapa se
determinaron a partir de los picos de las curvas derivadas (DTG). Los datos de las
temperaturas se presentan en la Tabla 4.5. Se pueden observar tres zonas principales de
degradacion en un intervalo de temperatura desde 30 hasta 700 °C con un residuo del 20%.
La primera zona de degradacion térmica ocurre cerca de los 100 °C en todas las peliculas,
esto podria atribuirse a la pérdida de humedad y posible volatilizacion de compuestos de
bajo peso molecular [17]. La segunda zona se observa en el intervalo 150-250 °C. Este
evento posiblemente implique el inicio de la degradacién parcial de las proteinas y la pérdida
de glicerol [18]. A su vez, tal como se vio en el capitulo anterior, comienzan a degradarse
los polimeros sintetizados, lo cual explica que la degradaciéon térmica en este intervalo de
temperaturas sea mas significativa para las muestras con MeFPIAXx (GA-MeFPIAl y GA-
MeFPIA2) en comparacion con la pelicula control (GA). Con la presencia de dopamina
ocurre lo contrario, las peliculas con dopamina sin agregado de MeFPIAx (GA-D) presentan
mayor intensidad de degradaciéon que aquellas con polimero (GA-MeFPIA1D y GA-
MeFPIA2D). Esto sugiere que la dopamina podria interferir entre las interacciones fuertes
gue se dan entre la gelatina y los polimeros MeFPIAX, generandose nuevos tipos de
interacciones. En la tercera zona que ocurre cerca de los 300 °C se alcanz6 una pérdida de
masa en torno al 50% respecto de la masa inicial. Estos resultados podrian corresponder
probablemente a los procesos de degradacion de los polisacaridos [19] y la completa

degradacion de las proteinas y polimeros sintetizados [20]. Es de destacar que el 50% de
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la masa inicial se conservo a temperaturas de hasta 300 °C. La masa residual o contenido

de cenizas de la muestra es de aproximadamente 20% [21].

Tabla 4.5. Temperaturas correspondientes a las temperaturas iniciales y maximas de degradacion de las

peliculas basadas en gelatina y almidon.

Peliculas Ti (OC) Tmax 1 (OC) Tmax 2 (OC)
GA 174 241 294
GA-MeFPIAL 174 242 292
GA-MeFPIA2 171 239 298
GA-D 194 240 292
GA-MeFPIA1D 163 254 288
GA-MeFPIA2D 161 245 289
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Figura 4.5. Curvas termogravimétricas: (A) y (C) Pérdida de peso en funcion de la temperatura, (B) y (D)

Derivada del porcentaje del peso en funcion de la temperatura.
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4.4.4. Propiedades mecanicas

La propiedad deseada de un material depende de la aplicacion especifica. En general,
un material puede ser rigido e indeformable para proporcionar estructura e integridad, o
bien una pelicula flexible y deformable para otras aplicaciones [22]. La resistencia a la
traccion (TS), el médulo de Young (MY) y la elongacion a la rotura (e%) son pardmetros
que representan las propiedades mecanicas de las peliculas y dependen de sus
caracteristicas microestructurales. Estos parametros se presentan en la Tabla 4.6, y se
observé un aumento en la TS y €% con la adicion de MeFPIAx (GA-MeFPIALl y GA-
MeFPIA2), mostrando estadisticamente una variacién significativa (p < 0.05). La gelatina
es un biopolimero muy valioso; sin embargo, sus pobres propiedades mecanicas limitan su
aplicacion como material de envasado [23]. La mejora considerable en TS y €% puede
deberse a la presencia de un aumento de las fuerzas electrostaticas e interacciones de
enlaces puente de hidrégeno entre las macromoléculas de gelatina y los grupos carboxilo
de los MeFPIAx e hidroxilo del almiddn, que constituyen una red estable con mejores
propiedades mecanicas [24].

La diferencia entre las peliculas con ambos polimeros funcionalizados es que MeFPIAl
tiene un mayor nimero de grupos carboxilo libres capaces de interaccionar con las cadenas
proteicas. La gelatina tiene un caracter anfotero debido a los grupos funcionales de los
aminoacidos, como son los grupos amino y carboxilo terminales creados durante la
hidrélisis del colageno [25], por lo que poseen la capacidad de formar enlaces con las

cadenas poliméricas. No se observaron diferencias en los valores de MY.

Tabla 4.6. Parametros mecanicos de las peliculas a base de gelatina y almidén.

Peliculas TS (MPa) MY (MPa) e (%)

GA 286+0,322 15,7+3,02 140+62
GA-MeFPIAL 5,24 + 0,26 ° 12,2 +2,423b 199+7°
GA-MeFPIA2 4,18+ 0,51° 12,6 + 4,8 2b 170+ 7¢d
GA-D 3,07 £ 0,15 ad 164+202 146+102
GA-MeFPIA1D 3,59 + 0,29 ¢ 10,9 £4,023P 183+54d
GA-MeFPIA2D 3,32 +£ 0,29 ad 99+19° 166 + 12 ¢

La misma letra en cada columna indica que no hay diferencias significativas aplicando la prueba de Tukey (P=0,05).

Se obtuvieron resultados similares con la incorporacién de dopamina a la mezcla. Se
encontraron diferencias significativas (p < 0,05) en las peliculas GA-MeFPIA1D y GA-

MeFPIA2D en comparacion con la muestra solamente con dopamina sin polimeros
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modificados (GA-D). Las peliculas GA-MeFPIA1D y GA-MeFPIA2D maostraron valores mas
altos de e%, probablemente debido al aumento de las interacciones generadas por ambos
polimeros (como se mencion6 anteriormente) y dopamina afiadida para formar puntos de
red [26]. La dopamina pertenece a la familia de los catecoles y su incorporacion en casi
cualquier matriz polimérica induce la reaccion con los grupos funcionales presentes en la
cadena principal de un polimero en un entorno débilmente alcalino [24]. Aunque hubo un
ligero aumento en la TS, como era de esperarse, esta diferencia no fue significativa.
Ademas, se observé una disminucion en el MY. Esto podria explicarse debido a que la
dopamina puede interferir entre las interacciones fuertes entre la gelatina y las cadenas

poliméricas.
4.4.5. Color

El color de las peliculas biopoliméricas se considera un factor importante para evaluar
su calidad. Se afirma que el color esté influenciado por varios factores, como el valor de pH,
el grado de reticulacion, el contenido de plastificante, el proceso térmico y el procedimiento
de fabricacion [27]. Las propiedades de color se muestran en la Tabla 4.7, donde se observo
un claro cambio en los valores de color con la adicion de MeFPIAX. La presencia de
MeFPIA2 en la formulacién provocé una disminucién de la luminosidad (disminucién de los
valores L*) de las muestras. Ademas, las peliculas con MeFPIALl y MeFPIA2 se volvieron
verdosas (disminucion de los valores a*) y amarillentas (aumento de losvalores b*), el
aumento mas pronunciado en el color amarillo de las peliculas se observé con la adicién de
MeFPIA2. Por lo tanto, el cambio de color AE* es significativo para ambos polimeros y
perceptible al ojo humano, como se puede apreciar en la Figura 4.2; este cambio fue mas
abrupto para el polimero con menor potencial negativo.

Por otro lado, la adicibn de dopamina produjo un cambio ain mayor en todos los
parametros estudiados. El valor L* de las muestras se redujo significativamente. Las
muestras con dopamina tienden a ser rojizas (aumento de los valores de a*), mas aun en
la muestra con MeFPIA2. A su vez, en todas las muestras se observé un aumento de los
valores de b* hacia el amarillo.

En general, las peliculas incoloras son deseables en muchas aplicaciones, ya que
permite una mejor visibilidad del contenido o del objeto al que se aplica el material. Los
apositos transparentes son utiles cuando los profesionales médicos desean controlar la
cicatrizacion de heridas, sin necesidad de remover el material [28]. En cuanto los materiales

para alimentos, la transparencia permite evaluar la frescura y apariencia de los productos
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mediante la inspeccion visual antes de comprarlos. Sin embargo, a veces la transparencia
podria ser un inconveniente debido a la exposicion a la luz, provocando, por ejemplo, el
deterioro de los alimentos. Por lo tanto, las peliculas con ese color podrian proteger los
alimentos de la degradacion de la luz [29]. En este sentido, la incorporacion de MeFPIAXx

podria ser una ventaja.

Tabla 4.7. Propiedades de color de las peliculas a base de gelatina y almidén.

Peliculas L* a* b* AL* Aa* Ab* AE*
GA 89+1¢a 1+0,022 -1,0+0,12

GA-MeFPIAL 87x14 -3,0x£0,2°¢ 18x1°¢ -2 -4 18 19
GA-MeFPIA2 83+1°¢ -3,0+0,2°¢ 34+4° -6 -4 35 36
GA-D 56 +3° 9+1b 34+1° -33 7 35 49
GA-MeFPIA1D 62+2°¢ 8+1b 37+1° -27 6 38 47
GA-MeFPIA2D 47+14¢ 16,0+0,4 ¢ 36+2°b -42 14 37 58

La misma letra en cada columna indica que no hay diferencias significativas aplicando la prueba de Tukey (P=0,05).

4.4.6. Permeabilidad experimental al vapor de agua (Pw®*?)

La calidad de la mayoria de los productos alimenticios se deteriora debido a la
absorcion de humedad, y esto puede ocurrir entre los alimentos y el ambiente atmosférico,
por lo que es importante caracterizar las propiedades de barrera de las peliculas frente al
vapor de agua [30]. El flujo de agua a través de las peliculas poliméricas no se produce a
través de los poros, pero se puede entender teniendo en cuenta que el proceso ocurre en
tres etapas: (i) sorcion de vapor de agua en la capa superficial de la pelicula en contacto
con la h.r. interna mas alta; (ii) difusion de las moléculas permeantes a través de la pelicula;
y (i) desorcion de vapor de agua desde la otra superficie de la pelicula, donde la h.r. externa
es mas baja [31]. Por lo tanto, la estructura quimica, la polaridad, el grado de cristalinidad,
densidad, grado de reticulacién, peso molecular y polimerizacion, asi como la presencia de
plastificantes, son factores a tener en cuenta porque afectaran la permeabilidad al vapor de
agua [32, 33].

Como se puede observar en la Tabla 4.8, la incorporacién de MeFPIAx provocé un
aumento en la P,®®. Las proteinas y los polisacéridos interactian fuertemente con el agua;
por lo tanto, las peliculas desarrolladas a base de estos biopolimeros son peliculas
hidrofilicas [32]. Considerando que la estructura polimérica de la matriz influye
significativamente en la permeabilidad y que los polimeros hidrofilicos suelen favorecer este

fendmeno [34], se puede decir que la incorporaciéon de MeFPIAX incrementa los grupos
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afines al agua en la matriz, como los grupos carboxilo, lo cual favorece la P,*® [35]. En el
caso de GA-MeFPIA1, al presentar mayor cantidad de grupos carboxilicos, el valor de P
es aun mas alto. Ademas, el polimero increment6 las interacciones entre los componentes,
lo que mejoro la elongacion de los materiales. Al aumentar la movilidad de las cadenas
poliméricas, se facilita el paso del vapor de agua a través de las peliculas [36].

Si estos materiales se destinan a ser utilizados como apositos para heridas, lo ideal
seria que permitan el transporte de humedad y gases para prevenir la deshidratacion
excesiva y la acumulacion de exudados [37]. Por lo tanto, seria ventajoso que la
incorporaciéon de los polimeros sintetizados (MFPIAX) aumente la P.®*® en este tipo de
aplicaciones. Otros estudios han observado resultados similares en peliculas de quitosano
entrecruzado con PVA carboxilado, donde hay un aumento en la permeabilidad al vapor de
agua al afadir un agente entrecruzante. Los autores indicaron que esto se debe a la

incorporacién de grupos hidrofilicos [35].

Tabla 4.8. Valores de la Pw®®, Duefy Sy¢% de las peliculas a base de gelatina y almidén.

Peliculas Pw®P (10 g st m-1Pa?) Dwe (1013 m? 1) Swe (g m= Pa?t)
GA 9,0£0,12 109+04 826 £ 21
GA-MeFPIAL 10,8 +0,1b 13,1+04 826 + 20
GA-MeFPIA2 9,1+0,12 9,8+0,4 930 £ 25
GA-D 8,6+0,1° 114 +04 755 + 18
GA-MeFPIA1D 8,7x0,1°¢ 13,5+£0,5 643 £ 16
GA-MeFPIA2D 86+0,1° 10,1+0,4 854 + 21

La misma letra en cada columna indica que no hay diferencias significativas aplicando la prueba de Tukey (P=0,05).

Por otro lado, al comparar las muestras con MeFPIAXx con las peliculas que contienen
tanto MeFPIAXx como dopamina, se observa que la incorporacién de dopamina redujo
ligeramente los valores de P,*®. Esto puede deberse a que la dopamina podria disminuir
la cantidad de grupos acidos presentes en ambos polimeros, debido a la formacién de
nuevas interacciones. Como resultado, al haber menos grupos funcionales que sean afines

al vapor de agua, los valores de permeabilidad fueron menores.

4.4.7. Hidratacion

La investigacion del transporte del vapor de agua en materiales poliméricos es
fundamental para las aplicaciones de envasado, especialmente en el envasado de
alimentos. De hecho, la transferencia de agua a través de un material de envasado puede

tener efectos perjudiciales en el producto alimenticio, como pérdida de calidad, degradacién
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acelerada (por ejemplo, a través del desarrollo microbiano) y la reduccién de la vida util de
los alimentos [38]. El agua de hidratacion afecta a las principales propiedades estructurales
y funcionales de las peliculas hidrofilicas [39], ya que el agua actla como plastificante,
intercalandose entre las cadenas poliméricas y aumentando su separacion, lo que reduce
la temperatura de transicion vitrea y afecta la flexibilidad del material [40]. Por lo tanto, es
sumamente importante caracterizar la hidratacién de las peliculas desarrolladas, ya que
estos ensayos brindan informacién sobre la movilidad del agua en los materiales. Ademas,
las cinéticas de hidratacién permiten obtener la solubilidad del agua en la pelicula Su*"y el
coeficiente de difusion D.*". Las propiedades de barrera al vapor de agua de las peliculas
dependen tanto de S,*"como de D, [36]. Como se menciond anteriormente, el D, se
calculd indirectamente teniendo en cuenta los valores de P,®® y S,.*f, a partir de la Ecuacién
4.6. En la Tabla 4.8 se pueden observar los valores de S,y D, correspondientes a cada
pelicula. Se pudo determinar que los valores de D" fueron similares cuando se compara
cada pelicula sin dopamina vs con dopamina (GA vs GA-D, GA-MeFPIAl vs GA-MeFPIA1D
y GA-MeFPIA2 vs GA-MeFPIA2D). Sin embargo, la incorporacién de dopamina produjo un
descenso de los valores de P,*?, tanto en presencia como en ausencia de MeFPIAX. Esto
se debe a que los valores de S, fueron menores en aquellas peliculas con dopamina
afiadida a su formulacién. Este efecto se debe, como se mencioné en el apartado anterior,
a que la dopamina posiblemente genera nuevas interacciones con los grupos carboxilicos
presentes en los polimeros, lo cual reduce la afinidad del material hacia el agua. Esto se
manifiesta en una menor solubilidad del vapor de agua en el material.

La Figura 4.6 muestra las curvas que representan las cinéticas de hidratacion a 90%
h.r. de las peliculas con ventilacion. Las curvas que conectan los datos experimentales
fueron los mejores ajustes que se obtuvieron utilizando la Ecuacion 4.7. A su vez, en la

Tabla 4.9 se detallan los parametros cinéticos obtenidos a partir de dicho ajuste.
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Figura 4.6. Cinética de sorcion de agua a 90% h.r. de peliculas a base de gelatina y almidon.

Tabla 4.9. Valores de los parametros cinéticos de hidratacion a 90% h.r. obtenidos por el ajuste con el
modelo de Crank, para las peliculas con ventilacion.
Modelo de Crank

Peliculas
Dw (101¥ m? s1) he (g H20 por g p.s.) Sweff (g m= Pa?) R?
GA 10,850,9 0,69 5 0,02 82621 0,986
GA-MeFPIA1 11,5509 0,70 5 0,02 826 5 20 0,988
GA-MeFPIA2 8,750,7 0,70 5 0,02 930 25 0,985
GA-D 11,05 0,9 0,69 5 0,02 755518 0,987
GA-MeFPIA1D 14p1 0,705 0,02 643 5 16 0,984
GA-MeFPIA2D 11,250,9 0,69 5 0,02 85421 0,987

Cuando una pelicula completamente deshidratada se expone a un ambiente de alta
humedad relativa, la pelicula experimenta gradualmente transformaciones en la movilidad
de las cadenas poliméricas (en algunos casos, pasando de un estado vitreo a uno
elastomérico a temperatura ambiente) debido al avance del frente de agua [32,33]. Dado
gue Dw es un fendmeno de transporte de masa que no solo representa la difusion de Fick,
sino todos los diferentes mecanismos de transporte de agua que ocurren en el material, Dy
se concibe como una difusividad global [38]. Por lo tanto, Dw representa un valor promedio
durante todo el proceso. En primer lugar, se puede observar que el modelo de Crank se
ajustoé bien a los datos experimentales en todas las peliculas. Como se puede apreciar en

la Figura 4.6 y en la Tabla 4.9, tanto la adicion de MeFPIAx como de dopamina no provoco
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ningiin cambio en el contenido de agua en equilibrio a 90% h.r. (hy). Sin embargo, es
interesante destacar que la incorporacion de dopamina en todas las peliculas provoc6 una
disminucién en los valores de solubilidad (S.*™), tal como se mencioné anteriormente), y un
aumento en los coeficientes de difusibn en comparacion con las peliculas que no contenian

dopamina en su formulacion.
4.4.8. Evaluacion de la cinética de hinchamiento de las peliculas

El conocimiento del transporte de agua o de una solucién hacia el interior de algunos
materiales durante el proceso de hinchamiento presenta una importancia significativa en
diferentes campos, como la medicina (sistemas de administracion de medicamentos),
medio ambiente (eliminacién de contaminantes) y agricultura (sistemas de fertilizacion). La
Figura 4.7 muestra el comportamiento de hinchamiento de las diferentes peliculas en PBS
a25°Cy37°C.

Las peliculas control (GA) mostraron el mayor grado de hinchamiento, como se puede
ver en la Figura 4.7A y en la Tabla 4.10; y fueron las matrices mas débiles. El hinchamiento
de las peliculas control no puede determinarse facilmente debido a su disolucion en agua.
Con el tiempo, esas peliculas perdieron su capacidad de hincharse, asi como su integridad,
siendo disueltas en el medio, como ocurrié a 37 °C, donde no se pudo concluir el ensayo.
Por lo tanto, los agentes entrecruzantes o de refuerzo son necesarios para introducir
enlaces covalentes en la red, previniendo la disolucién de los geles [41]. La capacidad de
hinchamiento depende de muchos factores, como las propiedades del liquido de
hinchamiento (pH, temperatura, naturaleza y concentracion de sales y propiedades, entre
otros) y propiedades de la propia matriz (relacion gelatina/almidén, grado de degradacion,
presencia de impurezas y condiciones bajo las cuales se secaron las peliculas de gelatina,
entre otros) [42].

Las peliculas con MeFPIAl y MeFPIA2 que se muestran en la Figura 4.7A, presentaron
un menor grado de hinchamiento en comparaciéon con el control; y en todas las condiciones
ensayadas fueron mas estables, debido a la aparicion de nuevas interacciones,
principalmente por la presencia de grupos carboxilo libres. Aquellos polimeros que
presentan en su estructura grupos carboxilo son capaces de desarrollar diferentes
interacciones intermoleculares como interacciones electrostaticas, enlaces puente de
hidrégeno e i6n-dipolo con otros polimeros. Muchas investigaciones han demostrado que
estas interacciones ejercen una fuerte influencia en el comportamiento de los hidrogeles

con respecto al hinchamiento [43].
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Figura 4.7. Curvas de hinchamiento de las diferentes peliculas a (A) 25 °C y (B) 37 °C en PBS.

En este estudio, las muestras que contenian dopamina conservaron mejor su integridad
estructural durante el tiempo de ensayo. Sin embargo, presentaron un hinchamiento mayor
en comparacion con aquellas peliculas sin dopamina. Al disefiar peliculas
multicomponentes, hay que tener en cuenta que son varios factores los que determinan las
propiedades finales del material, como, por ejemplo: estructura quimica de los
componentes, cargas eléctricas, grado de interaccion, orden de mezcla, pH, entre otros
[44]. A su vez, distintas conformaciones son las que pueden adoptar las cadenas
poliméricas, desde estructuras ordenadas (modelo de escalera) a estructuras
desordenadas [45], aun mas considerando la distribucion al azar de las cargas en los
polimeros MeFPIAx. Por lo tanto, es posible que la dopamina interfiera con las fuertes
interacciones entre la gelatina y el polimero, y se generen otro tipo de interacciones, que,
si bien brindan estabilidad, las cadenas poliméricas podrian estar mas distanciadas vy, por
lo tanto, favorecer el hinchamiento y retencién de la solucion.

Cabe sefialar que durante la prueba de hinchamiento podria ocurrir la solubilizacién de
alguno de los componentes, como podria ser el caso de la dopamina. Aungue la misma no
entrecruz6 completamente con las cadenas poliméricas como se esperaba, porque parte
fue liberada al medio de solucién, aument6 el nimero de enlaces, especialmente cuando
se incorpora también MeFPIAX, que contiene grupos carboxilo y amonio para interactuar,
proporcionando mayor estabilidad [25].

La temperatura de conversion de la gelatina se determina como su punto de fusion
(proceso sol-gel), y el gel se convierte en una solucién a medida que la temperatura
aumenta de 30 a 40 °C [46]. Entre todas las variables examinadas, el aumento de

temperatura de 25 a 37 °C produjo un aumento en el proceso de hinchamiento. Este efecto
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se causa por un rapido acercamiento al punto de fusion del gel a medida que se eleva la
temperatura. Asi, las peliculas hinchadas a 37 °C fueron mas débiles que las peliculas
hinchadas a 25 °C, lo que indica una menor resistencia al hinchamiento [47].

Esta bien establecido que, cuando el comportamiento de absorcion de agua o solucion
en polimeros se considera una difusion verdaderamente Fickiana, el grafico de (W - Wo)/Woq
frente a t¥2 deberia ser lineal hasta casi un 60% de aumento en la masa del hidrogel,
independientemente de cualquier dependencia del coeficiente de difusibn sobre la
concentracion de humedad [30]. De esta manera, y de acuerdo con la segunda ley de Fick
y considerando una difusién unidimensional, el contenido de la solucion como funcién del
tiempo se puede ajustar con la ecuacion de la ley de potencia cuando n es igual a 0.5, y el
transporte de la solucion sigue una difusion Fickiana.

(We=Wo)

0 = ket (4.15)

En consecuencia, al graficar (W: - Wo)/Wo frente a t¥2 en las etapas iniciales de
hinchamiento, se puede analizar el comportamiento Fickiano. Los gréaficos
correspondientes se muestran en la Figura 4.8. Como se puede observar, las curvas de
absorcion de la solucién de las peliculas para todas las formulaciones fueron no lineales
hasta un aumento del 60% en la masa de hidrogel. Por lo tanto, como se puede ver en la
figura, la mayoria de las diferentes formulaciones no siguieron la difusién Fickiana
unidimensional, por lo que los valores que toma n deben ser diferentes a 0,5, y los datos
deben ser ajustados por un proceso no fickiano o de difusién anémalo.

Se describe que los factores dinamicos, incluidos los reordenamientos en la estructura
del polimero, como respuesta al proceso de sorcion y difusién de la solucion, pueden ser
responsables de las desviaciones del comportamiento ideal de Fick. De hecho, estos
cambios estructurales tienen sus correspondientes constantes de tiempo de relajacion.
Consecuentemente, los datos experimentales se ajustaron usando una funcion
biexponencial como se puede observar en la Ecuacién 4.9. Esta ecuacion expresa que el
proceso de hinchamiento se produce a través de dos procesos diferentes, uno mas rapido
que el otro. Este modelo ajustd bastante bien los datos obtenidos segun el comportamiento

de las peliculas durante el hinchamiento (ver las lineas de la Figura 4.7).
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Los resultados de los diferentes procesos de relajacién que contribuyen a la absorcion
de la solucién se muestran en la Tabla 4.10, donde @1 y @, son las fracciones de soluciones
que contribuyen a los procesos 1y 2; esto es Asi/sw Y ASy/Se [48]. En todas las curvas, la
correlacion cuadratica fue superior a 0,999, lo que indica la precision del ajuste. La Tabla
4.8 muestra que los parametros para GA y GA-D a 37 °C no se determinaron (n.d.), porque
las peliculas se desintegraron en la solucién y, por lo tanto, no se pudo ajustar.

Los dos procesos, sugeridos por el modelo biexponencial, se pueden atribuir a un
rapido mecanismo de absorcidon de la solucibn mas asociado con la interaccion de la
solucion con la matriz polimérica, y un proceso lento relacionado con la solucion, menos
asociado con la matriz, y eso podria estar llenando cavidades vacias y formando grandes
multicapas de solucion.
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Tabla 4.10. Parametros cinéticos de hinchamiento de las distintas peliculas.

Peliculas T (°C) Sw(g/g) Asi1(9/g) T (min) P2 As2 (g/g)  Tt2(min) @2

GA 3367 1184 7.6+04 0.35 218+3 85+4 0.65
GA-MeFPIA1 215+5 109 +3 40+0.2 0.51 106 £ 2 502 0.49
GA-MeFPIA2 2177 114+ 4 46+0.3 0.41 163 +3 65+3 0.59
GA-D 2 436 + 10 132 +6 57+04 0.30 304+4 93+5 0.70
GA-MeFPIA1D 260 £ 11 1236 3.0£04 0.47 1375 38=x3 0.53
GA-MeFPIA2D 2735 117 +3 51+0.3 0.43 156 £ 2 73+3 0.57
GA n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
GA-MeFPIA1 436 £7 118+ 4 34+02 0.27 3183 361 0.73
GA-MeFPIA2 3457 1374 45+0.3 0.40 208 +3 76 +4 0.60
GA-D ¥ n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
GA-MeFPIA1D 324 +£10 125+ 6 3.1+04 0.39 199+4 46 £ 2 0.61
GA-MeFPIA2D 3888 1295 46+04 0.33 259 +3 78+4 0.67

4.4.9, Actividad antioxidante

La Figura 4.9 exhibe los resultados de la actividad antioxidante de las peliculas en
diferentes soluciones. En base a los resultados obtenidos, se pudo observar que hubo una
disminucién en la absorbancia de las muestras frente al control y, por lo tanto, un aumento
del valor RSA%, demostrando la actividad antioxidante de las peliculas desarrolladas. Estos
valores fueron alin mas altos en peliculas con dopamina, y se observo un aumento de dicho
valor con el aumento del contenido de agua de la solucidon B. Es bien sabido que la gelatina
es soluble en agua y en soluciones acuosas de alcoholes polihidricos; sin embargo, es
practicamente insoluble en solventes organicos menos polares como acetona, tetracloruro
de carbono, etanol, éter, benceno, dimetilformamida y la mayoria de los demas disolventes
organicos no polares [23]. Considerando esto, como el contenido de agua en la solucion B
aumentod, también lo hace la afinidad con el agua, y las muestras se hincharon mas
rapidamente, liberando dopamina maés facilmente al medio, aumentando el poder
antioxidante de la dopamina. El aumento de la actividad antioxidante en muestras con
dopamina afiadida se debi6 al hecho de que muchos estudios han indicado que la dopamina
es un fuerte inhibidor de radicales libres, por lo que reacciona fuertemente con el radical
ABTS [1]. La molécula de dopamina tiene un grupo hidroxilo fendlico en la estructura (como
la mayoria de los antioxidantes sintéticos y naturales), y se ha reconocido que los

antioxidantes fendlicos funcionan como donantes de hidrégeno, actuando como un
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secuestrador de radicales libres [49]. Cuando se realizé el ensayo en la solucion B (solucién
de agua), las formulaciones con MeFPIA2 mostraron significativa actividad antioxidante
incluso sin la presencia de dopamina. Este hecho puede deberse a un mayor potencial de
donacion de hidrégeno de la matriz formada.

[ ] Etanol/Agua 95/5
100 il Etanol/Agua 5050 3
Hl Agua
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<© (f‘?‘ sl \,_?\?‘ ??\
N ™ ¥

Figura 4.9. Actividad antioxidante de las peliculas por el método ABTS.

4.4.10. Actividad antimicrobiana

Los resultados presentados en la Figura 4.10 muestran las reducciones bacterianas
(%) de las peliculas desarrolladas después de un periodo de incubacion de 24 h a 37 °C
con ligera agitacién en contacto con bacterias de S. aureus. En base a los porcentajes de
reduccion obtenidos, se puede concluir que las peliculas control no mostraron ninguna
inhibicion. Contrariamente, las peliculas con dopamina, GA-D, GA-MeFPIA1D y GA-
MeFPIA2D, mostraron una completa inhibiciébn debido a la actividad antimicrobiana del
compuesto fendlico [24].

1001
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Figura 4.10. Porcentaje de reduccién bacteriana frente a S. aureus de las diferentes peliculas.
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Estudios han demostrado la actividad antibacteriana significativa de la dopamina en
ensayos in vitro contra 389 cepas de bacterias, incluyendo 3 géneros Gram-positivos y 11
Gram-negativos [50]. Los valores de Concentracion Minima de Inhibicion (MIC),
determinados mediante métodos de dilucion en caldo, se encontraron en el rango de 25 a
400 yg/mL frente a la mayoria de las bacterias analizadas, incluyendo varias patdgenas.
Por lo tanto, la dopamina tiene el potencial de desarrollarse como un agente antimicrobiano
tanto en forma individual como en combinacién con otros agentes antimicrobianos, para
combatir infecciones bacterianas [50]. A su vez, las peliculas que contienen MeFPIAL y
MeFPIA2 (sin dopamina) también presentaron actividad antimicrobiana. Estudios
demostraron que existen inicialmente interacciones electrostéticas entre las cadenas
poliméricas cationicas y los fosfolipidos cargados negativamente dentro de la membrana
celular bacteriana. Luego, la penetracion de la parte catiénica en la pared celular y la
interaccion destructiva con la membrana citoplasmatica conducen a la liberacion de los
componentes intracelulares y, en consecuencia, a la muerte celular [51]. Esta actividad fue
aun mayor para aquellas muestras con MeFPIA2, como se esperaba, porque ese polimero
presentd un mayor grado de funcionalizaciéon (cuaternizacion), y mas grupos cationicos
estan disponibles en la superficie de la pelicula para el comportamiento de eliminacién por

contacto directo.

4.4.11. Migracion especifica y cinética de liberacion de dopamina en simulante

alimentario graso

La curva de calibracion realizada a partir de soluciones estandar con distintas
concentraciones de dopamina se utilizé para determinar su concentracién presente en las
muestras de simulante. En la Tabla 4.11 se presentan los valores de la migracién especifica
de dopamina a los 10 dias de incubacién a 22 °C. Los resultados se expresaron como RSA

(%) y como mg equivalentes de vitamina C/mL.

Tabla 4.11. Migracién especifica de dopamina en simulante alimentario, RSA (%) y VCEAC (mg/mL).

Concentracion de

Peliculas dopamina RSA (%) vnEQrﬁiixZ'?:n(ﬁZ?rﬁL)
(mg/kg de simulante)
GA-D 80572 91,2+0,7 4,13+ 0,02
GA-MeFPIA1D 101+1° 96,1 +0,9 4,38 £ 0,01
GA-MeFPIA2D 104+6° 98,3+0,5 4,49 + 0,06

La misma letra en cada columna indica que no hay diferencias significativas aplicando la prueba de Tukey (P=0,05).
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Se puede observar que los valores de actividad antioxidante de los simulantes que
estuvieron en contacto con las peliculas que contenian polimero y dopamina (GA-
MeFPIA1D y GA-MeFPIA2D) fueron mayores en comparacion con los valores obtenidos a
partir de la pelicula control (GA-D). Esto era de esperarse, ya que las peliculas con polimero
y dopamina fueron las que liberaron mayor concentracioén de dopamina al simulante durante
el tiempo de ensayo. Por lo tanto, a mayor concentraciéon de dopamina presente en el
simulante, mayor serd el poder antioxidante. Ademds, todas las muestras brindaron
excelentes valores de RSA%. Algunos autores sefialan que la capacidad antioxidante de la
dopamina se debe a los grupos hidroxilo presentes en su estructura. Se identifica como un
fuerte antioxidante soluble en agua con mayor potencia antioxidante que el glutation, los
aditivos alimentarios como el hidroxianisol e hidroxitolueno butilado (BHA y BHT,
respectivamente), algunos polifenoles como la luteolina, quercetina y catequina, y de
potencia similar a los antioxidantes mas fuertes como galocatequina galato y acido
ascorbico [52].

En la Figura 4.11 se puede observar la cinética de liberacion de la dopamina presente
en las peliculas desarrolladas en contacto con el simulante alimentario graso (etanol al 50%
v/v en agua destilada). Como se explic6 en la Seccién 4.4.8, las peliculas con agregado de
polimero presentaron un menor grado de hinchamiento en comparacion con el control. Por
lo tanto, es légico que inicialmente el simulante en contacto con la pelicula GA-D presente
mayor concentracion de dopamina, en comparacion con el simulante en contacto con GA-
MeFPIAL1D y GA-MeFPIA2D. Asimismo, se puede observar que rapidamente alcanza un
estado de equilibrio. Contrariamente, a partir de las 24 horas el simulante en contacto con
las peliculas GA-MeFPIA1D y GA-MeFPIA2D present6 valores mas altos de concentracion
de dopamina, sin haber alcanzado el equilibrio una vez concluido el tiempo de ensayo. Se
esperaria que las peliculas con dopamina sin adicidon de polimero presenten una mayor
concentracion de dopamina en el simulante, dado que, al evaluar su capacidad de
hinchamiento, fueron las matrices mas débiles y las que mas se hincharon. En este caso,
es posible que la dopamina que no haya reaccionado con la gelatina y el almidén, sea
liberada al medio, al hincharse rdpidamente la pelicula. En cuanto a las peliculas con
MeFPIAX, es posible que las interacciones entre el polimero y la gelatina sean mas intensas,
y la dopamina podria actuar como un plastificante en la matriz, liberdndose gradualmente.
Sin embargo, la determinaciébn de las interacciones predominantes entre varios
componentes en los materiales puede ser un proceso complejo que depende de diversos

factores (estructura quimica, cargas eléctricas, grado de interaccion, orden de mezcla, pH,
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entre otros) [44]. Estos resultados se han ajustado a una liberacion biexponencial, donde
los pardmetros cinéticos obtenidos se detallan en la Tabla 4.12.

La dopamina pertenece a la familia de las catecolaminas que son un grupo de aminas
con un anillo de fenilo 3,4-dihidroxi-sustituido. Se encuentran principalmente en los
animales y son bien conocidas por su rol como neurotransmisores en mamiferos, aunque
también se han encontrado catecolaminas en muchas plantas y su sintesis esta regulada
por condiciones de estrés. Se ha identificado una larga lista de organismos vegetales
responsables de la biosintesis de catecolaminas. Estudios previos reportaron hasta 44
especies de plantas, 29 de las cuales estan presentes en la dieta humana, que contienen
cantidades razonables de estos compuestos en cada 6rgano de la planta [53]. Por ejemplo,
la dopamina se encuentra presente en altas concentraciones en banano (Musa acuminata,
Musa sapientum), platano (Plantago major), papa (Solanum tuberosum) y aguacate (Persea
americana) [54]. Como se puede observar en la Tabla 4.11, las concentraciones de
dopamina presentes en el simulante superan las concentraciones reportadas en ciertas
frutas, como, por ejemplo, el platano rojo que contiene 55 mg por kg de fruta fresca. Si bien
la abundancia de aminas aromaticas en varios vegetales demuestra un papel activo en los
procesos vivos, aln queda por resolver si unos pocos miligramos de dopamina tiene un
efecto favorable o desfavorable sobre la salud humana [53,55]. De todas formas, aunque
estas peliculas fueron disefiadas con el propésito de estar en contacto con alimentos de
bajo contenido acuoso debido al caracter hidréfilo de los materiales desarrollados, no se
considera la posibilidad de una inmersiébn completa. Por lo tanto, se estima que las
concentraciones de dopamina que pudiesen llegar a migrar sean menores que los valores
reportados. Por otra parte, las aplicaciones de estos materiales no se limitan Gnicamente al
sector alimentario. Teniendo en cuenta las propiedades antioxidantes y antimicrobianas de
la dopamina, y considerando que la gelatina es uno de los polimeros naturales mas
conocidos en la ciencia de los biomateriales, se podrian utilizar en el campo de la medicina
[56].
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Figura 4.11. Cinética de migracion de dopamina en simulante alimentario graso.

Tabla 4.12. Parametros cinéticos de liberacion de dopamina para las diferentes peliculas.

Peliculas co(mg/kg) Aci(mg/kg) 11 (dias) ®1 Acz (mg/kg) T2 (dias) P2
GA-D 87+4 78+ 2 0,020 +0,001 0,905 8+8 0,3+0,2 0,095
GA-MeFPIA1D 181+ 14 61+2 0,05 + 0,02 0,339 119 +12 7+2 0,661
GA-MeFPIA2D 133 +£13 706 0,04 £0,01 0,527 637 62 0,473

4.5. Conclusiones Parciales

La adicién de MeFPIAx en peliculas a base de gelatina y almidén no solo mejoré las
propiedades mecanicas de los materiales, sino que también disminuyé la capacidad de
absorcion de las moléculas de agua durante el proceso de hinchamiento, debido a una
mayor interaccion entre las cadenas poliméricas. Sin embargo, al incorporar grupos
carboxilo en la matriz, que tienen afinidad por el agua, tuvo un efecto negativo en la
permeabilidad al vapor de agua, obteniendo valores superiores en comparacion con las
peliculas de control. Por otra parte, las peliculas demostraron actividad antimicrobiana y
antioxidante en comparacion con las muestras control, y la adicion de dopamina mejor6
ambas propiedades. A su vez, se observaron cambios de color en los materiales, siendo
este cambio mas abrupto con la adicién de dopamina. El color oscuro de las peliculas
obtenidas podria ser beneficioso en aquellas aplicaciones que son sensibles a la luz.

En conclusion, la incorporacion de polimeros MeFPIA y agentes activos como la
dopamina en sistemas poliméricos, y teniendo en cuenta sus propiedades, podria
considerarse como una opcion prometedora para desarrollar materiales novedosos con

aplicaciones en el campo de alimentos y/o medicina.
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Capitulo 5: Disefio de Nuevas Peliculas Activas a Base de Gelatina

y Almidén con Distintas Concentraciones de MeFPIAX

El presente capitulo describe el desarrollo y caracterizacion de peliculas a base de
gelatina y almidén al 15% p/p, con la incorporacion de distintas concentraciones de MeFPIA,
10, 15y 20%, y glicerol al 25% como plastificante.

5.1. Materiales

Gelatina (Scharlau®), almidon (Nestlé Health Science®, Barcelona, Espafia), glicerol
(299%, Sigma Aldrich®), hidréxido de sodio (NaOH, 298%, Sigma-Aldrich®), carbonato de
potasio (K2COs, Sigma-Aldrich®), nitrato de magnesio (Mg(NOs)2, 98%, Sigma-Aldrich®),
cloruro de bario (BaCl., 298%, Sigma-Aldrich®), buffer fosfato salino (PBS, pH 7.4, Sigma-
Aldrich®), 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)-sal de diamonio (ABTS,
Sigma®), persulfato de potasio (K;S:;0s, Sigma®), 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH,
Sigma®), etanol 96% vol. (Porta®), peptona (Britania®), agar bacteriolégico (Britania®),

caldo nutritivo (Britania®).
5.2. Obtencién de las peliculas por evaporacion del solvente (Casting)

Se elaboraron siete formulaciones mediante casting de las dispersiones acuosas al
15% p/p con respecto a la gelatina y el almidon, a base de gelatina y almidon en proporcion
masica 4:1 y distintas concentraciones de los polimeros sintetizados 10, 15 y 20% p/p con
respecto al peso de la relacion gelatina:almidén. Se afiadio glicerol al 25% p/p con respecto
al peso de los polimeros totales.

Para la preparacién de las peliculas por casting se prepararon las dispersiones de los
polimeros en agua destilada, con agitacibon magnética, y se mantuvieron en un bafio
termostético a 70 °C durante 20 minutos. Posteriormente, se afiadidé poco a poco una
solucion de NaOH 1,0 M hasta alcanzar un pH entre 8-9. Finalmente, las dispersiones
correspondientes se vertieron en placas de Petri de 90 mm de diametro, en una cantidad
aproximada de 10 g de dispersién por placa y se dejaron secar durante una semana a
temperatura y humedad ambiente. Las peliculas secas se despegaron de las placas y se
acondicionaron durante una semana a 53% h.r., previo a su caracterizacion. Las peliculas
sin agregado de MeFPIAx se consideraron peliculas control. Se caracterizaron las
propiedades fisico-quimicas de los nuevos materiales obtenidos mediante distintos tipos de

técnicas analiticas.
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5.3. Caracterizacion de las peliculas activas

5.3.1. Espectroscopia infrarroja por Transformada de Fourier con Reflectancia Total
Atenuada (FTIR-ATR)

El analisis por FTIR se llevd a cabo en las mismas condiciones que las indicadas en la

seccion 4.3.1 del Capitulo 4 (pagina 58).
5.3.2. Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

El analisis por DSC se llevd a cabo en condiciones sin modular realizando un doble
calentamiento para borrar la historia térmica del material. El ensayo se realiz6 mediante un
equilibrado a -80 °C y posterior calentamiento a 10 °C/min hasta 180 °C. Seguidamente, se
equilibré a -80 °C y se volvid a calentar a 10 °C/min hasta 180 °C. El ensayo se realizd en

atmosfera inerte de nitrégeno (50 mL/min).
5.3.3. Anélisis termogravimétrico (TGA)

El analisis por TGA se llevé a cabo en las mismas condiciones que las indicadas en la

seccion 4.3.3 del Capitulo 4 (pagina 58).
5.3.4. Propiedades mecanicas

Los ensayos se realizaron a temperatura ambiente en una maquina Universal
Instrument Megatest TC-500 serie Il (Megatest, Argentina), utilizando una celda de carga
de 30 kgf a una velocidad de 15 mm/min. Previamente, se cortaron probetas rectangulares
(50 x 10 mm) de cada formulacién y se acondicionaron dentro de un desecador a 53% de
h.r. provista por una solucién saturada de Mg(NOs).. El espesor de cada probeta se
determiné en cinco puntos utilizando un micrometro digital (INSIZE Co., LTD, Suzhou New
District, China, £0,001 mm). Las curvas resultantes de esfuerzo-deformacion permitieron
calcular los parametros mecanicos: Mddulo de Young (MY, MPa), resistencia a la traccion

(TS, MPa), y elongacion a la ruptura (e, %).
5.3.5. Color

El color de las peliculas se midi6 segun se describié en la seccién 4.3.5 del Capitulo 4

(pagina 59).
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5.3.6. Permeabilidad al vapor de agua (Pw®*")

La permeabilidad al vapor de agua se determiné bajo las mismas condiciones

explicadas en la seccion 4.3.6 del Capitulo 4 (pagina 60).
5.3.7. Evaluacion de la cinética de hinchamiento de las peliculas

La cinética de hinchamiento se llevd a cabo en las condiciones descritas en la seccion
4.3.8 del Capitulo 4 (pagina 62).

5.3.8. Actividad antioxidante

La actividad antioxidante determinada por el método ABTS de las peliculas se llevo a
cabo siguiendo los procedimientos detallados en la seccién 4.3.9 del Capitulo 4 (pagina 57).

A su vez, se evalué la capacidad antioxidante por el método DPPH, ya que cada ensayo
puede detectar diferentes mecanismos de accion, por lo que al utilizar ambos métodos, se
obtiene una vision mas completa de la actividad antioxidante de las peliculas.

Se prepar6 DPPH en etanol absoluto en una concentraciéon de 1 mM y se dej6
reaccionar una hora en oscuridad (solucion A). Luego, se cortaron discos de
aproximadamente 10 mg de cada formulacion y se colocaron en tubos eppendorf con 0,8
mL de etanol absoluto y 0,2 mL de la solucion A. Después de 5 min de reaccion en oscuridad
con ligera agitacién, se midi6 la absorbancia de la solucion a una longitud de onda de 517
nm. Cada condicion se evalué por duplicado. La actividad antioxidante de las distintas
peliculas se calculé como el porcentaje de inhibicién radicalaria (RSA (%)), como se

describio en Ecuacion 4.11 del Capitulo 4.
5.3.9. Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana de las peliculas se determind siguiendo el procedimiento

detallado en la seccion 4.3.10 del Capitulo 4 (pagina 64).
5.3.10. Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realizé segun se describié en la seccién 4.3.13 del Capitulo 4

(pagina 66).
5.4. Resultados y Discusién

La Tabla 5.1 muestra los nombres y la descripcion de cada pelicula elaborada; aquellas

sin polimero fueron consideradas peliculas control (GA).
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Tabla 5.1. Descripcion de las peliculas a base de gelatina y almidén.

Peliculas Descripcion

GA Pelicula a base de gelatina, almidén y glicerol

GA-MeFPIAl 10% Pelicula a base de gelatina, almiddn, glicerol y MeFPIA1 10%
GA-MeFPIAl 15% Pelicula a base de gelatina, almidén, glicerol y MeFPIA1 15%
GA-MeFPIAl 20% Pelicula a base de gelatina, almidon, glicerol y MeFPIA1 20%
GA-MeFPIA2 10% Pelicula a base de gelatina, almidon, glicerol, MeFPIA2 10%
GA-MeFPIA2 15% Pelicula a base de gelatina, almidon, glicerol, MeFPIA2 15%
GA-MeFPIA2 20% Pelicula a base de gelatina, almidon, glicerol, MeFPIA2 20%

Las peliculas resultaron uniformes, flexibles, lisas y no se observaron grietas ni poros,

a simple vista (Figura 5.1).

Figura 5.1. Peliculas a base de gelatina y almidén: (A) GA, (B) GA-MeFPIA1 10%, (C) GA-MeFPIAl
15%, (D) GA-MeFPIA1 20%, (E) GA-MeFPIA2 10%, (F) GA-MeFPIA2 15%, (G) GA-MeFPIA2 20%.

5.4.1. Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier con Reflectancia Total
Atenuada (FTIR)

Como se puede observar en la Figura 5.2, los espectros infrarrojos muestran las
bandas de absorcién de las peliculas de gelatina y almidon en presencia y ausencia de las
distintas concentraciones de MeFPIAx. Si bien las peliculas analizadas en el presente
capitulo difieren en su formulacién con las peliculas analizadas en el capitulo anterior,
contienen los mismos componentes, por lo que los espectros de FTIR son muy similares.
Nuevamente se pueden diferencias tres zonas. La primera relacionada con los grupos

funcionales —OH y —NH (3750-2800 cm?) correspondientes al agua, glicerol, polisacéaridos
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y proteinas. La segunda zona relacionada a los grupos amida (1750-1200 cm™), y una
tercera zona (1200-800 cm™) relacionada mayormente a los movimientos vibracionales de

los grupos funcionales correspondientes a los polisacaridos (mIHS.

—0GA

— GA-MFPIA1 10%

— GA-MFPIAT1 15%
1 — GA-MFPIA1 20%
— GA-MFPIAZ 10%
— GA-MFPIAZ 15%
— GA-MFPIAZ 20%

Absorbancia relativa

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
NUmero de onda (cm’")

Figura 5.2. Espectros de infrarrojo por Transformada de Fourier con Reflectancia Total Atenuada (FTIR-ATR)

de las peliculas basadas en gelatina y almidon.

5.4.2. Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

Tal como se explico en el capitulo anterior, las muestras de las peliculas fueron
deshidratadas en un desecador que contenia en su interior silica gel. En la Figura 5.3 se
muestran los termogramas correspondientes al flujo total de calor relativo de las muestras.
Sus correspondientes temperaturas de transicion se presentan en la Tabla 5.2. Las curvas
DSC de estas peliculas presentaron en todos los casos, s6lo una T4 seguida de un pico
endotérmico de relajacion o envejecimiento fisico (Tyico), al igual que se explicé en el
capitulo anterior. Se obtuvieron valores de T4 que oscilan entre 65 °C y 77 °C. Los valores
mas altos con respecto a la pelicula control se presentaron en las peliculas que contenian
10% de polimero, tanto de MeFPIA1 como de MeFPIA2. Este comportamiento
posiblemente se deba al aumento de las fuerzas electrostaticas e interacciones puente de
hidrégeno que se producen entre las macromoléculas de gelatina y almidén con los grupos

carboxilo de los polimeros. El aumento de las fuerzas intermoleculares entre las cadenas
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poliméricas induce a una disminucion del volumen libre y de la movilidad del sistema,
dificultando la transicién al estado elastomérico [3]. Por lo tanto, al estar mas impedida el

movimiento, la Ty se desplaza hacia valores mas altos.

—GA

—— GA-MeFPIA1 10%
7 —— GA-MeFPIA1 15%
1 — GA-MeFPIA1 20%
—— GA-MeFPIA2 10%
—— GA-MeFPIA2 15%
—— GA-MeFPIA2 20%

Flujo de calor relativo (W/g)

o
—

T T T
20 40 60 80 100 120 140 160

Temperatura (°C)

Figura 5.3. Termogramas de DSC de las peliculas de gelatina y almidén.

Tabla 5.2. Temperaturas de transicion de las peliculas de gelatina y almidén.

Primer calentamiento Segundo Calentamiento
Peliculas Tg (°C) Tpico (°C) Tg (°C)

GA 65 88 29
GA-MeFPIAl 10% 67 99 56
GA-MeFPIAL 15% 66 98 65
GA-MeFPIAl 20% 66 98 60
GA-MeFPIA2 10% 68 98 39
GA-MeFPIA2 15% 65 96 45
GA-MeFPIA2 20% 77 101 49

En cuanto a la presencia de un pico endotérmico, como ya se mencioné anteriormente,
es caracteristico del proceso de relajacion [4], este proceso se confirmd con un segundo
calentamiento en el cual dicha transicion desaparece debido a que se elimina la historia
térmica del material. Cuando un polimero amorfo o semicristalino se almacena a
temperaturas por debajo de su Tg, se producen reorganizaciones moleculares lentas en la

region amorfa (rotacion de grupos pequefios de atomos, movimientos de vibracion y
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rotacion de enlaces quimicos a lo largo de la cadena polimérica). Con el tiempo, el polimero
se relaja hacia su equilibrio termodinamico, produciéndose cambios en sus propiedades
volumétricas o entalpias. A este fenébmeno se lo denomina envejecimiento fisico [5]. Por
otra parte, estudios previos han atribuido ese pico endotérmico a la fusion de cristales de
almidén formados durante la retrogradacion. Una cristalizacion continua de la amilopectina
podria originarse a partir de la amilosa y la amilopectina co-cristalizadas durante el proceso

de formacién de las peliculas [6,7].
5.4.3. Analisis Termogravimétrico (TGA)

Los resultados de los analisis termogravimétricos de las peliculas desarrolladas se
presentan en la Figura 5.4. Los datos de las temperaturas iniciales y de maxima
degradacion (Ti y Tmax) S€ presentan en la Tabla 5.3. Tal como se explicé en el Capitulo 4,
se distinguen tres zonas de degradacion. La primera (cerca de los 100 °C) asociada a la
pérdida de humedad y posible volatilizacion de compuestos de bajo peso molecular. Una
segunda zona (150-250 °C) asociada a la degradacion parcial de las proteinas y la pérdida
de glicerol. Por ultimo, una tercera zona (cerca de los 300 °C) asociada a la degradacion

de los polisacéridos y la completa degradacion de las proteinas y polimeros sintetizados.

Tabla 5.3. Temperaturas correspondientes a las temperaturas iniciales y maximas de degradacion de las

peliculas basadas en gelatina y almidon.

Peliculas Ti (°C) Tmax 1 (°C) Tmax 2 (°C)

GA 196 241 297
GA-MeFPIAl1 10% 211 265 300
GA-MeFPIAl 15% 207 256 296
GA-MeFPIAl1 20% 201 265 292
GA-MeFPIA2 10% 204 245 299
GA-MeFPIA2 15% 204 255 300
GA-MeFPIA2 20% 201 264 296

En cuanto a las T;, se puede observar como la incorporacion de MeFPIAx ha generado
un aumento en las mismas. Esto indica que las peliculas son mas termorresistentes, lo cual
confirma un incremento en las interacciones entre sus componentes. Estos resultados
revelan que el material podria procesarse a temperatura cercana a los 180 °C sin

degradarse.
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Figura 5.4. Curvas termogravimeétricas: (A) y (C) Pérdida de peso en funcién de la temperatura, (B) y (D)

Derivada del porcentaje del peso en funcion de la temperatura.
5.4.4. Propiedades mecénicas

Los valores correspondientes a la resistencia a la traccién (TS), el médulo de Young
(MY) vy la elongacién a la rotura (e%) se presentan en la Tabla 5.4. Se pudo observar un
aumento en los valores TS y MY y, en consecuencia, una disminucién en los valores e%,
al afadir distintas concentraciones de MeFPIAl y MeFPIA2. Estas diferencias mostraron
una variacion significativa estadisticamente (p < 0,05). Ademas, la resistencia a la traccion
y la elongacién a la rotura de las peliculas estan inversamente relacionadas. La presencia
de MeFPIAXx en la solucidn filmogénica podria aumentar las interacciones con la gelatina y
el almidon, formando enlaces puente de hidrégeno entre los grupos hidroxilo del almidon,
los grupos carboxilicos del polimero y los grupos amino de gelatina [8]. De esta manera, se
incrementaron las fuerzas intermoleculares a lo largo de las cadenas poliméricas, lo que

resulté en un aumento de la resistencia a la traccion y una disminucién de la flexibilidad y
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movilidad de las cadenas. Por otro lado, el MY indica la rigidez de la pelicula; un MY mas
alto indica un material mas rigido. La Tabla 5.4 muestra que la incorporacion de MeFPIAXx
condujo a un aumento del MY a medida que aumenta la concentracion de ambos polimeros,
siendo dicho aumento significativo con el agregado de 20% de MeFPIA1. Esto implica una
matriz mas resistente. Ademas, se observo una disminucion en la elongacion a medida que
aumentaban las concentraciones de polimero. La diferencia entre las peliculas con ambos
polimeros funcionalizados radica en que MeFPIAl tiene un mayor nidmero de grupos

carboxilo libres capaces de interactuar con las cadenas proteicas.

Tabla 5.4. Parametros mecanicos de las peliculas a base de gelatina y almidén.

Formulaciones TS (MPa) MY (MPa) e (%)
GA 10,8+0,62 1141 +7,72 86,5522
GA-MeFPIAL 10% 20,1+2,0° 266,3+13,1° 68,2 + 7,7 bd
GA-MeFPIAL 15% 19,2+1,1b 261,8+37,1° 61,8 +5,0 °d
GA-MeFPIAL 20% 18,8+1,0° 342,7£52,2°¢ 36,3+x78°¢
GA-MeFPIA2 10% 21,4+ 1,40¢ 259,0+12,7° 70,3+3,3°
GA-MeFPIA2 15% 23,2+11°¢ 271,2+17,3° 71,2+4,3°
GA-MeFPIA2 20% 20,8 +1,1b¢ 284,7+21,2° 59,8 +4,3¢

La misma letra en cada columna indica que no hay diferencias significativas aplicando la prueba de Tukey (P=0,05).

5.4.5. Color

Al igual que en el capitulo anterior, el color de los materiales se midié definiendo los
parametros de L*, a* y b*, los cuales representan luminosidad, el color rojo/verdoso y el
color amarillo/azulado, respectivamente [(]. Las propiedades de color se muestran en la
Tabla 5.5, donde se observo un claro cambio en los valores de color con la adicion de las
distintas concentraciones de MeFPIAX. La presencia de MeFPIAL en la formulacién provoco
cierta disminucion de la luminosidad (disminucion de los valores de L*) con una tendencia
al verde y al amarillo (disminucion de los valores de a* y aumento de los valores de b*,
respectivamente). Ahora bien, con el agregado de MeFPIA2 se observé una disminucion
de la luminosidad significativa del material con una tendencia al rojo y al amarillo (aumento
de los valores de a* y b*, respectivamente). El cambio de color AE* es significativo para
ambos polimeros respecto al control y perceptible al ojo humano, como se puede apreciar
en la Figura 5.1; este cambio fue mas abrupto para el polimero con menor potencial
negativo (MeFPIA2).

-101 -



Tabla 5.5. Propiedades de color de las peliculas a base de gelatina y almidén.

Peliculas L* a* b* AE*
GA 83+0,32 0,4+0,052 0,2+0,044
GA-MeFPIAL 10% 80+0,5° -43+0,1° 17,2+0,6° 18
GA-MeFPIAl 15% 80+0,4° -4,4 +£0,3bC 18,0 £1,7 be 19
GA-MeFPIAL 20% 79+0,3° -48+0,1°¢ 19,4+05°¢ 19
GA-MeFPIA2 10% 74+£05°¢ -3,1+0,249 29,6 +0,6 9 31
GA-MeFPIA2 15% 70+0,7¢ -1,1+05°¢ 33,1+0,5¢ 35
GA-MeFPIA2 20% 68+04¢ 0,5+0,22 339x0,2°¢ 37

La misma letra en cada columna indica que no hay diferencias significativas aplicando la prueba de Tukey (P=0,05).

5.4.6. Permeabilidad al Vapor de Agua (Pw®*")

Dado que la gelatina contiene una amplia gama de aminoacidos hidrofilicos, las
peliculas con alto contenido proteico podrian absorber mas moléculas de agua del entorno
[10]. Ademas, teniendo en cuenta que en la formulacién esta presente una proporcion de
almidén modificado, que absorbe una gran cantidad de agua, existe una fuerte afinidad por
las moléculas de agua en las peliculas formuladas. Como resultado, la difusién de agua a
través de estas peliculas es alta, lo que resulta en materiales con una alta permeabilidad al
vapor de agua [11]. Los datos de P,*** se presentan en la Tabla 5.6, y como se puede
observar, la incorporacién de concentraciones mas altas de polimero MeFPIAXx redujo los
valores. Si bien los polimeros aumentan el contenido de grupos hidrofilicos en la matriz,
también aumentan las interacciones entre los distintos componentes de las peliculas, lo que
se refleja en una mayor barrera al vapor de agua. Al reforzar la matriz, las cadenas
poliméricas tienen una menor movilidad, lo que dificulta el paso del vapor de agua a través

de ellas.
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Tabla 5.6. Valores de la Pw®*® de las peliculas a base de gelatina y almidon.

Formulaciones Pw®P (10 g st m1 Pal)
GA 4,89 + 0,05 2*
GA-MeFPIA1 10% 4,60+0,03°
GA-MeFPIAL 15% 4,53+0,03°¢
GA-MeFPIA1 20% 4,30+0,03¢
GA-MeFPIA2 10% 4,81 + 0,09 2¢
GA-MeFPIA2 15% 4,98 +0,082
GA-MeFPIA2 20% 4,76 £ 0,09 ©

La misma letra en cada columna indica que no hay diferencias significativas aplicando la prueba de Tukey (P=0,05).

5.4.7. Evaluacion de la cinética de hinchamiento de las peliculas

Determinar el hinchamiento de las peliculas es un factor importante ya que mide la
eficiencia de una pelicula para mantener su integridad estructural en un ambiente acuoso.
La Figura 5.6 muestra el comportamiento de hinchamiento de las diferentes peliculas en
PBS a 25 °C. Si bien el interés en mezclar polisacaridos y proteinas se debe a las ventajas
complementarias de estos componentes [6], la gelatina y el almidén son polimeros
altamente hidrofilicos [11]. Por lo tanto, se forman peliculas con una gran capacidad de
absorcion de agua debido a la gran cantidad de grupos afines al agua presentes en la matriz
[12]. Por lo tanto, las peliculas control sin MeFPIAX mostraron un mayor grado de
hinchamiento y fueron las mas débiles, ya que con el tiempo de ensayo perdieron su
integridad. Sin embargo, las peliculas con MeFPIAx presentaron un grado de hinchamiento
menor en comparacion con el control y fueron las mas estables. Con la incorporacion del
polimero, a medida que aumentd su concentracion en la mezcla, se incrementd el nimero
de interacciones intermoleculares, lo que provocé que el material pierda elasticidad al
disminuir los espacios entre las cadenas poliméricas. Esto hace que el material sea menos
flexible y, por lo tanto, disminuye su capacidad de deformarse e hincharse [13,14]. Estos
resultados se correlacionan con los obtenidos en las propiedades mecanicas y sugieren la
formacion de una estructura de red densa de la pelicula, lo cual inhibe la entrada de agua
en las peliculas.

En la Figura 5.6A se puede observar claramente que al incorporar un 10% y 15% de
MeFPIAL se producen reducciones en los valores de hinchamiento, sin grandes diferencias
entre ambos porcentajes. Sin embargo, al incorporar un 20%, los valores de hinchamiento

se reducen considerablemente, posiblemente debido a una mayor cantidad de grupos
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carboxilicos que pueden interactuar con la gelatina y el almidén. Este resultado era de
esperarse, ya que, si recordamos las propiedades mecénicas, estas peliculas presentaron
los valores mas altos de MY (modulo de elasticidad) y los valores mas bajos de e%
(deformacion).

En la Figura 5.6B, se puede observar que al incorporar un 10% y 15% de MeFPIA2,
también se observa una reduccién en los valores de hinchamiento en comparacion con las
peliculas de control, registrandose valores muy similares. Sin embargo, al incorporar un
20%, los valores fueron ligeramente mayores, aunque no se observaron diferencias
significativas. Es importante tener en cuenta que las peliculas en las tres concentraciones

presentaron valores similares de MY, que esta relacionado con la flexibilidad del material.
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Figura 5.6. Curvas de hinchamiento de las diferentes peliculas a 25 °C en PBS: (A) GA, GA-MeFPIA1 10%,
GA-MeFPIAl 15%, GA-MeFPIAl 20%, (B) GA, GA-MeFPIA2 10%, GA-MeFPIA2 15%, GA-MeFPIA2 20%.

Al graficar (W - Wo)/W, frente a t*? en las etapas iniciales de hinchamiento, se puede
analizar el comportamiento Fickiano. Los gréficos correspondientes se muestran en la
Figura 5.7. Como se puede observar, las curvas de absorcion de la solucién de las peliculas
para todas las formulaciones fueron no lineales hasta un aumento del 60% en la masa de
hidrogel. Por lo tanto, como se puede ver en la figura, la mayoria de las formulaciones no
siguieron la difusion Fickiana unidimensional, por lo que los valores de n son diferentes a
0,5 y los datos deben ser ajustados por un proceso no fickiano o de difusién anémalo. Tal
como se vio en el capitulo anterior, las peliculas presentan el mismo comportamiento
andémalo. Consecuentemente, los datos experimentales se ajustaron usando una funcion
biexponencial. Este modelo ajusté bastante bien los datos obtenidos segun el

comportamiento de las peliculas durante el hinchamiento (ver las lineas de la Figura 5.6 A
y B).
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Figura 5.7. Representacion de (Wt - Wo)/Wo frente a t¥2a 25 °C en PBS: (A) GA, GA-MeFPIAL 10%, GA-
MeFPIAl 15%, GA-MeFPIAL1 20%, (B) GA, GA-MeFPIA2 10%, GA-MeFPIA2 15%, GA-MeFPIA2 20%.

Tabla 5.7. Pardmetros cinéticos de hinchamiento para las diferentes peliculas a base de gelatina y almidon.

Peliculas T(CC) sw(g/g) As: (g/9) T1 (Min) @1 As2 (g/g) T2 (min) P2
GA 398+ 12 140+ 7 34+03 035 258+5 371 0,65
GA-MeFPIAL 10% 249 + 17 133+9 34+04 0,53 116 £ 8 22+2 0,47
GA-MeFPIAL 15% 265+ 17 186 +9 4,1+0,3 0,70 79+8 24+3 0,30

GA-MeFPIA1 20% 25 100+ 0,4 100+1 22%0,2 1 -- -- --

GA-MeFPIA2 10% 269 £ 16 150+8 3,3%+0,3 0,56 119+8 22+2 0,44
GA-MeFPIA2 15% 270+ 16 1709 3,5+0,3 0,63 100+ 8 22+2 0,37
GA-MeFPIA2 20% 205 £ 22 152 +12 38+04 0,52 143 +11 22+2 0,48

5.4.8. Actividad Antioxidante

Se evalud la capacidad antioxidante de los materiales a través de dos de los métodos
mas comunmente utilizados para obtener una mejor comprension de las propiedades de
las peliculas. Cada método se basa en diferentes principios quimicos y proporciona
informacion complementaria sobre la capacidad antioxidante de los materiales. Al utilizar
dos métodos diferentes, se puede obtener una mayor confianza en los resultados
obtenidos. Si ambos métodos muestran una actividad similar, se refuerza la evidencia de
gue las peliculas desarrolladas presentan propiedades antioxidantes. Ambos son métodos
de elevada sensibilidad, rapidos y practicos. La Figura 5.8 muestra los resultados de la
actividad antioxidante de las peliculas mediante dos ensayos diferentes: ABTS y DPPH.
Segun los resultados obtenidos, se observd una actividad antioxidante muy baja en las

peliculas de gelatina y almidon. Estos resultados concuerdan con estudios previos que
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también reportaron resultados similares [15]. Al incorporar MeFPIAL, pudo observarse que
mediante el método del ABTS el valor de RSA (%) disminuy6 respecto al control, lo que
podria deberse a una interaccion entre los polimeros en la cual se ven comprometidos
aquellos grupos que reaccionan con el ABTS. Por otro lado, la incorporacién de 10% de
MFPIA2 mostro un aumento en el valor de RSA (%). Este comportamiento ya fue descripto
en el capitulo anterior con dicho polimero. En cuanto al ensayo con DPPH, se observa un
ligero aumento en el valor de RSA (%) con la adicién de los MFPIAX, aunque dicho aumento

no es muy significativo.
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Figura 5.8. Actividad antioxidante de las peliculas por el método ABTS y DPPH.

5.4.9. Actividad Antimicrobiana

Los resultados presentados en la Figura 5.9 muestran las reducciones bacterianas (%)
de las peliculas desarrolladas después de un periodo de incubacion de 24 horas a 37 °C
con ligera agitacion en contacto con bacterias de S. aureus (ver Figura 5.10). Segun los
porcentajes de reduccién obtenidos, se observa que la muestra de control (sin MeFPIAX)
no mostré ninguna inhibicion bacteriana. Sin embargo, las peliculas que contienen
MeFPIAl y MeFPIA2 mostraron actividad antimicrobiana, siendo aun mayor en las
muestras con MeFPIA1L.

A pesar del desarrollo continuo de antibidticos mas potentes, los materiales poliméricos

antimicrobianos, especialmente los polimeros catiénicos, presentan ventajas significativas.
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Estos materiales tienen la capacidad de matar algunos patdégenos resistentes a los
antibioticos debido a su mecanismo de accion, como se explico en el capitulo anterior.

No se observaron diferencias significativas entre los diferentes porcentajes evaluados.
Por lo tanto, la eleccion de un 10% de MeFPIAx seria la méas adecuada para su
incorporacion en estas matrices, ya que no se mejoran las propiedades antimicrobianas con
un mayor contenido de polimero. Consecuentemente, la eleccion de dicha concentracion
en el capitulo anterior fue la adecuada y en los proximos ensayos se realizaran utilizando
10% de MFPIAXx dicha concentracion.
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Figura 5.9. Porcentaje de reduccion bacteriana frente a S. aureus de las diferentes peliculas.

Figura 5.10. Foto ilustrativa de las peliculas junto con 1 mL de la solucién de inéculo a tiempo inicial (de
izquierda a derecha: GA, GA-MeFPIA2 10%, GA-MeFPIA2 15%, GA-MeFPIA2 20%, GA-MeFPIAl 10%, GA-
MeFPIAL 15%, GA-MeFPIAL 20%).

5.5. Conclusiones parciales
La incorporacion de MeFPIAXx en peliculas a base de gelatina y almidon no solo mejoré
las propiedades mecanicas y la permeabilidad al vapor de agua de los materiales, sino que
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también redujo la capacidad de absorcion de moléculas de agua durante el proceso de
hinchamiento, gracias a una mayor interaccion entre las cadenas poliméricas.

Por otro lado, aunque las peliculas no mostraron actividad antioxidante, si exhibieron
actividad antimicrobiana. Ademas, se observaron cambios de color en los materiales,
siendo mas notables con la adicion de polimeros de potencial mas negativo. El color oscuro
de las peliculas obtenidas puede tener beneficios, como se menciond anteriormente.

Considerando las mejoras significativas logradas en estos materiales y el continuo
avance en investigacion y desarrollo, se espera poder ofrecer soluciones mas eficientes y
seguras en el campo de la alimentacion y el cuidado de la salud. Estos avances abren
nuevas posibilidades para desarrollar materiales con propiedades mejoradas, como mayor
resistencia y capacidad. Con estas mejoras, se espera satisfacer las necesidades
crecientes de la industria alimentaria y médica, proporcionando productos mas eficientes y

seguros para el beneficio de los consumidores y los pacientes.
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Capitulo 6: Disefio de Nuevas Peliculas Activas a Base de Gelatina
y Almidén con MeFPIAx y Acido Galico

El presente Capitulo describe el desarrollo y caracterizacion de peliculas a base de
gelatina y almidon al 15% p/p, con la incorporacion de MeFPIAx al 10%, glicerol al 25% vy

distintas concentraciones de &cido galico, 2, 5y 7%.
6.1. Materiales

Gelatina (Scharlau®), almidon (Nestlé Health Science®, Barcelona, Espafia), glicerol
(299%, Sigma Aldrich®), hidréxido de sodio (NaOH, 298%, Sigma-Aldrich®), carbonato de
potasio (K2COs3, Sigma-Aldrich®), nitrato de magnesio (Mg(NOs)2, 98%, Sigma-Aldrich®),
cloruro de bario (BaCl., 298%, Sigma-Aldrich®), buffer fosfato salino (PBS, pH 7.4, Sigma-
Aldrich®), 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)-sal de diamonio (ABTS,
Sigma®), persulfato de potasio (K:S:0s, Sigma®), 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH,
Sigma®), etanol 96% vol. (Porta®), peptona (Britania®), agar bacterioldgico (Britania®),
caldo nutritivo (Britania®).

6.2. Obtencion de las Peliculas por Evaporaciéon del Solvente (Casting)

Se elaboraron diez formulaciones mediante casting de las dispersiones acuosas al 15%
p/p a base de gelatina y almidén en proporcion masica 4:1, y una proporcion del 10% p/p
de los polimeros sintetizados con respecto al peso de la relacion gelatina:almidén. Se
afadio6 glicerol al 25% p/p con respecto al peso de los polimeros totales.

Para la preparacion de las peliculas por casting se prepararon las dispersiones de los
polimeros en agua destilada, con agitacibn magnética, y se mantuvieron en un bafio
termostético a 70 °C durante 20 minutos. Posteriormente, se afiadid6 poco a poco una
solucion de NaOH 1,0 M hasta alcanzar un pH entre 8-9. Luego, se incorporaron distintas
concentraciones de acido galico, 2, 5y 7% p/p, como agente antioxidante y como posible
entrecruzante, con el que se lograria brindar més estabilidad a las peliculas [1,2,3].

Finalmente, las dispersiones correspondientes se vertieron en placas de Petri de 90
mm de diametro, en una cantidad aproximada de 10 g de dispersién por placa y se dejaron
secar durante una semana a temperatura y humedad ambiente. Las peliculas secas se
despegaron de las placas y se acondicionaron durante una semana a 53% h.r. y 25 °C,

previamente a su caracterizacion. Las peliculas sin agregado de MeFPIAx y acido galico se
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consideraron peliculas control. Se caracterizaron las propiedades fisico-quimicas de los

nuevos materiales obtenidos mediante distintos tipos de técnicas analiticas.
6.3. Caracterizacion de las peliculas activas

6.3.1. Espectroscopia infrarroja por Transformada de Fourier con Reflectancia Total
Atenuada (FTIR-ATR)

El analisis por FTIR se llevo a cabo en las mismas condiciones que las indicadas en la
seccion 4.3.1 del Capitulo 4 (pagina 58).

6.3.2. Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

El analisis por DSC se llevo a cabo en las mismas condiciones que las indicadas en la
seccion 4.3.2 del Capitulo 4 (pagina 58).

6.3.3. Analisis termogravimétrico (TGA)

El analisis por TGA se llevé a cabo en las mismas condiciones que las indicadas en la

seccion 4.3.3 del Capitulo 4 (pagina 58).
6.3.4. Propiedades mecanicas

Las propiedades mecanicas de los materiales se evaluaron en las mismas condiciones

que las indicadas en la seccion 5.3.4. del Capitulo 5 (pagina 94).
6.3.5. Color

El color de las peliculas se midié segun se describi6 en la seccién 4.3.5 del Capitulo 4

(pagina 59).
6.3.6. Permeabilidad al vapor de agua (Pw®*)

La permeabilidad al vapor de agua se determiné bajo las mismas condiciones

explicadas en la seccion 4.3.6 del Capitulo 4 (pagina 60).
6.3.7. Evaluacion de la cinética de hinchamiento de las peliculas

La cinética de hinchamiento se llevd a cabo en las condiciones descritas en la seccién
4.3.8 del Capitulo 4 (pagina 62).
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6.3.8. Actividad antioxidante

La actividad antioxidante de las peliculas se llevé a cabo siguiendo los procedimientos

detallados en la seccién 5.3.8 del Capitulo 5 (pagina 95).
6.3.9. Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana de las peliculas se determino siguiendo el procedimiento
detallado en la seccion 4.3.10 del Capitulo 4 (pagina 64).

6.3.10. Migracion especifica y cinética de liberacién de acido gélico en simulante

alimentario graso

En este capitulo se midié la migracion especifica del acido galico en las peliculas. Para
ello, se cortaron probetas rectangulares de 6 x 1 cm y cada muestra se puso en contacto
con 10 mL de simulante alimentario en tubos de ensayo tapados, manteniendo la relacion
de 6 dm?/L de simulante, condicién segliin norma europea EN 13130-01. Se evaluaron tres
probetas por cada formulacion. El simulante alimentario utilizado fue etanol al 50% v/v en
agua destilada como simulante alimentario graso. Las condiciones de contacto fueron de
10 dias a 22 °C. A determinados intervalos de tiempo (0, 1, 5, 24 h, 7, 9 y 10 d) se tomaron
alicuotas de 100 uL, se reemplazaron por 100 pyL de simulante fresco y se cuantifico el
acido galico liberado por espectroscopia UV a una A de 272 nm. Se prepard una curva de
calibrado utilizando patrones de &cido gdlico entre 2,5 y 15 mg/L, los cuales se midieron
también a una A de 272 nm. Los resultados se expresaron como mg de acido galico por kg

de simulante.
6.3.11. Andlisis estadistico

El andlisis estadistico se realizé segun se describié en la seccion 4.3.13 del Capitulo 4

(pagina 66).
6.4. Resultados y Discusion

La Tabla 6.1 muestra los nombres y la descripcion de cada pelicula elaborada; aquellas
sin agregado de polimero ni acido galico fueron consideradas peliculas control y son las

mostradas en el Capitulo 5, GA, que resultaron ser transparentes.
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Tabla 6.1. Descripcion de las peliculas a base de gelatina y almidon.

Peliculas Descripcion

GAG2 Pelicula a base de gelatina, almidén, glicerol y acido galico 2%

GAG5 Pelicula a base de gelatina, almidén, glicerol y acido galico 5%

GAG7 Pelicula a base de gelatina, almidon, glicerol y acido galico 7%
GAG2-MeFPIAL Pelicula a base de gelatina, almidon, glicerol y MeFPIAL 10%, acido gélico 2%
GAG5-MeFPIAL Pelicula a base de gelatina, almidon, glicerol y MeFPIA1 10%, acido gélico 5%
GAG7-MeFPIAL Pelicula a base de gelatina, almidén, glicerol y MeFPIA1 10%, acido gélico 7%
GAG2-MeFPIA2 Pelicula a base de gelatina, almidén, glicerol, MeFPIA2 10%, acido galico 2%
GAG5-MeFPIA2 Pelicula a base de gelatina, almidén, glicerol, MeFPIA2 10%, acido galico 5%
GAG7-MeFPIA2 Pelicula a base de gelatina, almidon, glicerol, MeFPIA2 10%, acido galico 7%

Las demas peliculas resultaron uniformes, flexibles, lisas y no se observaron grietas ni

poros, a simple vista, tal y como se muestra en la Figura 6.1.

B

Figura 6.1. Peliculas a base de gelatina y almidon: (A): GAG2, (B) GAG2-MeFPIAL, (C) GAG2-MeFPIA2, (D)
GAGS5, (E) GAG5-MeFPIAL, (F) GAG5-MeFPIA2, (G) GAG 7, (H) GAG7-MeFPIAL, (I) GAG7-MeFPIA2.
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6.4.1. Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier con Reflectancia Total
Atenuada (FTIR-ATR)

Como se puede observar en la Figura 6.2, los espectros infrarrojos muestran las
bandas de absorcion de las peliculas de gelatina y almidén con los distintos porcentajes de
acido galico, en presencia y ausencia de MeFPIAx. Considerando que se estan analizando
matrices similares a las analizadas en los Capitulos 4 y 5, podemos observar las mismas

zonas y bandas ya mencionadas.
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Figura 6.2. Espectros de infrarrojo por Transformada de Fourier con reflectancia total atenuada (FTIR-ATR)
de las peliculas basadas en gelatina, almidén y acido galico.

6.4.2. Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

Tal como se explicé previamente, las muestras de las peliculas fueron deshidratadas
en un desecador que contenia en su interior silica. En la Figura 6.3 se muestran los
termogramas correspondientes al flujo total de calor relativo de las muestras. Las Tgs
identificadas fueron confirmadas mediante el andlisis del flujo de calor reversible dado por
la modulacién. Sus correspondientes temperaturas de transicion se presentan en la Tabla
6.2. Las curvas DSC de estas peliculas presentan en todos los casos, s6lo una T4 seguida

de un pico endotérmico de relajacion (Tyico) O fusion de los posibles cristales formados por
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retrogradacién del almidén, ya explicado en el capitulo anterior. Se presentan los valores
de T4 que oscilan entre 64 °C y 79 °C. En ausencia de MeFPIAx, se puede observar la
dependencia con la concentracién de acido gélico ya que a mayor concentracion aumento

la T4 en comparacién con la pelicula control.
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Figura 6.3. Termogramas de DSC de las peliculas de gelatina y almidén.

Tabla 6.2. Temperaturas de transicion de las peliculas de gelatina y almidén. Error en la temperatura + 1 °C

Peliculas Tg (°C) Tpico (°C)
GA 65 88
GAG 2 64 92
GAG 5 71 93
GAG 7 72 93
GAG2-MeFPIAl 72 97
GAG5-MeFPIAL 70 97
GAG7-MeFPIAL 71 95
GAG2-MeFPIA2 79 98
GAG5-MeFPIA2 61 94
GAG7-MeFPIA2 76 98

Estudios previos han demostrado la capacidad de refuerzo del acido galico en peliculas

a base de proteinas y polisacaricos [1]. El aumento de las interacciones entre el acido galico

- 116 -



con la gelatina y el almidon provoca una reduccion importante en la flexibilidad molecular
de los materiales [2]. En presencia de MeFPIAx y &cido galico, estos valores fueron aun
mayores, ya que como se explicd anteriormente, la incorporacion de polimero aumenté las
fuerzas intermoleculares en la matriz, favoreciendo también la reduccién de la movilidad
molecular. Por lo tanto, al estar mas reforzada la matriz, la T4 se desplaza hacia valores

mas altos.
6.4.3. Analisis Termogravimétrico (TGA)

Los resultados de los analisis termogravimétricos de las peliculas desarrolladas se
presentan en la Figura 6.5. Los datos de las temperaturas se presentan en la Tabla 6.3. Se
pueden observar tres zonas principales de degradacion. Tal como se explicé en el Capitulo
4, se distinguen tres zonas de degradacion. La primera (cerca de los 100 °C) asociada a la
pérdida de humedad y posible volatilizacion de compuestos de bajo peso molecular. Una
segunda zona (150-250 °C) asociada a la degradacion parcial de las proteinas y la pérdida
de glicerol. Por ultimo, una tercera zona (cerca de los 300 °C) asociada a la degradacion
de los polisacaridos y la completa degradacion de las proteinas y polimeros sintetizados.

Tabla 6.3. Temperaturas correspondientes a las temperaturas iniciales y maximas de degradacion de las

peliculas basadas en gelatina, almidon y acido galico

Peliculas Ti (°C) Tmax1 (°C) Tmax 2 (°C)
GAG 196 241 297
GAG2 208 246 304
GAG5 197 237 302
GAG7 195 234 307
GAG2-MeFPIAL 200 250 306
GAG5-MeFPIAL 197 250 305
GAG7-MeFPIAL 199 248 302
GAG2-MeFPIA2 200 251 305
GAG5-MeFPIA2 196 248 306
GAG7-MeFPIA2 209 244 303

En cuanto a las Ti, se puede observar como la incorporacion de 4cido galico provoca
un aumento en la misma cuando el contenido es del 2%, sin embargo, porcentajes mayores
la reducen hasta alcanzar el valor de la pelicula sin acido galico. Sucede lo mismo cuando

se incorpora MeFPIAX en la pelicula, aunque las diferencias no son muy significativas. Las
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peliculas con 5y 7% de acido gélico, presentaron un evento térmico alrededor de 165 °C.

Esto podria deberse a una degradacion parcial del acido galico libre que no se encuentra

interaccionando con la matriz [4].
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Tabla 6.3. Temperaturas correspondientes a las temperaturas iniciales y maximas de degradacion de las

peliculas basadas en gelatina, almidén y acido gélico

Peliculas Ti (°C) Tmax1 (°C) Tmax 2 (°C)
GAG 196 241 297
GAG2 208 246 304
GAG5 197 237 302
GAG7 195 234 307
GAG2-MeFPIAL 200 250 306
GAG5-MeFPIAL 197 250 305
GAG7-MeFPIAL 199 248 302
GAG2-MeFPIA2 200 251 305
GAG5-MeFPIA2 196 248 306
GAG7-MeFPIA2 209 244 303

6.4.4. Propiedades Mecéanicas

Los pardmetros mecanicos se presentan en la Tabla 6.4. Al afiadir solamente distintas
concentraciones de acido galico (en ausencia de MeFPIAX), se observé un aumento en los
valores de resistencia a la tracciéon (TS) y mddulo de Young (MY) y, en consecuencia, una
disminucion en los valores de elongacion a la rotura (e%). La resistencia a la traccion y la
elongacién a la rotura de las peliculas estan inversamente relacionadas. Los grupos
hidroxilo del &cido gélico (-OH) podrian interactuar con las cadenas proteicas de la gelatina
aumentando las interacciones electrostaticas y formando puentes de hidrégeno, lo que
refuerza la pelicula al generar enlaces fuertes. Esta interaccion aumenta la TS y el MY, lo
gue a su vez reduce la movilidad de las cadenas poliméricas y resulta en una menor
elongacion del material. Estos resultados son consistentes con estudios previos [5,6].

Al afiadir MeFPIAX con diferentes concentraciones de acido galico, se observd un
aumento en todos los parametros mecanicos en comparaciéon con las peliculas control. En
este caso, la incorporacién de &cido galico tuvo un efecto positivo en la elongacion del
material. Curiosamente, la disminucion de e% usualmente va acompafiada de un aumento
de la resistencia a la traccion (TS); sin embargo, esta generalidad entra en conflicto con
algunos resultados informados por otros autores, donde se ha observado un aumento en
ambos pardmetros. Estas variaciones en los valores de e% se deben al efecto de introducir
un agente reforzante en la matriz, por lo tanto, se pueden interpretar y justificar por

diferentes razones. La concentracion afiadida del agente reforzante y la naturaleza de los
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componentes formadores de pelicula son elementos importantes que influyen de manera
significativa en los valores de e% [7]. De esta manera, es importante resaltar que algunos
agentes reforzantes podrian actuar tanto como agentes reforzantes y como plastificantes
de la matriz, dependiendo de su concentracion. En este estudio, el acido galico mejoré la
elasticidad y la resistencia a la traccion, posiblemente porque a mas altas concentraciones,
el &cido galico que no se encuentra interaccionando probablemente actia como
plastificante, reduciendo las interacciones entre las macromoléculas, con el consiguiente
aumento de e%. Al ser una molécula pequefia, se inserta facilmente en la red proteina-
polisacarido-polimero de la pelicula, aumentando la movilidad de las cadenas poliméricas
[3]. Si bien estudios previos han informado sobre el uso de &cido galico como agente
entrecruzante para reforzar matrices biopoliméricas, también se ha informado que el acido
galico puede tener un efecto plastificante al mejorar la elasticidad. En la mezcla de MeFPIAX
y acido galico, se observé una mejora en la elasticidad de las peliculas sin afectar los
valores de resistencia a la traccion (TS), que fueron mas altos en comparacién con las
peliculas control. Resultados similares se obtuvieron al incorporar acido galico en peliculas

a base de zeina [8,9].

Tabla 6.4. Pardmetros mecéanicos de las peliculas a base de gelatina y almidén.

Peliculas TS (MPa) MY (MPa) e (%)
GA 11+12 114 +82 8652
GAG2 22+2b 285+ 21° 71+6°
GAG5 21+1° 238+19°¢ 76+4b
GAG7 22+1° 259 + g be 71+3°
GAG2-MeFPIAL 20 £ 1 bc 186 + 38 ¢d 114 +15°¢
GAG5-MeFPIAL 18+1°¢ 166 + 3¢ 110+6°
GAG7-MeFPIAL 19+1°¢ 173+ 224 109+7°¢
GAG2-MeFPIA2 23+1° 173 +12¢ 113+7¢c
GAG2 19 £ 2bc 152 + 274 104 +8¢c
GAG5 20+ 1 °Pe 156 + 26 ¢ 104+7¢c

La misma letra en cada columna indica que no hay diferencias significativas aplicando la prueba de Tukey (P=0,05).

6.4.5. Color

Las coordenadas L*, a* y b* se presentan en la Tabla 6.5, donde se observé un claro

cambio en los valores de color con la adicién de las distintas concentraciones de acido
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galico. Estudios previos han reportado cambios de color en los materiales con la adicién de
agentes reforzantes. Por ejemplo, el entrecruzamiento del quitosano con &cido ténico
mostré que la adicién de este ultimo desencadenaba los principales cambios de color en
las peliculas obtenidas debido a su afinidad por la oxidacion, lo que a su vez resultaba en
peliculas de tonalidad parda [10]. De manera similar, el entrecruzamiento de proteinas con
acido citrico resulta en peliculas de color marrén amarillento, especialmente cuando se
exponen a altas temperaturas y/o durante periodos prolongados de tiempo [11]. En todos
los casos la incorporacién de acido galico produjo una disminucién de la luminosidad,
siendo este efecto aln mayor a mas altas concentraciones. Con la incorporacién de
MeFPIAx se observdé una tendencia al rojo y amarillo, sin embargo, a mayores
concentraciones se observé una tendencia al verde y azul (disminucién de los valores de
a* y b*, respectivamente). Como se mencioné anteriormente, los materiales oscuros tienen
sus beneficios dependiendo de la aplicacién deseada.

El cambio de color AE* es significativo en todos los casos y perceptible al ojo humano,
como se puede apreciar en la Figura 6.1; este cambio fue mas abrupto para el polimero con

menor potencial negativo, MeFPIAL.

Tabla 6.5. Propiedades de color de las peliculas a base de gelatina y almidén.

Peliculas L* a* b* AL* Aa* Ab* AFE*
GA 83+0,32 040+0,062 0,2+0,042

GAG2 41,3+0,3° 6,6+0,1° 21,3+0,1° -42 6 21 47
GAG5 303+01°¢ 43+0,1°¢ 131%+01°¢ -53 4 13 55
GAG7 19,5+0,1¢ 2,3+0,1¢ 23+0,19 -64 2 2 64
GAG2-MeFPIA1 37,2%+0,1°© 52+0,1¢© 189+0,1¢ -46 5 19 50
GAG5-MeFPIA1 22,1+0,2f 3,7+£0,1°¢ 54+01F -61 3 5 62
GAG7-MeFPIA1 19,8+0,19 23+0,1¢ 27+0,19 -64 2 2 64
GAG2-MeFPIA2 36,2+0,19 72+0,1b 17,8+0,1" -47 7 18 51

GAG5-MeFPIA2 20,4+0,2¢ 2,4+0,1¢ 25+£0,29 -63 2 2 63
GAG7-MeFPIA2 18,5+0,1" 1,0+£0,1f 1,0+0,1" -65 1 1 65

La misma letra en cada columna indica que no hay diferencias significativas aplicando la prueba de Tukey (P=0,05).

6.4.6. Permeabilidad al Vapor de Agua (Pw®*F)

Los datos de P,® se presentan en la Tabla 6.6. Si bien la adicibn de agentes

entrecruzantes puede introducir un camino tortuoso para que las moléculas de agua se
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transfieran a través de la matriz, como se puede observar la incorporacion de acido galico,
tanto en presencia como en ausencia de MeFPIAX, produjo un aumento en la permeabilidad
de las peliculas. Considerando que la gelatina es muy hidrofilica y que el acido galico
presenta tres grupos hidroxilo en su estructura, podria suceder que el acido géalico que no
esta interaccionando aumente la hidrofilia de la matriz, aumentando los valores de P,*®. A
su vez, a mas altas concentraciones, aumenta la movilidad de los espacios entre las
cadenas poliméricas, fomentando la difusividad de la pelicula y acelerando la tasa de
transmision de vapor de agua.

No se observaron grandes diferencias en cuanto a los distintos porcentajes de &cido
galico incorporados (excepto en GAG7-MeFPIA2, donde se obtuvieron los valores mas

altos).

Tabla 6.6. Valores de la Pw®*® de las peliculas a base de gelatina y almidon.

Peliculas Pw®*P (1010 g st m-1Pa?l)
GA 490+0,052
GAG2 5,75+ 0,03 °
GAG5 5,76 £ 0,03 "
GAG7 5,567+0,05¢
GAG2-MeFPIAL 6,05 + 0,03 ¢
GAG5-MeFPIAL 6,17 + 0,04 ¢
GAG7-MeFPIAL 5,95+0,03f
GAG2-MeFPIA2 5,96 + 0,03 f
GAG5-MeFPIA2 5,98+0,02f
GAG7-MeFPIA2 6,85+0,049

La misma letra en cada columna indica que no hay diferencias significativas aplicando la prueba de Tukey (P=0,05).

6.4.7. Evaluacion de la cinética de hinchamiento de las peliculas

La Figura 6.7 muestra el comportamiento de hinchamiento de las diferentes peliculas
en PBS a 25 °C. Como se mencioné en el capitulo anterior, las peliculas control sin
MeFPIAX y sin &cido gélico mostraron un mayor grado de hinchamiento y fueron las mas
débiles, ya que con el tiempo de ensayo perdieron su integridad. Sin embargo, con la
incorporacién de &cido galico, tanto en presencia como en ausencia de MeFPIAX, se
observa un menor grado de hinchamiento debido a la interaccién entre los grupos hidroxilo
del compuesto fendlico y las cadenas proteicas de la gelatina. Al aumentar las interacciones

intermoleculares, resulté en una disminucion de la elasticidad del material al reducir los
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espacios entre las cadenas poliméricas. Esto hace que el material sea menos flexible y, por

lo tanto, disminuye su capacidad de deformarse e hincharse [12].
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Figura 6.7. Curvas de hinchamiento de las diferentes peliculas a 25 °C en PBS: (A) GA, GAG2, GAG5,
GAG7; (B) GA, GAG2-MeFPIA1, GAG5-MeFPIALl, GAG7-MeFPIAL, (C) GA, GAG2-MeFPIA2, GAG5-
MeFPIA2, GAG7-MeFPIA2.

Estos resultados son consistentes con los obtenidos en propiedades mecanicas. En la
Figura 6.7A se puede observar que, a mayor concentracion de acido galico, menor es el
grado de hinchamiento. Sin embargo, en las Figuras 6.7B y 6.7C, cuando se incorpora el
polimero MeFPIAX, se obtuvo el menor grado de hinchamiento con la incorporacion del 2%
de acido galico. Con este porcentaje de compuesto fendlico, se logré un valor mas alto de
moédulo de Young (un pardmetro relacionado con la rigidez del material) debido a la
aparicion de nuevas interacciones entre los componentes. Como se menciond

anteriormente, al aumentar el porcentaje, parte del acido galico que no se encuentra
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interactuando favorece el movimiento de las cadenas poliméricas, lo0 que ejerce un efecto
plastificante. Por lo tanto, es légico que se hayan obtenido valores de hinchamiento més
altos.

Las gréaficas correspondientes a la representacion de (W: - Wo)/Wo frente a t¥2 para
analizar el comportamiento Fickiano se muestran en la Figura 6.8. Como se puede
observar, las curvas de absorcion de la solucion de las peliculas para todas las
formulaciones fueron no lineales hasta un aumento del 60% en la masa de hidrogel. Por lo
tanto, como se puede ver en la figura, la mayoria de las diferentes formulaciones no
siguieron la difusién Fickiana unidimensional, por lo que los valores que toma n deben ser

diferentes a 0.5, y los datos deben ser ajustados por un proceso no fickiano o de difusién

anémalo.
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Figura 6.8. Representacion de (Wt - Wo)/Wo frente a t¥2a 25 °C en PBS: (A) GA, GAG2, GAG5, GAG7, (B)
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Tal como se vio en el capitulo anterior, las peliculas presentan el mismo
comportamiento andémalo. Consecuentemente, los datos experimentales se ajustaron
usando una funcién biexponencial anteriormente descrita (ver parametros cinéticos en la
Tabla 6.7). Este modelo ajustd bastante bien los datos obtenidos segun el comportamiento
de las peliculas durante el hinchamiento (ver las lineas de la Figura 6.7).

Tabla 6.7. Parametros cinéticos de hinchamiento para las diferentes peliculas a base de gelatina, almidon y

acido galico a 25 °C.

Peliculas s.(g/g) As.(g/g) 11 (mMin) @. As.(g/g) T1.(Min) T2 (Min)
GAG 2% 346+40 206+21 57+08 060 140+19 356 0,40

GAG 5% 314+51 182+26 4608 0,58 132+25 23zx4 0,42

GAG 7% 260+26 205+14 4,1+04 0,79 55+13 25%7 0,21
GAG2-

MeFPIAL 1932 1932 50+04 1 - - -
GAG5-

MeEPIAL 241+14 171+7 35+02 071 70+7 202 0,29
GAGT7-

MeEPIAL 248+12 201+6 3,2+02 081 47+5 25+4 0,19
GAG2-

MeFPIA2 21312 21312 48+04 1 - - -
GAG5-

MeEPIA2 25727 133x14 0,002+x-- 052 124+13 111 0,48
GAG7-

MoEPIA2 278+17 190+9 3,4+03 068 88+8 28x4 0,32

6.4.8. Actividad Antioxidante

La Figura 6.9 presenta los resultados de la actividad antioxidante de las peliculas
utilizando dos métodos diferentes: ABTS y DPPH. Segun los resultados obtenidos a partir
del método ABTS, se observé una actividad antioxidante muy baja en las peliculas de
gelatina y almidén. Estos hallazgos son consistentes con estudios previos que también
informaron resultados similares. Sin embargo, al incorporar acido galico tanto en presencia
como en ausencia de MeFPIAX, se obtuvieron valores elevados de RSA% en comparacion
con las peliculas control, o que indica una alta actividad antioxidante de los materiales
desarrollados. En ausencia de MeFPIAX, se observaron valores de RSA superiores al 90%,
los cuales aumentaron ain mas con mayor concentracion de acido galico. En presencia de
MeFPIAX, si bien se observé la misma tendencia (donde mayores concentraciones de acido
galico resultaron en una mayor actividad antioxidante), con una incorporacion del 2% de

acido galico se obtuvieron valores cercanos al 50%, mientras que para concentraciones de
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5% y 7%, estos valores superaron el 90% [13]. Como se menciond en la seccién anterior,
al incorporar un 2% de acido galico, las peliculas presentaron menor hinchamiento, ya que
el acido galico interactu6 con la matriz, brindandole menor flexibilidad al material y liberando
menos &cido galico al medio. En cambio, con un 5% y un 7%, las peliculas presentaron un
mayor hinchamiento debido al efecto plastificante del acido galico, lo que resulté en valores
mas altos de %RSA.

Los compuestos fendélicos emergen como fuertes agentes antirradicales en gran parte
debido a sus propiedades redox, que los convierten en donantes eficientes de hidrégeno,
agentes reductores y quelantes de metales. El acido galico (acido 3,4,5-trihidroxibenzoico),
es una molécula organica que pertenece a la familia de los acidos fendlicos, es un
compuesto de bajo peso molecular presente en la naturaleza que ha demostrado poseer
fuertes actividades antioxidantes en numerosos estudios. Proporciona una protecciéon
eficaz contra el dafio oxidativo causado por especies reactivas que se encuentran a menudo
en los sistemas biolégicos, incluyendo el radical hidroxilo (OH"), el superéxido (O27) y el
peroxilo (ROO"), asi como los no-radicales, peréxido de hidrégeno (H:O2) y acido
hipocloroso (HOCI) [14]. El &cido galico es una molécula plana, que consta de un anillo
aromaético, tres grupos hidroxilo fendlicos y un grupo acido carboxilico. A nivel estructural,
el acido gdlico consiste en un anillo de benceno con tres grupos hidroxilo (-OH) unidos a
los carbonos 3, 4 y 5, y un grupo carboxilo (-COOH) unido al carbono 1. Estos grupos
hidroxilo son responsables de las propiedades antioxidantes, ya que pueden donar
electrones y neutralizar especies reactivas de oxigeno, protegiendo asi contra el dafio
oxidativo. Se encuentra de forma natural en diversas fuentes vegetales, como las uvas, los
frutos secos, las bayas y algunas plantas medicinales. Ademas de sus propiedades
antioxidantes, el acido galico también ha mostrado potenciales efectos antitumorales,
antimicrobianos y antiinflamatorios, lo que ha despertado interés en su aplicacion en la
medicina y la industria alimentaria [15]. Con respecto al método DPPH, puede observarse
que si bien los valores no fueron tan altos como los obtenidos por el método ABTS, se
observa la misma tendencia ya que a mayores porcentajes de acido galico incorporado se

obtiene mejores valores de RSA (%)
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Figura 6.9. Actividad antioxidante de las peliculas por el método ABTS y DPPH.

6.4.9. Actividad Antimicrobiana

Los resultados presentados en la Figura 6.10 muestran la el porcentaje de reduccion
bacteriana (%) de las peliculas desarrolladas después de un periodo de incubaciéon de 24
h a 37 °C con ligera agitacién en contacto con bacterias de S. aureus. La muestra control

(sin MeFPIAX y sin acido galico) no se muestra en el gréafico, ya que no mostrdé ninguna
inhibicion.
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Figura 6.10. Porcentaje de reduccién bacteriana frente a S. aureus de las diferentes peliculas.
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Por otro lado, las peliculas sin MeFPIAx pero con acido galico en todas sus
concentraciones mostraron una inhibicion completa debido a la actividad antimicrobiana del
compuesto fendlico [16]. Las peliculas que contenian MeFPIALl y MeFPIA2 al 5% y 7%
también presentaron una completa inhibicion del microorganismo. Sin embargo, cuando se
uso un 2% de 4cido galico, se obtuvieron valores menores. En presencia de MeFPIA1L, se
observé una reduccion del 80 + 1%, mientras que con MeFPIA2 se obtuvo una reduccion
del 38 + 3%. Como se menciond en la seccion anterior, las peliculas con un 2% de acido
gdlico presentaron un menor grado de hinchamiento debido a una mayor interaccion entre
los componentes de la matriz, lo que resulta en una menor movilidad de las cadenas
poliméricas. Respecto a MeFPIAL, se obtuvieron valores similares a los reportados en el
capitulo anterior. Sin embargo, en el caso de MeFPIA2, se observaron valores menores,
posiblemente debido a interacciones adicionales. Si bien se esperaria que las muestras con
MeFPIA2 presentaran valores mas altos en comparacién con MeFPIAL, debido al mayor
grado de funcionalizacién (cuaternizacion) de este polimero y a una mayor cantidad de
grupos catiénicos disponibles en la superficie de la pelicula para la eliminacion por contacto
directo, los resultados obtenidos fueron menores. En el caso del 5% y 7%, el acido galico,
al actuar como plastificante, se liber6 mas facilmente en el medio, lo que permitié su

actividad antimicrobiana y antioxidante.

6.4.10. Migracién en simulantes alimentario graso y su cinética de liberacién

En la Figura 6.11 se muestra la cinética de liberacion del acido galico presente en las
peliculas desarrolladas en contacto con el simulante alimentario graso (etanol al 50% v/v
en agua destilada). Se puede apreciar una clara dependencia entre la concentracion y la
liberacion de acido galico. Con una incorporacion del 2%, se observa que la pelicula GAG22
y la pelicula GAG-MeFPIAL presentan resultados similares, mientras que la pelicula GAG2-
MeFPIA2 muestra valores menores. Sin embargo, al aumentar las concentraciones de
acido gdlico, se puede observar que los valores de migracién correspondientes a las
peliculas que contienen MeFPIAXx en su formulacion van aumentando en comparacion con

las peliculas de gelatina 'y almidon (GAG5 y GAGY7).
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Figura 6.11. Cinética de migracion de 4cido gélico en simulante alimentario graso.

Tabla 6.8. Pardmetros cinéticos de liberacién de acido galico para las diferentes peliculas.

Peliculas Cw(9/9) Aci (9/9) T1 (Min)
GAG2 61+2 61+2 0,03 + 0,006
GA2-MeFPIAL 60+2 60+2 0,11 + 0,025
GAG2-MeFPIA2 432 43 £2 0,13 + 0,038
GAGS5 2305 2305 0,004 % --
GAG5-MeFPIAL 2707 2707 0,08 +0,01
GAG5-MeFPIA2 230£5 230£5 0,09 £0,01
GAG7 263+ 4 263 +4 0,09 + 0,01
GAG7-MeFPIA1 416 +12 416 +12 0,08 £ 0,01
GAG7-MeFPIA2 37711 37711 0,08 £ 0,01

-129 -




6.5. Conclusiones parciales

En conclusidn, la incorporacién del polimero y el &cido galico demostré ser beneficioso
al mejorar las propiedades mecanicas de los materiales estudiados. Aunque se observo un
aumento en los valores de permeabilidad, se encontré una disminucién en la capacidad de
hinchamiento del material. Ademas, se destaca la excelente actividad antioxidante y
antimicrobiana que se obtuvo a concentraciones mas altas de &cido géalico. Asimismo, se
observé un cambio de color mas oscuro en las peliculas, lo cual puede tener implicaciones
funcionales en diversas aplicaciones. Estos resultados resaltan la promisoria combinacién
de polimeros y acido gdlico para mejorar las propiedades y funcionalidades de los

materiales.
6.6. Referencias

1. Bhatia, S.; Al-Harrasi, A.; Al-Azri, M.S.; Ullah, S.; Makeen, H.A.; Meraya, A.M.;
Albratty, M.; Najmi, A.; Anwer, M.K. Gallic acid crosslinked gelatin and casein based
composite films for food packaging applications. Polymers 2022, 14, 4065.

2. Zhang, X.; Do, M.D.; Casey, P.; Sulistio, A.; Qiao, G.G.; Lundin, L.; Lillford, P.;
Kosaraju, S. Chemical cross-linking gelatin with natural phenolic compounds as
studied by high-resolution NMR spectroscopy. Biomacromolecules 2010, 11, 1125
1132.

3. Limpisophon, K., & Schleining, G. (2016). Use of Gallic Acid to Enhance the
Antioxidant and Mechanical Properties of Active Fish Gelatin Film. J. Food Sci. 2016,
82(1), 80-89.

4. Patil, D. B., Das, S. K., Das Mohapatra, P. K., & Nag, A. (2011). Physico-chemical
studies and optimization of gallic acid production from the seed coat of Terminalia
belerica Roxb. Annals of Microbiology, 61(3), 649—654.

5. Singh, N.; Georget, D.M.; Belton, P.S.; Barker, S.A. Physical properties of zein films
containing salicylic acid and acetyl salicylic acid. J. Cereal Sci. 2010, 52, 282—-287.

6. Reddy, N.; Jiang, Q.; Yang, Y. Preparation and properties of peanut protein films
crosslinked with citric acid. Ind. Crops Prod. 2012, 39, 26-30

7. Garavand, F., Rouhi, M., Razavi, S. H., Cacciotti, |., & Mohammadi, R. Improving the

integrity of natural biopolymer films used in food packaging by crosslinking approach:
A review. Int. J. Biol.Macromol. 2017, 104, 687-707.
8. Alkan, D.; Aydemir, L.Y.; Arcan, l.; Yavuzdurmaz, H.; Atabay; H.l.; Ceylan, C.;

Yemenicioglu A. Development of flexible antimicrobial packaging materials against

-130 -



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

campylobacter jejuni by incorporation of gallic acid into zein-based films. J Agric.
Food Chem. 2011, 59(20):11003-10.

Arcan, l.; Yemenicioglu, A. Incorporating phenolic compounds opens a new
perspective to use zein films as flexible bioactive packaging materials. Food Res. Int.
2011, 44(2):550-6.

S. Rivero, M. Garcia, A. Pinotti, Crosslinking capacity of tannic acid inplasticized
chitosan films, Carbohydr. Polym. 82 (2) (2010) 270-276.

C. Schramm, S.B. Vukusic, D. Katovic, Non-formaldehyde durable pressfinishing of
dyed fabrics: evaluation of cotton-bound polycarboxylic acids. Color. Technol. 2002,
118 (5), 244-249.

Benitez, J.L.; Larez-Velasquez, C.; Rojas de Géascue, B. Kinetic absorption and
transport of water on synthesized hydrogels from acrylamide and maleic anhydride.
Rev. LatinAm. Metal. Mat. 2015, 35(2), 242-253.

Nur Amila Najwa, I. S., Guerrero, P., de la Caba, K., & Nur Hanani, Z. A. (2020).
Physical and antioxidant properties of starch/gelatin films incorporated with Garcinia
atroviridis leaves. Food Packaging and Shelf Life, 26, 100583.

Badhani, B., Sharma, N., & Kakkar, R. Gallic acid: a versatile antioxidant with
promising therapeutic and industrial applications. RSC Advances 2015, 5(35),
27540-27557

Fitzpatrick, L. R., & Woldemariam, T. Small-molecule drugs for the treatment of
inflammatory bowel disease. Comprehensive Medicinal Chemistry 111 2017, 495-510.
Borges, A., Ferreira, C., Saavedra, M. J., & Simdes, M. Antibacterial Activity and
Mode of Action of Ferulic and Gallic Acids Against Pathogenic Bacteria. Microbial
Drug Resistance 2013, 19(4), 256—265.

-131-






Capitulo 7: Disefio de Peliculas Activas a Base de Biomasa de

Levadura con MeFPIA

El presente capitulo describe el desarrollo y caracterizacion de peliculas a base de
biomasa de levadura al 10% p/p, con la incorporacion de MeFPIAx 10%, glicerol al 25% y

acido galico al 5%, elaboradas a pH 6 y pH 10.
7.1. Materiales

Levadura panadera (BL) comercial (Compafiia Argentina de Levaduras S.A.l.C. ®),
glicerol (299%, Sigma Aldrich®), hidroxido de sodio (NaOH, =98%, Sigma-Aldrich®),
carbonato de potasio (K2CO3, Sigma-Aldrich®), nitrato de magnesio (Mg(NO3)2, 98%,
Sigma-Aldrich®), cloruro de bario (BaCl2, 298%, Sigma-Aldrich®), buffer fosfato salino
(PBS, pH 7.4, Sigma-Aldrich®), 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)-sal de
diamonio (ABTS, Sigma®), persulfato de potasio (K2S208, Sigma®), DPPH (Sigma®),
etanol 96% vol. (Porta®), peptona (Britania®), agar bacteriologico (Britania®), caldo

nutritivo (Britania®), prueba de B-glucanos (Megazyme®).

7.2. Determinacion del contenido de B-glucanos y proteinas presentes en la biomasa

de levadura

La determinacion de los B-glucanos presentes en la biomasa de levadura se realiz6 por
el método enzimatico y espectrométrico que se fundamenta en cuantificar el contenido de
(1-3:1-4)-B-D-glucanos utilizando un Kit ®Megazyme. Ver la metodologia en el Anexo I.

En cuanto a la determinacién del contenido total de proteinas se realiz6 a través del método
Kjeldahl el cual consta de tres etapas: digestion, destilacién y valoracién, utilizando un

equipo automatizado FOSS®. Ver la metodologia en el Anexo Il.
7.3. Obtencion de las peliculas por evaporacion del solvente (Casting)

Se elaboraron seis formulaciones mediante casting de las dispersiones acuosas a base
de biomasa de levadura panadera. Para la preparacién de las peliculas por casting se
prepar6 una dispersion de BL al 10% p/p. (10 g de materia/100 g de dispersion). A esta
dispersion se le aplico un tratamiento de ruptura por ultrasonido durante 15 minutos, 100%
de amplitud y 40 °C. Posteriormente, se colocé en un bafio térmico durante 20 minutos a
90 °C, se enfrio y se le realiz6 nuevamente el mismo tratamiento por ultrasonidos.
Finalmente, se le incorporoé el glicerol en un 25% p/p y se dividio la dispersién a la mitad,

afiadiendo poco a poco una solucion de NaOH 1,0 M hasta alcanzar un pH de 6 y 10,
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respectivamente. Posteriormente se incorporé el polimero correspondiente en un 10% p/p
y el acido gélico en un 5% p/p. Las dispersiones se vertieron en placas de Petri de 90 mm
de diametro, en una cantidad de 10 g de dispersion por placa y se dejaron secar en estufa
a 40 °C durante 24 horas, aproximadamente. Las peliculas secas se despegaron de las
placas y se acondicionaron durante una semana a 53% h.r. y 25 °C, previamente a su
caracterizacion. Las peliculas sin agregado de MeFPIAx y acido géalico se consideraron
peliculas control. Se caracterizaron las propiedades fisico-quimicas de los nuevos
materiales obtenidos mediante distintas técnicas analiticas.

7.4. Caracterizacion de las peliculas activas

7.4.1. Espectroscopia infrarroja por Transformada de Fourier con Reflectancia Total
Atenuada (FTIR-ATR)

El andlisis por FTIR se llevé a cabo en las mimas condiciones que las indicadas en la

seccion 4.3.1 del Capitulo 4 (pagina 58).
7.4.2. Analisis termogravimétrico (TGA)

El andlisis por TGA se llevd a cabo en las mimas condiciones que las indicadas en la
seccion 4.3.3 del Capitulo 4 (pagina 58).

7.4.3. Propiedades mecanicas

Las propiedades mecanicas de los materiales se evaluaron en las mimas condiciones

que las indicadas en la seccién 4.3.4 del Capitulo 4 (pagina 59).
7.4.4. Color

El color de las peliculas se midi6 segun se describié en la seccién 4.3.5 del Capitulo 4

(pagina 59).
7.4.5. Permeabilidad al vapor de agua (Pw®*?)

La permeabilidad al vapor de agua se determiné bajo las mismas condiciones

explicadas en la seccion 4.3.6 del Capitulo 4 (pagina 60).
7.4.6. Hidratacion

La hidratacion de las peliculas se determiné bajo las mismas condiciones explicadas

en la seccion 4.3.7 del Capitulo 4 (pagina 61).
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7.4.7. Actividad antioxidante

La actividad antioxidante de las peliculas se llevé a cabo siguiendo los procedimientos
detallados en la seccién 5.3.8 del Capitulo 5 (pagina 95).

7.4.8. Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana de las peliculas se determino siguiendo el procedimiento
detallado en la seccion 4.3.10 del Capitulo 4 (pagina 64).

7.4.9. Migracién especifica y cinética de liberaciéon de &cido galico en simulante

alimentario graso

En este capitulo se midié la migracion especifica del acido galico en las peliculas. Para
ello, se cortaron probetas rectangulares de 6 x 1 cm y cada muestra se puso en contacto
con 10 mL de simulante alimentario en tubos de ensayo tapados, manteniendo la relacion
de 6 dm2/L de simulante, condicion segun norma europea EN 13130-01. Se evaluaron tres
probetas por cada formulacion. El simulante alimentario utilizado fue etanol al 50% v/v en
agua destilada como simulante alimentario graso. Las condiciones de contacto fueron de
10 dias a 22 °C. A determinados intervalos de tiempo (0, 1, 5, 24 h, 7, 9 y 10 d) se tomaron
alicuotas de 100 uL, se reemplazaron por 100 uL de simulante fresco y se cuantifico el
acido galico liberado por espectroscopia UV a una A de 272 nm. Se prepard una curva de
calibrado utilizando patrones de &cido gdlico entre 2,5 y 15 mg/L, los cuales se midieron
también a una A de 272 nm. Los resultados se expresaron como mg de acido galico por kg
de simulante.

La concentracion de dopamina c en funcién del tiempo, ¢y, se ajusté con la solucion
de la Ley de Fick de transporte diferencial de masa, para una difusién de agua unidireccional
en una placa plana infinita, segin el modelo de Crank, como se puede observar en la

Ecuacié6n 7.1.

8 2¢
Ct) = Co {1 — Z#:om exp [—Dw(zn + 1)2 Z'? } (7.1)

donde ¢, es el contenido de agua en el equilibrio, L es el espesor de la pelicula 'y Dy es el

coeficiente de difusiéon aparente en unidades de m? s
7.4.10. Analisis estadistico

El andlisis estadistico se llevd a cabo segun lo indicado en la seccion 4.3.13 del

Capitulo 4 (pagina 66).
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7.5. Resultados y Discusion

La Tabla 7.1 muestra los nombres y la descripcion de cada pelicula elaborada; aquellas

sin agregado de polimero y acido gélico fueron consideradas peliculas control.

Tabla 7.1. Descripcion de las peliculas a base de biomasa de levadura.

Peliculas Descripcion

BL Pelicula a base de biomasa de levadura y glicerol.

BL-MeFPIA1 Pelicula a base de biomasa de levadura, glicerol y MeFPIA1L.
BL-MeFPIA2 Pelicula a base de biomasa de levadura, glicerol y MeFPIA2.

BLG Pelicula a base de biomasa de levadura, glicerol y acido galico.
BLG-MeFPIAL Pelicula a base de biomasa de levadura, glicerol, MeFPIA1 y acido gélico
BLG-MeFPIA2 Pelicula a base de biomasa de levadura, glicerol, MeFPIA2 y acido galico

Tal y como se observa en las Figuras 7.1 y 7.2 las peliculas resultaron uniformes,

flexibles, lisas y no se observaron grietas ni poros, a simple vista. Puede observarse el

cambio en la coloracion de las peliculas a pH 10, siendo estas mas oscuras, posiblemente

alareaccion de Maillard, que se ve favorecida a pH alcalino. Esto se detallard mas adelante,

Figura 7.1. Peliculas a base de BL a pH 6: (A) BL, (B) BL-MeFPIA1, (C) BL-MeFPIA2, (D) BLG, (E) BLG-

MeFPIAl, (F) BLG-MeFPIA2
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Figura 7.2. Peliculas a base de BL a pH 10: (A) BL, (B) BL-MeFPIAL, (C) BL-MeFPIA2, (D) BLG, (E) BLG-
MeFPIAL, (F) BLG-MeFPIA2.

7.5.1. Determinacién del contenido de B-glucanos y proteinas presentes en la

biomasa de levadura.

Como se explico anteriormente, los polisacaridos y las proteinas se utilizan
generalmente por su capacidad para establecer interacciones poliméricas y crear una red
continua responsable de las propiedades funcionales de las peliculas biodegradables [1,2].
Hasta hace poco tiempo, la biomasa de levadura tradicionalmente no ha sido considerada
una fuente integral de biopolimeros para formar peliculas, pero se ha demostrado que
ciertos tratamientos adecuados permiten formar peliculas con propiedades interesantes sin
necesidad de tener que aislar sus componentes [3]. Por lo tanto, es importante cuantificar
el contenido de polisacéridos y proteinas presentes. Estudios realizados con levadura
panadera comercial (Saccharomyces cerevisiae) revelan que la pared celular representa
entre un 10% a un 25% del total de materia seca, y de dicha pared entre el 85% al 90% son
polisacéaridos, el resto son proteinas. En este estudio, el contenido de glucanos totales
encontrados en la biomasa de levadura fue de 12,6% + 0,1 (1,1% h-glucanos y 11,5% 13-
glucanos). Por lo tanto, teniendo en cuenta los valores reportados y el valor obtenido
podemos decir que se encuentra dentro de lo esperado. En cuanto al contenido de proteinas
fue de 51,6 + 0,2%. Los valores obtenidos fueron algo mas altos a los reportados por otros

autores donde se ha informado un contenido de proteinas de 41,2 + 0,4% [4].
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7.5.2. Caracterizacién de las Peliculas

7.5.2.1. Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier con Reflectancia Total
Atenuada (FTIR-ATR)

La Figura 7.3A muestra los espectros de las peliculas a base de biomasa de levadura
con y sin MeFPIAXx a pH 6. Como se puede observar, los espectros FTIR son
representativos del material como se ha reportado anteriormente [5]. Los espectros
mostraron una banda de absorcién alrededor de 1150 cm™ correspondiente a la tensién de
los enlaces C-C y C-O-C. La gran banda de absorcién centrada en 1032 cm™y los hombros
en 1074 y 993 cm™ podrian atribuirse a la vibracién de tensién de los grupos laterales C-
OH y al anillo de los azlcares. Las muestras mostraron una banda a 918 cm™ debido a la
vibracion de tensién del C-OH del glicerol [6,7]. A partir de los espectros, es posible
confirmar la presencia de proteinas en la pared celular mediante la aparicion de las bandas
de amida | y Il a 1624 y 1539 cm™, respectivamente. La banda amplia centrada en 3269
cm™ indica la vibracién de tension de los grupos hidroxilos (polisacaridos y glicerol) y agua.
Las bandas a 2924 y 2875 cm™ corresponden a los movimientos de vibracién en tension
de CH, CC y CH,. El aumento en las bandas de absorciéon entre 1450 y 1230 cm™
corresponde a la presencia de glicerol [8]. Se observé una banda a 1726 cm™ en todas las

muestras y puede asociarse al carbonilo de los fosfolipidos y de los polimeros MePIAXx.
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Figura 7.3. Espectro de infrarrojo por Transformada de Fourier con reflectancia total atenuada (FTIR-ATR) de
las peliculas basadas en BL: (A) pH 6, (B) pH 10.

La Figura 7.3B muestra los espectros de las peliculas a base de biomasa de levadura
con y sin MeFPIAx a pH 10. El cambio mas relevante se puede asociar con el aumento en
la intensidad de la banda correspondiente a la amida Il y amida 11l (1250-1350 cm?), las

cuales se incrementaron con el aumento de pH. Esto reflejaria modificaciones en la
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estructura de las proteinas, probablemente aumentando las interacciones entre los
componentes de la pelicula. Por lo tanto, el cambio de pH favoreceria nuevas interacciones

lo que también afecta la intensidad de las amidas [9,10].
7.5.2.2. Analisis Termogravimétrico (TGA)

Los resultados de los andlisis termogravimetricos de las peliculas desarrolladas a pH 6
y pH 10 se presentan en las Figuras 7.4y 7.5, respectivamente. Los datos correspondientes

alas Tiy Tmax S€ presentan en la Tabla 7.2.
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Figura 7.4. Curvas termogravimétricas de las peliculas de BL a pH 6: (A) y (B) Pérdida de peso en funcién de

la temperatura, (C) y (D) Derivada del porcentaje del peso en funcién de la temperatura.
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Figura 7.5. Curvas termogravimétricas de peliculas de BL pH 10: (A) y (B) Pérdida de peso en funcion de la

temperatura, (C) y (D) Derivada del porcentaje del peso en funcién de la temperatura.

Tabla 7.2. Temperaturas correspondientes a las temperaturas iniciales y maximas de degradacion de las

peliculas basadas en gelatina y almidon.

pH 6 pH 10
Peliculas
Ti (°C) Tmax (°C) Ti (°C) Tmax (°C)
BL 173 304 171 306
BL-MeFPIA1 196 295 179 305
BL-MeFPIA2 191 301 184 306
BL-GA 182 302 182 310
BL-MeFPIA1-GA 198 301 188 306
BL-MeFPIA2-GA 201 291 184 306
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Los termogramas se dividieron en cuatro zonas segun los diferentes eventos que
ocurrieron en el proceso de degradacion. La primera zona, entre 30 °C y 150 °C, esta
principalmente relacionada con la evaporacién de agua y compuestos volatiles [11]. La
temperatura de degradacion inicial, tanto con la incorporacion de MeFPIAx como de acido
galico, se desplaz6 ligeramente a temperaturas mas altas, indicando una mayor
termorresistencia de los materiales. En la segunda zona, entre 150 y 275 °C, ocurre la
degradacion de proteinas y la descomposicion térmica del glicerol, tal y como se describe
en estudios previos [12]. En la tercera zona, entre temperaturas de 275 a 350 °C, ocurre la
reaccion de pirdlisis del B-glucano, la degradacion masiva de la cadena central de proteinas
y otras moléculas organicas [12,13]. La temperatura maxima de degradacion se registrd
alrededor de 300 °C. Finalmente, la dltima regién (cuarta zona) comenzé a 350 °C y
continud hasta el final del intervalo de temperaturas estudiado.

En el caso de las peliculas sin acido gélico, la incorporacion de MeFPIAX provoca una
sutil mejora en la estabilidad térmica con respecto al control. Sin embargo, dichas
diferencias son muy pequefias cuando se incorpora acido galico a la mezcla. En el caso de

las peliculas preparadas a pH 10 es practicamente inapreciable.
7.5.2.3. Propiedades Mecéanicas

Los valores correspondientes a la resistencia a la traccién (TS), el médulo de Young
(MY) y la elongacién a la rotura (e%) de las peliculas a pH 6 y pH 10 se presentan en las
Tablas 7.3 y 7.4, respectivamente. A ambos pHs, se puede observar que al afiadir tanto el
polimero MeFPIAx como el &cido galico, todos los parAmetros aumentaron en comparacion
con las peliculas control. La biomasa de levadura contiene proteinas y polisacaridos, que
representan aproximadamente la mitad de su peso seco, capaces de interactuar y formar
la matriz que da origen a la pelicula. Con la incorporacién de MeFPIAx, los grupos
carboxilicos podrian interaccionar con las cadenas proteicas y los grupos hidroxilo de los
B-glucanos, aumentando las interacciones electrostaticas y formando puentes de hidrégeno
gue refuerzan la pelicula. Ademas, como se mencion6 anteriormente, el acido galico es una
molécula pequefia que se inserta faciimente en la matriz y puede interactuar con los
diferentes componentes, mejorando los valores de TS y MY. Por otro lado, el 4cido gélico
“en exceso” atrapado en la matriz y que no interactia aumenta la distancia entre las
cadenas poliméricas, lo que incrementa la movilidad de las mismas y, en consecuencia,

aumenta los valores de e%.

-141 -



Tabla 7.3. Parametros mecanicos de las peliculas a base de BL a pH 6.

Peliculas TS (MPa) MY (MPa) e (%)
BL 1,0+x0,32 27,6 + 8,5 ab 83zx2,74
BL-MeFPIA1 1,5+0,32b 29,4 + 6,6 2P 12,4 £4,43b
BL-MeFPIA2 1,7+0,3° 27,2542 16,4+5,1°b
BL-GA 1,6+0,2° 26,4+202 13,7+2,3"b
BL-MeFPIA1-GA 1,9+0.2° 35,0+ 6,6 b 13,1+£2,42b
BL-MeFPIA2-GA 1,8+0,2° 38,8+3,9° 88+1,92

La misma letra en cada columna indica que no hay diferencias significativas aplicando la prueba de Tukey (P=0,05).

Tabla 7.4. ParAmetros mecanicos de las peliculas a base de BL a pH 10.

Peliculas TS (MPa) MY (MPa) e (%)
BL 12+0,12 16,8+£2,22 13,3+252
BL-MeFPIA1 34+0,1° 429+42"b 21,3+2.2°
BL-MeFPIA2 35+0,2°b 45,1+55"P 21,8+1,7°
BL-GA 1,7+0,1°¢ 235+22°¢ 13,8+252
BL-MeFPIA1-GA 25+0,14 279+32°¢ 275+£22¢°
BL-MeFPIA2-GA 3,7+0,6° 50,4 +11° 16,6 2,42

La misma letra en cada columna indica que no hay diferencias significativas aplicando la prueba de Tukey (P=0,05).

Si bien los parametros mecanicos mejoraron tanto a pH 6 como a pH 10, estos ultimos
fueron aun mejores. Algunos autores han informado del efecto del pH en dispersiones
filmogénicas utilizando diferentes fuentes de polimeros naturales. Se reportdé un aumento
de e% en peliculas de proteina de soja con el aumento del pH de la dispersion, siendo del
20% a pH 4,6 al 140% a pH 10 [14]. La misma tendencia se observé en otros trabajos [15],
utilizando peliculas de aislado de proteina de soja a pH acido (1-2), donde TS fue 33% mas
baja que a pH 11, y €% aumentd de 34% a 187% a pH 1-2 y pH 11, respectivamente.
También se describen mejoras en las propiedades mecanicas de las peliculas de aislado
de proteina de suero a valores de pH alcalinos [16].

Este comportamiento podria explicarse debido a los cambios en los enlaces inter e
intramoleculares en ambos pHs. Se ha descrito que los enlaces disulfuro establecidos a
valores de pH alcalinos son responsables de las mejoras en las propiedades mecanicas de
las peliculas de aislado de proteina de soja [14]. En cuanto a otros estudios en matrices de
levadura, demostraron cambios en las propiedades de los materiales desarrollados a

distintos pHs. Estos autores explicaron que la solubilizaciéon de una fraccion de p-glucano
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podria contribuir a una mejor dispersion y, por lo tanto, a una mejor interaccion entre los

polimeros, mejorando consecuentemente los parametros [9].

7.5.2.4. Color

Las peliculas a base de biomasa de levadura tienen un color &mbar, al igual que otras
peliculas reportadas en la literatura [17,18]. Como se explic6 anteriormente, estos
materiales podrian utilizarse cuando la observacion del producto no es un aspecto clave o
cuando el producto debe ser protegido de la luz. Las propiedades de color de las peliculas
a pH 6 se muestran en la Tabla 7.5.

La presencia de MeFPIAl y MeFPIA2 en la formulacion provoco cierta disminucion de
la luminosidad (disminucion de los valores de L*) con una tendencia al amarillo (aumento
de los valores de b*), mientras que no se observaron diferencias significativas en cuanto a
los valores de a*. En presencia de acido galico se observé una menor luminosidad
(disminucién de los valores de L*), con una tendencia al rojo y amarillo (aumento de los

valores de a* y b*), en comparacién con las peliculas control.

Tabla 7.5. Propiedades de color de las peliculas a base de BL a pH 6.

Peliculas L* ar b* AL* Aa* Ab* AE*
BL 77148 -0,7+£0,12 158+1,32 -- -- -- --
BL-MeFPIA1 74+1°¢ -0,8+0,22 19,3+1,0° -3 -0,1 4 4
BL-MeFPIA2 72+1°¢ -1,0£0,32 25,6+0,84 -5 -0,3 10 11
BL-Ag 69+2° 1,2+0,3° 149+14+2 -8 1,9 -1 8
BL-MeFPIA1-Ag 66+ 19 -0,2+0,1° 18,2+0,4° -11 0,5 2 11
BL-MeFPIA2-Ag 61+1°¢ 16+0,3°¢ 235+0,21¢ -16 2,3 7 18

La misma letra en cada columna indica que no hay diferencias significativas aplicando la prueba de Tukey (P=0,05).

Las propiedades de color de las peliculas a pH 10 se muestran en la Tabla 7.6. La
presencia de MeFPIAL provoc6 una leve disminucion de la luminosidad (disminucién de los
valores de L*), aunque no significativa, con una tendencia al verde y al amarillo (disminucién
de los valores de a* y aumento de los valores de b*). La presencia de MeFPIA2 provoco
una disminucion de la luminosidad (disminucion de los valores de L*), con una tendencia al
rojo y al amarillo (aumento de los valores de a* y b*). La misma tendencia se observé con

la incorporacién de acido gélico.
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Tabla 7.6. Propiedades de color de las peliculas a base de BL a pH 10.

Peliculas L* a* b* AL* Aa* Ab* AE*
BL 73+x04% -06x0,12 17+0/52 -- -- -- --
BL-MeFPIA1 72+1,1* -1,7+0,1P 20+1,0° -1 -1,0 3 4
BL-MeFPIA2 67+03° -01+01°¢ 28+0,2°¢ -7 0,5 12 14
BL-Ag 17+0,2°¢ 1,6+0,1° 1,0+0,1¢ -56 2,2 -16 58
BL-MeFPIA1-Ag 66+0,9° 0,6+0,22 19+0,5°b -8 1,3 3 8
BL-MeFPIA2-Ag 56 +1,5¢ 56+0,7¢ 26 +0,39 -17 6,2 9 20

La misma letra en cada columna indica que no hay diferencias significativas aplicando la prueba de Tukey (P=0,05).

Hay que destacar que los valores L* de las peliculas disminuyeron con la incorporacion
de acido gélico y aun mas hacia valores de pH alcalino; estos resultados condicen con
resultados previamente reportados [9]. Dado que el valor L* estd relacionado con la
luminosidad del material, reflej6 el desarrollo de productos oscuros debido posiblemente a
la reaccion de Maillard o reaccion de pardeamiento no enzimatico. Las reacciones entre un
compuesto que contiene un grupo carbonilo (como azlcar reductor) y un compuesto que
contiene un grupo amino (como aminoacido, péptido o proteina) produce una variedad
compleja de compuestos coloreados (desde amarillo claro hasta café oscuro) conocidos
como productos de reaccion de Maillard [19]. La velocidad de reaccién de Maillard se ve
fuertemente influenciada por los cambios de pH, entre otros factores. Se observa un
incremento en la velocidad a medida que aumenta el pH, alcanzando su punto maximo
alrededor de un pH de 10 [20]. Estos cambios contribuyen a obtener peliculas mas
amarronadas y a aumentar los valores de AE. El parametro AE permite evaluar si los
cambios en el color de las peliculas son significativos para el ojo humano. Cuando AE es
menor que 2 0 3, las variaciones no son facilmente percibidas por los observadores [21].

En este estudio, todos los cambios fueron perceptibles.

7.5.2.5. Permeabilidad al Vapor de Agua (Pw®*?)

Los datos de P.#** de las peliculas a pH 6 y pH 10 se presentan en la Tabla 7.7. A pH
6, la incorporacion de polimero MeFPIA1 no provocé diferencias, mientras que la
incorporacién de MeFPIA2 redujo los valores de permeabilidad. Si bien ambos polimeros
aumentan el contenido de grupos hidrofilicos en la matriz, también aumentan las
interacciones entre los distintos componentes de las peliculas, lo que se refleja en una

mayor barrera al vapor de agua. Al reforzar la matriz, las cadenas poliméricas tienen una
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menor movilidad, lo que dificulta el paso del vapor de agua a través de ellas. Ahora bien, al
incorporar acido gélico aumenta la cantidad de grupos hidroxilo que tienden a retener mas
agua en la matriz debido a su caracter higroscépico y, por lo tanto, el aumento de agua de
hidratacion. Esta agua también actia como plastificante en las peliculas hidrofilicas, lo que
produce una modificacion en la estructura del material y la exposicion de grupos afines al
agua [22]. Este comportamiento es comun en materiales hidréfilos y también se observé en
otras peliculas a base de proteinas y polisacéaridos [23-26].

Tabla 7.7. Valores de la Pw®*® de las peliculas a base de gelatina y almidon.

pH 6 pH 10
Peliculas
Pw®P (100 g st m1Pal) PwP (100 g st m1pPa?l)
BL 4,03+0,042 4,76 +0,012
BL-MeFPIA1 3,99+0,042 5,84 +0,02°
BL-MeFPIA2 3,54 +0,03" 4,09+0,02°¢
BL-GA 4,52 +0,05¢ 4,52 +0,02¢
BL-MeFPIA1-GA 4,50+0,05°¢ 5,25+£0,02¢
BL-MeFPIA2-GA 4,73+0,03¢ 3,86+0,02f

La misma letra en cada columna indica que no hay diferencias significativas aplicando la prueba de Tukey (P=0,05).

A pH 10 con la incorporacion de acido gélico, tanto en presencia como en ausencia de
MeFPIA2, se observo una disminucién de la permeabilidad. Como se explico anteriormente,
al aumentar el pH se contribuye a una mejor dispersion y, por lo tanto, a una mejor
interaccion entre los polimeros, obteniéndose una matriz mas densa que dificulta el paso
del vapor de agua a través de ella. No sucede lo mismo cuando se incorpora MeFPIAl
debido a su mayor contenido en grupos acidos en su cadena macromolecular; que a pH 10
hace que compitan con el acido gélico en la formacion de la red y, por tanto, queden sin

reaccionar, lo que puede producir una mayor higroscopia.

7.5.2.6. Hidratacion

La cinética de absorcién de agua con una humedad relativa del 90% de las peliculas
preparadas a pH 6 se muestra en la Figura 7.6. Como se puede apreciar, el valor de
hidratacion sigue una tendencia exponencial con el tiempo, es decir, sigue la ley de Fick.
Ajustando a un modelo de Crank se obtienen los valores de difusividad (Ecuacion 4.7).

Como se mencion0 anteriormente, el D, se calcul6 indirectamente teniendo en cuenta
los valores de P,®* y S,". En la Tabla 7.8 se pueden observar los valores de S,y D,

correspondientes a cada pelicula. Se pudo determinar que los valores de D, fueron
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menores con la incorporacién de MeFPIA2 (BLG-MeFPIA2), sin cambios significativos con
la incorporacion de MeFPIAl. Sin embargo, la incorporacion de &cido galico produjo un
aumento de los valores de P,*?, tanto en presencia como en ausencia de MeFPIAX. Esto
se debe a que los valores de D" fueron mayores en aquellas peliculas con acido galico
afiadido a su formulacion. Este efecto se debe, como se mencioné en el apartado anterior,
a que el acido gélico posiblemente actia como plastificante, lo cual aumenta la movilidad
de las cadenas poliméricas, facilitando la difusion.
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Figura 7.6. Cinética de sorcién de agua a 90% h.r. de peliculas a base de BL a pH 6.

Tabla 7.8. Valores de los parametros cinéticos de hidratacion a 90% h.r. obtenidos por el ajuste con el modelo
de Crank, para las peliculas de BL con ventilacién a pH 6 y de Sweft Y Duwett.

Modelo de Crank

Peliculas
R? ho(g H20/g p.s.) Dw (10¥m?2s?) Suf(gm=3Pal) D (1013 m?2s)

BL 0,996 0,51 +0,01 7,2+0,3 3031 13,3+0,3
BL-MeFPIAl 0,995 0,48 £ 0,01 76+04 2975 13,5+£0,3
BL-MeFPIA2 0,995 0,51 +0,01 55%+0,3 340+ 6 10,5+0,2
BLG 0,994 0,50 + 0,01 75+04 308 £6 14,7+£0,3
BLG-MeFPIAl 0,987 0,44 £ 0,01 8,8+0,7 2677 16,8 £ 0,7
BLG-MeFPIA2 0,987 0,47 £ 0,01 7,4+0,6 295+9 16,0+ 0,5
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7.5.2.8. Actividad Antioxidante

Las Figuras 7.7 A 'y B muestran los resultados de la actividad antioxidante de las
peliculas a pH 6 y pH 10, respectivamente, utilizando los métodos ABTS y DPPH. A pH 6
se puede observar la dependencia de la actividad antioxidante con la presencia del acido
galico, ya que se obtuvieron valores considerablemente mas altos con ambos métodos. En
cuanto a las peliculas a pH 10, también se observan mejores resultados con la presencia
de acido gélico. Sin embargo, estos resultados fueron adn mejores por el método ABTS en
comparacion con el método DPPH, donde los valores obtenidos fueron menores. Como se
explicd en el capitulo anterior, se han reportado estudios que demuestran la capacidad
antioxidante de peliculas a base de proteinas con acido galico 127,288, el cual juega ademas
un papel muy importante como agente entrecruzante, al ser un compuesto fenélico pequefio
que puede insertarse facilmente en la matriz. Se debe considerar que, en ocasiones, se
requiere la capacidad de liberacién de antioxidantes desde el envasado hacia los alimentos
para poder lograr un material activo antioxidante que prolongue la vida Gtil del mismo 1296.
Considerando los resultados obtenidos, una concentracion de 5% p/p con respecto al peso
seco de la biomasa de levadura es suficiente para obtener buenos valores de actividad
antioxidante. Investigadores han informado que peliculas a base de proteinas con extracto
de polifenoles en un rango de 2 a 4 mg de equivalentes de acido galico por gramo de
pelicula puede retardar la oxidacion de lipidos en la carne durante 7 dias de
almacenamiento [30].
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Figura 7.7. Actividad antioxidante de las peliculas de BL por el método ABTS y DPPH: (A) pH 6, (B) pH10.
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7.5.2.7. Actividad Antimicrobiana

Las muestras control, tanto a pH 6 como a pH 10, no mostraron actividad
antimicrobiana. Sin embargo, tampoco se observd actividad en aquellas peliculas que
contenian MeFPIAXx en su formulacion, incluso no se observaron diferencias en presencia
de acido gélico. Los recuentos realizados demostraron un incremento en las UFC/mL mayor
al valor inicial en todos los casos, sugiriendo que los microorganismos podrian estar
utilizando a la pelicula de levadura como una fuente nutricional para su crecimiento. Si bien
se hubiera esperado un efecto sinérgico entre los polimeros MeFPIAX y el acido galico, al
ser sistemas multicomponentes es posible que los grupos amonio cuaternario,
responsables de la actividad antimicrobiana, no estén disponibles dadas las interacciones

generadas en la matriz.

7.5.2.8. Migracién en simulante alimentario y su cinética de liberacién

En la Figura 7.8 se muestra la cinética de liberacion del acido gélico presente en las
peliculas desarrolladas a pH 6 y pH 10 en contacto con el simulante alimentario (etanol al
50% v/v en agua destilada) y en la Tabla 7.9 se relnen los pardmetros obtenidos en el
ajuste de los datos a una cinética de primer orden. Se puede apreciar una clara
dependencia entre el pH de la solucién filmogénica y la liberacion de acido galico. Tanto a
pH 6 como a pH 10, las peliculas sin agregado de MeFPIAXx fueron las que menos acido
galico liberaron al medio. Sin embargo, a pH 6 no hubo grandes diferencias entre las
peliculas que contenian MeFPIA1l en comparacién con las que contenian MeFPIA2. En
cambio, a pH 10 la presencia de MeFPIAX redujo los valores de acido galico liberado, siendo
este efecto mas notorio con la incorporaciéon de MeFPIA2. Como se habia visto en el
apartado anterior, el polimero que tiene mas grupos sin modificar, es decir, con grupos
carbonilo, MeFPIA1, es capaz de absorber mas cantidad de agua, lo que facilita la liberacion
del acido galico. La importancia de aplicar un modelo matematico en el disefio de un
material activo es que permite dilucidar el comportamiento de liberacion de compuesto
activo afadido, especialmente durante la vida util del producto. Los datos experimentales
se ajustaron correctamente al modelo y se pudo calcular el coeficiente difusivo de la
liberacion del acido galico en cada una de las condiciones estudiadas. De manera similar,
Khan y col. demostraron valores mas altos de coeficientes de difusién de &cido galico
incorporado en peliculas de caseinato y goma guar en etanol 95% como simulante (entre
4.5y 8,10 x 102 m?%s), esto puede deberse a diferencias en la interaccion del compuesto

activo con las cadenas poliméricas de cada matriz y su solubilidad con el simulante [31,32].
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Figura 7.8. Cinética de migracion de acido gélico en simulante alimentario graso de las peliculas de BL: (A)
pH 6, (B) pH 10.

Tabla 7.9. Pardmetros cinéticos de liberacién de &cido galico para las diferentes peliculas.

Peliculas pH Cw (g ac. galico/kg simulante) D (m?3/s)

BLG 406 =7 1.91 x 1013
BLG-MeFPIAL 6 438 + 10 2.66 x 1013
BLG-MeFPIA2 452 +7 1.69 x 1013
BLG 107 £5 1.18 x 1013
BLG-MeFPIAl 10 387+9 2.27 x 1013
BLG-MeFPIA2 233+11 2.11 x 1013

7.6. Conclusiones parciales

En resumen, se puede afirmar que la adicion de MeFPIAX junto con el acido galico
demostré una mejora en las propiedades mecénicas de estos materiales, especialmente a
un pH alcalino. Sin embargo, se observo un efecto negativo en la permeabilidad al vapor
de agua. Aunque no se detectd actividad antimicrobiana, la incorporacion del &cido galico
tuvo un impacto significativo en las propiedades antioxidantes de los materiales. Ademas,
se observé un cambio de color mas oscuro en las peliculas, especialmente a un pH alcalino,
lo cual puede ofrecer varias aplicaciones funcionales, como se explico previamente. Estos
resultados resaltan la prometedora combinacién de polimeros y &cido gélico para mejorar

tanto las propiedades como las funcionalidades de los materiales.
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Capitulo 8: Conclusiones

Se logro sintetizar polimeros a partir de la polimerizacién via radical convencional
de acido itaconico (PIA), funcionalizados y cuaternizados, llevando a cabo la
reaccion a dos temperaturas diferentes (MFPIAX). Luego de su caracterizacion por
1H-RMN y FTIR-ATR, se concluye que al aumentar la temperatura de reaccion se
favorecio la funcionalizacion del PIA, lo que provoco la obtencién de dos polimeros
con grado de funcionalizacién, ademas se demostro que la cuaternizacion se logré
en su totalidad en ambos casos. El potencial ¢ también confirmé una mayor carga
positiva cuanto mayor es el grado de modificacion. Estos polimeros demostraron
tener actividad antimicrobiana moderada, obteniéndose valores de MIC que oscilan
entre 0,5y 8 mg/mL, convirtiéndose asi en prometedores sistemas activos para ser
incorporados en distintas matrices poliméricas.

Se demostré que es factible incorporar los polimeros biobasados MeFPIAX en
peliculas a base de gelatina y almidén y que no solo mejoré las propiedades
mecanicas de los materiales, sino que también disminuyé la capacidad de absorcion
de las moléculas de agua durante el proceso de hinchamiento, debido a una mayor
interaccion entre las cadenas poliméricas. Ademas, la inclusién de dopamina fue
clave para mejorar la actividad antimicrobiana y antioxidante de las peliculas. Por
tanto, la incorporacion de los polimeros MeFPIAXx y agentes activos como la
dopamina en sistemas poliméricos podria considerarse como una opcién
prometedora para desarrollar materiales novedosos con aplicaciones en el campo
de alimentos y/o medicina.

La incorporacion de los polimeros MFPIAXx y el &cido gélico demostrd ser beneficioso
al mejorar las propiedades mecénicas de los materiales estudiados. Se destaca la
excelente actividad antioxidante y antimicrobiana que se obtuvo a concentraciones
mas altas de acido galico. Se puede considerar una promisoria combinacién de los
polimeros sintetizados y el acido galico para mejorar las propiedades y
funcionalidades de los materiales.

La adicion de MeFPIAXx junto con el &cido gélico en peliculas a base de levadura fue
posible y se demostré una mejora en las propiedades mecénicas de estos
materiales, especialmente a un pH alcalino. Sin embargo, se observo un efecto
negativo en la permeabilidad al vapor de agua. Aunque no se detecté actividad

antimicrobiana, la incorporacion del &cido gélico tuvo un impacto significativo en las
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propiedades antioxidantes de los materiales. Los resultados resaltan la prometedora
combinacién de polimeros y acido gélico para mejorar tanto las propiedades como
las funcionalidades de los materiales.

Considerando las mejoras significativas logradas en estos materiales y el continuo
avance en investigacion y desarrollo, se espera poder ofrecer soluciones mas
eficientes y seguras en el campo de la alimentacion y el cuidado de la salud. Estos
avances abren nuevas posibilidades para desarrollar materiales con propiedades
mejoradas, como mayor resistencia y capacidad. Con estas mejoras, se espera
satisfacer las necesidades crecientes de la industria alimentaria y médica,
proporcionando productos mas eficientes, seguros y respetuosos con el

medioambiente, para el beneficio de los consumidores y los pacientes.
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