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RESUMEN

En el presente trabajo de Tesis se sintetizaron nanoparticulas de plata (AgNPs)
directamente en la matriz polimérica de almidén de maiz nativo, mediante una
metodologia simple, de facil implementacién, caracterizando las mismas mediante
técnicas espectrofotométricas y de microscopia electrénica. El uso de almidén de
maiz como estabilizador permitié acoplar la sintesis de AgNPs a la suspensién
filmogénica y asi, obtener peliculas nanocompuestas en pocos pasos, optimizando
tanto el tiempo de procesamiento como el consumo de energia y reactivos. Los
procesos de acoplamiento requieren un ajuste previo de las concentraciones de los
reactivos y los tiempos de reaccidn para obtener las AgNPs en la suspension
filmogénica. Finalmente se obtuvieron materiales nanocompuestos, sin que se vea
afectada la capacidad filmogénica de la suspensidon de almidén. Fueron evaluadas
las propiedades épticas, mecanicas, de barrera, y antimicrobianas de las peliculas
desarrolladas. Las peliculas obtenidas con diferentes concentraciones de AgNPs (0;
14,3; 28,6; 71,5 y 143 ppm) resultaron homogéneas e incoloras a simple vista. A
continuacion se estudié el efecto del contenido de almidén de maiz nativo (1; 3 y
5% p/v) en el desarrollo de materiales nanocompuestos con 143 ppm de AgNPs
sintetizadas in situ. Las concentraciones ensayadas permitieron sintetizar los AgNP
in situ 'y las suspensiones mantuvieron su capacidad filmdégena,
independientemente del contenido de almiddn. Las peliculas con 1% de almiddn,
fueron dificiles de manipular. Las peliculas nanocompuestas con 5% de almidon
mostraron mejores propiedades mecdnicas y de barrera debido al aumento del
contenido de almiddén, pero no evidenciaron un refuerzo de la matriz por la
incorporacion de AgNPs, mientras que las peliculas con un 3% de almiddn
mostraron propiedades mecdnicas y de barrera éptimas, atribuidas al refuerzo de
los AgNP. En cuanto a la capacidad antimicrobiana, todas las peliculas
nanocompuestas inhibieron el crecimiento de microorganismos. Por ultimo se
evaluo el potencial de los materiales obtenidos como posible envase activo, el cual

puede prolongar la vida util de los alimentos. Con este fin se selecciond un producto



alimenticio fresco de humedad intermedia, como es el queso. Para ello fue preciso
evaluar el desarrollo microbiano luego del almacenamiento en condiciones

adecuadas.

Por otro lado se optimizd la sintesis de nanoparticulas de plata utilizando los
compuestos activos del jugo de limén (AgNP L). Las nanoparticulas obtenidas se
incluyeron de manera eficiente en las formulaciones de peliculas a base de almiddn,
estudiando las propiedades relevantes que condicionan su aplicacién en el area de
envasado. Las peliculas nanocompuestas resultaron con un tono anaranjado el cual
se vio incrementado con la concentracion de AgNP L (14,3 - 143 ppm). Al igual que
para las peliculas con nanoparticulas de plata obtenidas in situ, se pudieron evaluar
las propiedades dpticas, mecanicas y de barrera de los nuevos materiales. Tanto la
permeabilidad al vapor de agua como la resistencia mecdnica a la traccidn se vieron
mejoradas por la incorporacion de 71,5 ppm de AgNP L, lo que indica el refuerzo de
la matriz polimérica. Ademas, el contenido de 4cido citrico proporcionado por el
jugo de limdén también afectd las propiedades relevantes de la pelicula a base de
almidon. En cuanto a la capacidad antimicrobiana, se evidencid un efecto sinérgico
entre los compuestos activos del jugo de limdn y las nanoparticulas de plata, siendo
Salmonella spp. las bacterias mas sensibles. Estos materiales nanocompuestos se
utilizaron como separadores para extender la vida util de pan lacteado fresco en

rodajas.

Aplicando un mecanismo de sintesis verde top-down se obtuvieron nanoparticulas
de plata asistidas por ablacion laser en medio liquido (AgNP F). Las AgNP F fueron
sintetizadas en una suspension de almidén utilizando un Ildser de Ti:Za
(Titanio:Zafiro) de pulsos ultracortos. Por microscopia de transmisién electrénica se
determiné el didmetro medio de las nanoparticulas siendo de 6 nm con morfologia
esférica. Una vez caracterizadas fueron incluidas en suspensiones filmogénicas de
almiddn de maiz al 3 % de forma tal de obtener peliculas nanocompuestas con una
concentracion final de Ag de 143 ppm. Para el desarrollo de los materiales se utilizé
la técnica de casting. La inclusion de las AgNP F no afectd la capacidad filmogénica

de las formulaciones. Las peliculas fueron homogéneas, no presentaron grietas ni



poros a la observacién por microscopia electrénica de barrido, pero resultaron de

un color amarillo intenso.

Las propiedades relevantes estudiadas para la aplicacion de los materiales
nanocompuestos como envases de alimentos fueron, citotoxicidad, migracion y
biodegradabilidad. El ensayo de citotoxicidad indicé que las peliculas conteniendo
AgNPs obtenidas por ablacidn laser resultaron ser las mads téxicas, ya que disminuian
la viabilidad celular en aproximadamente un 70% para las células Caco-2 y en un
porcentaje menor para las células Vero. Por este motivo se descartaron para su
posible aplicacion como envases de alimentos. La exposicién a NPs afecta también
a las lineas fagociticas como macréfagos. El estudio del efecto de las peliculas
nancompuestas sobre la linea THP-1 diferenciada a macroéfagos indicod que después
de las AgNP F, las AgNP sintetizadas in situ fueron las que mas afectaron su
viabilidad. En general, el efecto citotdéxico de las nanoparticulas y materiales
nanocompuestos depende fuertemente del tamano de las NPs, su potencial Z y

agente de recubrimiento.

Los modelos aplicados al estudio de la migraciéon de plata desde las peliculas
nanocompuestas hacia los simulantes seleccionados (agua, acido acético 3% y
etanol 15 %), indicaron que la liberacion de Ag ocurria mas facilmente desde las
muestras con AgNP L. Sin embargo, el analisis del contenido de plata liberado en
funcién del tiempo demostrd que esta concentracién era menor que para el caso
de las peliculas con AgNP sintetizadas in situ. Si bien se pudo cuantificar el contenido
de metal liberado éste fue menor a lo estipulado por la norma de la Unién Europea

(Reglamento de la UE n° 10/2011).

La biodegradacién de los materiales se vio afectada por la incorporacién de
nanoparticulas, sin embargo tanto las peliculas con AgNPs in situ, como las que

contenian AgNP L se degradaron en un porcentaje = 50 % al cabo de 90 dias.

Finalmente se estudio la aplicacidn de las peliculas nanocompuestas en el area de
alimentos. Se desarrollaron envases activos por termosellado de los materiales

conteniendo AgNP in situ (143 ppm) los cuales permitieron extender la vida util en



7 dias en quesos de pasta blanda. Las peliculas nanocompuestas con agregado de
71,5 ppm de AgNP L se utilizaron como separadores de rebanadas de pan lacteado.
Por ultimo, se evaluaron los costos de produccidn y el marco legislativo vigente que

contempla a este tipo de materiales, siendo necesario aln avanzar en este sentido.
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1. NANOTECNOLOGIA Y NANOMATERIALES

La nanotecnologia ha llegado a muchos productos de consumo cotidiano y a los
polimeros en contacto con los alimentos en las ultimas dos décadas debido al
potencial de que los nanoaditivos pueden mejorar ciertas propiedades de los
polimeros puros o introducir nuevas funcionalidades (Mihindukulasuriya y Lim,

2014).

Los nanomateriales utilizados como aditivos en polimeros para aplicaciones de
envasado de alimentos o utensilios de cocina suelen incorporarse a la matriz del
polimero y pueden considerarse incluidos en la matriz del producto (Stérmer, Bott,

Kemmer, y Franz, 2017).

Segun lo publicado por Bumbudsanpharoke y Ko (2015) en su trabajo sobre
“empaques nano-alimentarios”, la plata en su forma nanométrica se incorpora en
envases o contenedores de alimentos para conferirles propiedades antimicrobianas
y, actualmente se encuentran disponibles en el mercado de todo el mundo una gran
cantidad de envases de alimentos antimicrobianos conteniendo especies nano de
plata. Por ejemplo ya estadn disponibles en el mercado los siguientes: Window®
contenedores de alimentos con nano-plata, Dokdo Anti-Bacterial Food Storage
Container, Everin® Food Fresher Longer™ Containers Nano Silver Airtight, y Miracle
Food Storage and Plastic Bag. En las especificaciones y brochures de estos productos
se afirma que la nano-plata ayuda a reducir efectivamente el crecimiento de

bacterias y a mantener el producto fresco por mas tiempo.

La pregunta crucial para la que hasta ahora no siempre se han reportado y publicado
respuestas concurrentes es si las nanoparticulas de estos nanoaditivos podran
moverse dentro de los nanocompuestos poliméricos (PNC) a la superficie de
contacto con los alimentos y liberarse desde alli a los alimentos. Basicamente, esto
podria ser una migracion a través de la difusién Fickiana como con los aditivos
poliméricos convencionales u otros mecanismos basados en el estrés del material,

como la degradacién de la matriz del polimero por abrasién mecanica, fatiga del



material, exposicién a los rayos UV, hidrélisis o interacciones de hinchamiento

(Noonan, Whelton, Carlander, y Duncan, 2014).

1.1. Nanoparticulas de plata (AgNPs)

Las AgNP han impulsado numerosas investigaciones debido a su conductividad
eléctrica, alta estabilidad y especialmente por su actividad antimicrobiana
(Cheviron, Gouanvé, y Espuche, 2014; Prathna, Chandrasekaran, Raichur, vy
Mukherjee, 2011). Pueden sintetizarse mediante reduccion quimica (Cheng, Betts,
Kelly, y Hector, 2015; Cheng, Betts, Kelly, Schaller, y Heinze, 2013; Cheviron y col.,
2014), ablacién con laser (Arboleda y col., 2018; Arce y col., 2017), eléctrica y
fotoquimica (Prathna, Raichur, Chandrasekaran, y Mukherjee, 2014). La reduccidn
guimica de una sal de plata, principalmente con reactivos orgéanicos, es el método
mas utilizado y rentable para la sintesis a gran escala (Masala y Seshadri, 2004).
Ademas, la morfologia y el tamafio de las nanoparticulas se pueden controlar

mediante sintesis quimica dependiendo del agente de capping y estabilizacién.

Actualmente hay un creciente uso de la plata como eficaz agente antibacteriano y
antifungico, e incluso antiviral, por lo cual se la ha incluido en una gran variedad de
productos para el cuidado de heridas que se encuentran disponibles
comercialmente. En el dmbito médico, se incluye Ag en instrumental quirurgico,
tratamientos dentales, prétesis éseas, catéteres, entre otros. Otra aplicacion es la
sintesis de compuestos para su uso en filtros de desinfeccién de agua. La plata
también estd apareciendo con mayor frecuencia en productos textiles, cosméticos,

e incluso electrodomésticos (Lara, Garza-Trevino, Ixtepan-Turrent, y Singh, 2011).

Ademads, las AgNPs también tienen su aplicaciéon en el sector alimentario,
concretamente en el envasado de los alimentos, disminuyendo el crecimiento de
microorganismos en la superficie de los mismos (www.foodpackagingforum.org),
siendo una alternativa a otros métodos de conservacion de alimentos. Dentro del
campo de la agricultura, las AgNPs se emplean para prolongar la conservacién de
frutos, ya que ademas de su actividad antibacteriana presentan un efecto
fungistatico que retarda el crecimiento de hongos especificos en estos alimentos.

Estas NPs pueden aplicarse incorporadas en la formulacién de un recubrimiento
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biodegradable en los frutos, mediante la inmersién de los mismos en la soluciéon

filmogénica.

Las nanoparticulas de plata han demostrado ser biocidas eficaces contra:

a.

Bacterias tales como Escherichia coli 0157:H7, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermis, Pseudomonas aeruginosa, entre otras (Kimy col.,
2007; Lara y col., 2011; Sondi y Salopek-Sondi, 2004).

Hongos como Aspergillus niger, Trichophyton mentagrophytes, y Penicillium
citrinumy levaduras como Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae, (Kim
y col., 2008; Zhang, Peng, Huang, Zhou, y Yan, 2008).

Virus tales como el de la hepatitis By el VIH-1. Para el caso del virus del VIH-
1, ha sido demostrado que en el tratamiento in vitro con AgNPs interacciona
con el virus e inhibe su capacidad para unirse a las células del huésped. Para
el virus de la hepatitis B, las AgNPs podrian unirse al ADN del virién o inhibir

la sintesis de ARN (Lara y col., 2011; Morones y col., 2005).
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Figura 2: Técnicas de sintesis verde de AgNPs, a) bottom-up y b) top-down.

1.2. Métodos de sintesis verde de nanoparticulas

Las particulas de tamafo nanométrico se caracterizan por su alta relacion
superficie/volumen, lo que les confiere caracteristicas excepcionales. Se sintetizan
a través de métodos fisicos, quimicos o bioldgicos, que se clasifican en sintesis top-
down (de arriba hacia abajo) y bottom-up (de abajo hacia arriba) con respecto a si
los reactivos son inorganicos o se generan a partir de la descomposicion de un
material macroscdépico por algun agente externo (Figura 2). Varios métodos fisicos
y quimicos como el hidrotermal, sintesis sol-gel, ablacion laser o litografia, entre
otros, requieren equipo especial y mano de obra calificada (Jayachandran, Aswathy,
y Nair, 2021; Yao, Chan, y Wang, 2002; Yin y col., 2004). Ademds, algunas de estas
técnicas requieren el uso de reactivos toxicos que presentan riesgos para la salud y

el medio ambiente (Barth, Costantini, y Kern, 2009; Jayachandran y col., 2021). Por
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ejemplo, las nanoparticulas de plata (AgNP) pueden obtenerse mediante la
reduccidn de una sal de plata utilizando reductores fuertes como el borohidruro de
sodio, que es un agente extremadamente irritante y corrosivo con un alto riesgo de
inflamabilidad (Pinto y col., 2010). En la actualidad, la quimica verde tiene como
objetivo la eliminacion total o parcial de los residuos quimicos y la implementacién
de reactivos no todxicos, solventes ambientalmente aceptables y materiales
renovables, obteniendo productos con alta estabilidad térmica, baja volatilidad y
una produccién rentable (Martinez-Abad, Lagardn, y Ocio, 2014; Oluwafemi,
Vuyelwa, Scriba, y Songca, 2013; Raghavendra, Jung, Kim, y Seo, 2016; Raveendran,
Fu, y Wallen, 2003). Estas técnicas mas ecolégicas no solo reducen el uso de
sustancias peligrosas, sino que también emplean compuestos naturales y
renovables como polisacaridos, proteinas o derivados de extractos vegetales
(principalmente hojas, raices y flores) y microorganismos como bacterias, hongos y
algas como agentes reductores o protectores (Nasrollahzadeh, Mahmoudi-Gom
Yek, Motahharifar, y Ghafori Gorab, 2019; Nasrollahzadeh, Sajadi, Babaei, y Maham,
2015; Ren, Yang, Wang, y Wang, 2016; Rolim y col., 2019). Por tanto, los tres
conceptos principales para la obtencién de nanoparticulas mediante sintesis verde
son la eleccién del disolvente (preferiblemente agua), un agente reductor ecolégico,
GRAS (sustancias generalmente reconocidas como seguras) o reactivos naturales, y
un material no toxico para la estabilizacion de nanoparticulas (es decir,
biopolimeros). Los productos de origen natural contienen en su estructura
compuestos fendlicos, azlcares reductores y compuestos nitrogenados, entre
otros, que pueden reducir los cationes metalicos para generar nanoparticulas, y en
ciertos casos también pueden actuar como estabilizadores (Figura 1a). A su vez, la
implementacidn de estos compuestos también resulta ventajosa desde el punto de
vista econdmico ya que no requieren altas temperaturas y elevado consumo
energético. En la Tabla 1.1 se puede ver la variedad de métodos de sintesis verde

para la obtencidn de nanoparticulas.

Tabla 1: Técnicas de sintesis verde de nanoparticulas. Adaptada de Ortega, Versino,

Lépez, y Garcia, (2021).



Nanoparticulas

Técnica de sintesis verde

Forma

Tamafio (nm)

Referencias

Esféricas con alta

Ag Maltosa como agente reductor vy . A 5 Oluwafemiy col.,
almiddén como estabilizante monodispersidad (2013)
Asistida con microondas usando :
Ag ) Nanoesferas 7,36 + 8,06 Kahrilas y col.,
cascara de naranja (2014)
Sintesis in vivo en plantas: Brassica
Ag juncea, Festuca rubra y Medicago Variable Variable Marchiol y col.,
sativa (2014)
Esféricas con
Ag Usando algas marinas, Caulerpa algunas 10 nmen Kathiraven y col.,
racemosa nanoparticulas promedio (2015)
triangulares
Maltosa como reductor y almiddn
Ag . cory Esféricas 5-20 Ortega, y col,,
de maiz como estabilizante (2017)
Maltosa como reductory
diferentes concentraciones de
Ag L . Esféricas 13,4-19,9 Ortegay col.,
almidén de maiz como (2019)
estabilizante
Jugo de limén como reductor vy L. Ort |
Ag . Esféricas 5,5-13,5 rtegay col.,
agente estabilizante (2021)
Usando extractos acuosos de
Au frutas:  Citrus  limon,  Citrus Formas varias 15-80 Sujitha y Kannan,
reticulata and Citrus sinensis. (2013)
Usando la alga marron, Cystoseira . Gonzdlez-
Au baccata Esféricas 8,4+2,2 Ballesteros y col.,
(2017)
Usand tracto de hoja d :
Au Lsan o‘ 'ex raF 0 de hoja e Esféricas ~20 Kumariy Meena,
awsoniainermis (2020)
Utilizando una cepa endofitica
Fusarium solani, se ha aislado Estructuras de 40-45 Clarance y col.,
AU ATLOY - 8 de la planta agujas y flores (2020)
Chonemorpha fragrans.
Complejamiento y  pasivacion
CoO Cuadradas 15-30 T
superficial con almiddn Nidhin y col., (2012)
Usando extracto de lantas
Co304 | o P Esféricas 50-60 Sharmayy col.,
Calotropis gigantea (2015)
CoO Usando extractos de P. granatum Esféricas 40-80 Bibi y col., (2017)
Extracto de piel verde de nuez Mohammadi y col.,
Co304 como agente reductory Esféricas 60-80 (2021)
estabilizante
Co0/Co30a4 Extracto de romero Laminas ~ 100 Raeisi y col., (2021)
Esféricas y se
Cu/Cus0 Sintetizado por ablacion laser de autoensamblan 9.7 Swarnkar y col.,

cobre en agua

formando una
especie de cactus

(2011)




Usando carboximetilcelulosa como

Ari + .
Cu agente de capping Esféricas 55+0,5 Manoj y col., (2018)
Sintesis mediada por acido citrico
CuO utilizando extractos de corteza de Esféricas 50-300 Sarwary col.,
canela (2021)
Sintesis mediada por microondas
Cu utilizando extracto acuoso de fruta, Forma circular 6,93-20,70 Jahan y col., (2021)
Citrus sinensis
Fe Usando exracto de hojas de Cubicas 40-60
Eucalyptus Tereticornis Wang (2013)
FesO4 Usando extracto de Aloe vera Estructura cubica 6-30 Phumyingy col,,
(2013)
Por ablacion laser con diferentes Esféricas Rivera-Chaverra
Fe20s/FesOs , Y 14,9-18,7 y
valores de energia. aglomerados col., (2020)
MgO Usando bacterias Cubicas 30 Mohanasrinivasan y
col., (2018)
Usando extractos de plantas Costus
MgO pictus D. Don como agente Hexagonal ~ 50 Sureshy col.,
reductor (2018)
Aglomerados con
Usando jugo de limdn y extracto de jugoy nanorods <l0nmy
MnO; | , Jue ¥ lugoy tracto d nanorods de Hashemy col.,
as cascaras con e?< racto de 8.8 nm (2018)
cascara
Ti0, Usando extracto acuoso de  Esférico desigualy 20 Rajakumar y col.,
Solanum trilobatum ovalado (2014)
Frijoles de Bengala (Cicer arietinum
TiO, : gala Esféricas ~14 Kashale y col.,
L) (2014)
Usando extractos de hojas de
TiO2 h ) Esféricas 13 Goutamyy col.,
Jatropha curcasl. (2018)
) Usando extractos de cascaras de L
TiO2 imén Esféricas 80-140 Nabi y col., (2020)
Zn(NOs3)2 como  precursor vy
Zn0 extracto de hojas de Cayratia Aglomerados 52,24 Jayachandranyy
pedata como reductor col., (2021)
Combinacion de técnica sol-gel con
crecimiento hidrotermal, ancho 15 nm,
Zn0 utilizando hidroxido de Nanorods y largo 236 Guzy col., (2017)
tetrametilamonio como agente nm
director de la estructura
Ablacion con laser utilizando una
Zn0 solucién de almiddon como agente Esféricas 6-28

controlador y estabilizador

Zamiriy col., (2012)




Varios autores han informado que las AgNP esféricas y pequeiias obtenidas
mediante un proceso quimico completamente verde muestran buenas propiedades
antimicrobianas incluso cuando se utilizan en concentraciones bajas (Abreu y col.,
2015; Cheng y col., 2013; Cheviron y col., 2014). Ortega, Giannuzzi, Arce, y Garcia,
(2017) han acoplado con éxito la sintesis de AgNPs con suspensiones filmdgenas a

base de almiddn de maiz para desarrollar peliculas de nanocompuestas.

La formacion de AgNPs se evidencia por la resonancia de plasmoén de superficie
caracteristica (SPR) entre 420 y 445 nm (Slistan-Grijalva y col., 2005). Varios autores
han sintetizado nanoparticulas de plata utilizando jugo de limdn, las cuales fueron
esféricas con didmetros de alrededor de 20 nm segun lo observado por microscopia
electrénica de transmisién de alta resolucién (HR-TEM), exhibiendo carga negativa
considerando las medidas de potencial Z (Mohapatra, Kaintura, Singh, Kuriakose, y

Mohapatra, 2015; Ortega, Arce,y Garcia, 2021; Prathna y col., 2011, 2014).

1.3. Migracidn y toxicidad de las AgNPs

El desarrollo de la nanotecnologia, tiene que ir acompafiado de estudios de
toxicidad que permitan conocer los efectos que las NPs van a tener tanto en la salud
humana como en el medio ambiente (Figura 2). Actualmente no se cuenta con
ninguna legislacién especifica sobre productos derivados de la nanotecnologia, es
por eso que se necesita desarrollar, mejorar y validar métodos de rutina para
estudiar en profundidad la toxicidad de las NPs, ya que hay un incremento del uso
de nanomateriales en el mercado. Teniendo en cuenta el tipo de material
desarrollado que incluya NPs, el tamafio de las mismas y si van a ingerirse, entonces

serian necesarios estudios de toxicidad y genotoxicidad apropiados.

En 2012, la EFSA (European Food Safety Authority) publicé su informe anual sobre
la evaluacion de riesgos de los nanocompuestos en alimentos destinados al
consumo humano y alimentos balanceados para animales, con el fin de profundizar
en el analisis del riesgo asociado a la nanotecnologia en la Unién Europea. Si bien
este informe ha sido un avance aun se encuentra en la fase de recopilacion de datos,
y no se puede llevar a cabo una evaluacion del riesgo general del uso de las

nanotecnologias en el contexto de la salud publica. Las medidas necesarias deberian
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incluir pruebas toxicolégicas especialmente adaptadas, reglamentacion sobre la
introduccion de productos en el mercado y adoptar normas de etiquetado en

productos de consumo.

NANOTECNOLOGIA

Sensores para Envases Envases activos e
analisis de biodegradables inteligentes
alimentos

o O

Trabajar en:

* Aspectos regulatorios

* Seguridady riesgos de
exposicion

* Ingesta
¢ Exposicion ambiental

1

Figura 2: Resumen de las aplicaciones de la nanotecnologia en el sector alimentario

Varios documentos orientan sobre cdmo establecer la migracion de diferentes
componentes desde los materiales en contacto con los alimentos, pero no siempre
cubren, especificamente, a los nanomateriales (Stérmer y col., 2017). Los
documentos mas aplicados son el Reglamento 10/2011 (2011) sobre plasticos de la
Unidn Europea, en donde se establece el ensayo que simula el almacenamiento a
largo plazo con productos alimenticios acuosos y grasos y la Guia para la industria
de la Administracién de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA de
EE. UU.), sobre la preparacion de presentaciones previas a la comercializacion para
sustancias en contacto con alimentos El documento correspondiente a la UE aborda
la problematica de los nanomateriales solo en plasticos, mientras que el de la FDA,
no considera especificamente a los nanomateriales, pero incluye a cualquier tipo de

material de envasado.
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2. BIOMATERIALES

La mayoria de los envases de plastico se basan actualmente en productos
petroquimicos, y el 4% de todo el petréleo usado se convierte en 240 millones de
toneladas de plastico al aifo. Se han utilizado muchos tipos de polimeros bdsicos y
especiales en los materiales de envasado, siendo las principales ventajas su peso
liviano, la posibilidad de adaptarse a un producto en particular y su precio
relativamente bajo, por lo que incluso en envases de alimentos constituye menos
mas del 10% del precio del producto final. Los envases de plastico convencionales
tienen problemas asociados de eliminacion, tirar basura (incluida la contaminacién
del océano), reutilizacion y reciclaje, debido a la tasa muy lenta de degradacion
ambiental y la falta de infraestructura de recoleccidn y reciclaje en muchos paises.
Los materiales poliméricos de base bioldgica se consideran actualmente la Unica
alternativa en el futuro a los polimeros derivados del petréleo, ya que los recursos
fésiles se agotan. A pesar del potencial de los biopolimeros para sustituir materiales
sintéticos para la reduccién del impacto ambiental, éstos aun presentan varios
inconvenientes en cuanto a sus propiedades fisicas y deficiencias de procesamiento,
que dificultan su uso en diversas aplicaciones, especialmente en el envasado de

alimentos (Fortunatiy col., 2018).

2.1. Peliculas a base de polisacaridos

Las peliculas de biocompuestos se basan en diferentes matrices y rellenos de

biopolimeros y se pueden obtener mediante diversos métodos de procesamiento.

La celulosa es el biopolimero mdas abundante y se emplea ampliamente para
materiales biocompuestos sostenibles debido a su caracter renovable,
biodegradabilidad y otras propiedades especificas. Puede convertirse en diferentes
estructuras con una variedad de propiedades fisicas, segun el origen de la celulosa
y el método de produccion (Senthil y col., 2018). Las microfibras de celulosa (CMF)
se pueden obtener refinando suspensiones de celulosa diluidas a alta presién. La
celulosa nanofibrilada (NFC) resulta de la desintegracién de las fibras de celulosa
utilizando homogeneizadores de alta presiéon combinados con tratamientos
qguimicos o enzimaticos (Missoum, Belgacem, Materials, y 2013, 2013). Ademds, si
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se eliminan las partes amorfas de la celulosa, dejando cristales Unicos y bien
definidos en una suspensién coloidal estable, se puede obtener celulosa
microcristalina (MCC) (de Souza Lima y Borsali, 2004). Asi, dependiendo de la
estructura de la celulosa y las propiedades deseadas de los materiales finales, este

polisacarido se puede utilizar como matriz biopolimérica o relleno biocompuesto.

Los materiales a base de almidén ofrecen una base muy atractiva de bajo costo para
los nuevos polimeros biodegradables debido a su abundancia, renovabilidad anual
y capacidad para ser procesados con equipos de procesamiento de pldstico
convencionales (Bodirlau, Teaca, y Spiridon, 2013; Liu y col., 2020; Sanyang, llyas,
Sapuan, y Jumaidin, 2017). La mejora de las propiedades mecanicas de los
materiales a base de almiddn es un desafio continuo debido a su pobre desempefio
mecanico, particularmente a la resistencia a la traccion (Nasseri y Mohammadi,
2014). Entre las alternativas para mejorar estas propiedades mecdnicas, se han
propuesto mezclas y compuestos (Ali y col., 2018; Bodirlau y col., 2013; Castillo y
col., 2013; Stasi y col., 2020). Los plastificantes mas utilizados para modificar las
propiedades mecanicas son el glicerol, sorbitol y polietilenglicol, ya que disminuirian
las interacciones intermoleculares entre las cadenas de polimeros adyacentes,
aumentando de esta forma la flexibilidad de la pelicula que es uno de los requisitos

necesarios para utilizar estos materiales en el envasado de alimentos.

Ademas, las peliculas a base de almiddn presentan la capacidad de termosellarse
(Lépez, Lecot, Zaritzky, y Garcia, 2011) por las técnicas clasicas aplicables a los
materiales sintéticos, caracteristica mas que relevante en el desarrollo de envases

tipo bolsa.

2.2. Biomateriales en aplicaciones alimentarias

Los cambios en el estilo de vida han influido directamente en el tipo de alimentos
gue consumimos y los habitos de consumo, lo que a su vez ha generado la necesidad
de que la industria alimentaria desarrolle nuevos envases y embalajes. Tal es asi,
gue hoy en dia practicamente cualquier producto alimenticio que consumimos se
comercializa envasado, no sélo para contener el alimento sino también para

protegerlo durante toda la cadena productiva, hasta llegar al punto de venta o
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consumo. Los envases alimentarios cumplen funciones muy importantes para la
conservaciéon de alimentos, los protegen de agentes externos previniendo la
contaminacion fisica, quimica y/o microbioldgica, asi como también de su posible
adulteracion. De esta manera, cumplen la funcién de barrera contra el
medioambiente que los rodea, protegiendo a los alimentos de la humedad y

oxidacidn (Figura 3).

Controladores de

Sensores (biosensores . .
( y liberacidon de compuestos

nanosensores)

. activos
Patégenos \
transmitidos por Indicadores de
alimentos DG pH
Indicadores T-t . Indicadores de
=~ Materiales frescura

para envases

de alimentos Liberacion de

Antimicrobianos

< nutrientes
% o°’
”e W
Barrera a gases Seg act Bloqueo UV
(0, CO,)
Actividad Barrera al
antioxidante vapor

Figura 3: Clasificacion y funciones de los materiales para envasado de alimentos.

Los envases activos (Figuras 2 y 3), habitualmente utilizados en el envasado de
alimentos, son aquellos que contienen alguna sustancia capaz de conservar las
caracteristicas organolépticas o sensoriales de un producto para asegurar su
calidad. Son de especial interés los envases activos que contienen antioxidantes
naturales y antimicrobianos que no sélo prolongan la vida util de los productos
envasados al prevenir reacciones de rancidez, sino que también evitan el
crecimiento de patdgenos transmitidos por los alimentos (Jafarzadeh y col., 2020).

Los polimeros biodegradables y de base bioldgica son preferibles para el desarrollo
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de materiales activos de un solo uso para envases de alimentos debido a su bajo
impacto ambiental (Liang y col., 2019; Ortega y col., 2017; Passaretti y col., 2019;
Youssefy El-Sayed, 2018). Algunos de los polimeros y compuestos naturales pueden
obtenerse a partir de residuos industriales agroalimentarios y su utilizacidn afadiria
valor a estos residuos y los mantendria en circulacion, una de las premisas de la
economia circular. Un claro ejemplo es el uso del quitosano, un polimero
biodegradable derivado de la quitina con actividad antimicrobiana que se obtiene
de los desechos de la industria pesquera como los exoesqueletos de crustaceos
(Dima, Sequeiros, y Zaritzky, 2017). Asimismo, los subproductos y desechos del
procesamiento de frutas y hortalizas son una fuente importante de compuestos con
alto valor nutricional y funcional, como vitaminas, minerales, antioxidantes y
compuestos antimicrobianos, aunque a menudo se descartan o derivan para la
alimentacion animal (Varghese, Siengchin, y Parameswaranpillai, 2020). Los aceites
esenciales (AE) que pueden obtenerse de estas fuentes han sido ampliamente
estudiados como aditivos para el desarrollo de envases de alimentos activos,
principalmente debido a su capacidad antioxidante y antimicrobiana y su caracter
GRAS (generalmente reconocido como seguro) (Atarés y Chiralt, 2016; Sharma,
Barkauskaite, Jaiswal, y Jaiswal, 2021). Por tanto, el uso de compuestos activos
derivados de subproductos agricolas no solo contribuye a la recuperacién de estos
compuestos con actividades especificas, sino que también les genera un valor
agregado. Por ejemplo, Bof, Jiménez, Locaso, Garcia, y Chiralt, (2016) han
desarrollado y caracterizado peliculas biodegradables activas basadas en almiddn
de maiz y quitosano con la adicién de aceite esencial de limén (LEO) y extractos de
semillas de pomelo (GSE). La inclusion de estos compuestos activos, que son
subproductos o derivados de residuos del procesamiento de citricos, no afecto las
propiedades mecdnicas del material y proporciond capacidad antimicrobiana por
contacto. De manera similar, Kanmani & Rhim (2014a) desarrollaron peliculas
activas antimicrobianas con GSE en una matriz de carragenina, con una capacidad
de barrera adicional a los rayos UV, particularmente importante para los envases

de alimentos sensibles a los rayos UV.
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2.3. Biopolimeros nanocompuestos

La utilizaciéon de polimeros biodegradables es limitada debido a problemas
relacionados con el tratamiento, rendimiento (bajas propiedades de barrera a gases
y humedad) y costos elevados. Mediante la aplicacién de la nanotecnologia se abren
nuevas posibilidades para mejorar no sélo las propiedades del material sino

también la relacidn costo-eficiencia (Elizondo y Gallo, 2011).

Un nanobiocompuesto es un material que consiste en una matriz biopolimérica
reforzada con una fibra, platelets (plaquetas) o particulas que tienen al menos una
dimensién en la escala nanométrica. Por la presencia de particulas de tamafio
nanométrico dispersas en la matriz biopolimérica, estos nanobiocompuestos
exhiben una notable mejora en las propiedades mecanicas, térmicas, dpticas y
fisicoquimicas en comparacion con el polimero puro o los convencionales. Esas
mejoras incluyen, por ejemplo, el aumento de mddulos de elasticidad, fuerza y
resistencia al calor, y la disminuciéon de la permeabilidad a los gases y a la
inflamabilidad. Asi, combinando nuevas tecnologias de procesamiento con la
nanotecnologia, se pueden desarrollar materiales sostenibles y empaques activos y
bioactivos que aprovechan la interaccién del envase con el alimento para la
extensién de la vida Util o para mejorar las propiedades sensoriales del alimento, a
la vez que mantiene la calidad del mismo (Elizondo y Gallo, 2011; Kuorwel, Cran,

Orbell, Buddhadasa, y Bigger, 2015; Lépez y col., 2011).

Los biocompuestos a base de almidén y nanoarcillas han sido los mds estudiados
(Abreu y col., 2015; Cheviron y col., 2014; Cheviron, Gouanvé, y Espuche, 2015,
2016), aunque se han utilizado otras matrices biopoliméricas, como quitosano
(Rhim, Hong, Park, y Perry K. W. NG, 2006), agar (Rhim, Wang, y Hong, 2013; Rhim,
Wang, Lee, y Hong, 2014), proteinas (Kanmani y Rhim, 2014a, 2014b) o su
combinacidn (Yoksan y Chirachanchai, 2010; Zolfi, Khodaiyan, Mousavi, y Hashemi,
2014). Habitualmente, los materiales obtenidos presentaron menor hidrofilicidad y
actividad bacteriostatica frente a S. aureus y E.coli. Asimismo, Ortega y col. (2017)
mostré que la incorporacién de AgNPs en peliculas a base de almidén de maiz

disminuyd la solubilidad del material y mejord las propiedades mecanicas al
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aumentar el médulo de Young y los valores de esfuerzo sin disminuir la deformacién
a la ruptura. Malathi y Singh, (2019) han informado efectos similares mediante la
incorporacion de nanoparticulas de TiO; a peliculas de almiddn de arroz. En este
caso, los autores demostraron que el material nanocompuesto presentaba una
mejor barrera al vapor de agua, mejores propiedades mecanicas y actividad
bacteriostatica contra E.coli. La incorporacion de nanoparticulas de ZnO también ha
demostrado ser una estrategia interesante para mejorar las propiedades y afiadir
actividad bactericida a las peliculas de almiddn (Estevez-Areco, Guz, Fam4, Candal,
& Goyanes, 2019). Al respecto, Mirjalili y Yassini Ardekani, (2017) sefialaron que las
peliculas a base de almidén que contienen nanoparticulas de ZnO tienen mejores
propiedades mecanicas y actividad antimicrobiana contra E. coli y S. aureus. Por
otro lado, Nafchi, Nassiri, Sheibani, Ariffin, y Karim, (2013) indicaron que la
incorporaciéon de nanobarras de ZnO reduce la hidrofobicidad, mejora las
propiedades mecanicas y proporciona actividad antimicrobiana contra E. coli a las
peliculas de almidén de sagu, mientras que Guz, Fam4, Candal, y Goyanes, (2017)
sefialaron que las propiedades de las peliculas de almidén que contienen

nanobarras de ZnO dependen en gran medida de su tamaiio.

En la Tabla 2 se resumen los diferentes tipos de nanoparticulas incluidas en las
formulaciones de nanocompuestos, siendo las AgNPs las mas utilizadas para
aplicaciones de envasado de alimentos, ya que refuerzan eficazmente las matrices
biopoliméricas y les confieren capacidad antimicrobiana sobre un amplio espectro
de bacterias, virus y hongos (Cano, Chafer, Chiralt, & Gonzalez-Martinez, 2016;
Ortega, Arce, et al., 2021; Ortega et al.,, 2019, 2017). Aungque se han estudiado
numerosos nanocompuestos o sistemas activos, la literatura disponible se refiere
principalmente a materiales fabricados utilizando la metodologia de evaporacién
de solventes, la cual es dificil de escalar. El desarrollo de materiales
nanocompuestos biodegradables a través de tecnologias escalables es fundamental
para la implementacion industrial de dichos sistemas. En este contexto, la extrusién
es un proceso continuo y escalable, sin embargo, se requiere el estudio del efecto
de la extrusiéon sobre las nanoparticulas o moléculas bioactivas. En este sentido, es

necesario analizar la mezcla y distribucion de los componentes dentro de la matriz,
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las interacciones resultantes y su efecto sobre las propiedades del material, y la
posible degradacién de los aditivos durante el proceso de fabricacién. En estudios
recientes se han extruido con éxito biocompuestos de almidén termoplastico con

nanoparticulas (Campos-Requenay col., 2017; Estevez-Areco, Guz, Fama, Candal, y

Goyanes, 2019).
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Tabla 2: Propiedades relevantes de las peliculas nanocompuestas. Adaptada de Ortega, Versino, y col., 2021.

. . , Tecnologia de Propiedades Permeabilidad Solubilidad Actividad Capacidad
Biopolimero Nanoparticulas . (. al vapor de . . L
procesamiento mecanicas agua (%) antimicrobiana antioxidante
Almidén de ZnO nanobarras Castin omY=2,8-32MPa  4,7-5,3x107%° 816 Inhibicién del
mandioca (1%) 8 g8 =50-58% g/ms Pa crecimiento de E. Coli
Concentraciones
superior a 28,6 ppm,
ME® = 36,9-166,8 inhibicién por
Sintesis verde de MPa 29-34,4 contacto y. mayores
[y _ -10 ° :
Almldgn de AgNPs in situ Casting om =161,6-368,1 16-2,2x10 (25°C) y a 71,5 ppm halo -
maiz g/m s Pa 34,8-52,4 )
(0-143ppm) MPa (100°C) sobre E. Coli,
es!? = 38,1-39,7 % Salmonella spp,
Penicillium vy S.
aureus.
Concentraciones
superior a 28,6 ppm,
AgNPs 0,63 conltr]a}llti:)c:c;onmz;;res
Almidd inteti m =2,1-4 MP T )
midonde  sintetizadas con Casting o a 1,62 x 1070 34,6-46 a 71,5 ppm halo -
maiz jugo de limon €' =41-55% .
(0-143ppm) g/m s Pa sobre E. Coli,
PP Salmonella spp,
Penicillium vy S.
aureus.
iz P (1) = -
AImldo,n de Nanopar.tl.culas de . Om 3,89-9,32 712 x 1011 Accidn contra S,
maiz quitina Casting MPa /mhPa - aureus v E. coli -
termoplastico (0-9 %p/p) g8 =30-87 % & yE
Aceite esencial de
0,5- Con 1,5% REO
rir?‘?/r\?/\(/) ,+ on'" = 63,7-83,0 0,31- in(l')];’]bic'iéﬁJ desS 1,4-2,2 mg ac
Quitosano nar;oaorcilla de Casting Mpa 0,47 x 107 9,5-15,0 agalactiae ECo/i. L aI,ico/, mugest}a
es? = 3,0-4,3 % g/m s Pa g ’ yeoo 8 g
monocytogenes

montmorillonita
(MMT) (1-5%p/p)
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Films mostraron

Las peliculas con

) om™ =32,8-53,7 39,0-16,7x - TP-AgNP tienen
‘ AgNPs polifenoles . o actividad )
Quitosano de té (0,1%) Casting MPa 107gm antimicrobiana sobre una capacidad
1 es? =25,9-12,6 % min~! Pa™? _ antioxidante
E. coliy S. aureus :
mejorada
Quitosano y AoNPs om'Y = 66,8-74,5 WVTR Inhibicién de E. coli,
almidon de (0_3g8 m) Casting MPa 47,60-59,21¢g S. aureus y B. cereus -
arroz pp es?=4,6-7,6% m=2 day™!
Nanoparticulas de
zeclita - de ME®) = 602-807,9
intercambio Electrospinnin MPa >3- Inhibicion de S
PLA idnico con sal de dual P & o=2333Mps 287 X 101 aureus v S. Tvphi ' -
cobre (1-3% p/p) n e g/ms Pa yo 1Vp

+ nanocelulosa
(1,5-2% p/p)

es?=4,1-13,1%

M Maxima resistencia a la traccién (om); ? Elongacién a la ruptura (es); ¥ Médulo eldstico (ME)
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En materiales activos y nanocompuestos, el estudio de la microestructura permite la
interrelacién de la estructura de la matriz con las propiedades que determinan el
desempeiio del material, ademds de poder inferir la efectividad de la inclusidon del
relleno. En general, cuando se visualizan mediante microscopia electrénica de barrido
(SEM) superficies homogéneas sin poros ni grietas asi como secciones transversales
compactas, los compuestos activos o nanoparticulas incluidos son compatibles con la
matriz polimérica, lo que también conduce a su refuerzo. Estas observaciones
concuerdan con el comportamiento mecdnico informado de los materiales nano-
reforzados (Guz y col., 2017; Ortega y col., 2017; Yoksan y Chirachanchai, 2010). En
consecuencia, la compatibilidad del agente activo con la matriz determina la eficacia con
la que el primero se incorpora a la red polimérica y, por tanto, las caracteristicas de la
microestructura de la pelicula. En este sentido, la espectroscopia ATR-FTIR es una
técnica util que se ha empleado ampliamente para estudiar la interaccién entre los

constituyentes compuestos.
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Objetivos generales

El objetivo general del trabajo de Tesis fue: desarrollar peliculas activas a base de
almidoén con agregado de nanoparticulas de plata (AgNP) obtenidas a partir de distintas
técnicas de sintesis verde con el fin de obtener envases con capacidad antimicrobiana

aptos para alimentos.
A tal fin se plantearon los siguientes objetivos especificos:

1. Sintetizar y caracterizar AgNPs mediante métodos quimicos y fisicos.

2. Desarrollar peliculas biodegradables a partir de almidén de maiz con el agregado
de las AgNPs sintetizadas.

3. Caracterizar las peliculas nanocompuestas obtenidas evaluando sus propiedades
fisicoquimicas, de barrera, mecdnicas y dpticas.

4. Estudiar la microestructura de los materiales nanocompuestos evaluando las
interacciones entre los componentes a fin de interpretar los cambios observados
en las propiedades relevantes que condicionan el uso de los nanomateriales.

5. Evaluar la capacidad antimicrobiana de los materiales activos desarrollados, la
migracion de las AgNP a diferentes medios simulantes, la citotoxicidad de los
mismos y su biodegradacion en condiciones de compostaje.

6. Proponer posibles aplicaciones alimentarias para las peliculas nanocompuestas

desarrolladas.
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Caritulo 1

Peliculas nanocompuestas con sintesis de

nanoparticulas de plata /n situ (AgNPs)




1. INTRODUCCION

Las nanoparticulas de plata son sintetizadas mediante una gran variedad de técnicas, sin
embargo, la reduccidon quimica de la sal del metal, dentro de los procesos bottom up, ha
sido uno de los métodos mas estudiados (Kulkarni, 2015). Entre los reactivos utilizados
generalmente se encuentran varios reductores, organicos e inorganicos por ejemplo,
etilenglicol, NaBHg, citrato trisddico, hidrato de hidracina (Guzman, Dille, y Godet, 2012;
Morales, Mordan, Quintana, y Estrada, 2009; Pinto y col., 2010), que suelen ser téxicos o
generan subproductos que no son amigables con el medio ambiente. Lo mismo ocurre
con los agentes estabilizantes o de capping, que pueden ser moléculas orgdnicas
simples, polimeros sintéticos, entre otros. Estos agentes son de suma importancia para
la sintesis de NPs, ya que fijan el tamafio de las mismas mediante una estabilizaciéon
electrostatica (generando carga en la superficie de la nanoparticula) o por un
mecanismo estérico (anclando largas cadenas hidrocarbonadas sobre la superficie de la
nanoparticula) (Pradeep y Anshup, 2009). Como alternativa al uso de reactivos quimicos
téxicos, desde hace algunos afios la ciencia se ha enfocado en el desarrollo de técnicas
de sintesis “verdes”, las cuales pueden llegar a ser igualmente rentables a la hora de
pensar en una produccidn a gran escala de NPs. Es asi que, la “quimica verde” se ha
transformado en una filosofia que se esfuerza en reducir al minimo posible el impacto
ambiental mediante procesos “limpios”, evitando el uso indiscriminado de materias
primas no renovables, asi como el empleo de productos quimicos peligrosos o

contaminantes (Afanador y Pimiento, 2007).

Los tres conceptos principales para la obtencién de nanoparticulas mediante “sintesis
verde” son: la elecciéon del solvente (preferentemente agua), un agente reductor
ecolégico, reactivos considerados como GRAS (sustancias generalmente reconocidas
como seguras) o de origen natural; y un material no tdxico para la estabilizacién de las
nanoparticulas (por ejemplo, biopolimeros). Los productos de origen natural, contienen
en su estructura compuestos fendlicos, azlcares reductores, compuestos nitrogenados,
entre otros, que tienen la capacidad de reducir los cationes metalicos para generar las
nanoparticulas, y en ciertos casos también pueden actuar como estabilizantes. A su vez,

la implementacion de estos compuestos también es ventajosa desde el punto de vista
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econdmico, ya que pueden provenir de desechos o subproductos agroindustriales, no

requieren altas temperaturas, y por ende gran consumo de energia.

Teniendo en cuenta esto, en este Capitulo se propuso un método simple y no téxico para
la obtencién de nanoparticulas de plata en donde la maltosa se utiliz6 como agente

reductor, el almidon de maiz como estabilizante y el agua ultrapura como solvente.

En este contexto, plantear el uso de almiddn de maiz como estabilizante permite acoplar
la sintesis de las AgNPs a la preparacion de la suspensién filmogénica y asi obtener las
peliculas nanocompuestas en pocos pasos, optimizando tanto el tiempo de elaboracién,
como el consumo de reactivos y energia. A este proceso lo denominaremos en este

trabajo de Tesis sintesis de AgNPs in situ.

Sin embargo, el hecho de acoplar ambos procesos requiere una puesta a punto previa
de las concentraciones de reactivos y condiciones de reaccién para la obtencidn de las
AgNPs en la suspension filmogénica. Asimismo, una vez optimizadas las condiciones de
la sintesis de nanoparticulas in situ, resulta relevante profundizar los estudios
relacionados con el efecto del contenido de almidén en el desarrollo de las peliculas

nanocompuestas.

2. OBJETIVOS

- Sintetizar y caracterizar nanoparticulas de plata in situ estabilizadas en la

suspension filmogénica de almidén de maiz nativo.

- Obtener materiales nanocompuestos a partir de las suspensiones filmogénicas
que incluyen las AgNPs y caracterizar los mismos evaluando las propiedades

relevantes que condicionan su posterior uso.

- Estudiar el efecto de la sintesis de AgNPs in situ sobre matrices con diferentes

concentraciones de almidon.

- Evaluar la aplicacién de los materiales nanocompuestos desarrollados como

envases para alimentos.
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3. MATERIALES Y METODOS

Para la obtencion de las nanoparticulas, materiales nanocompuestos y los ensayos
mencionados, se utilizaron reactivos de grado analitico, y las soluciones de los reactivos
mencionados fueron preparadas con agua ultrapura con una resistencia especifica de

18 MQ.

3.1. Sintesis y caracterizacion de las AgNPs in situ

Se sintetizaron nanoparticulas de plata (AgNPs) a partir de la reduccion quimica de una
solucién de AgNOs; empleando maltosa como agente reductor, y almidén de maiz como
agente estabilizante y medio dispersante. Los sistemas nanocompuestos se obtuvieron
siguiendo el protocolo propuesto por Oluwafemi y col. (2013) realizando algunas
modificaciones. A fin de optimizar la sintesis de AgNPs in situ se realizaron ensayos
preliminares los que permitieron seleccionar las concentraciones de los reactivos
involucrados asi como las condiciones del proceso (tiempo - temperatura). Las
nanoparticulas se sintetizaron a partir de una suspensién de almidén de papa soluble al
1 % p/v (Anedra, CAS [9005-84-9]), AgNOs 1M (AgNOs p.a. Biopack, CAS [7761-88-8]) y
se probaron dos concentraciones de maltosa (Biopack, CAS [6363-53-7]) como agente
reductor (1M y 2M). Se procedio de la siguiente manera: se disolvio el almidén en agua
ultrapura con agitacion constante, y a continuacion se incorporaron 5 mL de AgNOs y 10
mL de maltosa. El sistema se agitd continuamente a 75 °C durante 180 min extrayéndose
alicuotas a diferentes tiempos. Estas fueron almacenadas al resguardo de la luz en
frascos color dambar a temperatura ambiente y luego se realizd un seguimiento
espectrofotométrico para observar el plasmdn caracteristico que indica la presencia de

AgNPs.

Dado que el almiddn soluble no posee capacidad filmogénica, para la obtencion de los
films nanocompuestos en una segunda etapa y con el fin de acoplar ambos procesos se
utilizé almidén de maiz nativo (Maizena®, Unilever, Argentina), se realizé la sintesis de
AgNPs a partir de AgNOs y maltosa (ambas 1M), evaludandose la concentracién de
almidén de maiz al 3 % (p/v). En primer lugar, se gelatinizé el almidén a 90 °C durante

20 min, y a continuacioén se agregaron 10 mL de maltosa y 5 mL de AgNO3 y se mantuvo
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en agitacién constante durante 60 min. Se tomaron muestras a diferentes tiempos del

ensayo con el fin de observar la formacion y estabilidad de las nanoparticulas.

En base a ensayos preliminares, se encontré que las mejores condiciones de
gelatinizacién para la suspension de almidén de maiz son 20 min a 90 °C con agitacién

continua.

Por otra parte, varios estudios han demostrado los efectos citotdxicos de las
nanoparticulas de plata sobre fibroblastos y osteoblastos (AshaRani, Mun, Hande, y
Valiyaveettil, 2009; Flores y col., 2013; Hackenberg y col., 2011; Marambio-Jones,
Catalina Hoek, 2010)). Conforme a estos estudios, las concentraciones de AgNPs de
hasta 75 UM se encontrarian dentro de los limites de seguridad citotéxica. Asimismo,
Ghosh y col. (2010) informaron que las AgNPs exhibian un bajo nivel de toxicidad en
cantidades de 72 mg/L, observando una drastica reduccion de la viabilidad celular a
concentraciones mayores. Debido a esto, se decidid realizar la sintesis de las
nanoparticulas utilizando concentraciones de AgNOs y maltosa del orden micromolar

(uM) y por debajo de éstos limites de seguridad mencionados.

Se prepard una solucion stock de AgNOs 6,5 10* M de forma tal de tener una
concentraciéon de Ag en la suspension filmogénica de 50 uM (143 ppm en la pelicula una
vez obtenida). Para asegurar el efecto reductor de la maltosa se definid su concentracion
como dos veces la concentraciéon del stock de Ag (1,3 103M). En primer lugar, se
gelatinizo la suspension de almidén de maiz al 3 % p/v a 90 °C durante 20 min, a
continuacion se incorporaron 10 mL de la solucién de maltosa y 5 mL de AgNOs3
manteniéndose la agitacién durante 60 min. Al igual que en los casos anteriores, se
tomaron alicuotas a distintos tiempos para seguir la formacion de las AgNPs y estudiar
su estabilidad. Espectrofotométricamente no pudieron observarse las AgNPs ya que la

concentracion de plata fue muy baja.

Debido a que la concentraciéon de plata utilizada para la sintesis de las nanoparticulas es
muy baja y a los inconvenientes derivados de la turbidez de la matriz, tuvo que
modificarse la suspensién nanocompuesta para su adecuada caracterizacién, ya que, la
mayoria de las técnicas utilizadas no permitian su visualizacion. Solamente con el fin de

caracterizar las AgNPs, se prepard una suspension siguiendo el protocolo antes
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descripto reemplazando la suspension de almidén nativo, por soluble, y la solucién de
AgNOs 6,510* M, por una de concentracién 1000 uM. Las muestras se guardaron en

frascos color ambar a temperatura ambiente para su posterior caracterizacion.

3.2. Caracterizacion de la suspension nanocompuesta

El estudio de esta suspensidn esta orientado a conocer parametros que pueden afectar
la estabilidad de las NPs y su comportamiento como agente antimicrobiano. Entre ellos
se pueden mencionar la morfologia, el tamafio de particula, el indice de polidispersidad

y el potencial Z.

3.2.1. Espectroscopia de absorcion de luz ultravioleta y visible (UV-vis)

La espectroscopia de absorcion UV-vis es una técnica ampliamente utilizada para el
analisis quimico de diferentes muestras. Las medidas realizadas en el rango de longitud
de onda (A) entre el visible y el ultravioleta permiten obtener informacidn tanto cuali
como cuantitativa de una gran variedad de especies orgdnicas e inorgdnicas, lo cual es
de mucha utilidad a la hora de caracterizar diferentes materiales. Esta técnica permite
estudiar la efectividad de los métodos de sintesis de las AgNPs ya que estas presentan
un plasmoén de resonancia superficial (SPR por su sigla en inglés surface plasmon

resonance) caracteristico cuyo maximo se encuentra en el rango de 400 - 450 nm.

En el presente trabajo de Tesis se utilizd un espectrofotometro T90+UV/vis
Spectrometer (PG Instruments, EE. UU.). A las muestras obtenidas de los diferentes
tiempos de sintesis, debido a su turbidez, se les realizé una dilucién 1:5 en agua ultra
pura y se colocaron en cubetas de cuarzo con un camino dptico de 1 cm para seguir la
cinética de formacion de AgNPs, obteniendo los espectros de las muestras en el rango
de longitudes de onda de 200 a 700 nm. Se utilizd una suspensién de almidén tratada
de igual forma que la muestra como referencia. Las determinaciones se realizaron al

menos por duplicado.

3.2.2. Microscopia electrénica de transmisiéon (TEM)

Esta técnica, conocida como TEM (por su sigla en inglés transmission electron
microscopy), ha sido fundamental para el desarrollo de la ciencia ya que, permite

resolver detalles de las estructuras de muestras tanto biolégicas o no a escalas
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micrométricas y nanométricas. En estos microscopios, muestras muy delgadas (con
espesores de 50 A o menores) son atravesadas por un haz de electrones que pasa por
un sistema de lentes electromagnéticas donde una parte de éstos rebotan o son
absorbidos por la muestra, y otros la atraviesan formando una imagen aumentada de la
misma. La imagen que se genera puede ser visualizada con altas magnificaciones y
alcanzando, en ciertos casos, altas resoluciones. Ademas, esta capacidad se puede
mejorar con sistemas analiticos capaces de brindar informacién precisa sobre la
composicidon y estructura de la muestra, asi como también adaptarse a bajas
temperaturas (crio-TEM) para muestras que pueden dafiarse con el tratamiento
convencional, pudiéndose combinar con un equipo de barrido (scanning transmission

electron microscopy, STEM).

Esta técnica permitid estudiar las caracteristicas morfoldgicas de las NPs sintetizadas.

cafién de electrones

haz de elecirones
visualizacion imagen

lente condensadora
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lente objetivo

lente electrénica
intermedia
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e Siceka unidad de procesamiento

pantalla fluorescente

MICROSCOPIO ELECTRONICO . TOP

Figura 1.1: Esquema de funcionamiento de un microscopio electrénico de transmisidon
(adaptado de la pagina www.microscopioelectrénico.top) y fotografia del equipo JEM 1200EX I,

Jeol (Jeol, Tokio, Japdn).

Las imagenes de TEM presentadas en este trabajo de Tesis, fueron tomadas por dos
microscopios. Por un lado, se utilizé un equipo JEM 1200EX I, Jeol (Jeol, Tokio, Japdn)
operando a una potencia de 80 kV y, equipado con una cdmara Erlangshen ES1000W
modelo 785 (Gatan Inc., Pleasanton, California, EE. UU.) perteneciente al Centro de
Microscopia Electrénica de la FCV-UNLP (Figura 1.1); y el otro equipo utilizado fue un

HR-TEM TALOS F200X S/TEM (Thermo Fisher Scientific, EE. UU.), equipado con una
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sonda para deteccion de sefiales de espectroscopia de rayos X de energia dispersiva
(EDS), el cual permite obtener, ademas del tamafio y morfologia de las nanoparticulas,
una caracterizacidon quimica en 3D mediante un mapeo composicional de la muestra .

Este equipo pertenece a Y-TEC (YPF Tecnologia).

Las observaciones se llevaron a cabo colocando gotas de las muestras en rejillas o grillas
de C, sin tratamiento previo, las que luego se dejaron secar durante aproximadamente
10 minutos. Las micrografias de TEM fueron procesadas utilizando el software Image)
Software™ (Schneider, Rasband, y Eliceiri, 2012a), a partir del cual se determinaron los

tamafios (didmetro medio) de las AgNPs y su polidispersidad.

La polidispersidad se obtuvo a partir del tamafio y la desviacién estandar calculada para
la distribucion de tamanos, y se define como el cociente entre la desviacion y el tamafio
medio obtenido para las nanoparticulas (Okada y Kokhanovsky, 2009). La
polidispersidad brinda una idea sobre la distribucion global de tamafios de las NPs

sintetizadas, asumiendo una sola media.

3.2.3. Microscopia electronica de barrido (SEM)

Las imagenes de un microscopio electrénico se obtienen mediante la deteccion,
procesamiento y visualizacién de las seiales resultantes de las interacciones entre un
haz de electrones de alta energia con la materia. Estas interacciones pueden

proporcionar informacion sobre topografia, composicién y estructura cristalografica.

Los microscopios electrénicos de barrido constan de un cafién electrénico en una
columna de alto vacio, del orden de 10-5 mm de Hg, en la cual se genera un haz de
electrones de alta energia (5 - 30 kV). Este haz es colimado por una serie de lentes
electrdnicas y focalizado sobre la muestra analizada. Los detectores registran las sefales
originadas por la interaccion entre el haz de electrones y la muestra, que son procesadas
y visualizadas en el monitor de la computadora asociada al equipo. A diferencia de una
imagen Optica, el microscopio electréonico de barrido no forma una imagen real del
objeto, sino que construye una imagen virtual a partir de alguna de las sefiales emitidas

por la muestra.
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Figura 1.2: Esquema de funcionamiento de un microscopio electréonico de barrido (adaptado de

la pagina: www.microscopioelectrdnico.top) y fotografia del equipo utilizado.

La caracterizacién de las nanoparticulas de plata sintetizadas se complementd con
imagenes obtenidas en el Centro de Microscopia Avanzada (Fac. de Cs. Exactas y
Naturales, UBA) con un SEM Zeiss SupraTM 40 (Alemania) el cual cuenta con un caidén
de electrones por emision de campo, una columna GEMINI® de tercera generacién y un

detector In-Lens (Figura 1.2). El voltaje de aceleracion utilizado fue de 3,00 kV.

Las observaciones se llevaron a cabo colocando gotas de las muestras sobre cintas bifaz
de carbono colocadas sobre tacos de bronce, las que luego se dejaron secar. Las
micrografias de SEM fueron procesadas utilizando el software Image) Software™
(Schneider, Rasband, y Eliceiri, 2012), a partir del cual se determinaron los tamafios

(didmetro medio) de las AgNPs y su polidispersidad, como se describié previamente.

3.2.4. Potencial Z

Como se puede observar en la Figura 1.3, la superficie de las particulas en solucién se
encuentra cargada eléctricamente y esto influye en la distribucion de los iones
circundantes en la interfase, resultando en un aumento de la concentracién de iones
con carga opuesta (contra-iones). De esta forma, cada particula en solucién se encuentra
rodeada por contra-iones, generando una capa rigida conocida como capa de Stern;
seguida por una capa difusa donde los iones con carga opuesta son todavia atraidos por
la particula inicial, pero rechazados por la capa de Stern y otros iones. Los contra-iones
tienen una concentracién alta cerca de la superficie, la cual va disminuyendo

gradualmente hasta que se equilibra con la concentracién de contraiones en el seno de
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la solucién. De esta manera, crean una doble capa eléctrica en la interfase particula-
liquido cuyo espesor depende del tipo y concentracidn de los iones en solucidn, asi como

también del pH y la fuerza idnica de la misma (Bhattacharjee, 2016).

Contra-ion positivo (%]
lon negativo 9 ‘

Coloide altamente
negativo

Capa de Stern

Capa difusa

lones en equilibrio =l
con la solucion o O

Figura 1.3: Formas de visualizar la doble capa. El lado izquierdo muestra el cambio en la densidad
de carga alrededor del coloide, mientras que el derecho, la distribucidn de iones positivos y

negativos alrededor del coloide cargado. Esquema adaptado de Zeta-meter Inc. (2008).

La nanoparticula y su atmdsfera cargada generan un potencial eléctrico relativo a la
solucidn, el cual tiene un valor maximo en la superficie y disminuye gradualmente con
la distancia desde la NP hacia el seno de la solucién, aproximandose a cero fuera de la
capa difusa. Esta caida del potencial determina a qué distancia entran en juego las

fuerzas repulsivas entre las nanoparticulas. Un punto importante es el potencial donde
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se unen la capa difusa y la de Stern, el cual es conocido como potencial zeta (potencial
Z, {). Este parametro es importante ya que puede medirse facilmente, mientras que la
carga superficial de una particula y su potencial no pueden determinarse (Bhattacharjee,
2016). En presencia de agua, existe una gran doble capa que permite que este potencial

sea una buena aproximacion del potencial superficial de la particula.

El potencial Z es util para seguir el comportamiento de un sistema coloidal
nanocompuesto ya que, muestra los cambios en el potencial de la superficie y en las
fuerzas de repulsion entre particulas adyacentes de carga similar en la dispersién; lo cual

permite realizar predicciones sobre la estabilidad de los sistemas coloidales.

Los valores pequefios de potencial Z indican que las fuerzas atractivas pueden exceder
a las fuerzas de repulsion, haciendo que la dispersién se desestabilice. En cambio, si las
particulas en suspension tienen un potencial zeta mas alto, negativo o positivo, van a
tender a repelerse de modo que no se produzca floculacion. Generalmente se
consideran estables las suspensiones con valores de potencial Z + 30 mV (Haider y

Mehdi, 2014).

Como se menciond anteriormente, el potencial Z no puede medirse directamente, sino
que se deduce de modelos tedricos que se aplican a las medidas de la movilidad
electroforética de las soluciones. En la practica, se aplica un campo eléctrico a la
dispersidén, y las particulas cargadas migran hacia el electrodo con carga opuesta
(electroforesis). Una de las formas de determinar la movilidad electroforética de las
particulas, es mediante la dispersidn de la luz electroforética (ELS, de sus siglas en inglés
Electrophoretic light scattering). Durante la electroforesis, las particulas en movimiento
dispersan la luz de un laser incidente cuya frecuencia es diferente a la del laser original
y el cambio de frecuencia es proporcional a la velocidad de las particulas (Figura 1.4)

(Kaszuba, Corbett, Watson, y Jones, 2010).
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Figura 1.4: Esquema de funcionamiento de un equipo de potencial zeta.

El potencial Z de las suspensiones conteniendo las AgNPs sintetizadas se midid utilizando
un equipo SZ-100 Nanopartica (Horiba Scientific, Japdn) aplicando un voltaje de 3,3V a
25 °Cy con un angulo de deteccién de 90°. Las muestras fueron diluidas (1:2) utilizando
una solucién de KNO3 1073M como electrolito soporte (a fin de ajustar la fuerza idnica),
y sonicadas durante 15 min antes de la determinacidon. La determinacién se realizd al

menos por duplicado.

3.3. Desarrollo de las peliculas nanocompuestas

Una vez que se caracterizaron las nanoparticulas de plata se continud con el desarrollo
de los materiales nanocompuestos en donde la sintesis de las AgNPs se llevo a cabo in

situ en las suspensiones filmogénicas.

En primer lugar, se prepararon suspensiones acuosas de almidén de maiz comercial
(Maizena®, Unilever, Argentina) al 3 % p/v (3 g de almidon/100 mL). Segun Liu y Han,
(2005) esta seria una concentracion critica para la obtencién de peliculas con este tipo
de almidén mediante la técnica de moldeo y deshidratacion (casting), ya que, a
concentraciones menores la gelacidén de las suspensiones de almiddn gelatinizadas se

dificulta y con ello la formacion de una matriz cohesiva y continua en los films durante
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la etapa de secado. Las suspensiones filmogénicas fueron gelatinizadas durante

20 min a 90 °C en un baio termostatico y con agitacidn constante.

Segun el protocolo descripto en Ortega y col. (2017), a las suspensiones filmogénicas
gelatinizadas se les incorpord un volumen tal de AgNOs 6,5 10* M (Biopack, Argentina)
a fin de tener una concentracion final de plata en las peliculas de 5; 10; 25 y 50 uM
(equivalente a 14,3; 28,6; 71,5 y 143 ppm en las peliculas nanocompuestas
respectivamente). Seguidamente se agregaron 20 mL de una solucién de maltosa
1,3 103 M (Biopack, Argentina); esta concentracién al estar en exceso con respecto a la
concentraciéon de plata asegura el efecto reductor del disacdrido. La concentracién de
maltosa se mantuvo constante en todos los ensayos. A continuacion, el sistema
permanecié en agitacion constante durante otros 20 min a 90 °C para lograr la sintesis
de las AgNPs. Finalmente, las suspensiones gelatinizadas se dejaron enfriar hasta
50 °C y se les incorpord glicerol (Anedra, Argentina) como plastificante en una
concentracion del 30 % p/p respecto a la masa de almiddn en la suspension filmogénica.
La concentracion utilizada de plastificante fue optimizada previamente por Lépez,
Giannuzzi, Zaritzky, y Garcia (2013). Un esquema del procedimiento se muestra en la

Figura 1.5.

De modo similar se obtuvieron las muestras control (sin AgNPs), reemplazando las
soluciones de AgNOs por el volumen equivalente de agua ultrapura, simulando todo el

proceso.

Los films se obtuvieron mediante la técnica de casting para lo cual se pesaron 20 g de
suspension filmogénica en placas de Petri de 9 cm de didmetro con el fin de obtener una
relacion de moldeo (masa de suspension filmogénica: area de placa) constante de
0,3141 g/cm?. A continuacion, las muestras se secaron a 50 °C en estufa hasta alcanzar
peso constante (aproximadamente 5 h). Los films fueron removidos de las placas y se
acondicionaron a 25 °Cy 70 % de humedad relativa (HR) por 4 dias antes de realizar la

caracterizacion de los materiales.
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Figura 1.5: Diagrama del proceso de obtencidn de las peliculas nanocompuestas.

3.4. Técnicas de caracterizacion aplicadas a los materiales desarrollados

3.4.1. Espesor de las peliculas

El espesor de las peliculas se determind utilizando un medidor electrénico, Digital
Ultrasonic Thickness Gauge Meter CM-8822 (Nueva York, E.E.U.U.), sobre una base no
ferrosa. Se realizaron 15 medidas de manera aleatoria sobre la superficie de cada
muestra y los resultados informados corresponden al promedio de los valores

obtenidos, indicandose ademas las desviaciones estandar.

3.4.2. Propiedades 6pticas: color, capacidad de barrera al UV-vis, opacidad y/o
transparencia
Las caracteristicas 6pticas de las peliculas y envases utilizados en alimentos como brillo,
opacidad, color y transparencia condicionan la aceptacién de los productos envasados
por parte de los consumidores. Asi, la determinacion de las propiedades opticas de los

materiales obtenidos resulta mas que relevante.
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3.4.2.1. Color
El modelo cromatico CIE L*a*b* (CIELab) se utiliza para describir los colores que el ojo
humano puede percibir. Los tres parametros que utiliza el modelo son la luminosidad
L*, y los parametros de cromaticidad a* y b*. La luminosidad, varia entre O para el negro
mate, y 100 para el blanco. Los valores de a* negativos representan color verde,
mientras que los positivos, rojo. El parametro b* indica color azul cuando toma valores

negativos, y amarillo para valores positivos (Figura 1.6).

L = 100 (blanco) + b (amarillo)
+b (amaiillo) /

— 2 (verde)

+ a (rojo)

L =0 (negro)

Figura 1.6: Parametros de color superficial: luminosidad (L*) y de cromaticidad a* (rojo-verde)

y b* (amarillo-azul).

Las medidas de color superficial se realizaron utilizando un colorimetro Minolta CR Serie
300 (Tokio, Japdn), calibrado con una placa estandar (L*= 97,54, a*= -0,03, b*= 1,74).
Las peliculas se colocaron sobre la placa estdndar y se efectuaron cinco medidas al azar
sobre cada muestra. A partir de los datos obtenidos se pudieron determinar los

parametros C* (chroma) y Hue (tonalidad):

C* =./(a*? +b*?) [1.1]

H' = arc tan (Z—) [1.2]

Asimismo, se calcularon las diferencias de luminosidad (AL) y de los parametros de
cromaticidad (Aa y Ab), teniendo en cuenta los datos del estdndar utilizado para

determinar la diferencia de color (AE) mediante la expresion:
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AE = /(AL)? + (Aa)? + (Ab)? [1.3]

Los resultados informados en este trabajo de Tesis corresponden a los valores promedio

obtenidos, mostrandose ademas la desviacion estandar.

3.4.2.2. Capacidad de barrera UV, opacidad y transparencia

Para la determinacion de la capacidad de barrera a la radiacién UV, opacidad vy
transparencia tanto de las peliculas control como de las nanocompuestas, se cortaron
muestras de 1 cm de ancho por 3 cm de largo, se colocaron en una celda de cuarzo y se
registrd el espectro de absorbancia entre 200 - 700 nm utilizando un espectrofotémetro

T90+UV/vis Spectrometer (PG Instruments, EE.UU.).

La capacidad de barrera al UV se calculé como el drea de integracion bajo la curva del
espectro registrado entre 200 y 400 nm y fue expresada como unidades de absorbancia

por nanémetro (AU x nm).

En forma analoga, se determind la opacidad de las peliculas como el drea de integracion
bajo la curva registrada entre 400 y 700 nm y se expresd en unidades de absorbancia
por nandmetros (AU x nm) segun lo descripto por Gontard, Guilbert, y Cuq (1992). Esta
técnica sigue las recomendaciones del método estandar para la determinacién de
turbidez y transmitancia luminosa de plasticos transparentes ASTM D 1003-00. Mientras
gue la transparencia se calculé como la absorbancia medida a 600 nm dividido por el

espesor de la pelicula expresado en mm, seglin Zhang y Han (2006).

Las muestras se analizaron al menos por triplicado y los resultados corresponden al

promedio de los valores obtenidos, indicdndose ademas las desviaciones estandar.

3.4.3. Permeabilidad al vapor de agua

Una de las propiedades mas importantes al momento de desarrollar un material para el
envasado de alimentos es la permeabilidad al vapor de agua (WVP por su sigla en inglés

water vapor permeability) ademas de a los gases.
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El vapor de agua es uno de los principales permeantes estudiados en alimentos, ya que
puede transferirse del medio interno o externo a través del envase, provocando cambios

en la calidad del producto lo que condiciona su vida util.

Algunos autores (Cagri, Ustunol, y Ryser, 2004; Su y col., 2010), coinciden en que la WVP,
es una medida de la facilidad con la que el vapor de agua puede atravesar un material.
Este proceso puede darse por dos mecanismos; por un lado por capilaridad, el cual
implica que puede haber alguna imperfeccidon en la pelicula (como por ejemplo gran

porosidad) y el proceso de permeabilidad por difusién que incluye:

e Adsorcién de las moléculas permeantes desde/entre la atmdsfera interna/externa;
e difusidn de las moléculas permeadas a través de la pelicula;

e y finalmente pasaje al otro lado de la pelicula.

El segundo paso del proceso, la difusion, depende del tamafio, forma y polaridad del

permeante, cristalinidad del material y sus caracteristicas microestructurales.

Para determinar la permeabilidad al vapor de agua se utilizé el método gravimétrico
ASTM E96 (2000) con algunas modificaciones. Las muestras a analizar se colocaron en
celdas acrilicas de permeacién que cuentan con una abertura circular de area conocida,
y en su interior contienen silica gel (0 % HR) como se muestra en la Figura 1.7.
Seguidamente se pesaron las celdas en una balanza analitica y se colocaron en un
recipiente hermético equilibrado a 75 % HR con una solucién saturada de NaCl. El

recipiente conteniendo las celdas se mantuvo en una camara a 20 °C.

Tornillo para
cerrar

ey

[

— Tapa

O-ring
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. ~>; silica gel

Figura 1.7: Celda de permeaciéon modelo y fotografia de la utilizada en el ensayo.
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La diferencia de presién parcial de vapor de agua existente a ambos lados de la pelicula
proporciona la fuerza impulsora para el flujo de vapor. A intervalos regulares de tiempo
se pesaron las celdas y se calcularon los cambios de peso de las mismas; estos cambios
(ganancia de peso) se graficaron en funcién del tiempo. De las rectas obtenidas se
obtuvo la pendiente y la permeabilidad al vapor de agua se calculé a partir de la
siguiente ecuacion:

wyp = G

AXAP [1.4]

donde (Aw/At) es la pendiente de la recta de ganancia de peso calculada mediante
regresion lineal (expresada en g/s), & es el espesor de la pelicula (expresado en m), A es
el drea expuesta (1,81 102 m?) y AP es la diferencia de presidon parcial de vapor de agua
a través de la pelicula (1753,55 Pa a 20 °C). Las muestras se analizaron al menos por

duplicado.

3.4.4. Solubilidad y contenido de humedad
La solubilidad de las peliculas se determiné en agua desionizada a dos temperaturas: 25
y 100 °C. Se cortaron muestras de 2 x 2 cm, se pesaron (peso seco inicial), se colocaron
en vasos de precipitados conteniendo 80 mL de agua desionizada y se mantuvieron en
agitacion constante a 200 rpm durante 1 h a la temperatura correspondiente (25 o 100
°C). Finalmente, las muestras se recuperaron por filtracion y se secaron en estufa a 105

°C hasta peso constante (peso seco final).

El porcentaje total de materia soluble (% de solubilidad) se calculd a partir de la siguiente

expresion:

Solubilidad (%)

X 100 [1.5]

_ [(Peso seco inicial—Peso seco final)
Peso seco inicial

Para cada condicidn, las muestras se analizaron al menos por duplicado.

Por otra parte, el contenido de humedad se determind gravimétricamente, se cortaron

peliculas de 2 x 2 cm las que se pesaron, se secaron en estufa a 105 °C hasta peso
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constante y se registré el peso de las mismas nuevamente. Los resultados se expresaron

en porcentaje (%). Las determinaciones se realizaron al menos por duplicado.

3.4.5. Propiedades mecanicas

Debido a que los materiales poliméricos cuentan con diferentes propiedades mecanicas
segln su naturaleza quimica, el comportamiento de los mismos cuando se someten a
fuerzas externas es muy variable, dependiendo tanto de factores estructurales
(estructura quimica, peso molecular, grado de cristalinidad, entrecruzamiento, etc.),
como ambientales (temperatura y humedad relativa) y otras caracteristicas de ensayo
(Clark, 1985). La interpretaciéon de estos aspectos aporta datos utiles y permite
caracterizar las peliculas desarrolladas para su aplicacion industrial; por ejemplo, la
aplicacion de polimeros con propiedades mecdnicas deficientes podria causar dafios

tanto en el envase, como en el producto alterando su calidad.

Las caracteristicas mecanicas de los materiales realizados en este trabajo de Tesis se
obtuvieron mediante ensayos de traccién segun lo propuesto por el método ASTM
D882-02 (2002). La determinacién implico la separacidn, a velocidad constante, de los
extremos de una probeta de pelicula sostenida por mordazas, registrando al mismo

tiempo la resistencia que el material ofrecia a esta deformacién.

Los ensayos de traccidn se realizaron con un texturémetro TA.XT2i-Stable Micro Systems
(Surrey, Reino Unido), utilizando mordazas de tension A/TG. Para la determinacidn se
dispuso de probetas rectangulares de 0,6 cm de ancho y 7 cm de longitud, ensayando al
menos 9 probetas por cada muestra. La velocidad de deformacién aplicada a las

peliculas fue de 1 mm/s en el ensayo y la de pre y post-ensayo fue de 5 mm/s.

Utilizando el software Texture Expert Exceed se registraron las curvas de fuerza (N) vs
deformacion (mm) a partir de las cuales se pudieron obtener los siguientes pardmetros

(Sarantépoulos y col., 2002):

e Fuerza de ruptura (N): fuerza registrada al momento de la ruptura.
e Esfuerzo de tension (MPa): cociente entre la fuerza maxima y la seccién transversal de

la pelicula (espesor por ancho de la probeta).
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e Moddulo eldstico (MPa): relacién entre la tension y la deformacién en la regidn lineal de
la curva esfuerzo vs deformacion.

e Elongaciénalaruptura: relacidn entre la deformaciéon al momento de la ruptura dividida
por la longitud inicial de la probeta, expresada como porcentaje.

e Trabajo o energia de traccidén para la ruptura: area bajo la curva de esfuerzo vs

deformacidn, expresada en (J).

Las probetas que fueron sometidas a los ensayos de traccidn se observaron al SEM con
el fin de vincular el comportamiento mecdnico del material y la microestructura de las
peliculas resultantes. Se realizd la observacidn tanto de las superficies como de las
secciones transversales de las probetas. Los estudios de la morfologia de las peliculas se
realizaron en el Laboratorio de Investigaciones de Metalurgia Fisica (Dpto. de Mecénica,
Facultad de Ingenieria, UNLP), por microscopia electrénica de barrido con un SEM FEI
QUANTA 200 (Japdn) con detector de electrones Apollo 40, utilizando un voltaje de

aceleraciéon de 10 kV.

Las muestras se montaron en tacos de bronce con una cinta de carbono bifaz y se
recubrieron con una capa de oro (40 - 50 nm), permitiendo asi la visualizacion de las
superficies y de las secciones transversales. Ademads, las observaciones SEM también

permitieron evaluar el espesor de las peliculas.

Ademas, con el fin de comprobar la presencia de las NPs en las peliculas desarrolladas
se utilizd la técnica de espectroscopia de dispersidon de rayos X (EDX) utilizando una
microsonda EDX y un detector EDAX®. La microsonda detecta el espectro de rayos X de
cada elemento generado por el haz de electrones al incidir sobre la muestra, midiendo
la concentracion de los elementos y permitiendo un analisis quimico. Esta herramienta
se utilizdé para detectar la presencia de Ag tanto en la superficie como en la seccién

transversal de las peliculas nanocompuestas.

3.4.6. Capacidad de termosellado
En la industria de los envases y embalajes, el sellado por calor es ampliamente utilizado
para unir peliculas de polimero, y la capacidad de termosellado del material va a
determinar ademas, la integridad del envase final. El termosellado es un proceso en el

cual dos peliculas se presionan juntas entre placas o matrices calientes y a su vez se
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ejerce presion. La superficie del polimero se funde debido al calor y la aplicacion de
presion durante un cierto tiempo da como resultado la aparicién de interacciones
interfaciales. Luego, al enfriarse se produce una unién termosellada debido a la
solidificacion del polimero (Nafchi, Cheng, y Karim, 2011). La resistencia del
termosellado es una medida que se utiliza en el proceso de validacidn y control de
materiales de envases, y depende del espesor de la pelicula. Esta medida determina el
funcionamiento del envase, y permite evaluar cémo se separan dos superficies selladas
en un ensayo de resistencia a la traccién. La norma ASTM F 88-00 (2001) describe
diferentes modos de falla: adhesiva, cohesiva, ruptura cerca o lejos del cierre,

estiramiento y adhesiva + estiramiento (Figura 1.8).
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Figura 1.8: Ejemplos de fallas observadas en un ensayo de resistencia a la traccion de un material
termosellado segun la norma ASTM F 88-00 (2001).

Se evalud la capacidad de termosellado de las peliculas con concentracion de AgNPs de
143 ppm, utilizando una selladora térmica por impulso manual (Lipari, Rosario,

Argentina) sobre muestras de 9 cm de diametro.

La resistencia del termosellado, indicador de la calidad del cierre, se evalud en el
texturémetro previamente mencionado, equipado con un sistema de mordazas de
tension A/TG sobre probetas de 7 cm de longitud por 0,6 cm de didametro siguiendo el

protocolo descripto en Ortega y col. (2017). A continuacion, se registraron los patrones
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mecanicos y se determinaron los modos de falla de los cierres de acuerdo a la norma

ASTM F 88-00 (2001).

Para las fallas donde la ruptura se produjo cerca del cierre, se calculd la resistencia
maxima a la traccién, mientras que, para las fallas adhesivas, cohesivas o de
delaminacion se determind la resistencia media del termosellado. Ambas resistencias
fueron expresadas en MPa. Ademas, se calculd la energia necesaria para la ruptura del
termosellado como el area bajo la curva de fuerza vs deformacién, la que se expreso en
J. Se analizaron 9 muestras y los resultados presentados corresponden al valor promedio

y su desviacion estandar.

3.4.7. Caracterizacion microestructutal

3.4.7.1. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier con

reflectancia total atenuada (ATR-FTIR)

Una técnica sencilla y muy utilizada para obtener informacién sobre la estructura de un
material polimérico es la espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR)
ya que, la posicién e intensidad de los picos que aparecen en el espectro estdn
relacionados con los diferentes grupos funcionales presentes. Ademds de permitir
identificar y conocer la estructura de una muestra, en el caso de materiales poliméricos
aporta informacion sobre cambios estructurales provenientes de procesos de
degradacion, presencia de aditivos o aparicién de nuevas especies en la superficie del
material debido a algun tratamiento superficial aplicado. Asimismo, permite estudiar la

compatibilidad e interacciones entre los componentes de la muestra.

En el drea de los materiales poliméricos, la espectroscopia FTIR con accesorio de
reflexion total atenuada (ATR) permite el analisis no destructivo de muestras debido a
gue éstas pueden presionarse suavemente sobre el cristal, dpticamente denso, y el haz
IR va a interactuar con la muestra en la interfase. Esta técnica mide los cambios que
ocurren en un haz reflejado internamente cuando éste entra en contacto con la

muestra.

Los espectros IR de las peliculas desarrolladas para este trabajo de Tesis fueron

obtenidos con un espectrémetro FTIR Nicolet-iS10 (Thermo Scientific, MA, EE.UU.) con

43



un accesorio ATR de diamante (Thermo Scientificc MA, EE. UU.). Las muestras se
colocaron directamente sobre el cristal y se tomaron 32 barridos con una resolucién de
4 cm? en el rango de 4000 - 400 cm™. Las mediciones se analizaron al menos por
triplicado y los resultados se procesaron utilizando el software Omnic 9T™ (Thermo
Scientific, EE. UU.). Se identificaron la posicidn de los picos principales del espectroy en
el caso de la zona de la huella digital de azucares, se analizé la regién comprendida entre
1200y 900 cm™ a través de la deconvolucidn de las bandas obtenidas. A tal fin se utilizé
la segunda derivada de los espectros para estimar el numero, la posiciéon y la
contribucién relativa de los componentes individuales a la banda espectral. La
deconvolucién espectral de los picos en la regién mencionada, se realizé mediante el
uso de algoritmos de ajuste tedrico de curvas al espectro experimental. El ajuste se
realiza generalmente utilizando la funcién resultante de la suma de funciones

Gaussianas o Lorentzianas o una combinacion de ambas.

3.4.7.2. Espectroscopia de difraccién de rayos X
Un espectro de difraccidon de rayos X de un material semicristalino, como el almidén, se
caracteriza por la presencia de picos de absorcion y una zona de contribucién amorfa,
cuanto mayor es esta zona menor es el grado de cristalinidad de la muestra (Figura 1.9).
Esta técnica permite obtener informacidn sobre la estructura del material analizado ya

que el diagrama de difraccidon es como una “huella dactilar” de las sustancias cristalinas.

Intensidad relativa

20 (grados)

Figura 1.9: Difractograma tipico de un material semicristalino.
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Para evaluar la cristalinidad de las peliculas, se utilizéd un difractémetro X'Pert Pro
PAnalytical Model PW 3040/60 (Almelo, Holanda) provisto de un tubo con un dnodo de
CukK, que emite radiacion de A=1,543 nm, y un detector que operd con una voltaje de 40
kV y una corriente de 40 mA. Los difractogramas se obtuvieron desde 26 = 3° hasta 26 =
60°. Para cuantificar la cristalinidad, se utilizé una adaptacidn del método propuesto por
Hermans y Weidinger (1948) para materiales semicristalinos; en el cudl se estima,
mediante una integracion, la relacién del area de los picos de absorcién (que se atribuye
a las regiones cristalinas) respecto al drea total de la muestra (Ottenhoff, 2003). El grado

de cristalinidad de una muestra puede calcularse como:

A

Grado de cristalinidad (%) =
(A+B)

X 100 [1.6]

donde A corresponde al drea de los picos de absorcidon y (A+B) es el area total del
difractograma, determinadas mediante el procesamiento de los difractogramas con el

programa Origin versién 8.5, (OriginLab Corporation, EE. UU.).

3.4.7.3. Transiciones térmicas: calorimetria diferencial de barrido modulada

(MDSC)

La calorimetria diferencial de barrido es una de las técnicas mds adecuadas para
determinar las transiciones de fase en materiales organicos, inorganicos o en productos
alimenticios. Se toma una muestra de una masa conocida y se la somete a un programa
de calentamiento o enfriamiento controlado para luego analizar los cambios que se
producen en su capacidad calorifica a medida que se modifica el flujo de calor a fin de
mantenerla a la misma temperatura que la referencia. Los cambios entdlpicos se

registran como endotermas o exotermas, segun el proceso que sufra la muestra.

La calorimetria diferencial de barrido modulada (MDSC de sus siglas en inglés modulated
differential scanning calorimetry), a diferencia de los analizadores térmicos
convencionales, utiliza dos velocidades de calentamiento simultaneas, una velocidad de

calentamiento lineal que brinda informacion similar al DSC estandar, y una velocidad de
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calentamiento modulada o sinusoidal que permite medir simultdneamente la capacidad
calorifica de la muestra y diferenciar entre los eventos reversibles (dependientes de la
capacidad calorifica) e irreversibles (dependientes del tiempo y la temperatura) que
experimenta la muestra. Ademas, una de las ventajas de la técnica de MDSC es que
permite obtener una mayor resoluciéon de transiciones complejas o eventos muy
proximos al poder distinguir entre los eventos reversibles o no reversibles. Esto se debe
a que en muchos casos, dependiendo de las caracteristicas del material las transiciones
térmicas se solapan en una misma region, no siendo posible diferenciarlos mediante la

técnica de DSC convencional.

Para realizar los ensayos en este trabajo de Tesis se utilizé un calorimetro de barrido
diferencial Q100 controlado por el médulo TA 5000 (TA Instruments, EEUU). Se pesaron
aproximadamente 8 mg de peliculas en capsulas de aluminio herméticas para evitar la
pérdida de agua. Previo a la determinacion, las muestras se acondicionaron a 25 °Cy
70 % HR y como referencia se usé una capsula vacia. Las muestras se calentaron desde
-100 a 200 °C a una velocidad de calentamiento de 10 °C/min, bajo una atmdsfera de N3
operando con un caudal de 20 mL/min. Para la modulacion de la sefial se utilizé un
periodo de 40 s y una amplitud de 0,5 °C. De los termogramas obtenidos se obtuvo la
temperatura de inicio (To), temperatura de pico (Tp), y entalpia asociada a dicha
transiciéon térmica (AH). Asimismo, la temperatura de transicion vitrea (Tg) que
corresponde a una transicion de segundo orden se determind como la temperatura en
el punto medio de inflexion de la linea de base de la seial del flujo de calor reversible.

Las muestras se analizaron al menos por duplicado.

3.5. Evaluacion de la capacidad antimicrobiana de las peliculas

Las peliculas y recubrimientos que presentan capacidad antimicrobiana se enmarcan
dentro del concepto de “envase activo” y se han desarrollado para reducir, inhibir o
detener el crecimiento de microorganismos patdgenos responsables de enfermedades
transmitidas por alimentos. En el presente trabajo de Tesis se realizaron ensayos de
inhibicion utilizando diferentes microorganismos, cuidadosamente seleccionados como

responsables de enfermedades transmitidas por alimentos (ETAs).
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3.5.1. Preparacion de los indculos

Para el preparado de los indculos se aislaron cepas de Staphylococcus aureus ATCC,
Salmonella spp. y Escherichia coli ATCC que se cultivaron en caldo nutritivo TSB (Caldo
Triptona Soja), el cual favorece el crecimiento de una amplia variedad de
microorganismos, en especial las bacterias anaerobias facultativas y aerobias comunes.
A continuacion las cepas se incubaron a 37 °C durante 12 h, hasta alcanzar una
concentraciéon de 108 - 10° UFC/mL (UFC: Unidades Formadoras de Colonias)
determinada por densidad o6ptica (DO). Luego se realizaron diluciones 1:10 de los
indculos con agua peptona al 1 % estéril. La cepa de Penicillium spp. ensayada se cultivd

previamente en caldo triptona soja a 25 °C.

3.5.2. Determinacion de la capacidad antimicrobiana

Con el fin de evaluar la capacidad antimicrobiana de las peliculas desarrolladas con
AgNPs frente a los microorganismos patdgenos citados anteriormente, se realizaron
ensayos de difusidon en agar siguiendo el protocolo propuesto por Pranoto, Rakshit, y
Salokhe (2005). Para el ensayo con las bacterias, se utilizaron placas con agar Mueller-
Hinton (Merck), el cual es ampliamente utilizado para pruebas de sensibilidad. Las placas
fueron inoculadas de manera estéril con 100 pL de una solucién del cultivo original de
los microorganismos a ensayar, diluida 4 veces. Sobre las mismas, y con ayuda de una
pinza estéril, se colocaron dos discos de 2 cm de didmetro de cada una de las peliculas
a ensayar. Todas las muestras se incubaron a 37 °Cy se realizaron observaciones visuales

y registros fotograficos a las 24,48 y 72 h.

En el caso del Penicillium spp. se utilizé como medio de cultivo agar YGC (Extracto de
levadura-glucosa-cloranfenicol; Merck) que es selectivo para mohos y levaduras. Al igual
gue con las bacterias, se inoculd con 100 uL de una solucidn diluida 4 veces del cultivo
original y luego se colocaron sobre cada placa dos discos de 2 cm de didmetro de
pelicula. Se incubaron en las mismas condiciones que las descriptas anteriormente, y se
visualizaron a las 72 h y 5 dias. Los ensayos fueron realizados al menos por duplicado en

todos los casos.
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3.6. Efecto del contenido de almiddn sobre matrices nanocompuestas conteniendo

AgNPs

Una vez que se obtuvieron y caracterizaron las peliculas nanocompuestas se decidid
evaluar el efecto de la concentracidn de almiddn nativo en la sintesis de de AgNPs in situ
(143 ppm). Nuevamente se analizaron las caracteristicas de las AgNPs sintetizadas in
situ, se evalué el comportamiento reoldgico de las suspensiones filmogénicas y las
propiedades finales de las peliculas obtenidas que determinan su posible aplicacién en

el envasado de alimentos.

3.6.1. Sintesis de nanoparticulas de plata acoplada a la suspension filmogénica

Las nanoparticulas de plata se sintetizaron in situ en la suspension filmogénica segun el
método previamente optimizado (Seccién 3.3). Se prepararon suspensiones
filmogénicas con 1y 5 % p/v de almidén de maiz nativo y se gelatinizaron a 90 °C durante
20 min, luego se agregaron 10 mL de AgNOs (6,5 10* M) y 20 mL de maltosa
(1,3 1073 M), los sistemas se mantuvieron bajo agitacion constante durante 20 minutos
a 90 °C. Las suspensiones gelatinizadas se enfriaron a 50 °C y se afiadid glicerol como

plastificante a una concentracién de 30 % p/p.

Asimismo, se prepararon peliculas de almidén sin AgNPs (peliculas de control)

reemplazando la solucién de AgNO3s por 10 mL de agua ultrapura.

3.6.2. Caracterizacion de las suspensiones filmogénicas
Para la caracterizaciéon microscdpica y las medidas de potencial zeta (), se prepararon
suspensiones con una concentracién mayor de AgNPs (500 uM) que contenian 1,3y 5
% p/v de almidén soluble, para mejorar la visualizacion al igual que se realizd

anteriormente en la Seccion 3.1.

3.6.2.1. Microscopia electréonica de transmision de alta resolucién (HR-TEM)

La microscopia electrdnica de transmisién de alta resolucion (HR-TEM) se realizé en un
equipo TALOS F200X S/TEM (Thermo Fisher Scientific, EE. UU.) equipado con una sonda
para analisis de espectroscopia de rayos X dispersivos de energia (EDX) para observar

las caracteristicas de las nanoparticulas de plata (morfologia y tamafio) realizando
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ademads un mapeo de elementos. Las observaciones de HR-TEM se llevaron a cabo como

se detallé previamente (Seccién 3.3.2).

3.6.2.2. Potencial Z

El potencial Z se determind segun lo descripto en la Seccién 3.2.4 acorde a lo

mencionado en Ortega y col. (2019).

3.6.2.3. Caracterizacion reoldgica de las suspensiones filmogénicas

Conocer el comportamiento reoldgico de las suspensiones filmogénicas es de suma
importancia ya que permite determinar cuadles son las condiciones &ptimas de
procesamiento para obtener peliculas a escala industrial. Ademas, en el caso de
suspensiones nanocompuestas ayuda a comprender la relacidn estructura-propiedad
entre el polimero, en este caso, y las nanoparticulas incorporadas (Han, 2014; Romero-

Bastida et al., 2018).

Las propiedades reoldgicas de un fluido estan definidas por la relacién que existe entre
un sistema de fuerzas externas y su respuesta. Estas fuerzas externas estan
aw_rnw

representadas matematicamente por el esfuerzo de corte o de cizalladura “z”, y la

respuesta dinamica del fluido se cuantifica a partir de la velocidad de deformacién, “y ”.

La caracterizacién reoldgica de suspensiones filmogénicas se realizé en un redmetro
Rheo Stress 600 ThermoHaake (Haake, Alemania) con un sensor placa-placa PP35 a
temperatura constante controlada (20 °C) y una distancia de separacion fija (1 mm). El
modo rotacional se utilizd para investigar el comportamiento del flujo de las
suspensiones filmogénicas de control y nanocompuestas (Lopez, Zaritzky, y Garcia,
2010). A tal fin, la muestra se colocé en el sensor, se dejé en reposo durante 1 min vy
luego se aumento la velocidad de deformacion de 0 a 500 s durante 3 min (rama
ascendente), se mantuvo 1 min a esa velocidad de deformacion y posteriormente la

misma disminuyd hasta 0 s en 3 min (rama descendente).

Las curvas de esfuerzo de corte (7) vs velocidad de deformacion (¥ ) se modelaron como
fluidos newtonianos (t = ny) u Ostwald de Waele (t = Ky™), donde n es la viscosidad
del fluido newtoniano; K es el indice de consistencia y n es el indice de flujo. Para

sistemas no newtonianos, la viscosidad aparente se calculé en 500 s~ . Para evaluar la
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dependencia del comportamiento reoldgico con el tiempo se determinaron los indices
tixotrépicos o antitixotrépicos (Pa s), que corresponden al drea de histéresis entre las
curvas ascendente y descendente (Lopez, Garcia, y Zaritzky, 2008). Las mediciones se

realizaron al menos por duplicado para cada formulacién.

3.6.2.4. Cinética de secado

La formacidn de peliculas poliméricas ocurre por evaporacién del solvente en la técnica
de casting, involucrando fendmenos de transferencia de calor y masa, ademas de
reorganizacion de cadenas poliméricas. Debido a esto, tener conocimiento sobre los
fendmenos que ocurren durante el proceso de secado es fundamental cuando se intenta
reducir el tiempo del proceso y consumo de energia. Las peliculas biodegradables
generalmente se obtienen por la técnica clasica de casting, pero ésta presenta dos
desventajas importantes; por un lado se encuentra la dificultad de realizar una
produccién a gran escala y obtener un producto de mayor tamafio, y por otro, los
tiempos mas largos necesarios para el secado éptimo del material. Para superar estas
dificultades desde hace unos afios se ha propuesto al tape-casting (secado sobre un
soporte, que puede ser una cinta transportadora) como un procedimiento adecuado
para el escalado industrial de las peliculas biodegradable (Moraes, Scheibe, Sereno, y
Laurindo, 2013; Moraes, Scheibe, Augusto, Carciofi, y Laurindo, 2015). En ambos casos,
conocer la cinética de secado de las suspensiones filmogénicas a fin de obtener las

peliculas nanocompuestas es condicionante.

Se obtuvieron peliculas como se menciond en la Seccion 3.3, las suspensiones
filmogénicas se colocaron en placas y se secaron a 50 °C. Para evaluar la cinética de
secado de las suspensiones filmogénicas control y nanocompuestas, se determiné la
pérdida de peso de las muestras durante el secado pesando las placas de Petricon 20 g

de suspension filmogénica, exactamente pesados, a intervalos de 60 min.

Los resultados se expresaron como la relacién entre la masa en un momento t (M) con

respecto a la masa inicial (Mo) y se ajustaron al siguiente modelo empirico:

M2 =100 exp (—kt) [1.7]
Mo
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Las mediciones se llevaron a cabo por duplicado. Las peliculas obtenidas se

acondicionaron a 70% HR y 25 °C durante 4 dias previo a su caracterizacion.

3.6.3. Caracterizacion de las peliculas

La caracterizacidn de las peliculas control y nanocompuestas se realizd siguiendo las
metodologias mencionadas previamente, espesor (3.4.1), propiedades dpticas (3.4.2),
WVP (3.4.3), solubilidad (3.4.4), propiedades mecanicas (3.4.5), ATR-FTIR (3.4.7.1) y

capacidad antimicrobiana (3.5).

3.7. Aplicacion de las peliculas activas desarrolladas sobre alimentos

Entre los envases activos, el interés por los materiales antimicrobianos ha aumentado
significativamente, ya que, constituyen una opcién complementaria y prometedora al
uso de los métodos tradicionales de conservacién que controlan los microorganismos
indeseables en los alimentos. Particularmente, los envases antimicrobianos han sido
disefiados para inhibir el crecimiento de microorganismos patégenos y de aquellos que
pueden acelerar la descomposicidon de los productos envasados y, por lo tanto,
contribuir, junto con la proteccion fisica, a la extensidon de la vida util de los alimentos

que contienen.

La nanotecnologia ofrece nuevas posibilidades al desarrollo de sistemas de envasado
antimicrobiano o, mejoras a la actividad antimicrobiana de sustancias activas conocidas.
Como ya se ha mencionado, la alta relacién superficie-volumen y la actividad superficial
de los agentes antimicrobianos de tamafio nanométrico pueden combatir los
microorganismos no deseados con mayor eficacia que sus homédlogos a micro o macro-
escala (Yildirim y Rocker, 2018). En este sentido, la plata en nanoescala (AgNPs) ha sido

ampliamente utilizada debido a sus propiedades antimicrobianas.

Con el fin de evaluar la efectividad de las peliculas activas desarrolladas con AgNPs in
situ, las mismas se utilizaron para el envasado de un producto lacteo de humedad
intermedia. Se tomaron porciones regulares de un queso comercial de pasta blanday se
cubrieron a ambos lados con peliculas de almidén de maiz, plastificadas con glicerol y

conteniendo AgNPs in situ (143 ppm). Para obtener los envases las peliculas fueron
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termoselladas como se describié previamente. Se emplearon porciones de queso fresco
depositadas sobre placas de Petri como controles. Todas las muestras se colocaron en
bolsas sintéticas de PD 141(CRYOVAC®). Esta es una pelicula sintética a base de
polietileno de baja densidad de 75 um de espesor, especialmente disefiada para el
envasado de alimentos frescos refrigerados ya que presentan velocidades de
transmisién de oxigeno y diéxido de carbono elevadas que permiten controlar la

respiracion de los productos.

Las muestras de queso control y envasadas con las peliculas desarrolladas se
almacenaron a 4 °C, se realizé el recuento de hongos y levaduras a tiempo inicial y luego
de 7, 14, 21 y 28 dias de almacenamiento. Para ello se tomaron 10 g de queso que se
homogeneizaron en un Stomacher Seward Modelo 400 (Inglaterra) con 90 mL de agua
peptona al 0,1 % estéril. Para disminuir el error del muestreo se realizaron duplicados
del homogenato. Se sembraron 100 pL del homogenato en medio YGC (Extracto de

levadura, glucosa, cloranfenicol) y las placas se incubaron 5 dias a 25 °C.

Los recuentos de microorganismos viables se determinaron por conteo del nimero de
colonias formadas, expresandose los resultados como UFC/g de queso. Ademas con el
fin de identificar el género predominante en los microorganismos presentes, se realizé

la tincién de Gram correspondiente.

3.8. Analisis estadistico

Se realizaron andlisis multifactoriales de varianza mediante el uso del software Systat
(SYSTAT, Inc., Evanston, IL, EE. UU.) version 10.0 e InfoStat versién 2017 (Grupo InfoStat,
FCA, Universidad Nacional de Cdordoba, Argentina). Las diferencias en las propiedades
de las peliculas y las formulaciones se determinaron mediante el test de diferencia
minima significativa de Fisher (LSD) usando un nivel de significacion a=0.05. También se

empled el programa mencionado para el calculo de regresiones lineales y no lineales.

52



4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Caracterizacion de las nanoparticulas

La optimizacion de las condiciones de sintesis asi como la cinética del proceso se siguid
a través de espectrofotometria UV-visible. Esta técnica permite determinar la longitud
de onda caracteristica del plasmén de resonancia superficial (SPR) de las AgNPs, el cual
refleja la longitud de onda que hace que la nube de electrones que se encuentra
alrededor de estas nanoparticulas metalicas se polarice por efecto de la luz incidente
(Kerker, 1985). Para las nanoparticulas de plata el plasmén caracteristico se encuentra
en el rango de 400 - 450 nm (Kerker, 1985; Morales y col., 2009; Slistan-Grijalva y col.,
2005).

En primer lugar se registraron los espectros UV-visible para las suspensiones de
nanoparticulas preparadas con almidén soluble al 1% p/v, utilizando concentraciones de
AgNOs3 y maltosa 1 M. En la Figura 1.10 se puede observar la presencia del plasmén
caracteristico mencionado anteriormente, con un maximo de absorbancia en 423 nm,
el cual presenta un leve corrimiento hacia longitudes de onda mayores (426 nm) para la
muestra obtenida con maltosa 2M (Figura 1.10b). Esto confirma la formacion de las
AgNPs con el método propuesto. La amplitud observada en el plasmdn puede deberse
a la distribucién heterogénea en el tamafio de las NPs como ha sido reportado por otros
autores, y por la presencia de almidén como agente estabilizante (Khan y col., 2013;

Slistan-Grijalva y col., 2005).

El pico que presenta la soluciéon de AgNO3 a 300 nm (Figura 1.10a) se debe a la absorcién
UV-visible tipica de la solucidn segun lo reportado por Peng y col. (2018). Con respecto

al tiempo de sintesis, 20 min son suficientes para que las AgNPs se formen.

Cuando la sintesis de las nanoparticulas ocurre en condiciones donde el reductor duplica
la concentracion de AgNOs, se observa un ligero aumento en la intensidad del plasmén
caracteristico y del ancho de banda del mismo, lo que indicaria que si bien aumenta la
cantidad de nanoparticulas formadas aumentaria su polidispersidad. Segun lo estudiado
por Khany col. (2013), tanto la posicion del pico maximo como la forma de los espectros

de las nanoparticulas de plata, dependen de las condiciones experimentales de sintesis,
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es decir, de la naturaleza del agente reductor, el método de preparacion, la acidez de la

mezcla de reaccidn y de la ausencia/presencia de agentes estabilizantes.

a) 2,0
—— AgNOj3
= AgNP@mallM 20 min
- | ——— AgNP@mallM 30 min
q. 1'5 AgNP@mallM 60 min
=2
.o
[¥]
c
m
o]
=
=]
Wi
K+
<<

300 400 500 600 700

A (nm)
b) 20
——— AgNP@mallM 20 min
= AgNP@mallM 60 min
— AgNP@mal2M 20 min
< 1,5 AgNP@malt2M 60 min
2
X
o
c
m
Nel
o
(=]
v
o]
<

300 400 500 600 700
A (nhm)

Figura 1.10: a) Formacién de AgNPs utilizando maltosa 1 M como agente reductor a diferentes
tiempos. b) Espectros de absorcién UV-visible a distintos tiempos de AgNPs obtenidas con

maltosa 1y 2M.

Considerando que el objetivo de este Capitulo es el acoplamiento de la sintesis de las
nanoparticulas a la preparacién de la suspensién filmogénica para obtener los films
nanocompuestos, se realizd la sintesis de AgNPs a partir de AgNOs y maltosa 1M

utilizando almidén nativo al 1 % p/v.

En la Figura 1. 10a, se puede ver que practicamente no hay diferencias en los espectros
de las suspensiones coloidales conteniendo las AgNPs sintetizadas in situ, utilizando
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almidén de maiz nativo luego de una semana de almacenamiento. Aunque no es el
propdsito de este trabajo de Tesis, se podria considerar la posibilidad de preparar la
suspension filmogénica nanocompuesta y formular las peliculas en el transcurso de una
semana sin que se alteren las AgNPs incluidas, debiendo estudiarse la retrogradacién

del almiddn en esas condiciones.
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Figura 1.10: a) Espectros de absorcidon UV-visible de las AgNPs sintetizadas en almidén de maiz
nativo 1% inicialmente y luego de una semana. b) Evolucion de las AgNPs con almiddn al 3%

luego de una semana de almacenamiento.

La existencia del plasmdén confirmé la presencia de AgNPs sintetizadas in situ, la
eficiencia del acoplamiento de la sintesis y la preparacién de la suspension filmogénica
(Figura 1.10b). La amplitud observada del plasmdén puede atribuirse a las interacciones
de las NP con la matriz, o a una posible aglomeracion de las mismas. Los grupos -OH
hidrdfilos fueron responsables de la adsorcién de almiddn en la superficie de las AgNPs
a través de interacciones electrostaticas, esta hipdtesis concuerda con lo propuesto por
otros autores (Cheviron y col.,, 2014; Vigneshwaran, Nachane, Balasubramanya, y

Varadarajan, 2006).

Con el fin de conocer la morfologia de las nanoparticulas sintetizadas, las mismas fueron
estudiadas mediante TEM y SEM. Las observaciones por TEM mostraron que las
nanoparticulas obtenidas son de forma esférica (Figura 1.11), con un tamafio medio de
14,2 + 4,4 nm, el cual fue determinado con el software ImagelJ (Schneider y col., 2012)

basado en el recuento total de 450 nanoparticulas (Cheviron y col., 2014; Cheviron y
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col., 2015). La polidispersidad calculada para la muestra fue de 0,32. Se ha sefialado que
los valores de polidispersidad alrededor de 0,1 reflejan una poblacién monodispersa
homogénea, y si son mayores que 0,3 indican una mayor distribucién de tamafios, asi
como una mayor tendencia a la aglomeracion de las NPs (Sdnchez-Garcia y col., 2016).
Asi la polidispersidad de la muestra permitiria explicar que en algunos casos se observé

que las AgNPs se encontraban formando aglomerados en la matriz de almidon.

Frecuencia

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Diametro (nm)

Figura 1.11: Micrografia de TEM de las AgNPs con el histograma obtenido asociado. La imagen

incluye una micrografia S-TEM de las nanoparticulas.

En la Figura 1.12 se observa una micrografia de SEM que evidencia una distribucion
uniforme de las NPs, las cuales se presentan como puntos brillantes, en la matriz de
almiddén; ademas, se muestra que las AgNPs tienden a aglomerarse en ciertos sectores,
probablemente debido a su tamafio pequefio y a su polidispersidad (Ortegay col., 2017).
Las observaciones por microscopia electrénica permiten confirmar ademds que la
técnica de TEM (Figura 1.11) resulté ser una herramienta de caracterizacidon de las

AgNPs sintetizadas de mayor precisidon que la de SEM (Figura 1.12).
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Figura 1.12: Micrografias electrénicas de barrido obtenidas por evaporacion del solvente para
una suspension de AgNPs preparadas en almiddn de maiz: a) visualizacién panoramica de las
nanoparticulas en la suspensién, b) aumento de las AgNPs en la solucidn. Las nanoparticulas se

observan como manchas blancas brillantes.

Las medidas de potencial Z revelaron informacidn sobre la carga superficial de las AgNPs
sintetizadas, lo cual permitié evaluar la magnitud de las atracciones/repulsiones de
cargas entre las nanoparticulas y asi conocer de qué forma se encontraba afectada la
estabilidad de las mismas. El valor obtenido para las muestras fue de -12,7 mV al pH de
la suspension filmogénica (pH= 5,5). El valor negativo obtenido, indica el efecto de
capping sobre la superficie de la plata por las cadenas de almidén. Cuando se reducen
sales de cationes metalicos a sus correspondientes nanoparticulas metdlicas utilizando
azucares, estos se oxidan a los acidos correspondientes y los acidos compensan las
fuerzas de Van Der Waals entre las particulas al generar una carga negativa alrededor
de éstas, evitando asi su aglomeracion. Singh, Bharti, y Meena (2014) informaron valores
de potencial Z comprendidos entre -5 mV para AgNPs esféricas y -15 mV para AgNPs
anisotrdpicas sintetizadas por reduccién de AgNOs3 0,3M con maltosa vy estabilizadas
con polivinilpirrolidona (PVP). Varios autores han propuesto que, los terminales
aldehido de la maltosa son los responsables de reducir el ion Ag* a Ag® mientras que las
asociaciones intra- e intermoleculares de la red de almidén proporcionan dominios para
el crecimiento de las nanoparticulas, y los grupos hidroxilo ayudan a pasivar la superficie
de las AgNPs, ya que sino tenderian a agregarse debido a la elevada energia superficial

(Cheviron y col., 2014; Gao, Wei, Yan, y Xu, 2011; Raveendran, Fu, y Wallen, 2006). Por
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otro lado, Oluwafemi y col. (2013) plantea que la maltosa, actuando como agente
reductor, se hidroliza dando dos moléculas de glucosa. Los grupos aldehido reducen el
Ag*a Ag® en tanto que la glucosa se oxida a acido glucdénico generando H* que aumentan
la velocidad de reaccion. A su vez, se da una hidrdlisis parcial del almidén lo cual permite

tener un mayor nimero de NPs de menor tamaiio al inicio de la reaccion.

4.2. Obtencién de las peliculas nanocompuestas

Con el fin de evaluar el efecto antimicrobiano de materiales desarrollados a base de
almidén de maiz incluyendo en su formulacidn nanoparticulas de plata, se elaboraron
peliculas de almidén de maiz nativo 3 % p/v utilizando como plastificante glicerol
(30 % p/p respecto a la masa de almidoén) e incluyendo diferentes concentraciones de
nanoparticulas: 5 uM; 10 uM; 25 uM y 50 uM sintetizadas in situ en la formulacién

filmogénica que equivalen a 14,3; 28,6; 71,5 y 143 ppm en el material nanocompuesto.

Visualmente el agregado de las AgNPs no afectd la capacidad filmogénica de la
suspension. En todos los casos se obtuvieron peliculas homogéneas, incoloras y
transparentes, las que podian ser removidas facilmente de la placa que las contenia

(Figura 1.13).
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Figura 1.13: Fotografias de las peliculas desarrolladas con diferente contenido de AgNPs in situ:
control (0 ppm); 14,3; 28,6; 71,5 y 143 ppm.
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4.3. Caracterizacion de las peliculas desarrolladas

4.3.1. Determinacion del espesor

Generalmente la caracterizacion fisicoquimica de un material polimérico incluye la
determinacién de su espesor, ya que, éste condiciona sus propiedades, principalmente
las mecanicas y de barrera. El ANOVA indicé que el espesor de las peliculas fue afectado
significativamente (p <0,05) por la incorporacion de las nanoparticulas (Tabla 1.1). En
general, las peliculas que incluyeron AgNPs en |la matriz presentaron un mayor espesor
con respecto a la pelicula de almidén utilizada como control, a pesar de que en todos
los casos se mantuvo constante la relacion de moldeo (area de la placa:masa de
suspension filmogénica). Kanmani y Rhim (2014a) encontraron un efecto similar
trabajando con peliculas de gelatina a las cuales se les incorporé AgNPs y nanoarcillas.
La posible aglomeracion de las AgNPs sintetizadas, evidenciada por TEM y al SEM (Figura

1.11y 1.12), podria explicar los resultados obtenidos.

Tabla 1.1: Espesor y parametros de color superficial (a*, b* y L*) determinados para las peliculas

de almidén de maiz control y nanocompuestas

=T = T S S

Cont 87,90+5,0°  -0,38+0,01°  2,86+0,13* 97,44 +0,09°
14,3 ppm 103,0£59°  -0,36+0,06®  3,12+0,15°  97,36+0,10°
28,6 ppm 91,30+6,1°  -0,32+0,05°  3,28+0,10° 96,76 + 0,05°
71,5 ppm 103,6+5,6°  -0,10+0,03*  3,55+0,08° 96,62 +0,07°
143 ppm 102,0+6,7°  -0,13+0,05°  3,09+0,08% 96,57 + 0,05

Se informan los valores medios + la desviacion standard. Letras diferentes dentro de una misma columna
indican diferencias significativas (p <0,05).

4.3.2. Propiedades dpticas

Tanto el color como la opacidad y/o transparencia, son factores importantes a tener en
cuenta en el desarrollo de materiales destinados al envasado de alimentos, ya que,

pueden influir en la decisién del consumidor a la hora de elegir un producto.
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Los valores de los pardmetros de color superficial para las peliculas nanocompuestas y
control se muestran en la Tabla 1.1. Los resultados indican que tanto la incorporacién
como la concentracién de AgNPs afectaron significativamente (p <0,01) los pardmetros
de cromaticidad (a* y b*), aunque en ambos casos los valores correspondientes fueron
muy bajos y visualmente las peliculas nanocompuestas se percibieron en todos los casos
incoloras (Figura 1.13). El aumento percibido en el pardmetro b* podria atribuirse a la
reaccion quimica de pardeamiento sufrida por la presencia de las nanoparticulas y
exceso de maltosa presente en la matriz, siendo éste el agente reductor requerido para
la sintesis de AgNPs. Sin embargo, no se observd una tendencia clara con respecto al
aumento del contenido de AgNPs, probablemente debido a las concentraciones tan
bajas utilizadas en el presente trabajo de Tesis. Tanto Abreu y col. (2015) como Cheviron
y col. (2014), informaron un aumento significativo en este parametro y, por lo tanto, en
el cambio de color de transparente a amarillo/naranja para peliculas de

nanocompuestas conteniendo concentraciones de nanoparticulas del orden de 1 mM.

En lo que respecta al parametro de luminosidad (Tabla 1.1), también se encontré un
efecto muy significativo (p <0,01) con el agregado de las AgNPs, observdandose una
disminucion de dicho pardmetro con el aumento de la concentracion de las mismas.
Cano y col. (2016) informaron un comportamiento similar con el agregado de

nanoparticulas de plata a peliculas de almidén-PVA.

La Figura 1.14 muestra la diferencia de color (AE) para todas las formulaciones
ensayadas, en donde se puede observar que el agregado de AgNPs y el aumento de su
concentracion, generan un efecto muy significativo (p <0,01) en dicho pardmetro. Si bien
hay un incremento, los bajos valores de AE indicarian que las peliculas desarrolladas son
practicamente incoloras, resultados que se correlacionan con las observaciones visuales

de las muestras (Figura 1.13).
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Figura 1.14: Diferencias de color para las peliculas de almidén control (0) y con diferentes

concentraciones de AgNPs sintetizadas in situ.

La capacidad de absorcién de luz UV por parte de las peliculas permite determinar su
posible aplicacién en el envasado de alimentos, ya que, las peliculas que absorben
permiten prolongar la vida util de alimentos que son alterados por esta radiacién, por
ejemplo, los que cuentan con un alto contenido de materia grasa. Todas las peliculas
presentaron capacidad de barrera a la luz UV. En la Figura 1.15a se muestra que esta
capacidad es dependiente del contenido de AgNPs en la pelicula hasta una concentracién

de 28,6 ppm, asemejandose a la pelicula control a concentraciones mayores.

Como ya se menciond, tanto la opacidad como la transparencia, son propiedades criticas
cuando las peliculas se utilizan como recubrimientos o para el envasado de alimentos.
Segun Garcia, Pinotti, y Zaritzky (2006) las peliculas transparentes se caracterizan por
espectros con bajos valores del area bajo la curva en la zona de 400 - 800 nm. Ademas,
la transparencia se considera como un pardmetro que indica la compatibilidad en el caso
de materiales compuestos (Zolfi y col., 2014). Las Figura 1.15 a y b exhiben los valores
de opacidad y transparencia de las peliculas, calculados a partir de los espectros de
absorcidn obtenidos de la regidn visible; y se puede ver que, tanto las AgNPs como su
concentracion no afectaron significativamente (p >0,05) a estos parametros en los
materiales desarrollados. Los valores de opacidad obtenidos para las peliculas
nanocompuestas fueron en general cercanos a los informados para las peliculas a base

de almiddn. Por ejemplo, Bertuzziy col. (2012) informaron valores entre 160 y 320 UA x
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nm para peliculas de almiddén con alto contenido de amilosa; mientras que los valores
obtenidos para la transparencia fueron similares a los de las peliculas compuestas
formuladas con coldgeno y almidén de maiz waxy (Wangy col., 2017). Por otro lado, los
valores de opacidad obtenidos resultaron mayores que los correspondientes a peliculas
sintéticas utilizadas comunmente para envases (polietileno de baja densidad, LDPE, 3,05
mm y dicloruro de polivinilo, PVDC, 4,58 mm). Esta caracteristica de las peliculas
nanocompuestas con AgNPs resulta interesante ya que permitirian proteger mas
eficazmente al producto contenido en el envase contra la luz y asi contribuirian a
mejorar la calidad de los alimentos envasados extendiendo su vida util (Ortega y col.,

2017).
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Figura 1.15: a) Capacidad de barrera al UV y opacidad b) transparencia de las peliculas control
(0) y formuladas con diferentes concentraciones de AgNPs in situ.
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4.3.3. Permeabilidad al vapor de agua

Como se indicé anteriormente es muy importante la determinacion de la WVP ya que
define la calidad organoléptica y microbioldgica del alimento envasado. En general en el
diseifo de envases se prefieren materiales con bajos valores de WVP. Sin embargo, en
algunas ocasiones son necesarios materiales con una baja barrera al vapor de agua ya
gue estos permiten el movimiento de humedad a través de la pelicula, evitando la

condensacién de agua y alteracién del producto (Garcia, Martino, y Zaritzky, 1998).

La Tabla 1.2 indica que la incorporacién de AgNPs causd una reduccién muy significativa
(p <0,01) en la WVP, pero no se observaron efectos significativos a concentraciones
superiores a 14,3 ppm. Este comportamiento podria atribuirse al aumento de la
tortuosidad de la matriz polimérica. Cheviron y col. (2015) observaron una tendencia
similar trabajando en peliculas a base de almidén de papa conteniendo nanoparticulas
de plata sometidas a un tratamiento térmico. Con respecto a otras peliculas
nanocompuestas, se ha mencionado la tortuosidad como el factor principal que permite
explicar el mejoramiento de las propiedades de barrera de las mismas (Abreu vy col.,
2015; Kanmani y Rhim, 2014a; Rhim y col., 2013). Del mismo modo, Luduefia, Vdzquez,
y Alvarez (2012) indicaron que la transmisién de vapor de agua a través de un material
es un equilibrio de tres mecanismos principales: la cristalinidad de la pelicula, la
tortuosidad de los caminos a través de la matriz polimérica y la presencia de defectos

estructurales en la superficie.

Con el fin de caracterizar la microestructura de la pelicula, se realizé un analisis al SEM.
Las micrografias de las peliculas nanocompuestas (Figura 1.16) muestran superficies
homogéneas, lisas y uniformes, sin grietas, poros o imperfecciones,
independientemente de la adicién de las NPs y su concentracién. Ademas, no se detectd
migracion de glicerol a la superficie, lo que indica la compatibilidad polimero-
plastificante. Los cortes transversales observados indicaron estructuras compactas y
uniformes (Figura 1.18). Por lo tanto, las observaciones al SEM refuerzan la hipotesis del
aumento de la tortuosidad de la matriz polimérica para explicar los bajos resultados de

WVP en las peliculas nanocompuestas.
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Sin embargo, y como era de esperar, los valores de WVP obtenidos en este caso son
mayores que el informado para el polietileno de baja densidad (LDPE) (8 10'*2 g/m s Pa),
el polimero sintético mds comunmente utilizado para el envasado de alimentos (Garcia

y col., 2006; Sandhu, Sharma, Kaur, y Kaur, 2020).

Tabla 1.2: Variacién en la permeabilidad al vapor de agua (WVP), solubilidad y contenido de

humedad para las peliculas control y nanocompuestas con diferentes concentraciones de AgNPs

WVP Solubilidad (%) Contenido de

in situ.

(10%/m s Pa) —— Bp—— Humedad (%)
Cont 2,9+0,2°¢ 39,2 +4,9¢ 100,0 + 0,0¢ 22,6 + 3,4%P
14,3 ppm 2,2+0,1° 34,4 +0,2° 34,8+0,8° 20,6 +0,2°
28,6 ppm 1,6+0,3° 30,9+2,5° 43,3+4,1° 20,6 +0,8°
71,5 ppm 1,9 +0,3% 28,8+ 1,6° 48,4 +7,15¢ 25,0 £ 0,09°
143 ppm 1,9+0,1%° 29,0+ 0,5° 52,4 +2,6° 17,0+1,92

Se informan los valores medios + la desviacion standard. Letras diferentes dentro de una misma columna
indican diferencias significativas (p <0,05).

Figura 1.16: Microscopia electrénica de barrido de la superficie de una pelicula de almiddn de
maiz con agregado de AgNP in situ (28,6 ppm). La magnificacién utilizada se indica en la

micrografia.
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4.3.4. Solubilidad y contenido de humedad

La solubilidad en agua es una propiedad importante que se relaciona con el futuro uso
de la pelicula. Por ejemplo, si se quiere que aporte resistencia a la humedad e integridad
al producto, se preferird una pelicula insoluble, si se plantea una aplicacién donde el
producto envasado se somete a coccion, un material mas soluble puede ser una opcidn
interesante. Los resultados obtenidos de solubilidad de las peliculas se presentan en la

Tabla 1.2.

En general, la solubilidad de la pelicula disminuyd al aumentar el contenido de AgNPs,
siendo este efecto significativo (p< 0,05) a 25 °Cy volviéndose muy significativo (p< 0,01)
a 100 °C. A 25 °C, las peliculas fueron en promedio 31 % solubles, mientras que a 100 °C
las peliculas control se solubilizaron completamente y las nanocompuestas en promedio
un 45 %. Este comportamiento podria atribuirse a que la adicién de AgNPs generaria una
estructura mas ordenada en la matriz polimérica que le permite mantener su integridad,
lo que podria ser indicativo del efecto de refuerzo de nanoparticulas. En este sentido,
los resultados de solubilidad coincidirian con los de permeabilidad al vapor de agua,

previamente descriptos.

El contenido de humedad de las peliculas varié entre 22,6 y 17,0 % p/p (Tabla 1.2). Se
puede observar que el agregado de AgNPs en concentraciones mayores a 14,3 ppm
produce una disminucién en dicho pardmetro, mientras que a concentraciones menores
no se aprecian diferencias significativas (p >0,05), con respecto al control. En relacidn
con otras matrices de almiddén con agregado de agentes antimicrobianos, Lépez y col.
(2011) obtuvo valores similares de humedad para peliculas activas a base de almidén de

maiz con sorbato de potasio.

4.3.5. Propiedades mecanicas

El comportamiento mecanico de las peliculas a base de almidén depende fuertemente
de su composicion, siendo la incorporacion de plastificante y la relacion amilosa-
amilopectina del almidén utilizado los factores mas importantes (Tharanathan, 2003).
Asi, para peliculas sin plastificante se registran patrones tipicos de materiales
quebradizos y fragiles con baja elongacion y elevados valores de resistencia a la tracciéon

y ruptura; mientras que las peliculas plastificadas presentaron las caracteristicas de un
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material ductil evidenciadas por un aumento en la elongacién a la ruptura y una
disminucion en el esfuerzo (Garcia y col., 2006; Lépez y col., 2011; Sarantépoulos y col.,

2002).

La Figura 1.17 muestra las curvas de esfuerzo - deformacidon de las peliculas control y
nanocompuestas conteniendo 143 ppm de AgNPs. Las muestras control presentaron un
comportamiento mecdnico correspondiente a un material ddctil y flexible, mientras que
la curva de las peliculas nanocompuestas se asocia a un material mas fuerte, lo que
indica que las nanoparticulas actian como agente inorganico de refuerzo de la matriz

polimérica.
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Figura 1.17: Perfil de esfuerzo (o) - deformacion (g) correspondiente a peliculas a base de

almiddn de maiz control y nanocompuestas conteniendo AgNPs en concentracion de 143 ppm.

Dado que el efecto del plastificante es bien conocido y ha sido ampliamente estudiado
en el grupo de trabajo, en el presente trabajo de Tesis se focalizé en el estudio del efecto

producido por la incorporacién de NPs en las propiedades mecanicas del material.

A partir de los perfiles mecanicos obtenidos se calcularon los pardmetros de fuerza de
ruptura, esfuerzo, médulo elastico, elongacién a la ruptura y trabajo, como se indicé en

la Seccion 3.4.5.
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La Tabla 1.3 muestra que las peliculas que contienen AgNPs en una concentracion de
hasta 71,5 ppm exhibieron un refuerzo de la matriz lo que indica que las peliculas
nanocompuestas se comportan como materiales resistentes y tenaces ya que se observa
un aumento muy significativo en el esfuerzo (p <0,01), pero la disminucién observada
en la elongacidn no resultd ser estadisticamente significativa (p >0,05) manteniéndose
practicamente constante en un 33 %. Rhim y col. (2013) observaron un comportamiento
mecanico similar en peliculas nanocompuestas de agar con AgNPs. La misma tendencia
fue informada por Ji, Liu, Zhang, Xiong, y Sun, (2016) trabajando con peliculas de
almidén de maiz con AgNPs (2 - 8 mg/g) obtenidas por reduccidén quimica y estabilizadas

por cadenas cortas de glucanos.

Tabla 1.3: Parametros mecdnicos de las peliculas control y nanocompuestas con diferentes

concentraciones de AgNPs in situ.

Elongacion a

Muestra Esfuerzo Mddulo Trabajo
a r:‘;;“’a (MPa) elastico (MPa) o)
(1]

Cont 32,7+0,8° 2,9+0,22 3,7+0,6° 0,021 + 0,001
14,3 ppm 33,1 +0,07° 3,5+ 0,5%b 3,840,6° 0,031 + 0,002°
28,6 ppm 32,8+0,6° 4,140,6° 4,5+0,3*" 0,036 +0,0045¢
71,5 ppm 33,0+£0,6° 4,7 +0,2° 5,4 +0,4° 0,043 + 0,005°¢
143 ppm 32,5+0,7° 5,8+0,3¢ 15,2 +£0,3¢ 0,063 +0,001¢

Se informan los valores medios + la desviacion standard. Letras diferentes dentro de una misma columna
indican diferencias significativas (p <0,05).

Los resultados correspondientes al trabajo en funcién de la concentracién de AgNPs, se
informan en la Tabla 1.3 y estan relacionados con la energia de traccién necesaria para
romper la probeta (Sarantopoulos y col.,, 2002). Las peliculas nanocompuestas
presentaron un aumento muy significativo (p <0,01) en este parametro respecto al
control. Este resultado coincide con el aumento del esfuerzo en relacion a la

deformacion observado en el perfil mecanico del material (Figura 1.17).
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El médulo eldstico, en términos practicos, es un indicador de la rigidez del film, ya que
cuanto mayor sea este parametro, mas rigido serd el material. En este sentido, se puede
ver que el agregado de nanoparticulas de plata a las peliculas de almidén afectd
significativamente (p <0,05) el mddulo (Tabla 1.3), lo cual permite sostener la idea del
efecto de refuerzo que realizan las NPs en el material desarrollado. Del mismo modo,
Kuorwely col. (2015) destacan que se obtuvieron mejoras en las propiedades mecanicas
cuando se incorporaron AgNPs a peliculas de quitosano con poli-(hidroxialcanoato)
(PHA) y poli-(acido lactico) (PLA). También se ha informado que las peliculas de
polietileno de baja densidad (LDPE) con nanocompuestos de plata disminuyen su
elongacion a la ruptura (Metak, Nabhani, y Connolly, 2015). Tendencias similares fueron
reportadas por Yoksan y Chirachanchai (2010) trabajando en peliculas compuestas a

base de quitosano y almiddon con concentraciones mas altas de AgNPs (0,15 - 0,29 %

p/p).

Mediante la técnica de SEM fue posible observar la topografia superficial, y de los cortes
transversales de las peliculas desarrolladas en este trabajo de Tesis, y sometidas al
ensayo de traccion. En la Figura 1.18 se presentan las micrografias de las peliculas a base
de almidon control y conteniendo AgNPs sintetizadas in situ en diferentes

concentraciones.

La Figura 1.18a muestra la seccidn transversal de una pelicula de almidén de maiz
plastificada con glicerol y sometida a traccién. Se pueden observar grietas o microfisuras
en la superficie del material en la direccién en la que se propagd la fractura de la
probeta. Esta morfologia se corresponde con el comportamiento mecdanico observado
para este tipo de material, con elongaciones elevadas (alrededor del 32 %) y bajos

esfuerzos (cercanos a los 2,9 MPa).

Con la incorporacion de las nanoparticulas se observa el efecto de refuerzo de la matriz,
asi la Figura 1.18b, correspondiente al material con 28,6 ppm de AgNPs luego del ensayo
de traccidn, muestra secciones transversales mas compactas y una notoria disminucién
en el nimero de fisuras; ademas no se percibe el patrén de alineacidn de las mismas en
la direccién de la fractura de la probeta. Estas observaciones se relacionan con las

caracteristicas mecdanicas de estos materiales nanoreforzados, donde con el agregado
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de hasta 28,6 ppm de AgNPs se mantenia la elongacién aumentando ligeramente tanto

el esfuerzo como el médulo elastico del material.

Cuando la concentracién de las NPs aumenta hasta 143 ppm se observa que la
microestructura del material cambia nuevamente (Figura 1.18c). Las secciones
transversales de las peliculas sometidas a traccién muestran un material compacto con
grietas en la superficie, algunas de las cuales se orientan en la direccién de la
propagacion de la fractura. Los ensayos mecdnicos indicaron que, el agregado de las
nanoparticulas de plata a los materiales permitia mantener la elongacién a la ruptura
mientras que aumentaba significativamente (p <0,05) tanto el esfuerzo (5,8 MPa) como

el médulo elastico y el trabajo asociado a la traccidn.

I

1

300 pm i

Figura 1.18: Morfologia de los cortes transversales de peliculas de almiddn de maiz sometidas a
ensayos de traccién: a) control y con agregado de nanoparticulas de Ag en diferentes
concentraciones: b) 28,6 ppm c) 143 ppm. La magnificacion utilizada se indica en las

micrografias.

En la Figura 1.19 se muestran a modo de ejemplo los espectros EDX de los cortes
transversales de las peliculas con y sin AgNPs. En las muestras control como era de
esperar se detectan los elementos mayoritarios (C, O) de las mismas asi como también
una sefial importante correspondiente al Au utilizado en la metalizacion de las muestras

(Figura 1.19a). Mientras que en las peliculas con agregado de NPs en una concentracién
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de 28,6 ppm se detecté una débil sefial a aproximadamente 3 keV, lo cual indica la
presencia de Ag en las mismas (Fig. 1.19b). Bindhu y Umadevi, (2013) informaron que
las AgNPs exhiben un pico de absorcidn tipico a ~ 3 keV debido a su fuerte transicién de
resonancia de plasmon superficial (SPR). Asi, la técnica de EDX permitié evidenciar la
presencia de las AgNPs en los materiales desarrollados. Estos resultados concuerdan con

los informados por Kanmani y Rhim (2014a).
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Figura 1.19: Espectros EDX de las peliculas de almidén de maiz sometidas a ensayos de traccion:

a) muestra control b) con incorporacion de 28,6 ppm de AgNPs.

4.3.6. Capacidad de termosellado de los materiales

Debido a que el objetivo final de estas peliculas es obtener un envase activo, se analizé
la capacidad de termosellado de los materiales nanocompuestos. El agregado de las

AgNPs no modificé la capacidad de termosellado de las peliculas de almidén.

La Figura 1.20 muestra, a modo de ejemplo, el perfil mecanico obtenido para una de las
muestras nanocompuestas con 143 ppm de AgNPs termoselladas. El modo de falla
predominante fue por delaminacién del termosellado mientras que en las peliculas

control la falla resulté adhesiva.
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Figura 1.20: Perfil de esfuerzo-deformacidon de peliculas nanocompuestas termoselladas

conteniendo 143 ppm de AgNPs.

Las peliculas control exhibieron un valor medio de resistencia de 1,66 + 0,2 MPa con una
resistencia maxima de 2,67 + 0,4 MPa. La energia necesaria para romper el termosellado
solo se pudo calcular en caso de falla adhesiva, siendo 0,59 + 0,13 J para las peliculas
control. Para las peliculas nanocompuestas, el valor medio de resistencia obtenido (1,30
t+ 0,17 MPa) indica que se logré un cierre resistente. Teniendo en cuenta que la
integridad de un envase depende de la calidad de su cierre, se obtiene un buen sellado
cuando la interaccion molecular entre capas individuales es suficiente para destruir la
interfaz, lo que conduce a la formacién de una nueva capa homogénea (Cho, Ullsten,
Gallstedt, & Hedenqvist, 2007). Del mismo modo, Lépez y col. (2011) estudiaron la
capacidad de sellado por calor de las peliculas de almidén de maiz nativo y observaron
gue la energia necesaria para romper el termosellado erade 0,224 + 0,003 J, ligeramente

mas baja que la reportada en este trabajo de Tesis.
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4.3.7. Caracterizacidon microestructural de las peliculas

4.3.71. FTIR

El analisis de los espectros ATR-FTIR se realizd con el fin de estudiar las interacciones

que ocurren en las peliculas de almidén de maiz control y nanocompuestas; los

resultados se presentan en la Figura 1.21.

a) 0,74 Control
AgNP in situ
0,6 -
0,5
-
<
3 044
o
L)
c
&5 034
s
5 ~
2 \
< 0,2 |
0,14
i |
f 7 | Y
0,0 ¥ /\J VM
S e o S B e B
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
. -1
Numero de Onda (cm 7)
(1]
N—
0,4- o
b) Contr(?\ . - C) 0,74 Control a
AgNP in situ =1 AgNP in situ
& 0,6+
o
0,3 o
0,5
q‘ -
] (. 0
< /\ 2 ol ° 2
= 0,24 Y © = a
2 = ] o =1
£ ™~ £ o —
o ~ o 0,34 o o
o -
2 ax 2 5 o oo in o
< g @ 2 J h Iy AR~ |mo
01 @ 2 02 = Q9 L~ ma
o o = P R ]‘ aow D
— (=] -
A, o1l ™ = . 3
\ | ~
N/ A J Nl \
0.0 | | ‘ | ' | \I/ | | 0,04 M/f Ny A / LA
3700 3600 3500 3400 3300 3200 3100 3000 2900 2800 1800 1600 1400 1200 1000 200

Numero de Onda (cm'l]

Namero de Onda (cm™)

Figura 1.21: a) Espectros ATR-FTIR de peliculas a base de almidén control y nanocompuestas

conteniendo 143 ppm de AgNP in situ. Ampliacion de la zona del espectro comprendida entre:
b) 3700 - 2800 cm™ y ¢) 1800 - 700 cm™.
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Como se observa en la Figura 1.21, los espectros de las peliculas control y con
incorporacion de AgNP in situ son similares, como era de esperar dado que el almidén
es el componente mayoritario de la matriz. En la Tabla 1.4 se resume la asignacién de
las bandas detectadas en los espectros de las peliculas analizadas. Ambas muestras
presentaron una banda ancha alrededor de 3300 cm™ (Fig. 1.21b), la cual corresponde
a la vibracién del estiramiento de los grupos O—H de polisacaridos y del glicerol que
plastifica las peliculas (Nordin, Othman, Rashid, y Basha, 2020; Versino, 2017).
Seguidamente entre 2930 - 2850 cm™ se encuentran las bandas que corresponden a las
vibraciones de estiramiento simétricas y asimétricas de los enlaces C—H en los grupos
metileno de estas macromoléculas. Como se describe en la Tabla 1.4 la regién entre
1700y 1200 cm™ presenta las vibraciones asociadas a las interacciones de los grupos OH
del biopolimero con el agua libre y ligada. Las peliculas nanocompuestas presentan una
leve disminucion en la intensidad de las bandas a 1651 y 1456 cm™%, respecto al control,
lo cual indica que los grupos hidroxilo estan implicados en la sintesis y estabilizacion de
las AgNP in situ en la matriz de almiddn. Asimismo, la banda localizada a 1456 cm™ se
ha informado que es fuertemente afectada por el contenido de humedad del material
(Piermaria et al., 2011), en este sentido los contenidos de humedad de las peliculas

(Tabla 1.2) concuerdan con los resultados de ATR-FTIR.

Entre 1200 - 800 cm™ se encuentran las bandas asociadas a estiramientos del enlace C—
O en el almidén y corresponde a la zona de la huella digital de los sacdridos y
polisacaridos, la deconvolucidn de las bandas en esta regiéon permitié hacer un andlisis
mds minucioso de las interacciones presentes. La banda situada a 1152 cm™ se asigna a
la flexion de los enlaces C—0 de los grupos hidroxilos (Enriquez y col., 2013). De acuerdo
con (Wang, Li, Copeland, Niu, y Wang, 2015)la regién comprendida entre 1200 -
900 cm™ corresponde principalmente a las vibraciones de estiramiento de los enlaces
C-0 y C-C, siendo esta regién sensible a los cambios en la conformacién del almidén
(Figura 1.21c). La espectroscopia ATR-FTIR permitio detectar los cambios estructurales
del almidén, principalmente en las sefiales a 1047, 1022 y 995 cm™, obtenidas por
deconvoluciéon de la banda espectral. Los picos a 1022 cm™ y 1045 cm™ han sido
asignados a los modos de plegado del enlace C—O-H del almiddn en la regidn cristalina
y amorfa, respectivamente. Ademas, la sefial a 995 cm™ se relaciona con el enlace
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puente de hidrégeno intramolecular del grupo hidroxilo del carbono 6 de la

glucopiranosa sensible al agua. Las modificaciones de intensidad observadas en este

pico en las peliculas con AgNPs in situ sugieren que los OH participan en la sintesis y

estabilizacién de las nanoparticulas.

Tabla 1.4: Asignacién de bandas ATR-FTIR de peliculas a base de almidén

Numero de onda

Asignacion de bandas

(cm-1)
3600 - 3000 Estlram.lento O—H debido al contenido de agua y
Carbohidratos
3610 - 3580 Estiramiento O—H comprometidos parcialmente en interacciones por
puentes —H
Estiramiento O—H de agua liquida (enlaces de puente de H
3460 -
moderados o débiles)
3270 Estiramiento O—H de agua liquida (interacciones de puente de H
fuertes o extremadamente fuertes)
3000-2800 Estiramiento simétrico y asimétrico C—H
2920 Estiramiento asimétrico C—H de grupos —CH2
2872 Estiramiento simétrico C—H de grupos —CH2
2850 Estiramiento simétrico C—H de grupos —CH
1750-1200 Plegado O-H del agua e interacciones especificas
1690-70 O-H con fuerte interaccion con agua ligada
O-H en conglomerados de moléculas de agua con enlaces de puente
1652 de H de intensidad moderada y contribuciones de grupos carboxilicos
del almiddén
1592 O-H de agua “libre” sin enlaces de puente de H
1337 Vibracién en el plano de O-H en grupos alcohol
1200-800 Estlramlgnto —C—Q—C y plegado -C-O-H en carbohidratos. Vibraciones
de los anillos de piranosa
1164-1139 Vibraciones de los enlaces C-O-C del anillo glucosidico
1080-995 Vibraciones de los enlaces C-O-H del anillo glucosidico
897 Plegado de O-H en enlaces B-glucosidicos entre unidades de glucosa

Adaptado de Versino (2017)
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Por otra parte, los valores obtenidos del cociente de la intensidad de las absorbancias a
1045/1022 0 1022/995 proporcionan informacién sobre el grado de cristalinidad en las
peliculas a base de almiddn y se han asociado a la presencia de zonas cristalinas y
amorfas, respectivamente. Las relaciones de las absorbancias mencionadas para los
picos 1045/1022 que se asocian a la contribucion de las zonas cristalinas fueron de 0,604
y 0,538 para las peliculas control y nanocompuestas respectivamente.
Consecuentemente, las relaciones de las absorbancias de los picos 1022/995 fueron de

0,702 y 0,656 para las peliculas control y con AgNP in situ, respectivamente.

4.3.7.2. Difraccion de rayos X

Los almidones son compuestos semi-cristalinos y cuentan con la capacidad de difractar
los rayos X, permitiendo asi, obtener informacién sobre su estructura (Bello-Pérez y col.,
2002). Pueden generar diferentes respuestas frente a la difraccién de los rayos X y en

general se observan cuatro patrones diferentes que se presentan en la Figura 1.22.

Intensidad Relativa

To 20 30
Angulo de Difraccién (2 Theta)

Figura 1.22: Espectros de difraccion de rayos X de almidones de diferente origen botdnico (A:

cereales, B: tubérculos, C: legumbres y V: complejos de inclusién helicoidal de la amilosa

cristalina)

Segun Zobel (1988) el patrén A es tipico de los cereales, el B de los almidones de maiz

con alto contenido de amilosa y de los tubérculos, el C de los almidones de legumbres y

75



corresponde a una estructura intermedia entre Ay B; y el patrén V se asocia a complejos

de inclusion helicoidal de la amilosa cristalina.

La zona amorfa del granulo del almidén esta formada esencialmente por amilosa,
mientras que la region cristalina por cUmulos paralelos de cadenas cortas de
amilopectina, la cual también presenta regiones amorfas y altamente cristalinas. Las
regiones amorfas estan asociadas a los puntos de ramificacion de la amilopectina
mientras que la region cristalina se debe a los planos formados por los cimulos vy las

cadenas lineales en la amilopectina (Rodriguez-Hernandez y col., 2001).

En este trabajo de Tesis la técnica de difracciéon de rayos X se utilizé para analizar la
estructura cristalina de las peliculas desarrolladas. La Figura 1.23 muestra los
difractogramas y grados de cristalinidad correspondientes a las peliculas de almidén
nativo (control) y nanocompuesta. Las peliculas de almiddn control mostraron un patrén
semi-cristalino con picos centrados en 17,8; 20 y 22,7°. Lépez (2011) sefialdé que el
almidén de maiz presenta un patrén de difraccion Tipo A, ubicando los picos de
difraccion de mayor intensidad en 20 = 15, 18 y 23° mostrando concordancia con los
resultados encontrados para las peliculas control. La pequefia desviacidn en los picos
puede deberse al proceso de elaboracion de las peliculas. Asimismo, la incorporacion de
AgNPs in situ no modificé de manera notable la morfologia cristalina de la matriz, ya que
no se observan diferencias significativas en la regién 26= 10 a 60°. Tampoco se
observaron los picos de difraccion caracteristicos para las AgNPs. Mohan y col., (2016),
quienes sintetizaron nanoparticulas de plata recubiertas con almidén soluble,
informaron que las AgNPs presentaron cuatro picos distintivos a 26=37,6; 43,8; 63,85 y
77,15°, los cuales se atribuyen a los planos cristalinos (111), (200) y (311) de la Ag
metalica cubica centrada en las caras (ccc). También mencionaron la existencia de un

pico entre 15y 20° relacionado con la zona amorfa del almiddn utilizado como capping.
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Figura 1.23: Espectros de difraccion de rayos X y grados de cristalinidad (GC(%)) de las peliculas

control y nanocompuesta conteniendo AgNPs in situ (143ppm).

El hecho de que no se observen diferencias en el grado de cristalinidad de las muestras
y que no se distingan los picos caracteristicos de la plata al estar solapados con la sefial
del background de la matriz de almiddn se atribuye a que la concentracion de AgNPs in

situ en la pelicula es muy baja.

Asimismo, mediante MDSC fue posible determinar que tanto las peliculas control y
nanocompuestas conteniendo 143 ppm de AgNPs in situ presentaban dos transiciones
de segundo orden, lo que es tipico de las peliculas de almidén plastificadas. Diversos
autores han reportado que las mezclas de almiddn-glicerol son sistemas parcialmente
miscibles por lo que se observan dos fases, una rica en almidén y otra rica en glicerol
(Garciay col., 2009; Da Roz y col., 2006; Mathew y Dufresne, 2002; Curvelo y col., 2001).
La primera transicidn, a temperaturas mas bajas (Tgi), se atribuye a la fase rica en
glicerol; mientras que la segunda, por lo general por encima de la temperatura ambiente
(Tg2), se asocia a la transicion de la fase rica en almiddn. Asi, para las muestras control
la Tg1 se localizd a -58,6 + 1,9 °C y la Tg, se observé a 45,8 + 1,6 °C. La inclusidn en la

matriz de las AgNPs sintetizadas in situ no modificd significativamente la transiciéon

77



vitrea de la fase ricas en glicerol (Tg1 =-55,7 £ 2,3 °C) aunque se observd la transicion de
la fase rica en almidén a menor temperatura (Tgz = 23,4 + 3,0 °C). Por otra parte, si bien
se observd el inicio de la descomposicidn de la pelicula a temperaturas cercanas a los
151 °C este proceso no se pudo cuantificar con precisién debido a la pérdida de la

hermeticidad de las cdpsulas.

4.4. Evaluacion de la capacidad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana esta relacionada con aquellos compuestos que reducen la
velocidad del crecimiento bacteriano o incluso inhiben el desarrollo de los
microorganismos sin ser toxicos para otros tejidos circundantes (Hajipour y col., 2012;

Rather, Sarwara, Das, y Pal, 2018).

Las peliculas biopolimericas con actividad antimicrobiana, en numerosas ocasiones, han
atraido la atencidn de la industria alimentaria para el envasado de diferentes productos.
Asimismo, se ha informado que la plata en forma de nanoparticula es mds efectiva como
agente antimicrobiano que la plata masiva (bulk) o los iones plata (Rai, Yadav, y Gade,
2009). Asi, mediante la incorporacién de AgNPs en la matriz la tasa de deterioro de los
alimentos envasados puede reducirse al extenderse su vida util. En la Figura 1.24 se
pueden observar fotografias correspondientes al ensayo de difusién en agar, realizado
para determinar la capacidad antimicrobiana de las peliculas obtenidas. Los resultados
revelaron que las peliculas nanocompuestas presentaron actividad antimicrobiana, por
contacto, debajo del drea ocupada por la muestra. La ausencia de halo de inhibicién
sugiere que no se produjo difusion del compuesto activo en el medio, suponiendo una
buena retencion de las AgNPs en la matriz de la pelicula (Abreu y col., 2015). Este
resultado puede estar relacionado a la baja concentracion de Ag utilizada para la
obtencidon de las nanoparticulas, en comparacidon con otros autores. Por su parte,
(Yoksan & Chirachanchai, 2010) observaron zonas inhibitorias claras de mas de 28 mm
en peliculas compuestas de quitosano-almidon utilizando altas concentraciones de

nanoparticulas de plata, 0,07 - 0,29 % (p/p).
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Salmonella S.aureus Penicillinm

Muestra E.coi ATCC

AgNP 14,3 ppm

AgNP 28,6 ppm

AgNP 71,5 ppm

AgNP 143 ppm

Figura 1.24: Inhibicion del desarrollo de E.coli ATCC, Salmonella spp., S.aureus ATCC, y
Penicillium spp., por peliculas nanocompuestas conteniendo diferentes concentraciones de

AgNPs in situ y el control.

La inhibicién del crecimiento de E.coli y Salmonella fue apreciable para peliculas con
concentraciones de AgNPs de 71,5 y 143 ppm, respectivamente. El mismo efecto se
observé en el caso de Penicillium spp., (Figura 1.24). Con respecto al desarrollo de
S.aureus, no fue posible observar una zona de inhibicién como en el caso de los otros
microorganismos ensayados, sdlo se evidencid una marcada disminuciéon en el
desarrollo del mismo para las placas con peliculas conteniendo 143 ppm de AgNPs,
respecto a las muestras control. Ciertos estudios revelaron que la actividad
antimicrobiana de las nanoparticulas de plata sobre cepas de S.aureus depende del
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tamafio de las nanoparticulas, siendo efectivas para didametros menores a 30 nm (Collins
y col. 2010). Una posible explicacién para el comportamiento observado en S.aureus,
seria el tamafo obtenido de las nanoparticulas (14,2 nm), su polidispersidad (0,32)
sumado a que las bacterias Gram-positivas serian menos sensibles a las AgNPs que las
Gram-negativas (E.coli y Salmonella). Mientras que las bacterias Gram-negativas poseen
una membrana externa cargada negativamente y una capa delgada de peptidoglicano
(~7 - 8 nm), la cual facilita la unién y penetracién de las AgNPs, las Gram-positivas
carecen de dicha membrana externa y solo cuentan con una capa gruesa y estructurada
de peptidoglicano (~ 20 - 80 nm) que limita la unién y penetracion de las nanoparticulas

(Kim y col., 2007; Raghavendra, Jung, Kim, y Seo, 2016; Yoksan y Chirachanchai, 2010).

Si bien hay varios mecanismos propuestos para la accidon de las AgNPs sobre diferentes
patdgenos, incluyendo bacterias, hongos, y virus, ninguno se conoce con exactitud. Por
un lado se ha propuesto que el efecto de las AgNPs esta asociado con un contacto
directo entre las nanoparticulas de plata y la pared celular de los microorganismos,
seguido de la penetracion al citoplasma. Este contacto entre las NPs y la pared podria
provocar dafios en la membrana, y consecuentemente, la fuga del contenido celular y
finalmente su muerte. En este sentido, AgNPs con tamafios menores a los 10 nm serian
mas toxicas. Una vez que ingresan al citoplasma, las nanoparticulas son capaces de
interaccionar con proteinas, lipidos y ADN, y en ciertos casos, con enzimas respiratorias
generando especies reactivas de oxigeno (ROS) induciendo estrés oxidativo (Dakal,
Kumar, Majumdar, & Yadav, 2016). Por otro lado, Sondi y Salopek-Sondi (2004),
estudiando la accidn de AgNPs sobre E. Coli como modelo de microorganismos Gram-
negativos, observaron que la acumulacién de AgNPs (de 12 nm de diametro) en la pared
celular generaba huecos/orificios, haciendo que la membrana externa perdiera su
integridad y se liberen lipopolisacaridos y proteinas de membrana, causando la muerte
de las bacterias. Otro de los mecanismos ampliamente estudiado es la liberacién de
iones plata (Ag*) por parte de las AgNPs, los cuales pueden reaccionar con los grupos -
SH de las enzimas y proteinas ancladas a la pared celular, e interferir con la cadena
respiratoriay alterar la pared celular. También se ha visto que en ciertos casos, las AgNPs
gue han penetrado dentro de la célula pueden liberar Ag*, los cuales son los
responsables de generar radicales libres y estrés oxidativo. La generacién de ROS facilita
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la peroxidacidn lipidica, inhibe la produccion de ATP y replicacién de ADN (Dakal y col.,

2016)

Este ensayo permitié definir que las muestras con una concentracién de AgNPs de 143
ppm ademds de aportar actividad antimicrobiana, presentaban una mayor integridad
frente al ataque de microorganismos. Por este motivo, se selecciond esta concentracion
de AgNPs para evaluar el efecto del contenido de almidon en las matrices

nanocompuestas.

4.5, Efecto del contenido de almidén sobre matrices nanocompuestas conteniendo

AgNPs

4.5.1. Sintesis de nanoparticulas de plata in situ

Segun lo mencionado anteriormente la sintesis de AgNPs se pudo acoplar a la
preparacion de suspensiones filmogénicas de almidén de maiz mediante una reaccidn

redox, utilizando reactivos considerados GRAS, no toxicos.

Se evalud el efecto en la sintesis de AgNPs del contenido de almiddn en la suspensidn
filmogénica (1, 3y 5 %). En todos los casos se obtuvieron los plasmones de resonancia
superficial (SPR) caracteristicos que permiten evidenciar la formacion de AgNPs, entre
los 420 - 445 nm (Kerker, 1985; Ortega y col., 2017; Slistan-Grijalva y col., 2005). Aunque,
tanto las concentraciones de la sal de plata (500 puM, a fin de evidenciar mejor los
efectos) como del agente reductor permanecieron constantes en todos los casos, se
observd una mayor absorbancia para las muestras con 3 y 5 % de almiddn, pero sin
diferencias sustanciales entre ambos. Esto también se evidencid mediante la
observacion visual de las muestras sintetizadas como se puede ver en la Figura 1.25.
Como se menciond anteriormente, el almidén no solo constituye el agente formador de
la matriz polimérica, sino que también actia como agente de capping ya que participa

estabilizando las nanoparticulas sintetizadas.

El analisis espectral de las muestras reveld un corrimiento del espectro hacia el rojo, y
la presencia de un “hombro” a longitudes de onda inferiores al plasmdn principal

conforme aumenta el contenido de almidén (Fig. 1.25) lo cual puede atribuirse a la
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formacién de una capa ultrafina de éxido de plata (Ag20) en la superficie de las AgNPs

(Santillan, Scaffardi, y Schinca, 2011; Yin y col., 2002).

0,5
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Figura 1.25: Espectros de absorcion UV-visible y fotografia de las suspensiones filmogénicas

conteniendo las AgNPs estabilizadas con diferentes concentraciones de almidén de maiz.
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Figura 1.26: Micrografias de HR-TEM y el histograma correspondiente para las AgNPs 143 ppm
estabilizadas con a) 1%, b) 3% y c) 5% de almiddn en la suspensidn filmogénica. Para las AgNPs

3% se incluye una imagen correspondiente al modo S-TEM.

Las micrografias obtenidas mediante la técnica de HR-TEM indican que,
independientemente del contenido de almiddn utilizado, se obtuvieron nanoparticulas
con morfologia esférica y distribucién uniforme dentro de la suspension. También se
observd una ligera disminucion del tamafio de las AgNPs conforme aumenta el

contenido de almidén, pero sin diferencias significativas, registrdandose diametros de
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19,9 £ 6,2 nm para las AgNPs sintetizadas con 1 % de almiddn; 14,2 + 4,4 nm con 3 % de
almidény 13,4 +4,2 nm con 5 % de almiddn (en la suspension filmogénica) (Figura 1.26a,
b y c). El capping de las nanoparticulas de plata fue mas eficiente al aumentar la
concentracién de almiddn, lo que condujo a NPs mas pequeias. En este sentido, la
presencia de un gran numero de cadenas poliméricas que componen el almidén
(mayoritariamente amilosa), disminuye el volumen relativo disponible para el
movimiento de los iones de Ag* desfavoreciendo el desarrollo de NPs de mayor tamafio

(Raghavendra, Jung, Kim, y col., 2016; Sibiya, Xaba, y Moloto, 2016).

Mediante esta técnica, ademas, fue posible determinar las separaciones entre los planos
cristalinos para las muestras de AgNPs con almidén 1 %y 5 %, siendo 0,235 y 0,244 nm
respectivamente. Los valores correspondientes a las muestras nanocompuestas en
almidoén al 3% presentd valores similares al 5%. Estos resultados coinciden con los
obtenidos por Gao y col. (2011) y, ademds, con el valor estadndar para la separacion d
(12112) de los cristales de Ag (0,2355 nm) segun el Comité Conjunto sobre Normas de
Difracciéon de Polvos (JCPDS no. 04-0784, Joint Committee on Powder Diffraction
Standards, Diffraction Data File: JCPDS International Center for Diffraction Data.
Swarthmore PA. 1991). La presencia de plata en las nanoparticulas se pudo confirmar
utilizando el modo S-TEM (detector EDX) del microscopio, visualizdndose como puntos

blancos brillantes (Fig. 1.26b).

Mediante la caracterizaciéon del potencial superficial de las nanoparticulas, se pudo
observar una variacion en el valor de { para las suspensiones nanocompuestas, siendo -
34,9; -12,7 y -6,3 mV para las muestras de almidon de 1, 3 y 5 %, respectivamente. Este
hecho podria deberse a la presencia de una delgada capa de éxido de plata (Ag20) en la
superficie de las NPs, la cual proporciona una carga positiva, que es compensada por el
oxigeno cargado negativamente presente en las cadenas de almiddn. Esta hipotesis
concuerda con lo propuesto por otros autores (Santillan y col., 2011; Yin y col., 2002).
Asimismo, los valores de potencial Z obtenidos para almidén al 1 % fueron similares a
los reportados por Arce y col. (2017) para nanoparticulas de plata sintetizadas por el
método de ablacidn con laser empleando también una suspension de almidén 1 % como

agente de capping. Esto refuerza la hipdtesis que se habia propuesto en el andlisis de
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los espectros de absorbancia de las AgNPs, sobre la posible formacién de una delgada
capa de 6xido de plata y que permitié explicar, ademas, los resultados de capacidad

antimicrobiana, en sintonia con uno de los mecanismos propuestos.

4.5.2. Caracterizacion reoldgica de las suspensiones filmogénicas.
Independientemente de la incorporaciéon de nanoparticulas de plata, las suspensiones
filmogénicas con almiddn al 1 % exhibieron un comportamiento Newtoniano con una
viscosidad de 3 mPas, sin diferencias significativas (p >0,05) entre las formulaciones

control y nanocompuestas (Tabla 1.5).

Tabla 1.5: Ajuste de los parametros reoldgicos, obtenidos de los datos experimentales, al

modelo Newtoniano y de Ostwald de Waele.

Concentracién de Modelo Newtoniano

almidoén en las

peliculas (%) Viscosidad (mPa) r2
1_143 ppm 3,07 £ 0,08 2 0,9294
1_control 3,06 +0,20° 0,9031
Modelo Ostwald de Waele
Viscosidad
aparente a K (Pas") n r?
500 s (mPa)
3_143 ppm 40,1+2,7° 0,83+0,6° 0,510+0,02°¢ 0,9998
3_control 24,1+0,9° 0,20+0,01° 0,66 +0,01¢ 0,9998
5_143 ppm 85,5+5,34 3,0+0,2¢ 0,425 +£0,003° 0,9996
5_control 57,5+0,2°¢ 1,65+0,01¢ 0,458 +0,002 b 0,9997

Se informan los valores medios + la desviacion standard. Letras diferentes dentro de una misma columna
indican diferencias significativas (p <0,05).

La Figura 1.27 muestra las curvas de flujo correspondientes a las suspensiones
filmogénicas con 3y 5 % de almiddn para las formulaciones control y nanocompuestas,
en la cual se puede observar que se ajustan al comportamiento pseudoplastico (n< 1).
Los datos experimentales se adecuan satisfactoriamente al modelo de Ostwald de
Waele (r? > 0,9995, Tabla 1.5). Como se esperaba, el incremento del contenido de
almidén en la formulacién aumenté tanto la viscosidad aparente como el indice de

consistencia, mientras que disminuyd el indice de comportamiento del flujo debido al

85



aumento en el contenido de sodlidos. Es asi que, las suspensiones filmogénicas
nanocompuestas exhibieron una viscosidad aparente significativamente (p <0,05)
mayor que las de los controles. Estos resultados coinciden con los publicados por
Romero-Bastida y col. (2018) quienes estudiaron el comportamiento reolégico de
suspensiones nanocompuestas a base de montmorillonita y almidén de maiz nativo con

alto contenido de amilosa.

----- 3 _contrel ——3_ 143 ppm -----5_control ——35_143 ppm

0 100 200 300 400 500
v(s)

Figura 1.27: Curvas de flujo rotacional correspondiente a las suspensiones filmogénicas control

y nanocompuestas con 3y 5 % de almidon conteniendo AgNPs in situ (143ppm).

Asimismo, estos resultados permiten reforzar la idea de que las AgNPs estarian
recubiertas por cadenas de almiddn, las cuales podrian actuar como agentes de refuerzo
en la red de almiddn desarrollada, promoviendo asi el aumento de la viscosidad (Ortega

y col., 2019).

4.5.3. Peliculas nanocompuestas

4.5.3.1. Cinética de secado

Durante el secado, todos los agentes volatiles se evaporan progresivamente

aumentando la eliminacidn del solvente y, en consecuencia, se incrementa el contenido
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de materia seca de las peliculas. En este sentido se registré una disminucidn gradual en
la humedad durante la formacién de las peliculas. Las suspensiones filmogénicas
conteniendo 1 % de almiddn de maiz, tanto control como nanocompuestas, se secaron
mas rapidamente que las muestras conteniendo 5 % de almiddn. Esto se explica
considerando que, hay una cantidad considerable de agua que se encuentra disponible
para evaporar, cuando disminuye el porcentaje de almidén (Figura 1.28). En general,
cuanto mayor es la viscosidad de la suspensidon filmogénica, mayor es el tiempo
necesario para que se complete el secado. Cabe mencionar que mas alla de los 300 min
de secado los contenidos de humedad de las muestras alcanzaron los valores de

equilibrio.

1_143 ppm * 1_control 2 3_143 ppm - 3_control + 5_143 ppm - 5_control

50 N
30 e
20 ~

W/W, (%)

10 Ty %

0 100 200 300
Timpo (min)

Figura 1.28: Curvas que representan la cinética de secado para las suspensiones filmogénicas

control y nanocompuestas con 1, 3 y 5% de almidén de maiz.

Para todas las formulaciones ensayadas, se obtuvieron peliculas homogéneas que
pudieron ser retiradas facilmente de las placas acrilicas que las contenian. Ademas, los
espesores de los materiales aumentaron con la concentracién de almiddén
principalmente, debido al aumento en el contenido de sélido. Otros autores informaron

resultados similares (Luchese, Spada, y Tessaro, 2017; Riar, 2016). Por otro lado, la
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posible formacidon de aglomerados de las AgNPs, podria estar relacionada con el
aumento del espesor en las peliculas nanocompuestas en comparacion con las muestras
control, especialmente para los films obtenidos con 3 % y 5 % de almidén (Tabla 1.6)

(Ortegay col., 2019).

4.5.3.2. Propiedades Gpticas

Visualmente, las peliculas nanocompuestas con 1 % de almiddén presentan un color
naranja palido. Esto puede deberse a que hay un menor efecto de capping del almidén
sobre las AgNPs. Asimismo, como se menciond en la Seccién 3.4.2, la diferencia en las
propiedades dpticas entre las peliculas control y nanocompuestas podrian atribuirse a
la reaccién de pardeamiento quimico de la maltosa presente en la matriz. El pardmetro
de luminosidad (L*) fue ligeramente modificado por la concentracion de almidén y la
presencia de nanoparticulas de plata. Por otro lado, la diferencia de color (AE), como se
esperaba, también se vio afectada obteniéndose los valores mds altos para muestras
nanocompuestas con menor contenido de almiddén y lo contrario se observé para las

muestras control (Tabla 1.6).

En la Tabla 1.6 también se pueden observar los valores de transparencia para los
materiales obtenidos, los cuales disminuyeron notablemente con el aumento en el

contenido de almiddn y la adicion de AgNPs.

La capacidad de barrera de las peliculas frente a la radiacién UV, se vio fuertemente
afectada por el contenido de almiddn en la matriz, pero la presencia de nanoparticulas

de plata no presenté (p > 0,05) un impacto significativo en este pardmetro (Tabla 1.6).
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Tabla 1.6: Propiedades opticas de las peliculas control y nanocompuestas obtenidas con

diferentes concentraciones de almidodn.

CEELEE Transparencia
barrera UV-vis P

1_143 ppm 34,95+0,072 255,7+22,8° 11,4 +0,5¢ 95,1 +0,6¢ 3,6+0,7¢
1_control 35,8+2,5°  274,4+17,4° 13,4 0,2 94,8+0,1¢ 0,52 +0,04°
3_143ppm 97,3+1,2° 314,1+14,7° 4,5+0,3° 94,7 £0,7° 2,8+0,3°
3_control 87,9+£5,0°  364,0+25,4° 6,4 +0,1° 93,2 +0,3° 1,8+0,2°

5_143 ppm 166,6 +1,3¢ 375,7 +46,1° 3,0+£0,5° 95,0 + 0,4 2,6 £0,4°
5_control 141,3 + 8,9¢ 387,5+10,2¢ 3,6+0,2° 93,8+0,3° 1,7+0,3°

Se informan los valores medios * la desviacion standard. Letras diferentes dentro de una misma columna
indican diferencias significativas (p <0,05).

4.5.3.3. Propiedades mecanicas de las peliculas

En la Figura 1.29a se muestra un perfil mecanico representativo obtenido para las
peliculas desarrolladas con diferentes concentraciones de almidén de maiz nativo. En
general, los perfiles mecanicos corresponden al de un material ductil, donde se puede
observar tanto el efecto del contenido de almidén como de la incorporacién de AgNPs.
Cabe sefalar que en las peliculas preparadas con 1 % de almiddén, aunque la
concentracion del polimero es baja, es suficiente para la formacidn de la pelicula. Estos
resultados se contraponen con lo explicitado por Liu y Han (2005), y previamente
mencionado en este Capitulo, quienes indicaron que se requeria una concentracién

critica del 3% para la obtencién de peliculas de almidén de maiz.
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—05 143 ppm = escees 5_control =3 143 ppm
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Figura 1.29: a) Curvas de esfuerzo (o) - deformacién (&) para peliculas control y nanocompuestas
con AgNPs in situ (143ppm) formuladas con almidén al 1, 3 y 5%, e imagenes SEM de las
secciones transversales de las peliculas nanocompuestas: b) 1_143 ppm, c¢) 3_143 ppm vy d)
5_143 ppm.

La elongacion para las peliculas nanocompuestas con 1 % de almiddn, difiere muy
significativamente (p< 0,01) de su respectivo control. Debido al bajo contenido de
almiddn, se desarrolla una matriz débil y, ademads, en este caso, la adicion de AgNPs
interfiere con las interacciones de las cadenas de almidén que conducen a una pelicula
mas flexible (Ortega y col., 2019). Las AgNPs perturban la estructura de la matriz,
generando defectos que afectan las propiedades mecdnicas del material obtenido como

se observa en el perfil mecdnico (Figura 1.29a).

El aumento de la concentracion de almiddn de maiz hasta un 3 % permite el desarrollo
de peliculas con mejores propiedades mecanicas. Por lo tanto, la elongacién, la

resistencia a la traccion y el médulo elastico mejoraron significativamente (p <0,05) en
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comparacion con las peliculas formuladas con 1 % de almidén (Tabla 1.7). Luchese y col.
(2017) desarrollaron peliculas de almidén de maiz y mandioca y observaron también un
aumento en la elongacién cuando la concentracion de almidon vario de 2 a 4 %. Sin
embargo, en el presente trabajo de Tesis no hubo diferencias significativas (p >0,05) en
los parametros mecanicos analizados cuando la concentracidon de almiddn fue de 5 %

(Tabla 1.7).

La adicién de nanoparticulas de plata a las peliculas de almidén al 3 % reforzo las
matrices, lo cual se evidencid por el incremento del mdédulo elastico de las peliculas

nanocompuestas en comparacion con las peliculas control, como ya se mencioné.

Se demostré el efecto de refuerzo que ejercen las AgNPs en una concentracién de
143 ppm sobre la matriz polimérica, indicando el desarrollo de una estructura mas
resistente (Ortega y col., 2017). La tenacidad de los materiales, asociada a la energia
requerida para romper la pelicula, siguié una tendencia similar a la del mdédulo eldstico
(Tabla 1.7). Sin embargo, considerando que en las peliculas con 5 % de almidén
probablemente se forma una estructura mas densa y fuerte, la inclusion de AgNPs no
produjo un efecto significativo en las propiedades mecanicas ya que la matriz en si

misma es fuerte y no hay evidencia de refuerzo adicional.

Por consiguiente, los resultados obtenidos indican que las peliculas conteniendo un
3 % de almiddon presentan una relacion Optima entre la estructura de la matriz
desarrollada y el efecto de refuerzo de AgNPs, lo cual se evidencia en los valores

obtenidos de resistencia a la traccién, tenacidad y médulo elastico.
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Tabla 1.7: Contenido de humedad y propiedades mecanicas de las muestras control y
nanocompuestas con AgNPs in situ (143ppm) obtenidas con diferente contenido de almiddn.

Médulo
elastico Trabajo (J)
(MPa)

1 143ppm  36,2+2,7° 17,2+3,9° 1,7+0,3° 2,6+0,7° 0,010 + 0,005°

Humedad Elongacion Esfuerzo

(%) (%) (MPa)

1_control 36,6+0,3° 13,33+0,02° 1,6%0,3 1,7+0,4° 0,0020 * 0,0004°

3_143ppm 31,5+55°  32,5+0,7° 5,8+0,3¢ 15,2 +1,3° 0,063 +0,001¢

3_control 24,9 +3,5° 32,7+0,8° 2,9+0,2° 3,7+0,6° 0,021 +0,001°
5_143ppm 333+53 619+6,2¢ 2,6+0,5° 5,5+0,7¢ 0,27 + 0,05
5_control 15,8 +£2,6° 66,9 * 3,5°¢ 2,7+0,2°¢ 3,8+0,5° 0,080 *+ 0,005¢

Se informan los valores medios # la desviacion standard. Letras diferentes dentro de una misma columna
indican diferencias significativas (p <0,05).

4.5.3.4. Caracterizacidon microestructural de las peliculas

En las Figuras 1.29b, c y d se muestran las micrografias de SEM de la topografia
superficial y de las secciones transversales para las peliculas nanocompuestas
formuladas con 1, 3 y 5 % de almiddn, respectivamente. Independientemente de la
concentracion de almiddn utilizada, las peliculas presentaron superficies homogéneas,
lisas y uniformes, sin grietas ni poros y estructuras compactas. Asimismo, no se detectd
migracion de glicerol desde la matriz (incluso en las muestras con 1 % de almiddn), lo

gue sugiere una buena afinidad de la matriz nanocompuesta con el plastificante.
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Figura 1.30: Espectros ATR-FTIR para las peliculas de almidén nanocompuestas con 143 ppm de
AgNP in situ y concentraciones de almiddén, 1, 3 y 5 %. Inserto en la imagen se observa una

magnificacidn de la regién de la huella de los carbohidratos (1150 — 800 cm™).

Al observar los espectros ATR-FTIR para las peliculas con distintas concentraciones de
almidén y conteniendo 143 ppm de AgNP in situ (Figura 1.30) no se encuentran
diferencias importantes respecto a los picos obtenidos para las peliculas a base de
almidoén (Tabla 1.4), excepto para la regién de la huella digital de los carbohidratos
(principalmente para las bandas correspondiente a 1022 y 995 cm™), en la cual se
evidencian las vibraciones de los enlaces C—0O—Cy C—0—H del anillo glucosidico, como
ya se menciond. La relacion entre las intensidades de las absorbancias 1045/1022 o
1022/995 se calculd arrojando los resultados presentados en la Tabla 1.8. Como puede
apreciarse, no es posible obtener conclusiones respecto al caracter cristalino o amorfo
de las peliculas nanocompuestas con diferentes concentraciones de almidén debido a la
inconsistencia en los valores alcanzados. Asi, para estimar las contribuciones amorfas y
cristalinas del material seria necesario realizar el andlisis por difraccion de rayos X de
cada una de las muestras nanocompuestas incluyendo sus respectivos controles.
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Tabla 1.8: Relacidn entre las intensidades de las absorbancias de los picos a 1045, 1022 y 995

cm para las peliculas nanocompuestas con 1, 3y 5 % de almidén.

Relacion de absorbancias Relacion de absorbancias
Muestra . .
de los picos 1045/1022 de los picos 1022/995
1_143 ppm 0,55484 0,54115
3_143 ppm 0,53082 0,65623
5_143 ppm 0,50200 0,64503

Con respecto a la banda localizada a 995 cm™ que, como se menciond anteriormente es
indicativa de la participacion de los grupos OH en la estabilizacion de las nanoparticulas
sintetizadas, las modificaciones observadas confirman esta interaccién si bien los
resultados presentados no siguen un patréon de comportamiento en funcién de la

concentracion de almidon.

4.5.3.4. Propiedades de las peliculas nanocompuestas relacionadas con el
agua
En esta ocasion ademads de la permeabilidad al vapor de agua (WVP) se calculd la tasa
de transmision de vapor de agua (WVTR) dividiendo la pendiente de la regresion lineal
de la ganancia de peso vs tiempo, por el drea expuesta de la pelicula en la celda de

permeacion.

Los valores obtenidos de WVTR fueron similares para todas las peliculas control (Figura
1.31a), y la adicidn de nanoparticulas solo afectd esta propiedad en el caso de peliculas
de almidén al 1 %. Este resultado puede atribuirse a la interferencia de las
nanoparticulas en las interacciones entre las cadenas de almiddn y se correlaciona con
los pardmetros mecanicos informados anteriormente. Los valores de WVTR obtenidos
estuvieron dentro del rango de los reportados por Katerinopoulou, Giannakas, y
Barkoula (2018) para peliculas compuestas de almidén de maiz-PVOH conteniendo

nanoarcilla.

Cuando se calculé la WVP a partir de la WVTR, se evidencié el efecto directo del espesor
de la pelicula (Figura 1.31b). Los valores de permeabilidad al vapor de agua tendieron a

aumentar con el contenido de almidéon en la matriz hasta un 3 %, ya que no se
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detectaron diferencias significativas (p >0,05) para las peliculas con 3y 5 % de almidon.
Ademas, estos resultados también coincidieron con las propiedades mecdnicas de la
pelicula (Tabla 1.7) asi como con las observaciones al SEM (Figura 1.29). La adicién de
nanoparticulas condujo a un aumento en la tortuosidad de la matriz lo que disminuye la
difusidon de las moléculas de agua a través de la estructura de material, solo para
peliculas de almidén de 3 y 5 %. En este sentido, Sarwar, Niazi, Jahan, Ahmad, y Hussain
(2018) senalaron que la WVP disminuye con la incorporacién de AgNPs, atribuyendo los

resultados obtenidos también al aumento en la tortuosidad.

La concentracién éptima de almiddn en las formulaciones de pelicula nanocompuestas
fue del 3 %, ya que estas exhibieron las mejores propiedades de barrera de vapor de

agua.

Kanmani y Rhim (2014b) trabajando con peliculas de gelatina destacaron que la
incorporacion de nanoparticulas de plata reducia la interaccién entre las cadenas de
polimeros aumentando la disponibilidad de grupos hidroxilo libres para absorber agua.
En este sentido, los valores del contenido de humedad en las peliculas nanocompuestas
coinciden con esta afirmacion para formulaciones con almidén de maizal 3y 5 % (Tabla

1.7).

Almidén_143 ppm Almidén_control Almidén_143 ppm Almidén_control
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Figura 1.31: a) Permeabilidad al vapor de agua (WVP) y b) tasa de transmision de vapor de agua
(WVTR) de las peliculas control y con AgNP in situ (143 ppm) desarrolladas con diferentes

concentraciones de almidén de maiz.
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Con respecto a la solubilidad de las peliculas, a 100 °C la desintegracién fue mayor que
a 25 °C. Para las muestras control, a mayor contenido de almiddn en las peliculas, menor
es la solubilidad, independientemente de la temperatura del ensayo (Fig. 1.32a y b). En
general, se alcanzé una solubilidad del 30 - 40 % para todas las muestras
nanocompuestas, en ambas condiciones analizadas. Este resultado puede explicarse

considerando que la presencia de AgNPs podria facilitar la desintegracion de la matriz

hidrofilica durante el ensayo.

® Almidon_143 ppm  ® Almidén_control

25°C

60

solubilidad (%)
w L
o (=]

=N
o o

o

1% 3% 5%
Concentracion de almidén
® Almidon_143 ppm  ® Almidén_control

c 100°C

b) 8o
70
60
50
40
30
20
10

Solubilidad (%)

1% 3% 5%
Concentracion de almidén

Figura 1.32: Solubilidad en agua a: a) 25°Cy b) 100°C, de las peliculas nanocompuestas con AgNP

in situ (143 ppm) y control formuladas con distintas concentraciones de almidén.

4.5.4. Capacidad antimicrobiana de las peliculas nanocompuestas

Los resultados obtenidos para las peliculas con 1y 5 % de almiddn, control y conteniendo
143 ppm de AgNPs in situ, se muestran en la Figura 1.33. Como era de esperar, las

peliculas control no mostraron efecto inhibitorio para los microorganismos ensayados.
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Las peliculas nanocompuestas formuladas con 1 % de almidén mostraron buenas
propiedades antimicrobianas, inhibiendo por contacto las cepas de E.coli y Salmonella
spp., mientras que presentaron un halo de inhibicidn de 2 mm para S.aureus. En el caso
de las peliculas desarrolladas con 5% de almidén, aunque exhibieron inhibiciéon por
contacto sobre las cepas probadas, la evaluacién fue dificil ya que las peliculas tendieron
a enrollarse una vez depositadas en las placas conteniendo el medio de cultivo (Figura

1.33).

Las diferencias observadas pueden explicarse teniendo en cuenta las caracteristicas
estructurales de las peliculas obtenidas (en relacidn con el contenido de almiddén), asi
como el nivel de exposicion de las AgNPs incluidas en la matriz. Las peliculas formuladas
con 1 % de almidén, que condujeron al desarrollo de una matriz débil y menos
estructurada, permitieron una mayor exposicién de las nanoparticulas (en comparacién
con las peliculas que contienen 3 % y 5 % de almiddn), siendo mas evidente el efecto de
inhibicidn en estas muestras (Figura 1.33). En cuanto a la inhibicion de bacterias Gram
positivas, tanto Ji y col. (2016) como Pandacek y col. (2006) atribuyeron el efecto
observado al tamafio de las nanoparticulas manifestando que didmetros de entre 5 y
25 nm pueden alcanzar mas facilmente el contenido nuclear al alterar la membrana
celular y aumentar su permeabilidad y funcién, lo cual concluye con la destruccién

bacteriana.

Algunos autores (Dakal y col., 2016; Hamouda y Baker, 2000) sugieren que la accidon de
la actividad antimicrobiana se da por interaccidn electroestdatica entre la carga positiva
de las AgNPs y la carga negativa de las células bacterianas. A pesar de que las AgNPs
estabilizadas en la matriz de almiddn tuvieron una carga superficial negativa, como
demostraron los valores obtenidos de potencial Z, pueden interactuar con algunos
componentes de la membrana causando cambios estructurales como la formacion de
huecos/orificios, su degradacion y finalmente la muerte celular (Sondi y Salopek-Sondi,

2004). Kim y col. (2007), obtuvieron resultados similares.
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Figura 1.33: Actividad antimicrobiana de los films desarrollados, testeados sobre cepas de E.coli
ATCC, Salmonella spp., S.aureus ATCC y Penicillium spp.. Las fotografias correspondientes al

contenido de almiddn de 3% p/v son las presentadas en la Figura 1.24.

El analisis sobre la inhibicion de Penicillum spp. en las peliculas con un 3 % de almidén
demostrdé que la incorporacion de 14,3 ppm de AgNPs disminuyé el crecimiento del

hongo, mientras que la inhibicién fue completa para las concentraciones mayores a
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71,5 ppm. Al evaluar el efecto del contenido de almidén de maiz en la matriz, se
encontrd que la incorporacién de AgNPs en una concentracién de 143 ppm no permitié
el crecimiento del Penicillium spp. No se encuentran muchos reportes sobre el
mecanismo de accion de las nanoparticulas de plata sobre hongos, pero, Cano y col.
(2016) evaluaron el efecto inhibitorio de peliculas de almidén-PVA conteniendo AgNPs
sobre cepas de Penicillium spp. y Asperguillus niger y observaron que la carga microbiana

se redujo a partir de 85,6 ppm, mientras que la inhibicién total se dio a 228,3 ppm.

Con respecto a la actividad antimicrobiana, todas las peliculas nanocompuestas
inhibieron el desarrollo de los microorganismos ensayados en este trabajo de Tesis. Las
caracteristicas estructurales de las matrices desarrolladas juegan un papel importante,

ya que, condicionan la exposicidn de las AgNPs limitando asi su efectividad.

Teniendo en cuenta la capacidad antimicrobiana y las propiedades finales de los
materiales obtenidos, las peliculas nanocompuestas formuladas con un contenido de
almiddén del 3 % y una concentracidon de 143 ppm de AgNPs sintetizadas in situ, se
seleccionaron como la mejor opciéon para evaluar su aplicacion como envase para

alimentos.

4.5.5. Aplicacion de las peliculas activas desarrolladas como envases para
alimentos
Con el propdsito de evaluar la efectividad de las peliculas nanocompuestas desarrolladas
como envases activos, se determind la vida util de queso fresco mediante ensayos
microbioldgicos. La Figura 1.34 corresponde a fotografias de las muestras al inicio del

ensayo y luego de diferentes tiempos de almacenamiento a 4 °C.
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Figura 1.34: Fotografias correspondientes a muestras de queso fresco a los: a) y a’) 0; b) y b’) 7;
c) 14; d) 21y, e) 28 dias de almacenamiento a 4 °C. Las muestras sin pelicula corresponden al

control.

Se realizé el recuento de los microorganismos aerobios totales, pero los valores
obtenidos no fueron representativos debido a la flora lactica propia de la muestra de
queso, por ese motivo se decidid evaluar la vida util del producto realizando el recuentos

de hongos y levaduras presentes.

La vida util de las muestras de queso fresco refrigerado esta determinada
principalmente por el desarrollo de microorganismos. Particularmente, el queso fresco
se caracteriza por ser un producto poco fermentado, aunque ligeramente acido (pH= 5),
con actividad acuosa elevada, un bajo porcentaje de sal (< 3%) y con un potencial de
oxido-reduccion electronegativo (ausencia de oxigeno). Estas condiciones permiten el

desarrollo de muchos microorganismos, especialmente de hongos y levaduras.

100



Se definié la vida util del queso fresco como el tiempo necesario para alcanzar
10° UFC/g de muestra (Lépez, 2011). Teniendo en cuenta este valor, la vida util para la
muestra control fue de 14 dias, mientras que para la muestra envasada con la pelicula

nanocompuesta la vida util media fue de 21 dias (Figura 1.35).

Log (UFC/g)

1,00 A

0 7 14 21 28

Tiempo de almacenamiento (dias)

—8=—Control Pelicula AgNP in situ

Figura 1.35: Recuentos (UFC/g) para las muestras de queso envasadas con peliculas sintéticas
(control) y nanocompuestas conteniendo 143 ppm de AgNP in situ, almacenadas a 4 °C durante
28 dias.

5. CONCLUSIONES

Se optimizaron las condiciones de sintesis de AgNPs utilizando una sal de Ag y un

reductor natural, siendo necesario el agregado de almiddn como agente estabilizante.

Fue posible acoplar la sintesis de nanoparticulas de plata mediante el uso de reactivos

amigables con el medioambiente a la preparacién de suspensiones filmogénicas a base
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de almiddn. La sintesis de AgNPs in situ se realizé en las tres concentraciones de almidén

estudiadas.

La espectrofotometria es una técnica simple que permite seguir la evolucion de la
sintesis de las AgNPs mediante la observacién del plasmén. La morfologia y el tamafio
de los AgNPs obtenidos se estudiaron mediante diferentes técnicas de microscopia
electrdénica. Las medidas de potencial Z indicaron que las AgNPs resultaron estables en

la suspension filmogénica.

Las suspensiones filmogénicas formuladas con 3 y 5 % de almidén exhibieron un
aumento en la viscosidad aparente tanto con el contenido de almidéon como con la
incorporaciéon de AgNPs. Como era de esperarse, la cinética de secado estuvo

condicionada por el contenido de almidén de los sistemas estudiados.

Se observé que el refuerzo de las matrices evidenciado a través de las propiedades
mecdnicas analizadas (mddulo eldstico, esfuerzo tensil y tenacidad) asi como la WVP y
la capacidad antimicrobiana fue dependiente de la concentracion de AgNPs en los
materiales compuestos. Se realizé la caracterizacién microestructural de los sistemas
nanocompuestos; mediante SEM se evidencid que las AgNPs se encontraban integradas
en la matriz poliméricas y a través de ATR-FTIR se confirmd la participacion de los grupos

OH del almiddn en la estabilizacion de las AgNPs sintetizadas.

Con respecto a las propiedades finales de las peliculas de nanocompuestas, la
incorporacion de AgNPs afecta negativamente las propiedades dpticas de las peliculas
gue contienen 1 % de almiddn. La matriz de la pelicula obtenida con esta concentracién
de almiddn fue débil y la inclusidon de nanoparticulas indujo defectos que afectan tanto
a las propiedades mecdénicas como a las de barrera. Aunque las peliculas formuladas con
5 % de almiddn condujeron a una estructura mds densa y compacta, la adicion de AgNPs
no evidenciaba un refuerzo adicional de la matriz desarrollada, sin afectar tanto las
propiedades mecanicas como la WVP. La mejora de estas propiedades en peliculas
formuladas con 3 % de almidon se atribuyd al refuerzo de la matriz por AgNPs, ya que

se formd una estructura homogénea pero menos densa.

102



Ademas, la presencia de nanoparticulas en la matriz de almidén permitié modular la

solubilidad de las peliculas, independientemente de la temperatura ensayada.

Considerando la capacidad antimicrobiana y las propiedades finales de los materiales
obtenidos, se seleccionaron las peliculas nanocompuestas formuladas con un contenido
de almiddn del 3 % y una concentracion de 143 ppm de AgNPs sintetizadas in situ. A
partir del termosellado de estas peliculas nanocompuestas se obtuvieron envases

activos los que permitieron extender en 7 dias la vida util de quesos de pasta blanda.
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C arituLo 2

Sintesis y caracterizacion de
nanoparticulas de plata obtenidas con los
reductores naturales presentes en jugo

de limon (Citrus x limon) (AgNP L)




1. INTRODUCCION

Como se menciond en el Capitulo 1, la sintesis quimica de nanoparticulas mediante
mecanismos bottom up generalmente son simples, permiten obtener particulas de
diferentes formas y tamafios dependiendo de los reactivos utilizados, y de las
condiciones de reaccién, ademas de posibilitar la obtencién de un gran stock de NPs
(Poltey col., 2012; Wu, Yang, y Wu, 2016). En general estas técnicas pueden requerir del
empleo de reactivos tdxicos, los cuales suelen ser costosos y no son amigables con el
medio ambiente. Debido a esto, los cientificos se han esforzado en encontrar vias de
sintesis “verde” precisas, es decir, se han encargado de evaluar cuales son las fuentes
naturales, y sus productos, que pueden utilizarse para obtener nanoparticulas de una

forma mas segura.

El uso de extractos de plantas en sintesis verde de nanoparticulas ha sido objeto de
numerosas investigaciones (Kumar, Smita, Cumbal, Debut, y Pathak, 2014;
Nasrollahzadeh y col., 2019; Ortega y col., 2021; Ren y col., 2016), a partir de las cuales
se demostré que la formacidon de nanoparticulas metalicas puede realizarse en su
totalidad en la solucidn de la sal metdlica, en tiempos relativamente cortos, e incluso a
bajas temperaturas o temperatura ambiente, dependiendo del extracto vegetal
utilizado. Luego de la eleccidn del extracto natural, los principales parametros que
afectan son, la concentracién del extracto y de la sal metalica, asi como su naturaleza,
la temperatura, pH y el tiempo de contacto de los reactivos (Rauwel, Kiiinal, Ferdov, y
Rauwel, 2015). Particularmente, con respecto a la sintesis de nanoparticulas de plata
con productos vegetales, se pueden mencionar: las obtenidas con extractos de té verde
(Rolim y col., 2019), con extractos de hojas de Ginkgo Biloba (Ren y col., 2016), AgNPs
utilizando extractos de limoén (Prathnay col., 2011, 2014; Selvakumar y col., 2016) y con
extractos de cascaras de citricos (Kaviya, Santhanalakshmi, Viswanathan, Muthumary, y

Srinivasan, 2011), entre otros.

Las ventajas de usar extractos de plantas para la obtencion de NPs, es que se encuentran
facilmente disponibles, son seguros de manejar, y lo mas importante es que poseen una
gran variedad de componentes activos que pueden promover la reduccidn, en este caso
de los iones Ag*, y la estabilizacion de las AgNPs obtenidas. Dentro de estos compuestos
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que participan tanto de la reduccion y recubrimiento (capping) de las nanoparticulas se
encuentran biomoléculas como, aminoacidos, azucares, polisacaridos, enzimas,
proteinas, vitaminas, acidos organicos, polifenoles, flavonoides, entre otros (Mohapatra

y col., 2015).

Los citricos, y en particular el limén (Citrus limon), que es el que se va a utilizar en este
capitulo de Tesis, presentan una gran variedad de polifenoles, flavonoides y terpenos
(Xi, Lu, Qun, y lJiao, 2017); sin embargo el contenido de acido citrico, ascérbico y la
presencia de azucares reductores, posiblemente sean los responsables de la reduccidn
y estabilizacidon de los iones metdlicos (Ag*) y la estabilizacién de las nanoparticulas
(AgNPs). Ademas, otra razén por la cual es interesante la eleccion de este fruto, es su

amplia disponibilidad.

Por otro lado, se ha demostrado que varios de los componentes presentes en los
extractos del limén, presentan un amplio espectro de actividad bioldgica que incluye
actividades antibacterianas, antifingicas y antivirales. Debido a esto, se encuentran
entre los antimicrobianos naturales mds estudiados para aplicaciones alimentarias

(Burt, 2004).

El limén es un fruto acido y aromatico, que se utiliza fundamentalmente como
condimento y no tanto en forma directa como los otros citricos dulces (naranjas o
mandarinas), razén por la cual su consumo per capita es menor (de acuerdo a datos del
Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca de la Nacién del afio 2019, es de
aproximadamente 3 kg/habitante/afio). En lo que respecta al fruto (Figura 2.1), el limdn
es un hesperidio (fruto carnoso de corteza gruesa, dividido en varias celdas por telillas
membranosas) de forma ovalada, de color amarillo intenso cuando alcanza su madurez.
Tiene cascara gruesa de gran porosidad, y en su interior, se encuentra la parte
comestible formada por gajos (endocarpo); dentro de éstos estdn las vesiculas que
contienen el jugo. Sus semillas son pequefias y puntiagudas (Garcia Lidén, Del Rio,
Porras, Fuster, y Ortuio, 2003). Por ultimo, se denomina pulpa a los residuos del fruto

una vez exprimido.
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Figura 2.1: Corte transversal del fruto de limdén en el cual se pueden observar las distintas partes

constitutivas.

El contenido de jugo en el limén va aumentando durante el periodo de madurez hasta
alcanzar un 40 - 46 % del peso total del fruto. Durante esta etapa, el contenido de sélidos
solubles del jugo esta representado principalmente por azlcares reductores y totales
(glucosa, fructosa y sacarosa), a continuacion le siguen los dcidos organicos (acido citrico
en mayor proporcién) y sus sales, y el resto corresponde a compuestos nitrogenados,

vitaminas, elementos minerales y otras sustancias (Alvarez, Jorrat, y Genta, 2005).

El acido citrico es el principal acido del endocarpo, conforma entre el 70 y 90 % del total
de la acidez y su contenido permanece elevado durante todo el periodo de madurez.
Quimicamente es un acido policarboxilico, débil, de origen natural, ademas es
biodegradable, renovable y se clasifica como seguro para el uso en alimentos (GRAS),
por ese motivo se lo incluye en muchos productos alimenticios como mermeladas, jugos,

golosinas, entre otros.

Durante varios anos se han investigado los efectos del acido citrico sobre matrices de
almidon. Debido a su caracter policarboxilico, los grupos carboxilo del dcido interactian
con los grupos hidroxilo del almiddn, lo cual mejora la resistencia al agua debido a la
reduccion de los grupos OH disponibles (Ghanbarzadeh, Almasi, y Entezami, 2011;
Seligra, Medina Jaramillo, Fama, y Goyanes, 2016). Por otro lado, los grupos carboxilo
también pueden formar puentes de hidrégeno con las cadenas de los constituyentes del
almiddn, evitando de esta forma la re-cristalizacién y retrogradacién de la matriz
(Ghanbarzadeh vy col., 2011; Shi y col., 2008). También puede actuar como agente de
entrecruzamiento, y de esta forma, mejorar tanto las propiedades mecanicas como de
barrera (Olsson et al., 2013; Reddy y Yang, 2010; Seligra y col., 2016; Shi y col., 2008).
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Sin embargo, algunos autores han reportado que bajo ciertas condiciones de ensayo el
acido citrico puede generar la hidrélisis parcial del almidén (Ghanbarzadeh y col., 2011,

Menzel y col., 2013, Olsson y col., 2013).

En el Capitulo anterior, se sintetizaron nanoparticulas de plata directamente en la
suspension filmogénica (sintesis in situ) y se optimizo tanto el contenido de la NPs como
la concentracion de almiddn en las peliculas nanocompuestas. Las matrices con 143 ppm
de AgNPs exhibieron mejores propiedades mecanicas y de barrera, asi como también
actividad antimicrobiana. Asimismo, el contenido de almidén del 3% (p/v) dio lugar a
suspensiones filmogénicas con un éptimo comportamiento reoldégico y propiedades
finales de las peliculas obtenidas por moldeo y deshidratacién que posibilitaron su

aplicaciéon para el envasado de alimentos.

En este Capitulo se sintetizaron AgNPs mediante otra técnica verde reduciendo el
numero de reactivos a AgNOs y jugo de limén natural. Una vez obtenidas vy
caracterizadas las nanoparticulas se estudio su incorporacién a suspensiones de almidén
de maiz al 3 % (p/v), dado que esta matriz resultd ser la mas efectiva en el caso de los
sistemas nanocompuestos con AgNPs in situ. Asimismo, se comparan ambas técnicas de

sintesis quimica, sus ventajas y desventajas con vistas a su implementacion.

2. LOS OBJETIVOS PLANTEADOS EN EL PRESENTE CAPITULO FUERON:

- Obtener y caracterizar jugo de limén determinando los reductores naturales y
compuestos activos presentes.

- Sintetizar y caracterizar nanoparticulas de plata utilizando los compuestos
activos presentes en el jugo de limén natural (AgNP L) y optimizar las condiciones
de sintesis.

- Evaluar la incorporacidon de las AgNP L a matrices de almiddn de maiz con el fin
de obtener peliculas nanocompuestas.

- Caracterizar los sistemas nanocompuestos, estudiando las propiedades
relevantes que condicionan su aplicacién para el envasado de alimentos,

particularmente de panificados.
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3. MATERIALES Y METODOS

Para el desarrollo experimental de la siguiente seccidn se utilizaron reactivos de grado
analitico, y las soluciones se prepararon con agua ultrapura con una resistencia

especifica de 18 MQ.

3.1. Obtencidn del jugo de limoén

Se cosecharon y seleccionaron limones (Citrus limon) de una plantacién de la ciudad de
La Plata, Argentina (34°56’26"”S 57°59’44” W). Luego fueron llevados al laboratorio
donde se lavaron con agua corriente para eliminar cualquier tipo de impureza que
pudiera estar sobre la superficie y a continuacién se enjuagaron con agua destilada. Una
vez limpios, los limones se exprimieron y el jugo se filtré y centrifugd a 10000 rpm,
durante 10 minutos a 0 °C (Sorvall® RC 5B Plus, EE.UU.). A continuacion se separé el jugo

del pellet y se mantuvo a 0°C hasta el momento de su uso.

3.2. Caracterizacion del jugo de limdn obtenido

Se determinaron los pardmetros fisicoquimicos generales como el contenido de sélidos
solubles totales (SST), la acidez titulable y la densidad. Ademas, se realizé el analisis de
los componentes de especial relevancia en la sintesis de nanoparticulas de plata, como

el contenido de azucares reductores, acido ascérbico y de compuestos fendlicos.

3.2.1. Solidos solubles totales (SST)

Los sdlidos solubles totales en el jugo de los citricos estan compuestos mayoritariamente
por los azucares presentes en el fruto, seguido por los acidos organicos (principalmente
acido citrico) y sus sales, y el resto corresponde a compuestos nitrogenados, vitaminas,

minerales y otros componentes solubles en agua (Garcia Lidén y col., 2005).

La determinacion del contenido de soélidos solubles se realiza utilizando un
refractdmetro, el cual se basa en el cambio del indice de refraccién de la luz generado
por la naturaleza y concentracion de los solutos disueltos (por ejemplo sacarosa). La
unidad de medida son los °Brix y segln esta escala, 1 °Brix corresponderia a un indice

de refraccion de una solucion de sacarosa en agua al 1 % (p/v).
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Los SST se determinaron de acuerdo al método oficial de la AOAC 932.12 (AOAC 2007)
colocando una gota del jugo de limdn filtrado y centrifugado en un refractémetro digital
MAS871 (Milwaukee Instruments, China), previa calibracién del mismo con agua
destilada. Las mediciones se realizaron al menos por duplicado y el contenido de SST se

expreso en °Brix.

3.2.2. Acidez titulable

Los acidos organicos son componentes importantes de los sélidos solubles de los jugos

citricos, que en el caso de los limones y limas, son los mds abundantes.

La acidez de los jugos normalmente se expresa como acido citrico anhidro, uno de los
acidos mayoritarios presentes, ademads del malico (el segundo mds abundante) y oxalico
(en mucho menor proporcidon), aunque se cometeria un error en la determinacién éste
es muy pequefio, ya que los pesos equivalentes de los acidos citrico y malicos son

similares iguales (64,02 y 67,02 g/eq respectivamente) (Garcia Lidén y col. 2005).

Para la determinacion de la acidez titulable se realizé una valoracién potenciométrica
acido-base utilizando NaOH como titulante y un electrodo de membrana de vidrio que
permitid determinar el punto final de la titulacion a pH 8,1 (Nielsen, 2017). La acidez
titulable se determind de acuerdo al método AOAC 945.15 (AOAC, 2007) en una dilucion
1/5 del jugo de limén tratado con agua ultrapura. La muestra se titulé con una solucion
de NaOH 1N hasta pH 8,1 utilizando un pHmetro AD800 (Adwa, Hungria). La acidez, se

expresd como g de acido citrico por cada 100 ml de jugo y se calculé segun la ecuacion:

Acidez ( [2.1]

g AC ) __ VXNXfx100
- M

100 mL de jugo
donde, V corresponde al volumen de NaOH gastado (mL), N a la normalidad del NaOH
(N), f es el peso del miliequivalente del acido citrico (0,064 g/eq), y M es la alicuota de

muestra (mL). La determinacidn se realizé por duplicado.

3.2.3. Densidad

La densidad se determind indirectamente registrando la masa (g) de un volumen de jugo

de limdén exactamente medido (1mL) con una balanza de precisidn analitica. La muestra
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se analizé a temperatura ambiente y por triplicado. Los resultados se expresaron en

g/mL.

3.2.4. Contenido de azucares reductores

En la mayoria de los citricos, incluyendo el limdn, los principales azlcares presentes son
glucosa, fructosa y sacarosa en proporciones 2:2:1 y su contenido aumenta a medida

que el fruto madura (Garcia Lidén y col., 2005).

Los azucares reductores son aquellos monosacaridos (glucosa, fructosa, lactosa, entre
otros) y otros carbohidratos de bajo peso molecular que, presentan grupos carbonilo e
hidroxilo disponibles para reaccionar y asi reducir a un agente oxidante. Por ejemplo, el
grupo aldehido de una aldosa reduce al agente oxidante, y se transforma en un grupo
carboxilico. Las cetosas también son azlcares reductores ya que en condiciones de
reaccion alcalinas se isomerizan transformandose en aldosas (Fennema, 2008). Existen
varios métodos para determinar estos azucares que se basan en la reduccién de un ion

metalico como los métodos de Fehling, Benedict y Somogyi-Nelson.

Segun Gonzalez-Blair y Castellanos-Dominguez (2003), el método de Somogyi-Nelson es
altamente reproducible y permite determinar azlcares reductores presentes en
concentraciones muy bajas (20 - 180 pg/mL). Al colocar el reactivo de Somogyi en
contacto con la solucién de azucar reductor y calentar, el reactivo en su medio basico
(pH =9) oxida el azucar formando un éxido de Cu (l), el Cuz0, de color rojizo e insoluble
en agua. Una vez que se incorpora el reactivo de arseno-molibdato (reactivo de Nelson)
reacciona con el acido aldénico obtenido durante la oxidacion del azucar con el reactivo
de Somogyi, reduciendo el complejo amarillo (molibdoarsenato de amonio) a azul de
molibdeno. Asi, la intensidad del color desarrollado durante la reaccién, medido a 520
nm, es proporcional a la cantidad de Cu;0 formado, y por consiguiente, a la

concentracion de azucares reductores presentes en la muestra.

El contenido de azlcares reductores presentes en el jugo de limoén previamente filtrado
y centrifugado se determind mediante el método de Somogyi-Nelson modificado segun
Gonzélez-Blair y Castellanos-Dominguez (2003). La muestra se analizd por duplicado y
las medidas se realizaron en un espectrofotémetro U-1900 HITACHI (Japén) a 520 nm.

Como se menciond anteriormente, la glucosa y la fructosa estan presentes
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principalmente en el jugo de limén (Alvarez y col., 2005; Garcia Lidén y col., 2003), por
este motivo se prepararon soluciones estandar de estos monosacdridos para la
cuantificacién y los resultados se expresaron en mg de glucosa y fructosa cada 100 mL

de jugo, respectivamente.

3.2.5. Cuantificacion de acido ascorbico

El acido ascérbico (vitamina C) es la vitamina mas abundante en los citricos, por lo que
éstos constituyen la principal fuente natural para su obtencidn. Es una cetolactona de
seis carbonos, que tiene relacion estructural con la glucosa y otras hexosas, y es muy
inestable frente al calor y oxidacion. Ademas del uso nutricional, el acido ascoérbico se

utiliza como antioxidante protegiendo el color y sabor de ciertos alimentos.

La cuantificacidn del contenido de acido ascdrbico (AA) en el jugo de limdn obtenido se
realizé por cromatografia liquida en fase reversa (RPLC) de acuerdo con el protocolo
propuesto por Monroy, Rivero, Garcia, y Garcia (2017). Para este propdsito, se utilizé un
HPLC modelo Waters 1525 (Milford, MA, EE. UU.), equipado con una bomba binaria, un
detector 6ptico de indice de refraccion Waters 2998, y otro de arreglo de diodos
(Milford, MA, EE. UU.). Para la determinacion fue necesario realizar una dilucién de 1/4
de la muestra con la fase movil utilizada, en este caso, acido metafosfdrico:acetonitrilo
en relacion 93:7 y la posterior filtracién con una membrana de 0,45 pum (Osmonics Inc.,
GE ACETATE Plus, Brasil). Se utilizdé acido ascérbico patréon para realizar la curva de
calibracion, en la que se relacioné el area del pico cromatografico con la concentracién
de AA. Los resultados informados (mg/100 mL) corresponden a determinaciones al

menos por duplicado.

3.2.6. Contenido de polifenoles

La composicion de polifenoles del jugo de limdn se analizé por cromatografia liquida en
fase reversa (RPLC) utilizando el equipo mencionado anteriormente y siguiendo el
protocolo descrito por Reyes-Alvarez y Lanari (2020). Todos los compuestos se
identificaron comparando el tiempo de retencidon y las caracteristicas espectrales de los
picos con los estandares comerciales (Reyes-Alvarez y Lanari 2020) y luego se
cuantificaron de acuerdo con el drea del pico del estandar correspondiente (Xi y col.,

2017). Los estandares utilizados fueron acido galico, clorogénico y cafeico para los
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polifenoles y rutina como flavonoide. Los resultados informados (ug/mL jugo)

corresponden a determinaciones al menos por duplicado.

3.3. Sintesis y caracterizacion de las AgNP L

Las nanoparticulas de plata se obtuvieron de acuerdo con el método propuesto por
Prathna y col. (2011) realizando algunas modificaciones (Figura 2.2). Se anadié una
solucién de AgNOs3 6,5 10 M al jugo de limdn obtenido previamente, en una relacion
de volumen 1:4 (AgNOs: jugo de limdn) bajo agitacion constante, lo que condujo a una
solucién stock de AgNP L 1,3 103 M. La sintesis se llevd a cabo a tres condiciones
diferentes de tiempo-temperatura: 130; 70 y 30 min a 45; 67,5 y 90 °C, respectivamente,
en un bafo termostatico, para evaluar el efecto de la temperatura en la obtenciéon de
las nanoparticulas. Asimismo, las suspensiones control se prepararon reemplazando el
volumen de la solucién de AgNOs por agua ultrapura y luego se sometieron a las

condiciones de calentamiento mencionadas anteriormente.

Las nanoparticulas obtenidas se identificaron como AgNP Lss, AgNP Le75 y AgNP Lo,

respectivamente.

Con el fin de realizar el seguimiento de la formacion de las AgNP L, se tomaron alicuotas
de 3 mL a diferentes tiempos de reaccion, se les realizd una dilucién 1/5 con agua
ultrapura y a continuacién se analizaron mediante espectroscopia de absorcién UV-
visible en el rango de longitud de onda de 200 a 700 nm utilizando un espectrofotémetro
T90 + UV/vis (PG Instruments, EE. UU.), como se describié en la Seccion 3.2.1 del

Capitulo 1.

3.3.1. Microscopia electronica de transmisién (TEM)
Una vez que se obtuvieron las nanoparticulas, se examind la morfologia de las mismas
mediante TEM. Para visualizar las AgNP L se realizé una dilucién 1/100 de las muestras
con agua ultrapura, se colocaron gotas en una rejilla y se dejaron secar a temperatura
ambiente por aproximadamente 10 min. Las imagenes fueron obtenidas utilizando un
equipo JEOL-JEM 1200EXiIl, (Jeol, Japdn) equipado con una cdmara Erlangshen ES1000W,
Modelo 785 (Gatan Inc., Pleasanton, California, EE. UU.). Finalmente, las micrografias se

procesaron utilizando el programa ImagelJ Software™ a partir del cual se obtuvieron los
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tamafios y la polidispersidad de las AgNP L a distintas temperaturas, como se describié

en el Capitulo 1 Seccién 3.2.2.

3.3.2. Potencial Z

El potencial Z se determind como se describid en el Capitulo 1 Seccidn 3.2.4. Las medidas
se realizaron en un equipo SZ-100 Nanopartica (Horiba Scientific, Japdn) para lo cual se
preparé una dilucién 1/100 de las soluciones de nanoparticulas utilizando KNO3 103M
para fijar la fuerza idnica y estabilizando previamente las muestras durante 30 min. Para
la determinacidn se aplicd un voltaje de 3,3 V a 25 °C, las determinaciones se realizaron

al menos por duplicado.

3.3.4. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

Los espectros infrarrojos se registraron utilizando un espectrémetro Nicolet-iS10 FTIR
(Thermo Scientific, EE. UU.). Para ello se coloco 1 gota de la suspensién conteniendo las
AgNP L en el soporte del equipo y los espectros se midieron en el rango de 4000 — 400
cm™ con una resolucién de 4 cm™. Se realizaron al menos 32 escaneos para cada
muestra. Los resultados obtenidos se analizaron a través del software Omnic 9™

(Thermo Scientific, EE. UU.).

3.4. Estabilidad de las AgNP L obtenidas a las diferentes temperaturas

Una propiedad importante a la hora de pensar en la posible aplicacion de las
nanoparticulas metalicas es su estabilidad, es decir, que no presenten cambios
apreciables en su morfologia o propiedades opticas en funcion del tiempo de
almacenamiento (Pinto y col., 2010). Esto también permite definir cuales podrian ser las

mejores condiciones para almacenar las NPs luego de su sintesis y antes de su aplicacion.

La estabilidad de las nanoparticulas de plata esta dada por un conjunto de caracteristicas
como su tamafo, forma, los agentes de recubrimiento o capping, presencia de
macromoléculas organicas, pH y fuerza idnica. Los factores mencionados participan
tanto en las interacciones electrostaticas como también generan efectos estéricos

(Schmid, 2011).
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Asi para estudiar la estabilidad de las nanoparticulas sintetizadas, las suspensiones de
AgNP Lgo se almacenaron bajo condiciones de refrigeracion (4 °C). Se realizé un estudio
por espectroscopia de absorciéon UV-visible mediante el analisis de los plasmones de
resonancia superficial (SPR) entre 400 - 500 nm. Las muestras fueron evaluadas durante

un periodo de almacenamiento de 395 dias.

3.5. Peliculas nanocompuestas de almidén de maiz conteniendo AgNP L y su

caracterizacion

Las peliculas nanocompuestas a base de almidén de maiz se obtuvieron por el método
de casting (moldeo y deshidratacidon) como se detallé en el Capitulo 1 secciéon 3.3 y
segun se describe en el esquema propuesto (Figura 2.2). En esta ocasidn se agregaron
diferentes volumenes de la solucidon conteniendo las nanoparticulas obtenidas
previamente a 90 °C durante 30 min, AgNP Lgo, a las suspensiones de almidén de maiz 3
% p/v de forma tal de obtener las peliculas nanocompuestas. Los volumenes agregados
del stock de AgNP Lgp a 100 mL de suspension filmogénica fueron: 385, 770, 1920 y 3850
KL, lo que condujo a un contenido final de Ag de 5, 10, 25 y 50 uM, respectivamente. A
continuacion, las suspensiones nanocompuestas se gelatinizaron a 90 °C durante 20 min
con agitacién continua en un bafio termostatico, luego fueron enfriadas hasta 50 °Cy

finalmente se les afiadié un 30 % p/p de glicerol como plastificante.

Seguidamente se plaquearon las suspensiones filmogénicas sobre placas acrilicas
(relacion de moldeo = 0,3144 g/cm?) y se secaron en un horno de conveccion forzada
por aire (50 °C durante 5 h). Una vez finalizado el proceso de secado, las peliculas se
retiraron del molde y se acondicionaron con 70 % de HR y 25 °C previamente a la

caracterizacion.

La concentracion final de las AgNP Lgo en los materiales activos se expresé como mg de

Ag por kg de pelicula seca, correspondiendo a 14,3; 28,6; 71,5y 143 ppm.

Las peliculas control se obtuvieron reemplazando los voliumenes de AgNP Lgo por los
equivalentes de una solucidn preparada con 1 parte de agua ultrapuray 4 partes de jugo
de limdn filtrado (a fin de poder estudiar el efecto que los componentes del jugo de

limdén ejercen en la matriz de almiddn); y luego se siguié el mismo protocolo para
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obtener las peliculas. Asi, dependiendo del volumen agregado de esta solucidn se

obtuvieron las peliculas control Cont L 14,3; Cont L 28,6; Cont L 71,5 y Cont L 143 ppm.

w Filtrado

; Centrifugado
L o | (20min, 0°c, 10000 rpm)
AsNO Agitacion Almidén de
&% | contianua maiz nativo
(T, 1)
Agua ultrapura
e
AgNPL -

Gelatinizacion
90 °C, 20 min

Suspension
nanocompuesta

Enfriamiento a Glicerol 30 %
50 °C

Plaquear 20 g y secar
(casting)

Figura 2.2: Esquema de sintesis de las AgNP L y posterior obtencidon de las peliculas
nanocompuestas.

3.5.2. Caracterizacion de las peliculas nanocompuestas

Para la caracterizacion, tanto de las peliculas nanocompuestas como su correspondiente

control, se siguio la metodologia propuesta en el Capitulo 1.

Se determind el espesor (Seccion 3.4.1), propiedades opticas (Seccion 3.4.2), la
permeabilidad al vapor de agua (Seccidn 3.4.3), la solubilidad y el contenido de humedad
(Seccién 3.4.4) y las propiedades mecdnicas (Seccién 3.4.5) segun las metodologias

descriptas previamente.
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3.5.2.1. Color superficial

El color es uno de los factores esenciales en el mensaje que da un envase, ya que cumple
varias funciones, las cuales van desde identificar a una determinada marca, hasta
denotar la calidad del contenido. Teniendo en cuenta esto y considerando que el jugo
de limén aportaria su tonalidad caracteristica, se determiné el color superficial de las
peliculas control y nanocompuestas siguiendo la técnica descripta en el Capitulo
anterior (Seccion 3.4.2.1). Ademas se realizé el seguimiento del cambio de color de las
peliculas luego de 14 dias de almacenamiento bajo condiciones controladas (25 °Cy 70

% HR).

Utilizando la escala ClIELab se midié la luminosidad (L*), y los pardmetros de
cromaticidad (a* y b*), y a partir de éstos se calculd la diferencia de color (AE). Se
registraron cinco medidas en diferentes posiciones para cada muestra, al tiempo inicial
y luego de los 7 y 14 dias de almacenamiento. Para calcular la diferencia de color de las
muestras almacenadas se usaron como valores de referencia los parametros de color
obtenidos para las muestras recién preparadas (tiempo inicial). Los resultados
informados en este trabajo de Tesis corresponden a los valores promedio obtenidos,

mostrandose ademas la desviacion estandar.

3.5.2.2. Capacidad de termosellado

La capacidad de termosellado se evalud en peliculas nanocompuestas conteniendo 71,5
ppm de AgNP Ly su respectivo control. Esta propiedad se determind de acuerdo a lo
indicado en la Seccién 3.4.6 del Capitulo 1 y segun lo publicado en un trabajo previo
(Ortega y col., 2017). Se registraron los patrones mecdnicos y se determinaron los
modos de falla de acuerdo con el método estandar ASTM F88-00 (2001). La resistencia
maxima y media a la traccion del termosellado se determind y expresé en MPa, mientras
gue el drea bajo la curva se calculé como indicadora de la energia necesaria para romper

el termosellado y se expreso en J.

3.5.2.3. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier con

reflectancia total atenuada (ATR-FTIR)

Segun lo mencionado en la Seccién 3.4.7.1 del Capitulo 1, los espectros FTIR se

adquirieron usando un espectrémetro FTIR Nicolet-iS10 (Thermo Scientific, EE. UU.) con
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un accesorio de reflectancia total atenuada. Los espectros se lograron a partir de 32
escaneos acumulados a una resolucion de 4 cm™ en el rango de 4000 - 400 cm™. Las
mediciones se analizaron por triplicado utilizando el software Omnic 9™ (Thermo

Scientific, EE. UU.).

3.5.2.4. Espectroscopia de difraccidn de rayos X (DRX)
Se utilizé un difractdmetro X Pert Pro Analytical Model PW 3040/60 (Almelo, Holanda).
Las condiciones de medida fueron las mismas que las descriptas en la Seccion 3.4.7.2 del
Capitulo 1 para las peliculas con AgNPs in situ. El grado de cristalinidad de las muestras
control y nanocompuestas se obtuvo mediante el procesamiento de los difractogramas

con el programa Origin versidn 8.5, (OriginLab Corporation, EE. UU.).

3.5.2.5. Calorimetria diferencial de barrido modulada (MDSC)

La informaciéon generada por las técnicas de andlisis térmico es de utilidad para
caracterizar el comportamiento amorfo y cristalino, las transiciones polimérficas entre

otras propiedades térmicas de los materiales.

Para las peliculas desarrolladas en este capitulo se realizoé el analisis térmico por MDSC
segln lo descripto anteriormente (Capitulo 1, Seccién 3.4.7.3), y utilizando el mismo
equipo, un calorimetro de barrido diferencial Q100 controlado por el médulo TA 5000

(TA Instruments, EEUU). Las medidas se analizaron por duplicado.

3.5.2.6. Micro-espectroscopia Raman
A diferencia de FTIR, que implica absorcién de radiacién infrarroja, Raman es una técnica
de dispersion. En ella se mide la intensidad y frecuencia de fotones que se dispersan en
el material al ser irradiado con luz monocromatica de alta intensidad (un laser,
tipicamente de 785 nm). Es una técnica efectiva en el rango de 250 - 2900 cm?, al medir
el desplazamiento de la longitud de onda de la luz dispersada respecto al incidente
(desplazamiento Raman). Al igual que FTIR, la técnica Raman investiga modos de
vibracion fundamentales, resultando en una excelente selectividad molecular; sin
embargo, Raman es una técnica libre de la interferencia debida a bandas de agua. Su

principal desventaja es que algunas muestras presentan fluorescencia, lo que puede

117



enmascarar la seflal Raman y dificultar las mediciones (McCreery y col., 1998, Jenck

2010).

Los espectros Raman se adquirieron con un microscopio de barrido confocal Horiba-
Jobin Yvon XPlora Plus (Horiba Ltd., Kyoto, Japdn). Se colocaron peliculas control o
nanocompuestas en un portaobjetos de vidrio y se registraron los espectros Raman en
la zona comprendida entre los 200 y 3000 cm™ y con una potencia laser de 4 mW, que
es lo suficientemente baja como para evitar dafos estructurales a la muestra con un

objetivo de 100x.

3.6. Evaluacién de la capacidad antimicrobiana de las peliculas desarrolladas

La actividad antimicrobiana tanto de las peliculas nanocompuestas como control se
evalué mediante el método de difusién en agar detallado anteriormente (Capitulo 1,

Seccion 3.5).

Las placas de Petri conteniendo Agar Mueller-Hinton (Merck) se inocularon con 10*
UFC/mL del inéculo correspondiente preparado en caldo triptona soja (TBS). Los
microorganismos ensayados fueron por un lado, Salmonella spp., Pseudomona
aeruginosa ATCC y E. coli ATCC (Gram negativos) y ademas, S. aureus ATCC (Gram
positivo). Sobre dichas placas se colocaron las muestras de peliculas a ensayar (2 cm de
didmetro) y se incubaron a 37 °C realizando observaciones visuales transcurridas 24 y

48 h. El ensayo se realizd por duplicado para cada microorganismo.

3.7. Aplicacion de las peliculas nanocompuestas desarrolladas como separadores

de rebanadas de pan

El envejecimiento y desarrollo de mohos son los principales factores que restringen la
vida util y calidad del pan lacteado. Particularmente los hongos, la mayoria de las veces,
son los que limitan la vida util del pan y de ciertos productos de panaderia. Debido a la
presencia de un 40 % de agua, el pan tiene una actividad acuosa (aw) de alrededor de
0,96; haciéndolo susceptible al crecimiento de mohos (Cioban, Alexa, Sumalan, y Merce,
2010; Noshirvani, Ghanbarzadeh, Rezaei Mokarram,y Hashemi, 2017). Generalmente, la
vida util de estos productos sin agregado de conservantes es de aproximadamente 3 a
4 dias (Muizniece-Brasava y col., 2012), siendo necesario el agregado de conservantes a
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la masa para prolongar su periodo de comercializacién. Dado que los consumidores
actualmente demandan alimentos naturales/organicos sin el agregado de conservantes
guimicos, una posible alternativa seria el uso de envases activos que permitan prolongar
la vida util del pan lacteado sin la incorporacion de conservantes quimicos en la

formulacion del producto.

Para este ensayo, se utilizd pan blanco tipo lacteado elaborado especialmente en una
panaderia artesanal, sin el agregado de conservantes quimicos. La composicién de los
panes incluyd: harina de trigo enriquecida segun Ley 25.630, agua, leche, azucar,
levadura y sal. Se cortaron rebanadas de 1,5 cm de espesor y se envasaron en bolsas
plasticas Ziploc® utilizando como separador de las mismas las peliculas desarrolladas en
la Seccidn 3.5 asi como un material sintético (LDPE PD 141 CRYOVAC®), utilizado en el
Capitulo 1 Seccién 3.7. Las muestras se almacenaron a 20 °C y 60% HR por 7 dias.
Durante el almacenamiento de los panes se realizé una inspeccién visual y el recuento
de microorganismos, mohos y levaduras se realizd a tiempo inicial y luego de 3,5y 7
dias. A tal fin, se tomaron 10 g de pan, se homogeneizaron utilizando un Stomacher
Seward Modelo 400 (Inglaterra) con 90 mL de agua peptona al 0,1 % estéril durante 30
seg. Para disminuir el error del muestreo se realizaron duplicados. Luego se realizaron
diluciones seriadas (10 - 10%) y 100 pL se sembraron en placas de Petri conteniendo
medio YGC (Extracto de levadura, glucosa, cloranfenicol) para el crecimiento de hongos
y levaduras y, agar nutritivo para microorganismos totales. Las placas se incubaron 5
dias a 25 °C para hongos y levaduras y, 48 h a 37 °C para el recuento de microorganismos
aerobios totales. El recuento se determind por conteo del nimero de unidades
formadoras de colonias, expresandose los resultados en una escala logaritmica como,

log UFC/g de pan.

3.8. Analisis estadistico

Para el analisis multifactorial de la varianza, asi como las regresiones lineales y no
lineales, se utilizando los softwares Systat (SYSTAT, Inc., Evanston, IL, EE. UU.) Versidn
13.0 e InfoStat version 2017 (Grupo InfoStat, FCA, Universidad Nacional de Cordoba,

Argentina). La prueba de discriminacion media de la diferencia menos significativa de
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Fisher (LSD) permite determinar las diferencias en las propiedades de las peliculas; se

uso un nivel de significancia de a = 0,05.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Caracterizacion del jugo de limén

El crecimiento del fruto es un proceso que se extiende desde la floracién hasta la
maduracion, y ésta se define como el conjunto de cambios externos, de sabor y de
textura que el fruto experimenta cuando alcanza su tamafio maximo y completa su
desarrollo. Los cambios que sufren los frutos citricos durante la etapa de maduracién se
han estudiado ampliamente. En el limdn, el contenido de jugo se va incrementando a lo
largo de este periodo, hasta alcanzar un 40 - 46 % del total y precisamente durante la
ultima etapa, aumentan los sélidos solubles, sobre todo azlcares y compuestos
nitrogenados, mientras que la acidez disminuye progresivamente como consecuencia,

fundamentalmente, de un proceso de dilucién (Garcia Lidén y col., 2005).

La Tabla 2.1 muestra el andlisis de los parametros fisicoquimicos caracteristicos y de
mayor importancia en el jugo de limén, y que a su vez, intervienen en la sintesis de
nanoparticulas de plata. Se puede observar que el contenido de SST resultd ser mas bajo
que el valor estandar (8,76) especificado por la Asociacidon de la Industria de Jugos y
Néctares de frutas y verduras de la Union Europea (AlJN, 2002) y que el indicado por la
Norma General del Codex para zumos (jugos) y néctares de frutas (8,0). Sin embargo,
tanto este valor como la acidez titulable y el pH= 2,1 del jugo de limdn, se encuentran
dentro del rango de datos reportados para los jugos de limdn cultivados en la provincia
de Tucuman, Argentina, segun lo publicado por Alvarez (2005). En los jugos citricos este
parametro se debe principalmente al contenido de acido citrico, el cual representa entre
el 70 - 90 % del total de la acidez en el caso del jugo de limdn; en estos frutos también
se encuentran cantidades menores de acido malico y trazas de oxalico, como ya se
menciond. Cabe destacar que la densidad del jugo fue similar a la reportada por este

autor, siendo la misma de 1,035 g/mL.

Dentro de los compuestos quimicos presentes en el jugo de limdn, se espera que algunos
tengan una mayor participacién en la sintesis de nanoparticulas. En primer lugar se
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pueden mencionar los azUcares reductores y acido ascorbico, quienes podrian participar
en la reduccion de los iones metalicos, mientras que el acido citrico, seria el responsable
de regular el pH del medio, mantener la plata en solucién y el citrato podria actuar como
agente de capping. Otras biomoléculas que se encuentran en el jugo y podrian tener
cierto grado de participacién, ya sea en la etapa de reduccién o de recubrimiento, son
aminodcidos, polifenoles, flavonoides y terpenos. Con respecto a los azlcares
reductores los valores obtenidos fueron ligeramente superiores a los informados por
Alvarez (2005) para jugos de limén cultivados en Argentina, siendo 5,57 y 5,56 mg/mL
para glucosa y fructosa respectivamente. Una tendencia similar siguié la concentracién
de 4cido ascérbico, la cual fue de 71,8 + 0,6 mg/100 mL, algo mayor a lo reportado por
Marin, Martinez, Uribesalgo, Castillo, y Frutos (2002) quienes informaron valores en el
rango de 25,2 - 76,3 mg/100 mL, los cuales dependen tanto del procedimiento de

extraccién del jugo como de la variedad de limdn utilizado.

Tanto los polifenoles como los flavonoides son componentes fitoquimicos que
presentan notables efectos benéficos sobre la salud humana (Garcia Lidén y col., 2005).
Con respecto a la obtencidn de nanoparticulas, son una fuente natural para la bio-
reduccion de iones metdlicos a NPs metdlicas y como agentes de capping,
encontrandose de manera abundante en una gran variedad de plantas y extractos
vegetales. Un aporte adicional de estos compuestos en las nanoparticulas, es que les
confieren actividad antioxidante segun lo reportado por algunos autores
(Saravanakumary col., 2015, Rolimy col., 2019, Zhang y Jiang 2019). Mediante la técnica
de HPLC se detectaron tres acidos fendlicos en el jugo de limén utilizado para la
obtencion de AgNP L: gélico (2,4 + 0,6 pg/mL), clorogénico (26,7 + 1,9 pg/mL) y cafeico
(223,2 + 7,6 pg/mL), asi como un flavonoide; rutina (24,8 + 2,6 pg/mL). Xiy col. (2017)
llevaron a cabo un exhaustivo estudio sobre el contenido de polifenoles en diferentes
lugares del fruto del limdn, encontrando que los acidos cafeico y clorogénico eran los
predominantes, a los cuales le siguieron el acido gdlico y ferulico; todos ellos
prevalecieron en la cascara. Diversos estudios han sido responsables de identificar los
polifenoles presentes en el jugo de limdn, asi como de evaluar sus propiedades

bioactivas (Andrés-Lacueva y col., 2009; Kelly, Kelly, y O’Mahony, 2019).
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Los datos obtenidos pueden verse afectados por la etapa de maduracion en la que se
encontraban los frutos al momento de la cosecha, ya que como se menciond
anteriormente los componentes del limén aumentan o disminuyen a medida que

transcurre su evolucidn hasta convertirse en un fruto maduro.

Tabla 2.1: Parametros fisicoquimicos y compuestos relevantes presentes en el jugo de limén

obtenido.

COMPONENTES DEL JUGO DE LIMON VALOR
Solidos solubles totales (° Brix) 7,60

Acidez titulable (mg AC/100 mL jugo) 5,43+0,3

Azucares reductores Glucosa 7,35£0,03

(mg/mL jugo) Fructosa 8,41+0,04
Acido gélico 2,4+0,6

Polifenoles (pg/mL jugo) Acido clorogénico 26,7+1,9

Acido cafeico 223,2+7,6

Flavonoides (pg/mL jugo) Rutina 24,8 +2,6

4.2. Obtencion de las AgNP L

La sintesis quimica de nanoparticulas posee algunas ventajas respecto a otras técnicas.
Entre ellas se puede mencionar que, son métodos simples, controlando las condiciones
de reaccién se pueden obtener particulas de diferentes formas y tamafos y, ademas
posibilitan la obtencién de soluciones stock de nanoparticulas ya que son en general

muy estables (Polte y col., 2012).

En este Capitulo del presente trabajo de Tesis, se sintetizaron nanoparticulas de plata a
través de la reduccion de Ag* por los compuestos activos presentes en el jugo de limén
y la obtencién de las mismas se monitored mediante espectroscopia UV-vis. Las
nanoparticulas metalicas exhiben diferentes colores dependiendo de su morfologia y
tamafio, y estos colores surgen debido a la excitacion del plasmén de resonancia
superficial (SPR). En esta ocasion, se observd un cambio de color en la suspensién de
incolora hacia un tono anaranjado-rojizo debido a la excitacidon del SPR en las AgNP L

(Figura 2.3).
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La Figura 2.3 muestra los espectros de absorcidn caracteristicos en funcion del tiempo
de reaccion, los cuales indican la formacién de nanoparticulas de plata en el medio de
reaccidon. Los espectros se caracterizaron por la presencia del SPR tipico ubicado
alrededor de 420 - 460 nm en la region visible, mientras que, en la zona de absorcién UV
se observaron los picos correspondientes a componentes del jugo de limén, como
polifenoles (325 nm), flavonoides (280 nm) y acido ascérbico (245 nm). Los picos
caracterizados para los distintos componentes del limén coincidieron con los ya
estudiados por Petrus y Dougherty (1973). Asimismo, Selvakumar y col. (2016) también
informaron que los compuestos presentes en el extracto de limén presentan picos de
absorcion localizados entre 200 y 400 nm. Independientemente de la temperatura de
sintesis utilizada, los picos de absorbancia correspondientes a los componentes del jugo
de limdn se vieron ligeramente afectados (respecto a la solucién control), atribuyéndose

los cambios observados probablemente a la condensacion de los polifenoles presentes.

En general, se observd que cuanto mayor era la temperatura de sintesis, mas rapida era
la estabilizacién de los plasmones presentes en los espectros de UV-vis, lo que indica la
eficiencia del proceso. Por lo tanto, fueron necesarios 130 minutos para lograr esta
condicidn cuando la reaccidn se realizd a 45 °C (Figura 2.3 a). Mientras que, cuando la
sintesis se realizdé a 67,5 °C y 90 °C, la estabilizacién del espectro de absorbancia se

alcanzé a los 70 y 30 minutos, respectivamente (Figura 2.3 by c).

Segun Kaviya y col. (2011) cuando la sintesis procede a mayor temperatura, los reactivos
se consumen rapidamente y finalmente conducen a la formacidn de nanoparticulas mas

pequenas.
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Figura 2.3: Evolucién en funcién del tiempo de reaccién de los espectros de absorcion UV-visible
de las AgNP L sintetizadas a diferentes temperaturas, a) 45 °C; b) 67,5 °Cy c) 90 °C. Se incluyen
las fotografias de las soluciones conteniendo las AgNP L analizadas.

Con respecto a la formacién de AgNP L, se propuso un mecanismo de crecimiento de

cuatro pasos (Figura 2.4), en concordancia con lo sugerido por Polte y col. (2012) parala

124



sintesis de nanoparticulas en presencia de un agente estabilizador estérico adicional,

como la polivinilpirrolidona (PVP).

El primer paso corresponde a la reduccién quimica inmediata del AgNOs por parte de
los componentes presentes en el jugo de limén que pueden actuar como agentes
reductores, principalmente acido ascérbico y acido citrico ademas de otros compuestos
como azucares reductores, polifenoles y flavonoides, aunque estos en menor medida;

una hipdtesis similar fue argumentada por Mohapatra y col. (2015).

A continuacién se produce el primer proceso coalescente, que conduce a un conjunto
de particulas que tienen un radio medio inferior a 1 nm con una alta polidispersidad
asociada (alrededor del 60 %). Basdandose en mediciones de dispersion de rayos X a bajos
angulos (SAXS), Polte y col. (2012) determinaron que el segundo paso ocurre dentro de
los primeros 2 minutos de la sintesis, observandose la resonancia plasmdnica asociada

a 390 nm.

El tercer paso corresponde a un estado metaestable en donde las particulas alcanzan un
radio medio de 1 nm. Este estado tiene una duracién de unos 5 - 60 minutos
(dependiendo de la temperatura de la sintesis), y en él no se detectd ningiin cambio

sustancial en los espectros UV-vis (Figura 2.5).

El paso final es la coalescencia de las particulas formadas, la cual se detiene cuando las
nanoparticulas alcanzan un tamafio en el que la estabilidad coloidal es suficiente para

evitar la agregacion de las mismas y una mayor coalescencia.

¥ .
’ AgNP s 6
L 4 Reducciéon  Coalescencia Metaestable Coalescencia finales :

Figura 2.4: Esquema adaptado de Polte y col. (2012) para el mecanismo de formacion de las

AgNPs utilizando jugo de limén como agente reductor y de capping.
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Figura 2.5: Cinética de la sintesis de las AgNP L a las diferentes temperaturas ensayadas.

Las nanoparticulas obtenidas bajo las diferentes condiciones de temperatura ensayadas
fueron visualizadas por TEM, presentando morfologia esférica (Figura 2.6). Las imagenes
se analizaron con el software Image J para determinar los didametros individuales de las
AgNP L, y con los datos obtenidos se construyd el histograma, analizando luego el
diametro medio de las particulas como la media de la distribucion. Asi, cuando las
reacciones se llevaron a cabo a 45, 67,5 y 90 °C los tamafios medios fueron 7,7 £ 1,7 nm,
13,5+ 3,7 nmy 5,5 + 0,8 nm respectivamente. Con respecto a la polidispersidad en el
tamafio de las NPs los valores obtenidos fueron 0,22, 0,274 y 0,145 para las sintesis
realizadas a 45, 67,5 y 90 °C respectivamente. El valor mas bajo de polidispersidad se
obtuvo para la reaccidon que se realizé a 90 °C, lo cual revela la presencia de una
suspension conformada por particulas relativamente monodispersas y ademas refleja
una mayor estabilidad en este sistema (Figura 2.6c). En el caso de las nanoparticulas
sintetizadas a 45 °C, fue evidente el fenédmeno de agregacién (Figura 2.6a), siendo este

efecto menos marcado para las AgNP L sintetizadas a 67,5 °C (Figura 2.6 b).
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Figura 2.6: Micrografias de TEM de las AgNP L sintetizadas a diferentes temperaturas, a) 45 °C,
b) 67,5 °Cy c) 90 °C.

La estabilidad de las suspensiones coloidales obtenidas también se evalud a través de
medidas de potencial Z. Los valores alcanzados mediante esta técnica fueron
-7,6+£0,9mV;-8,4+1,1mVy-10,8 + 1,6 mV para las nanoparticulas sintetizadas a 45;
67,5y 90 °C, respectivamente. Los resultados reflejaron nuevamente que la estabilidad
del sistema mejora cuando la reaccidn se desarrolla a una temperatura mas elevada. Los
valores bajos de potencial zeta obtenidos en relacidén con los encontrados en la literatura
se atribuyeron a la baja concentracién de AgNOs utilizada (6,5 103M), ya que, cuando
se realizd el mismo ensayo a 90 °C y con una concentracion mayor de sal de plata
(6,5 102M), el valor alcanzado fue de -29,5 + 2,7 mV, el cual es similar al reportado por

Prathnay col. (2011, 2014) para concentraciones de plata similares (-29 mV).

Por otro lado, los valores negativos obtenidos para la determinacion de la carga

superficial de las NPs confirman que, tanto los polifenoles, azlicares y demads
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fitocompuestos mencionados junto con los acidos citrico y ascorbico presentes en el
jugo de limén serian los responsables de la reduccién y estabilizacidon de las particulas.
(Oberdorster, Oberdorster, y Oberdorster, 2005) trabajaron en la obtencién de
nanoparticulas de oro con extractos citricos y sugirieron que los grupos carbonilo de los
acidos organicos presentes (citrico y ascorbico), pueden tener una gran capacidad de
unién a iones metalicos, de modo que estos compuestos podrian formar una capa sobre

la nanoparticula metalica (capping) la que evitaria su acumulacion.

Considerando tanto los resultados mencionados anteriormente, como el tiempo
requerido para la sintesis, se selecciond la temperatura de 90 °Cy 30 min como la opcién

mas eficiente para obtener las AgNP L.

La estabilidad de las nanoparticulas en las suspensiones coloidales es un factor
significativo ya que, en muchas ocasiones tienden a formar aglomerados o agregados
después de cierto tiempo. Los aglomerados son grupos de NPs unidas por fuerzas
relativamente débiles como las de Van der Waals, o de tensidn superficial las cuales
pueden ser removidas facilmente mediante accion mecanica, mientras que en los
agregados las nanoparticulas se encuentran fuertemente unidas electrostaticamente y
su dispersiéon no es tan sencilla (Oberdorster y col., 2005). La Figura 2.7 muestra la
evolucidn de los espectros UV-vis de suspensiones coloidales obtenidas a 90 °C durante
30 min y luego almacenadas a 4 °C y al resguardo de la luz. El seguimiento de la
estabilidad durante 395 dias indicé que la muestra permanecio estable durante 90 dias,
manteniendo su valor de potencial zeta (-9,6 + 0,9 mV) el cual no difirié
significativamente (p> 0,05) del valor inicial, mencionado anteriormente. Luego de este
tiempo se comenzd a registrar una disminucién del plasmén. Aunque los estudios
durante el almacenamiento de las nanoparticulas de plata son limitados, los resultados
coinciden con los obtenidos por Pinto y col. (2010), quienes observaron que la banda
SPR de AgNPs almacenadas a 4 °C era estable debido a que la dispersion por parte de
las nanoparticulas mdas pequefias, era reducida. Este es un resultado relevante,
considerando la futura aplicacion de las nanoparticulas y mas aln, que los estudios de
estabilidad de las nanoparticulas durante el almacenamiento son escasos (Albeladi, AL-

Thabaiti,y Khan, 2020; Pinto y col., 2010).
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Figura 2.7: Evolucién del espectro UV-visible de las AgNP L sintetizadas a 90 °C durante 90 dias

de almacenamiento.

La caracterizacidon de las suspensiones coloidales de las AgNP L sintetizadas en las
condiciones seleccionadas (30 min a 90 °C) se completéd mediante ATR-FTIR. Figura 2.8
muestra el espectro FTIR de las AgNP L obtenidas, donde se puede ver la presencia de
las bandas de estiramiento O—H (alrededor de 3294,3 cm™) debido a los grupos OH
provenientes mayoritariamente de la solucién acuosa y el pico alrededor de
1635,7 cm™ que puede atribuirse a los modos de flexiéon de los enlaces OH de los
compuestos polifendlicos en el extracto; sin embargo, algunos autores reportan que en
las cercanias de 1600 cm™ podrian encontrarse las vibraciones arométicas C=C, a la que
contribuiria el flavonoide rutina y los carotenoides presentes en el jugo entre otros (Cruz
y col., 2010; Prathna y col., 2011, 2014). Por ultimo, segun Cruz y col. (2010) las bandas

en 1257 y 1153 cm™ confirman la presencia de grupos C—0 de los polioles presentes.

Al hacer la deconvolucion del pico a 1635,7 cm™ se pudo observar la presencia de la
banda 1720,1 cm™ correspondiente al C=0 del 4cido citrico (Reddy y Yang 2010; Seligra
y col., 2016). También se han reportado en la bibliografia las bandas correspondientes
al acido ascdrbico con distintos modos de flexidn- estiramiento del enlace O—H

alrededor de 3626 cm™ %, 3411 cm™ y 3316 cm™ vy al estiramiento OH unido a H en
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cercanias a 3025 cm™ y 3218 cm™. El acido citrico, presenta la banda caracteristica a
1720 cm™ (Prathna y col., 2011); el solapamiento/disminucién de esta banda sugiere
que el acido citrico se encontraria comprometido actuando como agente de
recubrimiento o capping en las AgNP L sintetizadas. Un resultado similar fue reportado
por Prathna y col. (2011) comparando el espectro obtenido para las nanoparticulas de
plata con el correspondiente al del acido citrico y ascérbico, respectivamente. Los
autores concluyeron que habia una mayor correlacién con el primero, lo que sugiere

que las AgNPs estaban estabilizadas por el AC.
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Figura 2.8: Espectro FTIR obtenido para la suspension de AgNP L sintetizadas a 90 °C - 30 min.

4.3. Peliculas nanocompuestas con incorporacion de las AgNP L sintetizadas

En todos los casos fue posible obtener peliculas nanocompuestas por agregado de las
AgNP L a las suspensiones filmogénicas de almiddn. Se observd que tanto los materiales
nanocompuestos como sus respectivos controles eran homogéneos y podian retirarse

facilmente de las placas utilizadas como moldes (Figura 2.9). Asimismo, la incorporacién

130



de AgNP L no afecté su espesor y el contenido de humedad permanecid alrededor del

23 % (Tabla 2.2).

Muestra Inicial

Figura 2.9: Fotografias de las peliculas control limén y nanocompuestas obtenidas por agregado

de concentraciones crecientes de AgNP L.
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Tabla 2.2: Espesor y contenido de humedad de las peliculas control limén y nanocompuestas

obtenidas con agregado de concentraciones crecientes de AgNP L.

Contenido de
Humedad (%)

Cont L 14,3 103,5 + 3,9° 24,4 +0,9°
ContL 28,6 101,6 + 3,7 23,1+0,2%
ContL71,5 104,0 + 4,1° 24,7 +0,9°
Cont L 143 103,5 + 4,3° 22,2+0,4°
AgNP L 14,3 ppm 100,0 + 3,9° 23,9 +0,6%
AgNP L 28,6 ppm 101,1 + 4,1° 24,5+ 0,6°
AgNP L 71,5 ppm 102,7 + 3,9 23,2 +1,7%
AgNP L 143 ppm 101,4 +4,1° 22,0+1,0°

Se informan los valores medios + la desviacion standard. Letras diferentes dentro de una misma columna
indican diferencias significativas (p <0,05).

4.3.1. Propiedades dpticas: color superficial y capacidad de barrera al UV

Se realizd un andlisis visual de las peliculas control y se encontrd que estas presentaban
un tono ligeramente amarillento, el cual se intensificé con el contenido de jugo de limén
agregado (Figura 2.9), coincidiendo con el aumento en los valores del pardmetro de
cromaticidad b* (Figura 2.10a). Este débil tono amarillo se atribuyé a la presencia de
carotenoides que se encuentran en el jugo de limén. Cuando se incorporaron las
nanoparticulas al material, su coloracién se incrementd, adoptando un tono ligeramente
anaranjado. El agregado de nanoparticulas disminuyd significativamente (p <0,05) la
luminosidad (L*) de las peliculas respecto al control, siendo este efecto dependiente del
contenido de AgNP L. El mismo comportamiento se observd en el Capitulo 1 (Seccién
4.3.2) al incrementar la concentracién de AgNPs in situ en la matriz filmogénica.
Asimismo, Polat, Fenercioglu, y Gigll, (2018) registraron una tendencia similar al
estudiar la incorporacion de AgNPs y ZnO NPs en peliculas de polietileno de baja
densidad, observando una disminucién de L* de 96,72 a 76,60 y de 96,72 a 94,83 para

los matrices con AgNPs 0 ZnO NPs, respectivamente.
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En cuanto a los parametros de cromaticidad, a* pasé de valores negativos a positivos,
mientras que b* aumenté muy significativamente (p <0,01), coincidiendo con el
aumento en el tono ligeramente anaranjado de las peliculas (Figura 2.10a). Estos
resultados se atribuyeron al plasmon de resonancia superficial de las AgNPs que exhiben
absorcion en la regién visible (400 - 420 nm), (Figura 2.3). Como consecuencia, el
aumento en la diferencia de color (AE) fue mas evidente para las peliculas
nanocompuestas como se puede observar en la Figura 2.10b. Una tendencia similar fue
informada por Wang y col. (2020) trabajando con peliculas de nanocelulosa bacteriana-

PVA conteniendo nanoparticulas de plata.

a) mAgNPL mContL mAgNPLb* mContLb*
100 4 f . f e o— 38
. - = £ =
%0 . 14
- 12
60 10
L* 50 8 b*
40 o 6
30 a a b 4
20
10 2
0 0
14,3 28,6 71,5 143
ppm
b) mAgNPL mContl
18 g
16
14
12 f
27D
< 3
e
s
4 d " c
0
14,3 28,6 71,5 143

r r r

ppm

Figura 2.10: Parametros dpticos L* y b* (a), y diferencia de color (AE) (b) de las peliculas de

almiddn de maiz control y con el agregado de diferentes concentraciones de AgNP L.
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Durante el almacenamiento de las muestras bajo condiciones controladas, el color de
las peliculas se intensificd ligeramente, siendo este efecto mas evidente en los sistemas
nanocompuestos (Figura 2.11). Rhim y col. (2013) encontraron el mismo efecto en
peliculas de agar con AgNPs. Si bien el plasmén de la solucidn coloidal de AgNP L se
mantuvo estable en el tiempo (Figura 2.7), los resultados obtenidos podrian atribuirse a
modificaciones sufridas por los componentes activos en el jugo de limén, principalmente
polifenoles y flavonoides. Ademas, es importante sefialar que las diferencias de color
aumentaron solo 0,5 y 2 unidades en el caso de los controles y peliculas
nanocompuestas conteniendo 143 ppm de AgNP L después de 14 dias de

almacenamiento, siendo estas diferencias apenas detectables visualmente (Figura 2.9).

15

Almacenamiento (dias)

ContL14,3 & -ContL286 -—®—-ContlL71,5 -® —ContlL143
AgNPL14,3 B AgNPL286 —B—AgNPL71,5 —E—AgNPL143

Figura 2.11: Diferencias de color de las peliculas control y nanocompuestas almacenadas
durante 14 dias.

Por otra parte, los alimentos pueden verse afectados negativamente debido a una
exposicidon prolongada a la luz ya que ésta puede causar un considerable deterioro de la
calidad, como por ejemplo, la pérdida de vitaminas, cambios en las propiedades
sensoriales y en la vida util. Ademas, la exposicion de los alimentos a la luz ultravioleta
puede iniciar reacciones de oxidacion. La sensibilidad a la luz es una propiedad muy
especifica de cada alimento y puede variar segln las longitudes de onda de la luz, y el
método de procesamiento. En el caso de las carnes frescas se sabe que se decoloran

134



rapidamente cuando se exponen a la luz UV, pero son resistentes a la luz visible. Sin
embargo, las carnes conservadas con nitrito o nitrato sufren decoloracién tanto a la luz
visible como a la ultravioleta. Otro ejemplo son la riboflavina, el dcido ascérbico y los
pigmentos que también son fotosensibles; es por eso que debe prestarse mucha
atencidn al seleccionar los materiales a utilizar en los sistemas de envasado (Karel y

Lund, 2003).

Con respecto a la capacidad de barrera al UV de las peliculas control, debido a que el
jugo de limdén contiene flavonoides y compuestos fendlicos, se vio un incremento de
este parametro con el contenido de jugo agregado (Figura 2.12). En las peliculas
nanocompuestas, se observé un aumento significativo (p <0,05) en esta capacidad para
concentraciones de AgNP L superiores a 28,6 ppm. Un ensayo realizado sobre peliculas
sintéticas de LDPE con diferentes concentraciones de AgNPs y nanoparticulas de ZnO,
mostrd un resultado similar, ya que se incrementd el bloqueo de los rayos UV con el
contenido de NPs, siendo mayor el efecto con nanoparticulas de ZnO (Polat y col., 2018).
En general, las peliculas nanocompuestas fueron mas opacas, principalmente porque las
AgNPs L presentan la capacidad de poder bloquear la trayectoria de la luz, siendo este
efecto evidente para concentraciones superiores a 28,6 ppm. Estos resultados coinciden
con la evolucion del pardmetro de luminosidad descripta previamente (Figura 2.10a). De
todos modos, esta opacidad no afectaria su posible aplicacion como envases para
alimentos, ya que, como se observa en la Figura 2.8 la imagen debajo de la pelicula se
sigue viendo nitida. Asi, si se utilizaran en el disefio de un envase etsos materiales
nanocompuestos le permitirian al consumidor ver la calidad y frescura del producto

envasado.
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Figura 2.12: Capacidad de barrera al UV para peliculas de almidén de maiz con AgNP Ls en

concentracién 14,3; 28,6; 71,5 y 143 ppm y peliculas control.

4.3.2. Solubilidad en agua a 25 y 100 °C

En la Tabla 2.3 se muestran los valores de solubilidad de las peliculas tanto a
temperatura ambiente como a 100 °C. Cuando el ensayo se llevé a cabo a 25 °C, no se
observé un efecto significativo (p >0,05) sobre la solubilidad de las peliculas control
debido a la incorporacién de jugo de limén hasta que se alcanzé un contenido
equivalente a 71,5 ppm; este parametro se mantuvo en aproximadamente un 36 %. La
adicién de jugo en la concentracién equivalente a 143 ppm hace que las peliculas control
se vuelvan ligeramente mas solubles probablemente por la accién hidrolizante del acido
citrico sobre las cadenas de almiddn (en las suspensiones el pH varidé entre pH 2 - 4).
Ghanbarzadeh y col. (2011), estudiando el efecto de diferentes concentraciones de
acido citrico sobre peliculas de almiddn, establecieron que los grupos carboxilo del AC
pueden formar puentes de hidrégeno fuertes con los grupos hidroxilo del almiddn, y asi
mejorar las interacciones entre las moléculas, disminuyendo la sensibilidad al agua. Sin
embargo, un exceso de AC puede no interaccionar con las cadenas de los constituyentes
del almiddn, pero si hacerlo con las moléculas de agua afectando las interacciones de
esta por puente de hidrégeno con la matriz polimérica. De esta forma se reduce la

cohesividad de la matriz de almiddén y como resultado aumenta su solubilidad en agua.
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Para las muestras nanocompuestas la tendencia no es clara, las peliculas en general
presentan los mismos valores de solubilidad (28,6 y 143 ppm) o son levemente mas altos
(14,3 y 71,5 ppm) que los controles. Aunque el procedimiento seguido en el presente
trabajo de Tesis para determinar la solubilidad de la pelicula se usa cominmente para
materiales biodegradables, las limitaciones que presenta la técnica conlleva a la
existencia de ciertos errores inherentes a la misma (como la recuperacion del material

no solubilizado).

Cuando se elevd la temperatura del medio de solubilizacién se observd el efecto
esperado, las peliculas control fueron en promedio un 36 % soluble a 25 °Cy 39 % a 100
°C. Mientras que para los materiales nanocompuestos la solubilidad promedio fue de 40
% a 25°Cy47 % a 100 °C. Una tendencia similar se observo en el Capitulo 1 Seccién 4.3.4
para peliculas nanocompuestas que contenian las mismas concentraciones de AgNPs
sintetizadas in situ, en donde las peliculas fueron 31 % y 45 % solubles a 25 ° Cy 100 °C,

respectivamente.

Tabla 2.3: Permeabilidad al vapor de agua (WVP) y solubilidad en agua de las peliculas de

almiddn control y con agregado de diferentes concentraciones de AgNP L.

Solubilidad (%) WVP
25 °C 100 °C (10%%/m s Pa)

ContL14,3 35,3+0,2° 39,9+4,2% 1,60 + 0,20°
Cont L 28,6 34,6+0,4° 37,7+0,8° 1,62 +0,08¢
ContL71,5  351+2,8" 36,6+2,6 1,53 +0,20°
ContL 143 38,2+0,2° 42,904 0,99 + 0,08¢
AgNPL14,3ppm 46,0+1,3® 54,7+0,1¢ 1,10 + 0,09
AgNP L28,6 ppm 359+1,7% 42,5+3 65 0,75 +0,01°
AgNPL71,5ppm 40,9+0,6° 456 +1,8°¢ 0,63 £0,07°
AgNPL143 ppm 38,7+0,3° 46,0+0,7°¢ 1,20+ 0,30°

Se informan los valores medios + la desviacion standard. Letras diferentes dentro de una misma columna

indican diferencias significativas (p <0,05).
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4.3.3. Propiedades de barrera al vapor de agua

El efecto de la incorporacién de las nanoparticulas de plata sobre la permeabilidad al
vapor de agua de las peliculas formuladas a base de almidén de maiz se muestra en la
Tabla 2.3. En los controles, la permeabilidad se mantuvo constante hasta un agregado
de jugo de limdén equivalente a la formulacién con 71,5 ppm de AgNP L. En este caso, y
considerando la acidez titulable del jugo, se estimd una adicidn de 3,47 g de acido citrico
(AC) por cada 100 g de almidon. Las peliculas control correspondientes a la formulacién
con 143 ppm de AgNP L mostraron una permeabilidad al vapor de agua
significativamente (p <0,05) menor respecto al resto de los controles; en estas muestras,
el contenido estimado de 4cido citrico que aporta el jugo de limén corresponderia al
6,97 %. Se ha estudiado ampliamente que el acido citrico ejerce diferentes efectos sobre
las formulaciones filmogénicas, dependiendo de su concentracion: puede hidrolizar las
cadenas poliméricas de los constituyentes del almidén (amilosa y amilopectina) y actuar
como plastificante, reduciendo las interacciones entre estas cadenas poliméricas.
Ademads, puede promover el entrecruzamiento de la matriz cuando el material es
sometido a un tratamiento térmico de altas temperaturas, generalmente alrededor de
150 °C. Sin embargo, la reaccidén de entrecruzamiento entre el acido citrico y el almidén
puede ocurrir a temperaturas mas bajas, como 70 - 85 °C, aunque este efecto se da en
menor medida (Menzel y col., 2013; Seligra y col., 2016). Considerando los posibles
efectos mencionados, en las muestras control prevalecera la hidrélisis de la matriz (pH
de la suspension filmogénica= 3,0), la cual se hace evidente al aumentar el contenido de
acido, y como resultado, habria un mejor empaquetamiento de las cadenas poliméricas
mas cortas, con la consiguiente modificacion estructural que explicaria la disminucién
de la permeabilidad al vapor de agua del material. Varios autores han descripto este
efecto del acido citrico sobre las matrices de almidén (Menzel y col. 2013; Seligra y col.
2016). Ademas, para que este efecto pueda ser evidente Shi y col. (2008) informaron
gue se requiere una concentracién de acido citrico superior al 5% (g AC por cada 100 g

de biopolimero).

Por otro lado, en los materiales nanocompuestos se observd que el agregado de
71,5 ppm de AgNP L, disminuyd significativamente (p <0,05) la permeabilidad al vapor

de agua con respecto a su control, debido al aumento en la tortuosidad de los caminos
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que el vapor de agua debe seguir para atravesar la pelicula (Tabla 2.3). Los resultados
mencionados anteriormente indicaron un refuerzo de la matriz polimérica por parte de
las nanoparticulas, y coinciden con los hallazgos de Cheviron y col. (2015). Sin embargo,
las muestras con un contenido de AgNP L de 143 ppm presentaron valores de
permeabilidad al vapor de agua comparables a los de su control e incluso mas altos que
los de otros materiales nanocompuestos (Tabla 2.3). Una tendencia similar fue
informada por Zhang y Jiang (2020) trabajando con peliculas de quitosano con
nanoparticulas de plata obtenidas mediante una sintesis verde mediada por los
polifenoles presentes en té. El aumento en la concentracion de AgNP L, no causaria un
efecto tan importante en el reticulo como se observa en las muestras control, e incluso
podrian promover la generacién de defectos en la matriz y, en consecuencia, aumentar
la permeabilidad del material. Ademas, las peliculas nanocompuestas con 143 ppm de
AgNP L contienen una mayor proporcién de compuestos hidrofilicos correspondientes
al jugo de limén, que conllevan a un incremento en el valor de permeabilidad al vapor

de agua del material. Esta hipdtesis también fue propuesta por Zhang y Jian (2020).

En relacién a lo anteriormente expuesto diversos autores han sefialado que en los
materiales nanocompuestos con agregados de concentraciones bajas de plata, las
cadenas macromoleculares que conforman la matriz se extenderian mas con las
especies de plata unidas, lo que conduciria a un aumento del factor de tortuosidad para
la difusidon de las moléculas de agua (Cano y col.,, 2016; Rhim y col., 2013). Por el
contrario, mayores cantidades de plata inhibirian la extensién de las cadenas
poliméricas en los medios acuosos, dando lugar luego del secado a una estructura de
pelicula menos compacta, donde las moléculas de agua pueden transferirse mas

rapidamente.

4.3.4. Propiedades mecanicas
Ya se menciond la importancia que representan las propiedades mecanicas de un
material a la hora de querer utilizarlo en el disefio de un envase para alimentos, y en el
caso de las peliculas biodegradables se espera que tengan una resistencia adecuada y
mantengan la integridad de los productos envasados durante la manipulacion y

almacenamiento.
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La Figura 2.13a muestra el perfil mecdnico (curvas de tension-deformacién) de las
peliculas nanocompuestas y sus respectivos controles para las concentraciones de 14,3
y 71,5 ppm de AgNP L. Con respecto al efecto de la incorporacion de jugo de limén en la
suspension filmogénica (muestras control), diferentes autores sugieren que la adicién
de hasta un 5 % de acido citrico conduce a una mejora en el refuerzo de las peliculas
debido a que este acido organico induce el entrecruzamiento entre las cadenas
poliméricas, incluso a bajas temperaturas (90 °C) (Seligra y col. 2016, Shi y col. 2008),
como ya se menciond. Esta tendencia se evidencio por la evolucién del esfuerzo en las
peliculas control (Figura 2.13b), y, se observé un refuerzo asociado al entrecruzamiento
de la matriz para las muestras control que contenian el equivalente a 71,5 ppm de
AgNP L (con 3,47 % AC, este contenido se calcul6 considerando la cantidad de jugo de
limén agregado y su acidez titulable, como ya se menciond). A continuacion, se registré
una disminucién significativa (p <0,05) en esta caracteristica mecdnica para los controles
correspondientes a 143 ppm (que contenian 6,97 % de AC). Este efecto puede deberse
al hecho que, el exceso de dacido citrico en la matriz polimérica actla como un
plastificante reduciendo las interacciones entre las macromoléculas. Resultados
similares fueron informados por Shi y col. (2008) trabajando con peliculas de almidén
de maiz-PVA conteniendo entre un 5y un 30 % de AC. Sin embargo, no se observo la
mejora esperada en la flexibilidad de las peliculas control por la accidn plastificante del

AC (Figura 2.13c), probablemente debido a la baja concentracién agregada.

Con respecto a la incorporacion de las AgNP L a las peliculas de almidéon de maiz, el
efecto tipico de refuerzo por parte de la adicién de nanoparticulas se observé hasta la
concentracion de 71,5 ppm mostrando valores de esfuerzo mayores a los de las peliculas
control correspondientes (Figura 2.13b), lo cual concuerda con los datos aportados por
otros autores (Cheviron y col., 2015; W. Zhang y Jiang, 2020). Estos resultados también
coinciden con los descriptos en el Capitulo 1 Seccion 4.3.5 donde se estudié el efecto de
la sintesis in situ de AgNP a las mismas concentraciones que las utilizadas en este
Capitulo. Por lo tanto, independientemente de la técnica de sintesis de NPs aplicada, y
el hecho de que se generen in situ o se agreguen a la formulacion, fue posible verificar

el efecto del refuerzo de la matriz.
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En general, la evolucidn de los pardmetros de mddulo eldstico y trabajo mecdnico fue
similar al obtenido para el esfuerzo (Figura 2.13b); asimismo, la elongacién a la ruptura
no se vio afectada por la adicion de AgNP L (Figura 2.13c). Se observé que con la
incorporacion de 143 ppm de AgNP L, habia una disminucidn significativa (p <0,05) en el
esfuerzo y el consiguiente incremento en la elongacién (Figuras 2.13b y c). Cano y col.
(2016) reportaron un comportamiento similar trabajando en peliculas de almidén y PVA
con nanoparticulas de plata obtenidas mediante una sintesis fisica con luz UV. El
refuerzo de la matriz se evidencié tanto por el aumento en el mddulo eldstico como en
el esfuerzo, asi como por la disminucion de la elongacidn a la ruptura por incorporacion
de AgNPs en concentraciones de hasta 85,6 ppm. El agregado de concentraciones mas
elevadas de nanoparticulas condujo a un detrimento de las propiedades mecanicas.
Considerando la formulacion de peliculas nanocompuestas con 85,6 ppm de AgNPs,
Cano y col. (2016) registraron un aumento del 52 % en el mdédulo eldstico y del 14 % en
los valores obtenidos para el esfuerzo, al mismo tiempo las peliculas se volvieron un 17
% menos extensible que los controles. Comparando estos datos con los obtenidos en el
presente trabajo de Tesis, para peliculas conteniendo 71,5 ppm de AgNP L: tanto el
modulo eldstico como el esfuerzo aumentaron un 25 % mientras que la elongacion no
se vio afectada significativamente (p >0,05). Los valores obtenidos son mas bajos que
los de las peliculas a base de almidén de poroto y PVA mencionados anteriormente

(Canoy col., 2016).

El efecto observado sobre la incorporacion de bajas concentraciones de nanoparticulas
en peliculas a base de biopolimeros, podria atribuirse a la adsorcién de las NPs en las
cadenas poliméricas, y su interaccién a través de las fuerzas de van der Waals, como lo
propuso Rhim y col. (2013) y Shameli y col. (2010). Sin embargo, altas concentraciones,
como subrayd Cano y col. (2016), podrian generar una posible sobresaturacion de los
puntos activos de la red polimérica por la adsorcién de nanoparticulas, conduciendo a
una reduccion de las fuerzas intermoleculares entre las cadenas poliméricas, y a causa

de esto se obtendrian peliculas mas débiles.

Por lo tanto, las propiedades mecdnicas de las peliculas nanocompuestas desarrolladas
en este Capitulo se ven afectadas tanto por la accién del acido citrico proveniente del

jugo de limdén como por el agregado de nanoparticulas de plata. Ademas, los resultados
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de las propiedades mecanicas estan de acuerdo con los datos de permeabilidad al vapor

de agua descriptos anteriormente en la Seccion 4.3.3.
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Figura 2.13: a) Curvas de esfuerzo (o) - deformacidn (g) para peliculas nanocompuestas y su
respectivo control formuladas con 14,3 y 71,5 ppm de AgNP L. Evolucion del esfuerzo b) y

elongacion a la ruptura c) de las peliculas control y nanocompuestas desarrolladas conteniendo
diferentes concentraciones de AgNP L.

4.3.5. Capacidad de termosellado de los materiales desarrollados

El sellado térmico es otro factor critico, junto con las propiedades de barrera y
mecanicas, que va a determinar la posible aplicacion del material nanocompuesto
desarrollado como envase para alimentos. Un buen sellado debe ser lo suficientemente

fuerte como para poder mantener el producto en el envase, y lo suficientemente
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hermético como para mantener el producto fresco durante el tiempo de vida util del

mismo.

Todas las peliculas a base de almiddn se termosellaron por la técnica de sellado por
impulso, en la cual dos barras metalicas se calientan de manera intermitente por
impulsos de una corriente eléctrica que pasa a través de un alambre que se encuentra
dentro de una o ambas barras. La corriente calienta el alambre y éste lo conduce hacia
los materiales que se sellan, debiendo los materiales permanecer un tiempo breve entre

las barras para su enfriamiento.

Luego del sellado se evalué el modo de falla de las peliculas. Para el control el modo de
falla fue la delaminacién, mientras que en el caso de las peliculas nanocompuestas se
observé un modo mixto entre falla adhesiva y delaminacién. Cuando se termosella una
muestra de almiddn se alcanzan temperaturas de 120 °C. A esta temperatura y debido
a la presencia de plastificante y bajo contenido de agua, puede formarse almidén
termoplastico (TPS), que tiene como caracteristica presentar un modo de falla adhesivo;
por el contrario, cuando no hay formacion de TPS, el modo de falla es por delaminacién.
Cho y col. (2007) indicaron que se obtiene un cierre de buena calidad cuando la
interaccion molecular entre capas individuales es suficiente como para destruir la
interfase y conducir a la formacién de una nueva capa homogénea. La Figura 2.14
muestra el perfil mecanico tipico obtenido de los ensayos de resistencia del
termosellado. La resistencia maxima a la traccidn y la energia necesaria para causar la
falla (drea bajo la curva) del termosellado fueron similares, tanto para las peliculas
control como para las nanocompuestas, ya que los valores obtenidos no fueron
estadisticamente diferentes (p >0,05). Sin embargo, la resistencia a la traccién media de
las peliculas nanocompuestas fue significativamente (p <0,05) mds alta que la de las
muestras control, lo que podria atribuirse al refuerzo de la matriz de almidén por parte
de las nanoparticulas. Otros autores informaron una mejora de la capacidad de
termosellado en peliculas de gelatina y almidén de papa con la incorporacién de
diferentes refuerzos nanométricos (Rouhi, Mahmud, Naderi, Raymond Ooi, y Mahmood,

2013; Sadegh-Hassani y Mohammadi Nafchi, 2014).

143



_—

Areade S—
termosellado

1 \ Adhesiv;

0.8 ) ﬁ

' =
bl
Delaminacién L

Fuerza (N)
=1
(=2}

0 5 10 15
Deformacion (mm)

ContL71.5 —AgNPL715

Figura 2.14: Curvas de resistencia al termosellado y los modos de falla asociados de peliculas

con 71,5 ppm de AgNP Ly su respectivo control.

4.3.6. Caracterizacion microestructural

A fin de relacionar los efectos del agregado de las AgNP L en las matrices de almiddn, asi
como del jugo de limén en el caso de las peliculas control con la microestructura de los
sistemas se realizé la caracterizacion a través de técnicas microscépicas (SEM),

espectroscépicas (ATR-FTIR, Raman, difraccion de rayos X) y de andlisis térmico (MDSC).

4.3.6.1. Microscopia electrénica de barrido

Las micrografias de las peliculas desarrolladas en este Capitulo muestran superficies
uniformes pero rugosas, independientemente de la adicién de las NPs y su
concentracion (Figura 2.15). La rugosidad observada seria caracteristica de los sistemas
gue incluian jugo de limdén en su formulacién ya que en el Capitulo 1 las peliculas tanto
control como nanocompuestas con AgNPs sintetizadas in situ mostraron superficies
lisas, uniformes y homogéneas (Figura 1.16). Nuevamente, no se detecté migracién de
glicerol a la superficie, dada su compatibilidad con la matriz. Los cortes transversales

observados indicaron estructuras compactas y uniformes (Figura 2.15).

Cuando las muestras se sometieron a traccidén fue posible observar la topografia

superficial, y de los cortes transversales de las peliculas desarrolladas. En la Figura 2.15
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se presentan las micrografias de las peliculas a base de almidén control conteniendo el
reemplazo equivalente de jugo de limén y la pelicula nanocompuesta con 71,5 ppm de

AgNP L agregadas.

Se observaron grietas o microfisuras en la superficie del material en la direccién en la
que se propago la fractura de la probeta, siendo estas mas importante en las muestras
control (nétese que la magnificacion de las micrografias es diferente a fin de ejemplificar
lo observado). Se incluye en la Figura 2.15 un detalle de las microfisuras de la superficie
de las peliculas analizadas. Esta morfologia se corresponde con el comportamiento
mecdanico observado para este tipo de materiales (Figura 2.13) y evidencian nuevamente
el refuerzo de la matriz por el agregado de las AgNP L. En este sentido, las peliculas
nanocompuestas presentaron secciones transversales mas compactas y una notoria
disminucion en el nimero de microfisuras; ademas no se percibe el patrén de alineacién

de las mismas en la direccién de la fractura de la probeta.

Asi, las observaciones al SEM de las peliculas nanocompuestas ya sea conteniendo
AgNPs sintetizadas in situ (Figura 1.18) como las desarrolladas en este Capitulo por
agregado de nanoparticulas sintetizadas con jugo de limén fueron capaces de reforzar
las matrices de almiddon, mejorando asi sus propiedades mecdnicas y al aumentar la

tortuosidad sus propiedades de barrera al vapor de agua.
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Figura 2.15: Micrografias electrénicas de barrido de peliculas control y con agregado de 71,5
ppm de AgNP L. Se presentan las superficies de las peliculas y la morfologia de los cortes
transversales de las muestras sometidas a ensayos de traccion, asi como un detalle de los

mismos. La magnificaciéon utilizada se indica en las micrografias.

4.3.6.2. Analisis microestructural por ATR-FTIR

En los espectros de ATR-FTIR mostrados en la Figura 2.16 no se observan grandes
diferencias en cuanto a la cantidad de bandas presentes en las peliculas de limdén control
y nanocompuestas respecto a las descriptas en el Capitulo 1, excepto por una banda
adicional a 1725 cm’, la cual comienza a ser visible, y se incrementa, para ambas
muestras con la incorporacién de jugo de limén o AgNP L. Este pico corresponde a las
vibraciones de los enlaces C-O de los grupos carboxilo y éster carbonilo. Esta banda
también fue observada por Reddy y Yang (2010) en peliculas de almidén con 5% de acido

citrico como agente entrecruzante.
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Figura 2.16: Espectros ATR-FTIR de peliculas control limén (a) y nanocompuestas con diferentes

concentraciones de AgNP L agregadas (b).

En un trabajo realizado por Shi y col. (2008) en donde analizaron por separado los
espectros FTIR del acido citrico y del almidén con incorporacién de 30 % de glicerol
observaron la ausencia de bandas a 1729 cm%, la cual si era visible en la mezcla de los
componentes mencionados. Por lo cual sugirieron que este pico corresponde al
estiramiento vibracional del C=0 debido al enlace éster y grupos carboxilo en el acido
citrico, ya que es poco probable que todos los grupos carboxilo estén esterificados.
Resultados similares fueron descriptos en un trabajo posterior donde los autores
profundizaron sus estudios (Shiy col., 2008). Por lo tanto, este cambio de posicion entre

los picos de los componentes en estado puro, respecto al obtenido en la mezcla
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filmogénica, demuestra la formacidn de enlaces éster y el entrecruzamiento entre el

acido citrico y el almidén.

Este andlisis permite confirmar que ocurrid esterificacidon entre el almidén y el acido
citrico del jugo de limdn (con o sin nanoparticulas), siendo esta caracteristica distintiva
ya que permite discriminar entre las peliculas control del Capitulo 1y las utilizadas como

control en este Capitulo.
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Figura 2.17: Regidn del espectro ATR-FTIR de 3700 a 2800 cm™ para a) las diferentes peliculas

control de limdn, y b) sus respectivas peliculas nanocompuestas.

En la region comprendida entre 3700 y 2800 cm™ (Figura 2.17a), la banda relacionada al
estiramiento de los grupos OH (3300 cm™) pertenecientes al almidén, glicerol y agua de
la matriz se volvié menos intensa con el incremento en el contenido de jugo de limény
presentd un corrimiento de 3285,6 cm™ a 3288,9 cm desde la pelicula control sin
agregado de jugo de limdn (que se corresponde con el control del Capitulo 1) a la que
contenia el equivalente a la concentracién de 143 ppm (Cont L 143), lo cual indica que
hay un numero considerable de OH que se encuentran formando enlaces por puente de
hidrogeno en las peliculas control. Un resultado similar presentan las muestras
nanocompuestas, sin embargo la incorporaciéon de 71,5 ppm de AgNP L lleva a una
disminucion en este pico (3290 cm™) (Figura 2.17b) indicando éstas que se pueden

encontrar unidas a la matriz de la pelicula por puentes de hidrégeno. Esto fue verificado
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mediante la relacion de intensidades 3300/1149 cm, la cual refleja la cantidad de OH
disponibles (Seligray col., 2016), siendo de 2,647; 2,351; 2,296 y 2,125 para las muestras
con 14,3; 28,6, 143 y 71,5 ppm de AgNP L, respectivamente.

A continuacién, en la Figura 2.18 se ve que hay una variacidén entre las bandas a
1600 - 1300 cm™, las cuales comprenden la zona de interaccién de los OH con el agua
libre y ligada en las peliculas. Estas diferencias estan asociadas con la presencia de
grupos fendlicos y acidos en el jugo de limdn, entre otros, los cuales pueden interactuar
con el agua mediante puentes de hidrégeno. En la regién de la huella digital de los
carbohidratos (1200 - 800 cm™), se evidencian las vibraciones de los enlaces C—O—Cy
C—0-H del anillo glucosidico. Las principales diferencias se observan en la banda a 995
cml, correspondiente a la flexion C—O—H. Como ya se ha mencionado, existe una
relacion entre las intensidades de absorbancia relativas de los picos a 1045/1022 o

1022/995 cmy el grado de cristalinidad en muestras de almidon.

Las relaciones de las absorbancias mencionadas para los picos 1045/1022 que se asocian
a la contribucién de las zonas cristalinas fueron de 0,512 y 0,516 para las peliculas Cont
L 71,5 y AgNP L 71,5 ppm, respectivamente. Mientras que la relacion de los picos
1022/995 fue de 0,538 y 0,588 para las peliculas control y con
AgNP L 71,5 ppm. Estos resultados sugieren que seria mayor la presencia de zonas
amorfas, pero no se ven diferencias considerables entre las peliculas Cont L 71,5 y AgNP
L 71,5 ppm. Sin embargo hay diferencias significativas al comparar los resultados de
estas relaciones con los obtenidos en el Capitulo 1 para la pelicula de almidén control
siendo, 0,604 y 0,702 para 1045/1022 y 1022/995, respectivamente, lo cual implica una
disminucion en el grado de cristalinidad, principalmente por el efecto de adicidon de

limodn.
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Figura 2.18: Espectros ATR-FTIR de peliculas de almidén control con limén (a) y conteniendo

AgNP L (b) en diferentes concentraciones.

150



4.3.6.3. Difraccion de rayos X
La Figura 2.19 muestra los difractogramas obtenidos para las peliculas de limén control
y con AgNP L correspondientes a 71,5 ppm, ya que considerando los resultados
presentados ha demostrado tener las mejores propiedades en relacién al resto de las
concentraciones analizadas. Estos films se compararon con la pelicula de almidén al 3 %

(control).
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Figura 2.19: Difractogramas de la peliculas de almiddn control y de las obtenidas en este
Capitulo con el agregado de jugo de limdén equivalente a la concentracién de 71,5 ppm (Cont L)

y nanocompuestas con agregado de 71,5 ppm de AgNP L.

Para la muestra control limon, la incorporacién de jugo (3,74 % de acido citrico para esta
concentracion de 71,5 ppm) provocé una variacion en el difractograma, mas
precisamente disminuyd la intensidad del pico a 19,1° en comparacion con su
contraparte del Capitulo 1 (control), y esto se vio reflejado en la disminucién del grado
de cristalinidad. Shi y col. (2008) quienes estudiaron el efecto de distintas
concentraciones de acido citrico (5 - 30 % en peso) sobre las propiedades estructurales

de peliculas de PVA/almiddén, sefialaron que tanto el efecto plastificante, como

151



entrecruzante del AC llevan a una disminucién de la cristalinidad. Se ha postulado que
la incorporacion de AC afecta la cristalinidad de las peliculas a base de almidén genera
entrecruzamientos en la matriz, rigidizando la estructura y desfavoreciendo la alineacién
de las cadenas poliméricas, si bien algunas de las zonas amorfas del almidén pueden
haber quedado mejor orientadas después del entrecruzamiento (Shiy col., 2008; Reddy
y Yang, 2010). Los resultados del GC de las peliculas control se correlacionan con los de
las relaciones de absorbancia de ATR-FTIR de los picos 1045/1022 y 1022/995

previamente descriptos.

Por otro lado, se puede ver que la inclusién de AgNP L a la matriz de almiddn revierte
parcialmente la accién del acido citrico ya que, se observa una mejor resolucién de los
picos del difractograma, particularmente del que se encuentra a 19°, seguido de un leve
aumento en el grado de cristalinidad. Esto refuerza lo mencionado al analizar la
propiedades mecdnicas en la Seccidn 4.3.4 donde se sefiala que la incorporacién de
hasta un 5 % AC induce el entrecruzamiento de las cadenas poliméricas y que hay un
refuerzo en los materiales por incorporacién de 71,5 ppm de AgNP L en comparacién
con su control. Hipotesis que se confirmé a través de los estudios por ATR-FTIR (Figura
2.18). Al igual que lo mencionado en el Capitulo 1, no fue posible visualizar los picos
correspondientes a la Ag debido a la baja concentracion de las AgNP L incorporada a las

peliculas.

4.3.6.3. Caracterizacion de los materiales por MDSC

Tanto las peliculas control incluyendo jugo de limén como las nanocompuestas
presentaron dos transiciones de segundo orden, lo que es tipico de las peliculas de
almidoén plastificadas, como se describié en el Capitulo 1. La primera transicion,
Tg1 atribuida a la fase rica en glicerol se localizé en las peliculas control conteniendo jugo
de limoén (Cont L 71,5 ppm) -48,8 + 2,6 °Cy la Tg,, atribuida a la fase rica en almiddn, se
observé a 55,6 + 3,4 °C. Estos valores resultaron estadisticamente diferentes (p < 0,05)
de los informados para las peliculas a base de almidén de maiz plastificadas con glicerol
del Capitulo 1 (Tg1 =-58,6 + 1,9 °Cy Tg,=45,8 + 1,6 °C) mostrando que el agregado de
jugo de jugo de limdn (aun en estas pequeiias cantidades) afecta la microestructura del

material. Asi, se refuerza la decisiéon de considerar en este Capitulo el control
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conteniendo la cantidad equivalente de jugo correspondiente a la concentracién de

AgNP L agregado.

Por su parte, en las peliculas nanocompuestas con agregado de 71,5 ppm de AgNP L |a
Tg1 se localiz6 a-46,4 £ 0,2 °Cy la Tg2 a 58,2 £ 0,7 °C, lo que indica que el efecto mas
importante en la matriz se debe a los componentes del jugo de limdn, particularmente
al acido citrico. Como en el Capitulo 1, se observé el inicio de un pico de fusién de la
pelicula a temperaturas cercanas a los 140°C el que no se pudo cuantificar con precisién

debido a la pérdida de la hermeticidad de las cdpsulas.

4.3.6.4. Caracterizacion de los materiales por espectroscopia Raman

Como ya se menciond la técnica de espectroscopia Raman brinda informacién
complementaria a la de ATR-FTIR, con la ventaja de estar libre de las interferencias
debidas a bandas de agua, que en el caso de materiales hidrofilicos son importantes. Los
espectros Raman obtenidos para las peliculas control y nanocompuestas, se muestran
en la Figura 2.20a, como se puede observar presentan una gran similitud dada la
pequeiia cantidad de AgNP L presente en las peliculas nanocompuestas. En el espectro
Raman correspondiente a estas Ultimas es posible apreciar una banda a
230 cm™ que no se encuentra presente en la pelicula control (Figura 2.20b), que pone
en evidencia la presencia de AgNP L en la matriz. Varios autores han reportado que las
bandas vibracionales Ag—O se dan en el rango de 230 y 248 cm’, respectivamente
(Arboleda y col., 2018; Martina, Wiesinger, y Schreiner, 2012; Shadak Alee, Kuladeep, y
Narayana Rao, 2013).

153



100 100

a)
Cont L71,5 b) Cont L715

g0 | —— AgNP L 71,5 ppm 80 | —— AgNP L 71,5 ppm
< <
S s
= 60 - 2 1
g ; 60
= S
2 40 | £ 40
@ @
- -
= £

20 4 20

0 0 L\ =

500 1000 1500 2000 2500 3000
1)

200 400 600 800 1000 1200 1400

Corrimiento Raman (cm ~ Corrimiento Raman (cm -1)

Figura 2.20: Espectros Raman de las peliculas control limén y con incorporacion de AgNP L 71,5
ppm. a) Zona de 200 a 3100 cm™ y b) zona 200 a 1500 cm™.

El almidén de maiz nativo ha sido caracterizado mediante espectroscopia Raman por
diferentes autores (Fechner y col., 2005; Kizil, Irudayaraj, y Seetharaman, 2002), por lo
tanto a partir de la literatura se pueden conocer las bandas correspondientes al
polisacarido (Tabla 2.4). Para un mejor andlisis suele dividirse el espectro Raman en
cuatro regiones principales, por debajo de 800 cm™?, 800-1500 cm (la regidn de la huella
dactilar), la regién entre 2800 y 3000 cm™ (regidn de estiramiento CH), y finalmente la
regién entre 3000 y 3600 cm™ (OH regidon de estiramiento) (Kizil, Irudayaraj, y
Seetharaman, 2002).

A partir de esta informacion se puede ver que los picos por debajo de 800 cm™ (440,
480,576y 673 cm™) se atribuyen a las vibraciones en el esqueleto del anillo de piranosa
en la unidad de glucosa de los almidones. En este punto es importante destacar que la
banda a 440 cm™ estd ausente en el espectro de la pelicula nanocompuesta, lo que
podria indicar la interaccién entre las AgNP Ly el almidon. Ademas, la banda centrada a
480 cm™ representa el grado de polimerizacion en los polisacaridos y es una de las
formas de vibracion del esqueleto del anillo de piranosa predominante y mas
importante. Esta banda pudo visualizarse tanto en la muestra control como en la

nanocompuesta (Figura 2.30a y b).

Como se menciond anteriormente el analisis del espectro Raman suele presentarse por

zonas, en la region entre 800 y 1500 cm™, correspondiente a la huella dactilar, se
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observan bandas caracteristicas del almidon de maiz (Tabla 2.2). La region comprendida
entre 1200-1500 cm™ aporta informacién estructural, debido principalmente a la flexion
y deformacién del C-O-H. Particularmente en este caso puede observarse una sutil
diferencia entre las peliculas estudiadas en la banda centrada a 1386 cm™, lo que puede
atribuirse a la interaccion entre las AgNP L y el almidén de la matriz. Por otro lado, se
observa una diferencia entre ambos espectros en la region entre 2800 y 3000 cm™,
mostrando de este modo una interaccidon entre las AgNP L y la matriz de almidén que

forma la pelicula nanocompuesta.

Tabla 2.4: Asignacion de las bandas Raman mas importantes de los almidones nativos segun

Fechner y col. (2005).

Posicion de la banda (cm™)

Asignacion
Almiddn Nativo

Modos esquelético del aiiillo de

) 441
piranosa
478
576
614
Deformacion de CHy CH, 866
Modo esquelético que involucra al 940
enlace glicosidico a-1,4 (COC)
Deformacion COH 1050
1082
1126
Cadena lateral CH,0 1262
Giro CHa, flexion COH 1339
Tijereteo CH;, deformacion CH y COH 1380
Deformacion simétrica CH» 1460
Modo de estiramiento CH 2910
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4.3.7. Capacidad antimicrobiana

Teniendo en cuenta que los materiales desarrollados podrian utilizarse para el disefio
de envases destinados a alimentos, se seleccionaron bacterias indicativas de buenas
practicas de manufactura (BPM) para evaluar la capacidad antimicrobiana de las
peliculas. En este sentido, dentro de las bacterias Gram-negativas, se evalud E. coli como
un indicador de practicas de higiene deficientes, Pseudomona aeruginosa como un
indicador de higiene general en el drea de produccion y Salmonella spp. como criterio
de calidad obligatorio ya que este microorganismo debe estar ausente en los alimentos.
También se analizé S. aureus spp., una bacteria Gram-positiva que indica un manejo
inadecuado de los alimentos debido a la mala higiene del operador. En general, se
observd que las bacterias Gram negativas resultaron ser mas sensibles que las Gram
positivas (Tabla 2.5). Resultados similares fueron informados por otros autores (Cano y

col. 2016; Zhang y Jiang 2020).

El microorganismo mas sensible fue Salmonella spp. ya que se observé inhibicién por
contacto tanto en las peliculas control como en las nanocompuestas, y se observo la
aparicidon de un halo de inhibicién para concentraciones superiores a 28,6 ppm. La
adicién de AgNP L a las suspensiones filmogénicas permitié mejorar la capacidad
antimicrobiana de las peliculas, registrando un aumento en el didmetro de los halos de
inhibicién en comparacion con las muestras control de 16 y 11 % para concentraciones
de 71,5y 143 ppm respectivamente. En el caso de E. coli se registré un comportamiento
similar, observandose que las nanoparticulas aumentan el tamafio del halo de inhibicién
en un 14 % para los agregados de 143 ppm. Para P. aeruginosa, aunque hubo inhibicién
en todos los casos y se observaron halos a partir de las concentraciones mencionadas
anteriormente, con el agregado de 71,5 ppm, se registro una disminucién del 60 % en el
tamafio del halo, mientras que cuando se duplicd esta concentracion (143 ppm) el
tamafio del halo aumentd un 75 % en relacién a su respectivo control (Tabla 2.5). Ni los
controles ni las peliculas nanocompuestas inhibieron la cepa de S. aureus a
concentraciones equivalentes a 14.3 ppm. Cuando se aumentd el contenido, se observé
inhibicion en todas las peliculas nanocompuestas, mientras que en el caso de los
controles, la inhibicidén por contacto se registrd sélo a partir de 71,5 ppm. La presencia
de halo de inhibicidn sélo se registré en peliculas que contenian 143 ppm de AgNP L.
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Los resultados obtenidos pueden atribuirse, en el caso de las muestras control, a la
presencia de compuestos con actividad antimicrobiana per se, como son los compuestos
terpénicos y flavonoides (Espina y col., 2011; Viuda-Martos, Ruiz-Navajas, Fernandez-
Lépez, y Pérez-Alvarez, 2008), asi como a la disminucién del pH de las suspensiones
filmogénicas (varié entre pH 2 - 4). En las peliculas nanocompuestas, la capacidad
antimicrobiana inherente de las nanoparticulas de plata se agrega a los factores antes
mencionados, ya demostrados en trabajos anteriores (Ortega y col., 2017, 2019). Las
mismas concentraciones de AgNPs obtenidas a través de diferentes técnicas de sintesis
verde se han utilizado en los trabajos mencionados anteriormente (descriptos en el
Capitulo 1 Seccidon 4.4) y para el desarrollo del presente Capitulo del trabajo de Tesis.
Sin embargo, cuando las nanoparticulas de plata son sintetizadas con jugo de limén, se
evidencio un efecto sinérgico entre los compuestos activos presentes en el jugo citrico
y las AgNPs. Por lo tanto, en el caso de la sintesis in situ, solo se registrd la inhibicion por
contacto para concentracién de 71,5 ppm (Ortega y col. 2017), mientras que se registro

la presencia de halo en el caso de la sintesis de nanoparticulas con jugo de limén.

Con respecto a las concentraciones de nanoparticulas de plata, Yoksan y Chirachanchai
(2010) informaron que se observaron zonas de inhibicidn claras de mas de 28 mm en
peliculas de quitosano-almiddn utilizando altas concentraciones de nanoparticulas de
plata de 0,07 a 0,29 % (p/p). Esto corresponde a concentraciones de 700 y 2900 ppm
respectivamente, aunque en este caso deben considerarse los riesgos inherentes de

toxicidad y que el quitosano per se presenta capacidad antimicrobiana.
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Tabla 2.5: Evaluacidn de la capacidad antimicrobiana de las peliculas control y nanocompuestas

con agregado de AgNP L en distintas concentraciones obtenidas en este Capitulo de Tesis.

Muestra Gram negativa Gram positiva
E. coli Salmonella Pseudomona S. aureus
ContlL 14,3 Contacto Contacto Contacto Sin inhibicién
Cont L 28,6 Contacto Contacto Contacto Sin inhibicién
ContlL71,5 Halo 1,9 mm Halo 11,0 mm Halo 5,0 mm Contacto
ContlL 143 Halo 19,0 mm Halo 9,0 mm Halo 4,0 mm Contacto
AgNP L 14,3 ppm Contacto Contacto Contacto Sin inhibicién
AgNP L 28,6 ppm Contacto Contacto Contacto Contacto
AgNP L 71,5 ppm Halo 2,0 mm Halo 12,8 mm Halo 2,0 mm Contacto
AgNP L 143 ppm Halo 21,7 mm  Halo 10,0 mm Halo 7,0 mm Halo 6,5 mm

4.4. Aplicacidn de las peliculas desarrolladas como separadores de pan lacteado

Primeramente se realizé un ensayo donde las peliculas desarrolladas se utilizaron como
envases primarios de rodajas de pan. A tal fin se obtuvieron bolsas por termosellado de
las peliculas (Figura 2.21). Los envases desarrollados se almacenaron en las condiciones
descriptas en la Seccién 3.7. Debido a la WVP de las muestras (1,53 y 0,63 101° g/m s Pa
para Cont L 71,5 y AgNP L 71,5 ppm, respectivamente) no fue posible mantener la
actividad acuosa de los panes dentro del envase, observandose que los mismos
perdieron rapidamente humedad y se endurecieron, lo que no permitié el desarrollo
microbiano, siendo inviable la aplicacién propuesta por los atributos de calidad del

producto.
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Preparacion de las muestras para almacenamiento

. Recuento de hongosy
"% levaduras

Figura 2.21: Evaluacién de la aplicacion de las peliculas desarrolladas como posibles envases

para prolongar la vida util de rebanadas de pan.

Se decidié entonces proponer su uso como separadores de rebanadas de pan lacteado.
Atal fin, éstas se intercalaron con peliculas control de un film comercial (LDPE), peliculas
nanocompuestas con 71,5 ppm de AgNP Ly peliculas del control correspondiente (Cont
L 71,5 ppm). A continuacién se almacenaron a 20 °C durante 7 dias y se realizd una
inspeccidn visual. Las imagenes registradas se observan en la Figura 2.22. Debido a la
ausencia de conservantes en la formulacion del pan, el desarrollo de microorganismos
y hongos se observé muy temprano (después de 3 dias de envasadas) para todas las
muestras (Tabla 2.6), sin embargo el nimero de UFC/ mL fue menor para las peliculas
Cont L 71,5y AgNP L 71,5 ppm, sin obtener diferencias significativas entre ambas. Este
resultado fue imperceptible a simple vista. Por el contrario, a los 5 dias de
almacenamiento, si se pudo ver un aumento en el desarrollo de hongos, pero
principalmente se observé en los bordes donde no habia contacto en los materiales.
Esta observacion coincidid con el recuento informado en la Tabla 2.6. Finalmente, a los
7 dias de almacenamiento el pan cubierto con la pelicula comercial presenté el mayor

desarrollo de hongos, superando las 10° UFC/mL, lo cual claramente limitd la vida util
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de la muestra. Al comparar las rebanadas recubiertas con los materiales desarrollados,
si bien se registr6 un aumento en el recuento de hongos, los valores obtenidos se

mantuvieron por debajo de las 10® UFC/mL.

En general no se encontraron diferencias entre el efecto de la pelicula control
conteniendo 71,5 de jugo de limdén y su contraparte nanocompuesta, lo cual indica que
la accién antimicrobiana y antifungica estd siendo aportada por el jugo de limoén, y
principalmente por el contenido de acido citrico (3,74 % para estas muestras). Este
resultado concuerda con lo discutido en la Seccién 4.3.7 donde se observo que tanto los
controles conteniendo jugo de limén como las peliculas nanocompuestas conteniendo

AgNP L presentaban actividad antimicrobiana.

Tabla 2.5: Recuentos para las rebanadas de pan almacenadas a 20 °C durante 7 dias utilizando
como separadores un material sintético y las peliculas control y nanocompuestas desarrolladas

en este capitulo.

Tiempo de Recuento mesdéfilos totales (UFC/mL)
almacerlamiento Control Cont L AgNP L
(dias)
0 0 0 0
3 1,31 10* 1,35 103 1.87 103
5 8,110° 2,6110° 7,0 10°
7 4,4 10° 2,710° 8,210°
0 0 0 0
3 1,3 10* 5,5 103 4,110
5 5,310° 1,8 10* 5,9 10*
7 > 10° 6,6 10° 1,6 10°

160



Muestra Inicial 3 dias 5 dias 7 dias
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ContL 71,5
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Figura 2.22: Evaluacién de la aplicacidn de las peliculas desarrolladas como posibles materiales

separadores para prolongar la vida util de rebanadas de pan lacteado.

Cabe destacar que si bien los resultados muestran un alto desarrollo de
microorganismos, este estuvo localizado en los bordes y en la cara que no estuvo en

contacto con la pelicula control o nanocompuesta.

5. CONCLUSIONES

La caracterizacion de los componentes presentes en el jugo de limén permitié
determinar que éste es un reactivo de bajo costo y muy interesante para la obtencién
de AgNPs mediante sintesis verde. Los compuestos presentes en el jugo de limén no
solo actuan como agentes reductores y estabilizantes, sino que también permiten
obtener soluciones de NP de alta estabilidad a bajas temperaturas y tiempos de reaccién

cortos.

Se demostré que las nanoparticulas de plata se pueden sintetizar de manera eficiente
utilizando los componentes activos del jugo de limdn, siendo las condiciones éptimas 90
° C durante 30 min. Las nanoparticulas sintetizadas presentaron morfologia esférica y
baja polidispersidad, resultando las suspensiones con AgNP L muy estables, incluso

luego de 90 dias de almacenamiento al resguardo de la luz.
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Las peliculas nanocompuestas a base de almidén con agregado de AgNP L exhibieron
una ligera tonalidad naranja, la que fue dependiente de la concentracion de AgNP L

incorporada.

Se estudid, ademads, el impacto del agregado de jugo de limén a las matrices,
identificando el efecto que el acido citrico provocaba en las mismas, el cual,
dependiendo de la concentracién agregada actué como agente hidrolizante,

entrecruzante o plastificante.

Mediante técnicas espectroscépicas, de microscopia electrénica y térmicas fue posible
estudiar la microestructura de los materiales desarrollados, siendo las técnicas de ATR-
FTIR y Raman particularmente utiles a fin de estudiar las interacciones entre los

componentes de la matriz.

Las peliculas que contenian 71,5ppm de AgNP L mejoraron tanto las propiedades de
barrera de vapor de agua como la resistencia mecanica, mantuvieron su capacidad de
sellado térmico y presentaron capacidad antimicrobiana contra bacterias indicativas de
buenas practicas de fabricacion, al igual que su respectivo control, lo cual es relevante
para aplicaciones de envasado de alimentos. En este trabajo de Tesis se propuso su uso
como separador de rebanadas de pan lacteado y evaluando su desempeiio en relacién

a un material sintético ampliamente utilizado para este fin.
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Caritulo 3

Sintesis, caracterizacion e incorporacion de
nanoparticulas de plata asistidas por
ablacion laser (AgNP F) a peliculas de

almidon de maiz




1. INTRODUCCION

Como se ha descripto anteriormente, la generacién de nanoparticulas puede darse por
alguna de las dos “estrategias” conocidas: bottom-up o top-down. La primera incluye
sintesis quimicas a partir de precursores inorganicos, dando lugar a las nanoestructuras
a través de procesos de auto-ensamblado en donde la forma y tamafio estan
controlados por los pardmetros de reaccién o deposicion. Por el contrario, mediante el
mecanismo top down los nanocompuestos se generan a partir de la ruptura de un
material macroscdpico por alglin agente externo (Cushing, Kolesnichenko, y O’Connor,

2004; Dahl, Maddux, y Hutchison, 2007; Masala y Seshadri, 2004).

Dentro de la estrategia top-down el método mds tradicional es la litografia, ya sea por
irradiacion con haz de electrones (EBL, del inglés electron beam lithography), o con haz
de iones enfocados (FIB, del inglés focused ion beam). Sin embargo, desde hace unos
afios se ha impulsado la investigacidon de una técnica fisica basada en la ablacion laser
de blancos sélidos en medios liquidos (LAL, del inglés laser ablation in liquid), como una
alternativa a la sintesis de nanoparticulas metalicas (Amendola y col., 2015; Mafuné,
Kohno, Takeda, Kondow, y Sawabe, 2000; Zamiri y col., 2012). En este proceso, un laser
arranca o vaporiza material de la superficie de un sdlido al incidir sobre él. El material
gue se desprende forma un chorro de gas, a veces incandescente, llamado pluma de
ablacion por su forma ovalada. Una ventaja que presentan estos métodos es la
obtencién de suspensiones de NPs libres de residuos quimicos; ademas, suelen ser
procedimientos rapidos que no requieren de altas temperaturas y de varios pasos de

sintesis.

La técnica de ablacidon consiste en enfocar un laser pulsado de alta potencia sobre un
blanco metalico (bulk) que se encuentra sumergido en el solvente elegido para la
sintesis. La energia del pulso laser es absorbida por el material, produciendo una pluma
de plasma que contiene el material ablacionado (proceso top-down). Esta pluma se
expande hacia el liquido circundante produciendo una onda de choque, que se propaga
en todas las direcciones desde el punto de incidencia del laser. La expansidén genera una
disminucion en la temperatura de la pluma que, junto con la formacion de una burbuja

de cavitacidn, actia como un reactor para la formacidén de nanoparticulas a través de la

163



condensacién de atomos (proceso bottom-up) (Amendola y col., 2015; D. Zhang, Gokce,
y Barcikowski, 2017). En este sentido, la ablacién laser en un medio liquido puede
considerarse como una técnica hibrida entre los procesos top-down y bottom-up (Arce

y col., 2017). En la Figura 3.1 se presenta un esquema del proceso.

Laser

Medio liquido

Manoparticulas

Burbuja de
cavitacian

Blanco metalico

Figura 3.1. Esquema del proceso de obtencidn de NPs asistida por ablacion laser.

Se han estudiado diferentes mecanismos de formacidon de NPs durante la ablacion, los
cuales dependen de los tiempos de aplicacion de los pulsos del laser. Con tiempos de
nanosegundos (ns), se han obtenido nanoparticulas de Ag y Au utilizando un laser de
Nd:YAG (laser de estado sdlido pulsado de neodimio y granate de aluminio e itrio) con
pulsos de 10 ns (Fumitaka Mafuné, Kohno, Takeda, y Kondow, 2003; Fumitaka Mafuné
y col., 2000; Furnitaka Mafuné, Kohno, Takeda, Kondow,y Sawabe, 2000; Scaramuzza,
Zerbetto, y Amendola, 2016). También se han obtenido nanoparticulas en suspensiones
de Ti, Si y Cu mediante ablacién ldser con pulsos en el rango de los 10 y 20 ns (Dolgaev,
Simakin, Voronov, Shafeev, y Bozon-Verduraz, 2002; Kazakevich, Simakin, Voronov, y
Shafeev, 2006). Cuando la sintesis de nanoparticulas por ablaciéon se realiza en el
régimen de los femtosegundos (fs, 101> s), ablacion laser con pulsos ultracortos, las
intensidades extremas involucradas y el corto tiempo de interaccién lleva a la expulsién
de material desde el bulk, el cual finalmente se nuclea y forma NPs con morfologia
esférica de pocos nandmetros las cuales pueden presentar o no, un recubrimiento (core-

shell) (Desarkar, Kumbhakar, y Mitra, 2013).
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Diferentes polimeros, tanto organicos como inorganicos, se han utilizado como agentes
de capping en nanoparticulas inorganicas durante o después del proceso de ablacién
laser para formar compuestos core-shell, NP-polimero. Debido a que el polimero que
conforma el capping suele ser el mismo que compone el medio dispersante, el

acoplamiento particula-polimero se logra directamente.

Varios polimeros naturales como almidén, gelatina y quitosano, o albumina de suero
bovino (BSA), se han utilizado como estabilizantes para obtener nanoparticulas con un
tamafio controlado, bien dispersas y con mayor estabilidad. Otra ventaja de disolver
polimeros o biomoléculas en el medio liquido durante la sintesis laser es que en muchos
casos pueden inhibir la oxidacidn y asi obtener particulas libres de éxido. Zamiri, y col.
(2012) han utilizado almiddn, gelatina y quitosano para estabilizar AgNPs sintetizadas
por ablacién, con un ldser de Nd:YAG y encontraron que, el almiddn es mds efectivo para
el proceso de formacién y estabilizacion de las nanoparticulas que los otros
biopolimeros ensayados. Mientras que Barry y col. (2014), demostraron que el
quitosano podia estabilizar AUNPs cargadas negativamente, evitando la agregacion y
precipitacion, no sélo durante la sintesis por ablacién, sino también después de 24
meses de almacenamiento. También se estudio la influencia del almidén soluble como

agente estabilizante de AgNPs fabricadas con laser de femtosegundo (Arcey col., 2017).

Por otra parte, se encuentran publicados innumerables trabajos sobre el desarrollo de
peliculas nanocompuestas que incorporan AgNPs obtenidas por reduccién quimica de
una solucion de AgNOs (Abreu y col., 2015; Cheviron y col., 2014; Kanmaniy Rhim 2014;
Ortega y col., 2017; Rhim y col., 2013; Salman Sarwar y col., 2018; Zhang y Jiang 2019),
sin embargo, no hay suficientes publicaciones que hagan referencia a la incorporacién
de AgNPs obtenidas mediante técnicas de ablacidn laser a peliculas biodegradables. Por
otro lado, si bien el equipo necesario para la sintesis de las nanoparticulas es costoso,
los gastos podrian amortiguarse ya que, se puede obtener un gran volumen de NPs
estables en tiempos cortos y sin consumir grandes cantidades de energia. Teniendo en
cuenta estas consideraciones, en este Capitulo de la Tesis se propuso estudiar la

viabilidad de la obtencidn de peliculas nanocompuestas a base de almidén de maiz con
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incorporacion de AgNPs obtenidas por asistencia de un laser de Ti:Za (Titanio:Zafiro) de

pulsos ultracortos.

2. LOS OBJETIVOS PROPUESTOS EN ESTE CAPITULO FUERON:

- Obtener nanoparticulas de plata mediante un método de sintesis fisica (AgNP F) y
caracterizarlas.

- Evaluar el efecto de la incorporacion de las AgNP F a suspensiones filmogénicas de
almiddén de maiz, con el fin de obtener peliculas nanocompuestas.

- Caracterizar los materiales obtenidos y evaluar su posible aplicacion como envase para

alimentos.

3. MATERIALES Y METODOS

Para la obtencién de las nanoparticulas de plata por la técnica de ablacidn laser, (AgNP
F), se utilizé almiddn de papa soluble (Anedra, CAS [9005-84-9]) como agente de capping
y una moneda de plata de 99,99 % de pureza. Las soluciones fueron preparadas con agua

ultrapura con una resistencia especifica de 18 MQ.

3.1. Preparacidn y caracterizacion de las AgNP F

La sintesis de las AgNPs mediante ablacidn laser, AgNP F, se llevd a cabo en el Centro de
Investigaciones Opticas (CIOp), ya que cuenta con la infraestructura necesaria para la

misma.

El esquema de la Figura 3.2 muestra el arreglo experimental utilizado para la sintesis de
suspensiones coloidales de AgNPs utilizando el laser de femtosegundos instalado en el

ClOp.
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Figura 3.2: Arreglo experimental implementado para la sintesis de las suspensiones coloidales
de NPs metalicas mediante ablacion laser de femtosegundo. (adaptado de Mufietén Arboleda,
2018).

Las AgNP F se obtuvieron utilizando un sistema amplificador de pulsos de un ldser de
Ti:Za (Titanio:Zafiro, Spectra Physics), con pulsos de 120 fs de ancho y una frecuencia de
repeticién de 1 kHz centrada en una longitud de onda de 800 nm. La energia del haz fue
controlada con un sistema compuesto por un polarizador y una ldmina retardadora de
longitud de onda media (Figura 3.3a, derecha). Este haz fue guiado mediante un arreglo
de espejos dicroicos hasta una lente de distancia focal de 5 cm con la que se hace foco
sobre la superficie del blanco de plata de alta pureza (99,99%) (Figura 3.3a, izquierda).
La energia de pulso que se utilizé para este trabajo de Tesis fue de 500 W. El recipiente
conteniendo el blanco metdlico sumergido en una solucién de almidén soluble 1% p/v,
se desplazé mediante un sistema de maquinado motorizado X-Y-Z con el cual se asegura
qgue el haz del Iaser impacte cada cierto tiempo en una zona distinta del blanco de plata.
Este proceso de sintesis durd 9 minutos, a partir del cual se obtuvo una suspensién de

color amarillento, que indica la formacién de AgNPs.

En la Figura 3.3b se pueden observar, a modo de ejemplo, fotografias del trazado lineal
continuo grabado sobre el blanco metdlico, niquel en este caso, después de la sintesis
asistida por laser, observandose como el haz del laser ablaciona diferentes puntos de la
pieza metalica. Mientras que en la imagen 3.3 ¢, se puede ver, a modo de ejemplo, las

AgNP F obtenidas y utilizadas en este Capitulo de Tesis.
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La suspension de AgNP F fue caracterizada por las técnicas de espectroscopia UV-visible,
potencial Z, espectroscopia Raman, espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier (FTIR), microscopia electrénica de transmision (TEM), ya mencionadas en los
Capitulos 1 y 2, y espectroscopia de emision atdmica con plasma acoplado

inductivamente (ICP-OES) para determinar la concentracién de Ag en la suspension.

d.icroing;l

Laszer de Ti:Za v el arreglo
optico para el control de la
energla

espejo
dicroico

- 3 . retardadora
Estacion de micromaguinado

Figura 3.3: Fotografias del montaje experimental en la implementacion de la técnica ablaciéon
ldser para la sintesis de NPs metalicas. a) Derecha: salida del sistema amplificador de
Titanio:Zafiro, los espejos dicroicos, la [dmina retardadora y el polarizador. Izquierda: arreglo de
los 3 espejos dicroicos, la lente de enfoque, el blanco metdlico sumergido en un vaso de
precipitado conteniendo el solvente y la plataforma con los desplazadores X-Y-Z. b) Trazado
lineal continuo grabado sobre un blanco sélido de Ni después de la sintesis. c) Laser atravesando
la suspension e impactando sobre el blanco de Ag para obtener las AgNP F. (Figuras ay b
adaptadas de Mufieton Arboleda, 2018)).
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3.1.1. Espectroscopia de absorcion UV-visible

Los espectros de absorcién de la suspension de AgNP F se registraron inmediatamente
después de la sintesis mediante un espectrofotdmetro Shimadzu UV-1650 (Shimadzu
Co., Kyoto, Japdn) con una resolucion de 0,5 nm. La suspensién se colocé en una celda

de cuarzo y se midié en el rango de 300 -1000 nm.

3.1.2. Potencial Z

Se midié el potencial Z de las nanoparticulas de plata obtenidas por ablacion ldser
utilizando un equipo Brookhaven 90Plus/Bi-MAS (Brookhaven Instruments Corporation,
Nueva York, EE.UU.), previamente las muestras fueron diluidas con una solucién acuosa
de KNO3 1073 M a 25 °C. Como ya se menciond, esta determinacién brinda informacion
sobre la carga superficial de las nanoparticulas y a partir de ésta es posible evaluar la

estabilidad de las suspensiones preparadas.

3.1.3. Microscopia electronica de transmisién (TEM)

Para conocer la morfologia y tamafio de las AgNP F, se tomaron imagenes con el TEM-
MSC Jeol 2100 (Jeol, Tokio, Japdn), aplicando un voltaje de aceleracion de 200 kV. La
suspension de nanoparticulas se diluyd con agua ultrapura y a continuacién se sonicé
durante 15 min. Finalmente, la muestra con las AgNP F dispersas se dispuso sobre una
rejilla de cobre recubierta de carbono y a continuacion se realizé una limpieza con
plasma para evitar posibles residuos organicos. Las imagenes se capturaron utilizando
un TV Gatan ES500W y una cdmara acoplada al dispositivo (CCD) (TVips-16MP) (Gatan

Inc., Pleasanton, California, EE.UU.).

3.1.4. Espectroscopia Raman
Los espectros Raman se adquirieron con un microscopio de barrido confocal Horiba-
Jobin Yvon XPlora Plus (Horiba Ltd., Kyoto, Japdn). Se colocaron gotas de la suspension
coloidal de AgNP F en un portaobjetos de vidrio y se secaron a temperatura ambiente
durante 24 h. Los espectros Raman se registraron en la zona comprendida entre 100 y

2000 cm™ con un objetivo de 100X.
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3.1.5. Espectroscopia de emision atdmica con plasma acoplado inductivamente
(ICP-OES)
Debido a que es imprescindible conocer la concentracién de las AgNP F en la suspension
obtenida anteriormente para poder tener un contenido de Ag equivalente a la de la

formulacidn con NPs in situ, se utilizé la técnica de ICP-OES para tal fin.

La espectroscopia de emisidon atdmica con plasma acoplado inductivamente (ICP-OES)
es una de las técnicas mds usadas para determinar trazas de elementos en una gran
variedad de matrices, las cuales comunmente deben digerirse previamente. La
introduccidn continua de la muestra liquida, y un sistema de nebulizacién, forma un
aerosol que es transportado por argén a la antorcha del plasma, acoplado
inductivamente por radio-frecuencia. En el plasma, debido a las altas temperaturas
generadas, los analitos son atomizados e ionizados generando los espectros de emisién

atomica de lineas caracteristicas.

La muestra para el andlisis fue preparada segun lo propuesto por Shen y col. (2015) con
algunas modificaciones. Para determinar el contenido de plata de las nanoparticulas, se
digirieron 0,5 mL de la suspensién de AgNP F con 0,5 mL de HNO3s concentrado durante
30 min. Luego, se anadié agua desionizada hasta un volumen final de 10 mL. La solucién
resultante se analizé mediante espectroscopia de emisién atdmica con plasma acoplado
inductivamente con un equipo Shimadzu ICPE-9800 (Shimadzu Co., Kyoto, Japdn)
acoplado con un Automuestreador automatico ASX-520 (CETAC Technologies), mientras
que las digestiones fueron realizadas con un digestor de microondas de 12 posiciones
QLABPro Mca Questron (Horiba, Japdn). Este ensayo se realizé en el Laboratorio UPL

dependiente de la UNLP y CICPBA.

3.2. Desarrollo de peliculas de almidon de maiz nanocompuestas con AgNP F

Al igual que en los capitulos anteriores, las peliculas se obtuvieron por el método de
casting (moldeo). En esta ocasidn sdélo se desarrollaron peliculas nanocompuestas con
una concentraciéon de AgNP F de 143 ppm, la cual se definié en funcion a los resultados
obtenidos previamente en relacién a las propiedades mecdnicas y de barrera, asi como
también su capacidad antimicrobiana (Capitulo 1). Como se encuentra representado en

el esquema (Figura 3.4), a 74 mL de una suspension de almidén de maiz al 3 % p/v se le
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incorporaron 26 mL de la solucidon de AgNP F, previamente sonicada durante 5 min, y se
gelatinizé a 90 °C durante 20 min con agitacién continua en un bafio termostatico.
Seguidamente la suspensidon nanocompuesta se enfrid hasta 50 °C, se le incorpord
glicerol 30 % p/p (30 g de glicerol/ 100 g de almidén) como plastificante y finalmente, se
molded y se secd en una estufa de conveccion forzada por aire a 50 °C durante 5 h para

obtener las peliculas nanocompuestas, de forma andloga a la descripta en el Capitulo 1.

Las peliculas control se obtuvieron reemplazando la suspensiéon de AgNP F por el
volumen equivalente de agua ultrapura, realizando luego el mismo proceso de

preparacion.

Almidan de
maiz nativo

- AgNP F Agua ultrapura
fi - =
Sonicado5 min Gelatinizacion
90 *C, 20 min

Suspension
nanocompuesta

Enfriamiento a Glicerol 30 %
50 *C

Plaguear 20 gy secar
{casting)

Figura 3.4: Esquema de la obtencion de las peliculas de almidén nanocompuestas con

incorporacién de las AgNP F.

3.3. Técnicas de caracterizacion aplicadas a las peliculas nanocompuestas

Para la caracterizacion, de las peliculas desarrolladas en este capitulo de Tesis se

siguieron los protocolos mencionados en el Capitulo 1.
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Por un lado, se determinaron caracteristicas relacionadas con la estructura de la matriz
mediante técnicas de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier con
reflectancia total atenuada (ATR-FTIR), difraccién de rayos X y microscopia electrénica
de barrido (SEM), y a continuacién se evalué el color, espesor, la solubilidad en agua, el
contenido de humedad, la capacidad de barrera al UV, transparencia, propiedades

mecanicas y permeabilidad al vapor de agua de las peliculas obtenidas.

3.4. Estudio de la citotoxicidad de las peliculas conteniendo AgNP F

En este caso, se determind en primer lugar la citotoxicidad de las peliculas
nanocompuestas y control evaluando la viabilidad celular, mediante determinacion de
la actividad deshidrogenasa mitocondrial. En funcién de los resultados se evalué limitar
los ensayos de aplicacién en el disefio de envases para alimentos, migracién y actividad

antimicrobiana (que seran descriptos en el Capitulo 4).

Se estudié la viabilidad celular sobre las lineas celulares que se mencionan a

continuacion:

Caco-2/TC7: esta linea de células epiteliales del intestino humano es un clon de la linea
Caco-2. Luego de 7 dias de incubacién creciendo in vitro bajo condiciones estandar,
exhiben espontdaneamente signos estructurales y funcionales de diferenciacién vy

polarizacién (Chantret y col., 1994).

Las células se cultivaron en medio DMEM (medio esencial minimo de Eagle modificado
por Dulbecco) con 25 mM de glucosa, 15 % de suero fetal bovino (SFB), (Invitrogen,
Argentina) inactivado (30 min, 58 °C), 1 % de aminodcidos no esenciales (Gibco, Life
Technologies, Rockville MD, EE.UU.), 12 Ul/mL de penicilina y 12 pg/mL de
estreptomicina (Life Technologies, Cergy, Francia). Para los ensayos, las células se
inocularon en placas de 24 o 48 fosas a razon de 2,5 x 10° células/mL y se incubaron a

37 °C en atmoésfera de 5 % de CO, durante 7 dias.

Vero: Esta linea celular consiste en fibroblastos provenientes de rifién de mono. Son
células de rapido crecimiento, obteniéndose cultivos confluentes al cabo de 48 h. Esta
linea celular es ampliamente utilizada como modelo para ensayos de citotoxicidad dada

su sensibilidad a diferentes tratamientos (Popoff, 1987).
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Para el cultivo de estas células se usdé el mismo medio descripto para las células
Caco-2/TC7, pero adicionado con 10% de SFB y se incubaron en idénticas condiciones
durante 48 h. Se utilizaron células inoculadas a razén de 2,5 x 10° células/mL en placas

de 24 o0 48 fosas.

Todas las lineas celulares se encuentran conservadas en nitréogeno liquido en el
correspondiente medio de cultivo adicionado con 10 % de dimetilsulféxido (DMSO). Para
su uso se descongelaron en bafio de 37 °C, se centrifugaron a 1500 g durante 5 minutos,
se retira el sobrenadante y el pellet de células se resuspenden en el medio
correspondiente para cultivar en botellas de cultivo celular. Las lineas Caco-2/TC7 y Vero
se usan como maximo durante 10 pasajes, luego de lo cual se parte de un nuevo stock.

Este ensayo fue realizado en colaboracién con la Dra. Minnaard del CIDCA.

3.4.1. Evaluacion de la viabilidad celular mediante la determinacion de la

actividad deshidrogenasa mitocondrial

La viabilidad celular se define como la proporcién de células vivas respecto al total de
células de la poblacion estudiada. La determinacién de la supervivencia o proliferaciéon
de las células es de suma importancia para la evaluacidn bioldgica de nanomateriales.
Uno de los métodos utilizados para dicho fin es el ensayo colorimétrico con MTT
(bromuro de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2,1) 2,5-difeniltetrazolio). Este reactivo es una sal de
tetrazolio soluble en agua y de color amarillo, que, en células viables se reduce por
efecto de la actividad deshidrogenasa mitocondrial a formazan, de color violaceo e
insoluble (Figura 3.5). La actividad mitocondrial de las células tratadas, se correlaciona
con la intensidad del color, la cual es determinada espectrofotométricamente luego de
disolver el formazan en dimetilsulféxido (DMSO) y es directamente proporcional al

numero de células viables (Grillo y col., 2010 ).
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Figura 3.5: Reaccién de reduccion del reactivo MTT a formazan utilizado para estudiar

la viabilidad celular.

Las peliculas AgNP F se cortaron en cuadrados de 5x5 mm? y se esterilizaron con luz UV
durante 5 min de cada lado, mientras que, las células crecidas en placas de cultivo, se
lavaron 2 veces con PBS (buffer fosfato salino), se agregd a cada fosa 200 uL de DMEM
adhesién (medio esencial minimo de Eagle modificado por Dulbecco sin agregado de
suero ni antibidticos) y a continuacion las peliculas esterilizadas. Las placas se incubaron
durante 1y 24 ha37°Cy5 % CO,. Cumplido el tiempo de contacto se descartaron las
peliculas, se realizaron 3 lavados con PBS, se agregaron 250 ulL del reactivo bromuro de
3-(4,5-Dimetilltiazol-2,1) 2,5-difeniltetrazolio (MTT) (0,5 mg/mL) y se incubaron 2 h a 37
°C para que ocurra la reduccidn del reactivo por parte de las células que se encuentren
viables. A continuacidn, se retiré cuidadosamente el MTT y se afiadié DMSO. Los valores
de densidad optica (DO) se midieron utilizando un lector de placas Synergy HT
fluorescence microplate reader (Biotek Instruments, Winooski, VT, EE.UU.) a 550 nm. El

porcentaje de viabilidad celular se calculé usando la siguiente ecuacién:
Viabilidad celular (%) = (=) x 100 [3.1]

donde, Am= absorbancia de la muestra y Ac= absorbancia del control.

El ensayo se llevé a cabo con células Caco-2/TC7 y Vero, las cuales tuvieron tiempos de
incubacién diferentes antes de la incorporacién de las peliculas, siendo 7 dias para las

Caco-2/TC7 y 48 h para las Vero respectivamente.
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3.5. Analisis estadistico

Para el analisis multifactorial de la varianza, asi como las regresiones lineales y no
lineales, se emplearon los softwares Systat (SYSTAT, Inc., Evanston, IL, EE. UU.) Versién
13.0 e InfoStat versién 2017 (Grupo InfoStat, FCA, Universidad Nacional de Cérdoba,
Argentina). La prueba de discriminacion media de la menor diferencia significativa de
Fisher (LSD) permitié determinar las diferencias en las propiedades de las peliculas

obtenidas; a tal fin se usé un nivel de significacién a = 0,05.

Asimismo, se llevd a cabo un Andlisis por Componentes Principales (ACP) con el fin de
analizar la interdependencia entre las caracteristicas de las nanoparticulas obtenidas
por diferentes técnicas y las propiedades relevantes de los materiales desarrollados a
partir de éstas. Para esto se empled el Software estadistico InfoStat antes mencionado
considerando dos componentes. Del analisis realizado se informé el grafico Biplot y el
valor del coeficiente de correlacidn cofenética obtenidos, este Gltimo es indicativo de la

calidad del agrupamiento de las variables en funcién de los componentes.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Sintesis y caracterizacion de las AgNP F

Como se menciond anteriormente la ablacidn laser en medio liquido (LAL) es una técnica
prometedora para la obtencion de nanoparticulas metdlicas. Las AgNPs cuentan con
propiedades dpticas que dependen de su tamafio, forma, estado de aglomeracion y
superficie, y esto se ve reflejado en la localizacién de su plasmoén de resonancia
superficial (SPR) (Hu y col., 2020). Este fendmeno se debe a las oscilaciones colectivas
de electrones restringidos en pequefios volimenes metalicos, y particularmente en las
NPs, es una consecuencia directa de su tamafio, y de que la mayoria de sus atomos estdn
en la superficie. Es asi que los electrones de |a superficie son capaces de interactuar con
la radiaciéon electromagnética de forma mas compleja, dependiendo de las
caracteristicas previamente mencionadas (Cruz y col., 2012). El espectro de las AgNP
generadas a partir de ablacién laser con una energia de pulso de 500 W en la solucién
de almiddn soluble al 1 %, se muestran en la Figura 3.6; en el recuadro adjunto se

presenta una fotografia de la suspension de las AgNP F obtenidas. Inicialmente la
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solucién de almiddén al 1 % era incolora y transparente, cambiando a amarillo a medida
que avanzaba la accion del laser sobre el blanco de Ag. El desarrollo de color amarillo
indica la formacion de AgNPs (AgNP F) en la suspencién.

Puede verse que el espectro presenta la resonancia de plasmon caracteristico de las
nanoparticulas de Ag a aproximadamente 400 nm. El hecho de que solo aparezca un
plasmén en el rango de longitud de onda UV-vis sugiere que las nanoparticulas

obtenidas son de forma esférica.
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Figura 3.6: Espectro UV- vis de las AgNP F en una suspension de almiddn al 1 %, obtenidas por

ablacidn Iaser fs con energia de pulso de 500 .

En la Figura 3.7 se comparan los espectros UV-vis normalizados de las suspensiones de
AgNPs obtenidas por las diferentes técnicas descriptas en este trabajo de Tesis. Se puede
observar que cuando la suspension de AgNPs se obtiene por ablacion laser (AgNP F) el
pico del plasmén es de 402 nm, mientras que para las suspensiones obtenidas por
sintesis quimica se observa un corrimiento hacia mayores longitudes de onda, siendo de
431 nm y 470 nm para las AgNP in situ y AgNP L, respectivamente. Ademas, es posible
observar una marcada diferencia en el ancho de los mismos; este resultado permite
inferir que probablemente las AgNP F presenten mayor monodispersidad que las

nanoparticulas obtenidas por los métodos de sintesis quimica realizados. Segun lo
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publicado por Santilldn y col. (2011) estos resultados sugieren que las AgNP F tienen
tamafios mas pequefios que las AgNP in situ y AgNP L (Santillan y col., 2011). Por otro
lado, para el caso de las AgNPs obtenidas por sintesis quimica verde la amplitud del
plasmén también puede estar relacionada con la naturaleza del agente reductor, el
método de preparacion, la acidez de la mezcla de reaccién y con la ausencia/presencia

de agentes estabilizantes (Khan, Singh, ljaz, y col., 2013).
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Figura 3.7: Comparacion de espectros UV-vis normalizados de las suspensiones de AgNPs

obtenidas por diferentes técnicas de sintesis: fisicas (AgNP F) o quimicas (AgNP in situ y AgNPL).

Las imagenes obtenidas por TEM para las AgNP F se pueden ver en la Figura 3.8.
Analizando la vista panoramica (Figura 3.8a), se observa que predominan nanoparticulas
con morfologia esférica y que se encuentran bien distribuidas sin aglomerarse,
coincidiendo con lo que se habia inferido anteriormente, al analizar los espectros UV-
vis. También se muestran AgNP F aisladas (Figura 3.8b y c). Al igual que en los Capitulos
1 y 2 se realizd un histograma de tamafio, tomado de varias imagenes similares, y
utilizando el software Imagel, donde se puede ver que las nanoparticulas presentan un
radio medio de 3 nm (Figura 3.8d), por lo tanto se puede establecer que cuentan con un
didametro promedio de 6 nm. El crecimiento de las AgNP F en la soluciéon de almidén

podria estar limitado debido a que las mismas se estarian generando dentro de la hélice
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de amilopectina durante el proceso de ablacidn con laser. De esta manera se obtienen
nanoparticulas de tamafio comparable al de la hélice de la amilopectina (Pérez y Bertoft,
2010; Tester, Karkalas, y Qi, 2004), si bien esta hipotesis deberia confirmarse a través de

estudios conformacionales.

Fil | | e == i —
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Figura 3.8: Imagenes de microscopia electronica de transmisién de la suspension de AgNP F (a,

b, c). Histograma de distribucion de tamafio (d).

Tanto la toxicidad como la exposicidn a las nanoparticulas son factores cruciales en la
evaluacion de los riesgos relacionados con su aplicacién en el envasado de alimentos, y
se encuentran intimamente asociados al tamafo, forma y el recubrimiento de las NPs.
En relacidn al tamafio, algunos autores establecen que las particulas mas pequenas
podrian atravesar mas facilmente la membrana citoplasmatica, y luego distribuirse sin

problema en los érganos pudiendo asi, dafiar las células por diferentes mecanismos, por
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ejemplo, generar especies reactivas de oxigeno (ROS) dentro de las células (Liao, Li, y

Tjong, 2019; Palem y col., 2018; Yu, Wang, Kong, Lin, y Mustapha, 2019).

Se realizaron estudios de espectroscopia micro-Raman para las suspensiones de AgNPs
preparadas por ablacidn ldser, para evaluar la existencia de 6xido de plata en la
superficie, ya que es comun que se forme en este tipo de sintesis (Mufietéon Arboleda y
col., 2018, Arce y col., 2017). En la Figura 3.9 se muestran los espectros realizados sobre
una gota de suspensiéon de AgNP F, la cual se dejd secar previamente. En la imagen
pueden observarse varios picos correspondientes a la vibracién Ag>0O y C-H del almiddn.
Algunos trabajos han reportado que bandas vibracionales Ag-O y Ag-N se dan en el
rango de 230 y 248 cm’?, respectivamente (Martina y col. 2005, Upender y col. 2011,
Shadak Alee y col. 2013), mientras que a 430, 487, 565 vy
950 cm™ la plata puede presentar modos de flexién Ag-O (Martina y col., 2012). Los
corrimientos Raman a 240, 490 y 565 cm™! se pueden atribuir a las bandas propuestas

por estos autores para el Ag,0.
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Figura 3.9: Espectro micro-Raman de la suspensién de AgNP F.

Para evaluar la estabilidad de la suspension conteniendo nanoparticulas obtenidas por
ablacion laser, se realizaron mediciones de potencial Z. El valor alcanzado para las AgNP

F fue de -21,8 mV. Al comparar el { determinado para las diferentes suspensiones
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nanocompuestas se observd que este ultimo fue bastante menor que para las
sintetizadas por métodos reductivos (-12,7 y -10,8 mV, para AgNP in situ y AgNP L,
respectivamente) indicando, una mayor estabilidad de las particulas sintetizadas por la
técnica asistida con laser respecto de las obtenidas por reduccién quimica de la sal de
plata (Zamiriy col., 2013). Una posible explicacion a este resultado puede estar asociado
con la presencia de una capa mas extensa de Ag,0 en las AgNP F, la cual ya fue descripta

en el Capitulo 1, Seccion 4.5.1 y al analizar los resultados de la espectroscopia Raman.

Cabe destacar la importancia de conocer la cantidad de plata presente en las
suspensiones de nanoparticulas preparadas, dado que asi se podra estimar el contenido

de la misma en los films nanocompuestos desarrollados para este trabajo de Tesis.

En el caso de las suspensiones preparadas por sintesis quimica es posible calcular el
contenido de Ag a partir de la cantidad del precursor de plata utilizado ya que el agente
reductor se agrega en exceso. En cambio, cuando se utiliza como método de obtencidn
de NPs la ablacidn laser, es necesario cuantificar la plata una vez obtenida la suspensién
de nanoparticulas. En esta ocasion se utilizé la técnica de ICP-OES para poder hacer la
determinacién de plata presente en las suspensiones de AgNP F. El andlisis realizado
arrojo un valor de 190 uM de Ag en las suspensiones nanocompuestas preparadas por

ablacion laser.

4.2. Caracterizacidon microestructural de las peliculas con incorporacion de AgNP F

4.2.1. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier con reflectancia

total atenuada (ATR-FTIR)
Los espectros ATR-FTIR de las peliculas almiddn control y conteniendo nanoparticulas
de plata obtenidas por ablacién laser se presentan en la Figura 3.10. Al igual que lo
descripto en el Capitulo 1, Seccién 4.3.7.1 el espectro de la almidén control muestra una
banda de absorcién ancha a 3300 cm™ correspondiente a interacciones por puente de
hidrogeno intra- e inter- moleculares entre los grupos OH (estiramiento O-H) y a
continuacion, otra banda entre 2850 y 2930 cm, correspondiente a los modos
vibracionales C-H entre los grupos metilo y metilenos de los carbohidratos (Figura

3.10b). En la regién 1700 - 1200 cm™, mas precisamente entre 1640 - 1650 cm ! se
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observan vibraciones de estiramiento O-H del agua adsorbida en la regidn no cristalina
de las peliculas de almidén (Nordin y col., 2020). En esta zona también se pueden
encontrar modos vibracionales correspondientes al estiramiento del C=0 (Zamiri y col.,
2012) (Figura 3.10c). Por ultimo, entre 1200y 900 cm™ se localizan los picos de absorcion
correspondientes al estiramiento simétrico de los grupos C-O-C y flexién de C-O-H en
el almidén (Raghavendra 2016). El espectro FTIR de la muestra nanocompuesta exhibe
un patron similar al de la pelicula control, sin embargo se detectan algunos cambios en
la region 1200 - 900 cm™ para las sefiales asociadas con la flexién C-O-H. En particular
se observa un cambio notorio en la banda centrada en 995 cm™, presentando mayor
intensidad en la pelicula nanocompuesta respecto de la control, la misma es indicativa
de la interaccién de los grupos OH con las nanoparticulas presentes en la matriz

poniendo en evidencia la interaccion de estos grupos con las AgNP F (Figura 3.10c).
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Figura 3.10: Espectros ATR-FTIR de la pelicula con AgNP F y control (a) y, en b) y c), las regiones
comprendidas entre 3700 - 2800 cm™ y 1800 - 900 cm, respectivamente.

Al comparar los espectros descriptos anteriormente con el obtenido para las peliculas
conteniendo AgNP in situ (Figura 3.11), se observa que tanto en la zona entre 2930 -
2850 cm™ como entre 1200 - 1050 cm?, se detectan sutiles diferencias entre en los
espectros obtenidos para las peliculas conteniendo AgNP in situ y AgNP F respecto del

control, indicando una interaccién entre las nanoparticulas presentes y la matriz de

almidon.
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Figura 3.11: Comparacion de los espectros ATR-FTIR para la muestra control, y para las peliculas
nanocompuestas con AgNP F y AgNP sintetizadas in situ (a). En b) se muestra la region entre
3700-2800 cm™y enc) lade 1800 — 900 cm™.

Sin embargo, la principal diferencia se encuentra en la regién entre 1200 - 900 cmY,
correspondiente al estiramiento del enlace C-0 en el almiddn. La intensidad del pico a
995 cm™ es mucho mayor para las muestras con AgNP F, esto podria explicarse
considerando el tamafio de las nanoparticulas generadas por ambos métodos y la mayor
estabilizacidn de las AgNP F que indican mayor interaccion de las nanoparticulas con las

cadenas de almidodn.

Ademas, como ya se ha mencionado, el andlisis de las sefiales 1045, 1022 y 995 cm™3, y
las relaciones 1045/1022 y 1022/995 contribuyen a detectar los cambios estructurales

en las regiones cristalina y amorfa del almidén. En la Tabla 3.1 se comparan los valores
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de las relaciones mencionadas para las peliculas control, con nanoparticulas de plata in
situ y con inclusién de AgNP F. A partir de los mismos puede observarse que la relacion
de absorbancias 1045/1022 para las peliculas con inclusion de AgNP F es menor que la
calculada para las peliculas control y con nanoparticulas de plata in situ, indicando una
menor cristalinidad de las peliculas con AgNP F, lo que estaria en concordancia con lo
expuesto previamente. Asimismo, los cambios observados al comparar la relacién
1022/995 para las tres peliculas (control, in situ y AgGNP F) muestran el mismo patrén de
comportamiento, indicando que estas ultimas presentan una disminucion de la

cristalinidad.

Tabla 3.1: Relacidn entre las intensidades de las absorbancias a 1045, 1022 y 995 cm™ para las

peliculas control y nanocompuestas con AgNP in situ y con inclusidon de AgNP F.

Relacion de absorbancia Relacion de absorbancia

Muestra de los picos 1045/1022 de los picos 1022/995
Control 0,60445 0,70218

AgNP in situ 0,53082 0,65623
AgNP F 0,51257 0,56836

4.2.2. Difracciéon de rayos X

Las propiedades cristalinas de las peliculas de almidén de maiz con incorporacién de
AgNP F se estudiaron mediante el analisis de difraccién de rayos X, al igual que en los
capitulos anteriores. Los resultados obtenidos se presentan en la Figura 3.12 en donde
se comparan los difractogramas de la pelicula almidén control y con AgNPs in situ, con
el obtenido para las muestras con AgNP F. Los patrones DRX muestran que si bien la
mayoria de los picos en la pelicula con nanoparticulas de plata obtenidas por ablacién
laser se encuentran presentes en la pelicula de almidén control, hay una disminucién en
la intensidad a 26= 19,5° la cual afecta el grado de cristalinidad, (14,2 + 1,3 % vy
11,6 + 0,8 %, respectivamente). Un resultado similar se observa al comparar ambas
peliculas nanocompuestas. Esto coincide con los valores obtenidos en la Seccién 4.2.1
para las relaciones de absorbancias de los picos 1045/1022 (que se asocian a la

contribucién de las zonas cristalinas) siendo de 0,604 y 0,512 para las peliculas control y
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con AgNP F respectivamente. Esta relacidn para la pelicula con AgNPs in situ arroja un

valor de 0,531, siendo mayor que el obtenido para AgNP F.

En relacion a los picos caracteristicos para la Ag mencionados en el Capitulo 1, no fue
posible identificarlos en estas muestras, si bien pareciera que hubiera una sefial
caracteristica a 20= 46,4°, enmascarada por el background de la zona amorfa del

material.

AgNP F
GC (%)=11,6 £ 0,8

AgNP in situ
GC(%)=14,3+ 0,9

Intensidad relativa (cps)

Control
14,2+ 1,3

0 10 20 30 40 50 60
20 (°)

Fugura 3.12: Difractogramas obtenidos para las muestras control y para las peliculas
nanocompuestas con incorporacidon de AgNP F y su comparacion con las que contenian AgNPs

in situ.

4.2.3. Microscopia electrénica de barrido

Utilizando la técnica de microscopia electronica de barrido se observd la topografia
superficial y un corte transversal de las peliculas obtenidas en este Capitulo. En la Figura
3.13a se puede ver que la superficie de la muestra es homogénea, sin presencia de
grietas, poros o imperfecciones por la incorporacion de AgNP F, por lo que podrian

esperarse buenas propiedades de barrera y mecanicas para este material. También se
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observa que existe una buena compatibilidad entre la matriz poliméricay el plastificante

ya gue no se detecta migracion de glicerol en la superficie.

Al observar el corte transversal (Figura 3.13b) se puede ver una estructura compacta y
homogénea en donde las nanoparticulas se incorporaron eficientemente a la matriz

polimérica. No fue posible individualizar las AgNP F.

Figura 3.13: a) Micrografias de la superficie de una pelicula de almidén de maiz con agregado de
nanoparticulas de Ag obtenidas por ablacion laser. b) Morfologia del corte transversal de la
pelicula nanocompuesta conteniendo AgNP F. La magnificacion utilizada se indica en la

micrografia.

4.3. Caracterizacion de las peliculas nanocompuestas

Al igual que en el capitulo anterior, la suspension filmogénica no se vio afectada por la
incorporacion de las nanoparticulas de plata sintetizadas por ablacién laser. Las peliculas
obtenidas por casting, fueron homogéneas y con un espesor promedio de 113 £ 4,1 um

(Tabla 3.2).

4.3.1. Propiedades dpticas

Se puede observar en la Figura 3.14 que el agregado de AgNP F a las peliculas del
almidon les confirid un color amarillo intenso, el cual puede verse reflejado en el
incremento del pardmetro de cromaticidad b (Tabla 3.2). Comparando con las peliculas

nanocompuestas desarrolladas con AgNPs in situ, este parametro se incrementd
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significativamente (p <0,05). Esta diferencias pueden deberse a que, la solucién de AgNP
F presenté una coloracién amarillo intenso (Figura 3.6) y no pudo obtenerse una
solucidn lo suficientemente concentrada como para tener que incorporar un volumen
menor a la suspensién filmogénica, y obtener asi la concentracion final de 143 ppm de

Ag.

La luminosidad (L*) del material también fue influenciada disminuyendo
significativamente (p <0,05) por la incorporacién de AgNP F en comparacion a los

materiales nanocompuestos obtenidos con nanoparticulas sintetizadas quimicamente.

L = 100 (blanco)

Pelicula con Pelicula con
AgNP in situ AgNP F

Figura 3.14: Fotografia de una pelicula de almiddn de maiz con incorporacién de AgNP F con
escala CIELab como referencia. Con fines comparativos se incluye la fotografia de su contraparte

AgNP in situ.
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Tabla 3.2: Espesor y parametros de color determinados para las peliculas de almidén de maiz

nanocompuestas.

AgNPinsitu 102,0+6,7° 96,57 £0,05° -0,13+0,05° 3,09 +0,08° 2,8+0,3°

AgNP F 113,0 + 4,1° 82,3+1,7° 3,7+0,4° 32,0+2,8° 32,9+1,8°
Se informan los valores medios * la desviacion standard. Letras diferentes dentro de una misma columna

indican diferencias significativas (p <0,05).

Como era de esperar, estas variaciones en los pardmetros de cromaticidad y
luminosidad hicieron que se vea afectada, inevitablemente, la diferencia de color (AE).
La Tabla 3.2 muestra el AE obtenido para la formulacién conteniendo las AgNP F y se
puede observar un incremento significativo (p <0,05) del valor en comparacion con las
peliculas nanocompuestas iniciales. Es evidente que las nanoparticulas obtenidas por
ablacién laser, al ser mas pequeias y de un color amarillo intenso tienen un efecto
significativo sobre los pardmetros relacionados al color de los materiales que las

contienen.

En la Figura 3.15a se presenta un espectro de absorcién UV-vis de las peliculas de
almidén de maiz con incorporacién de AgNP F en donde se puede ver claramente la
presencia del pico correspondiente a las nanoparticulas de plata, como se menciond en
la seccion 4.1. Este plasmoén no fue evidente al registrar los espectros de las peliculas
con AgNPs in situ. Sin embargo, Rhim y col. (2014) si pudieron observar un pico de
absorcion alrededor de 420 nm en peliculas compuestas de agar/AgNPs sintetizadas por

ablacion laser.

En esta ocasidn, los parametros de capacidad de barrera al UV, opacidad y transparencia
fueron significativamente menores (p <0,05) con respecto a las formulaciones obtenidas

con AgNP sintetizadas por métodos quimicos (Figura 3.15b).

Esta caracterizacidén hace pensar que a la hora de querer utilizarlos como envases para
alimentos, probablemente no sean aceptados por los consumidores, ya que podrian

alterar la percepcién de la calidad del producto contenido.
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Figura 3.15: a) Espectro UV-vis de una pelicula nanocompuesta con AgNP F. b) Capacidad de
barrera al UV (UA x nm), opacidad (UA x nm) y transparencia (1/mm) de las peliculas

nanocompuestas formuladas.

4.3.2. Permeabilidad al vapor de agua (WVP)

La WVP de las peliculas nanocompuestas con nanoparticulas de plata asistidas por
ablacion laser no difirid significativamente (p >0,05) de las muestras conteniendo AgNPs

in situ del Capitulo 1 (Tabla 3.3).
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Como es sabido, la transmision de vapor de agua a través de un material es el resultado
de un equilibrio entre tres mecanismos principales (Luduefiay col., 2012), la cristalinidad
del mismo, la tortuosidad del camino que debe recorrer el vapor dentro del espesor de
la pelicula, y la presencia de defectos superficiales o estructurales. Como se discutié con
anterioridad en este trabajo de Tesis (Capitulo 1, Seccién 4.3.3) la presencia de las
nanoparticulas aumenta la tortuosidad del recorrido para las moléculas de agua,
pudiendo generar defectos en la matriz que faciliten el transporte de éstas a través de
la pelicula. También, las AgNPs pueden estar impidiendo la movilidad de las cadenas
poliméricas en la matriz, lo cual puede inducir a una disminucion en la permeabilidad al

vapor de agua.

4.3.3. Solubilidad

La solubilidad de las peliculas es indicativa de su integridad en un ambiente acuoso, por
lo tanto, cuanto mayor sea la solubilidad, menor serd su resistencia al agua. Esta
propiedad es un factor importante ya que, puede determinar la biodegradabilidad de
las peliculas como material de envasado, o incluso se vuelve significativa cuando las
peliculas entran en contacto con productos alimenticios de alta humedad y durante el

almacenamiento.

Al evaluarse la solubilidad de los materiales obtenidos, se observé que, para las peliculas
con AgNP F es significativo el efecto del aumento de la temperatura del medio (Figura
3.16). Asimismo, al comparar la solubilidad (a ambas temperaturas) de estas muestras
con las peliculas conteniendo AgNPs in situ se puede ver que presentan diferencias. El
incremento observado para las peliculas con nanoparticulas de plata sintetizadas por
ablaciéon laser puede deberse a la menor cristalinidad de la matriz mencionada en la
Seccion 4.2.2 de este Capitulo, ya que la solubilidad es una consecuencia directa de la
organizacién microestructural de un material, y en este sentido, la disminucién en el
grado cristalino lleva a que las peliculas se hinchen mas facilmente en agua y luego se

desintegren; aumentando la solubilidad (Maizura, Fazilah, Norziah, y Karim, 2007).

El contenido de humedad para las peliculas de almidén de maiz con nanoparticulas de
plata obtenidas por ablacién laser fue de 29,5 + 0,2 %, valor ligeramente mayor al de su
contraparte sintetizadas por la via quimica.
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Figura 3.16: Comparacion de la solubilidad a 25 y 100 °C de las peliculas nanocompuestas con

AgNP obtenidas in situ y por ablacién laser.

Tabla 3.3: Parametros mecanicos y permeabilidad al vapor de agua (WVP) de las peliculas

nanocompuestas.
Caveptora. | Etero | S rranaiol) wvP
-10
(%) (MPa) (MPa) (10 g/m s Pa)
Control 32,7+0,8° 2,9+0,2° 3,7+0,6° 0,021 £ 0,001° 2,9+0,2°
AgNP in situ 32,5+0,7° 5,8+0,3° 15,2 +0,3? 0,063 £ 0,001°¢ 1,9+0,1°
AgNP F 43,2 +3,0° 4,4+0,9° 14,2 £ 2,2° 0,029 + 0,008° 1,6 £0,2°

Se informan los valores medios + la desviacion standard. Letras diferentes dentro de una misma columna
indican diferencias significativas (p <0,05).

4.3.4. Propiedades mecanicas

Los resultados correspondientes al porcentaje de elongaciéon a la ruptura, esfuerzo de
tension, maédulo elastico (indicador de la rigidez del material) y trabajo (relacionados
con la energia de traccién necesaria para la romper la probeta), para las peliculas
conteniendo AGNP F se presentan en la Tabla 3.3. En primer lugar se observé que los
materiales desarrollados presentaron una mayor flexibilidad (determinada por el
aumento en el parametro de elongacién) respecto a las peliculas obtenidas en el
Capitulo 1 (AgNPs in situ), en este sentido es importante remarcar que las peliculas
AgNP F presentaban un mayor contenido de humedad y que el agua es el plastificante
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por excelencia de los sistemas hidrofilicos. Analizando el resto de los parametros si bien
no se evidencié un refuerzo de la matriz de almidén por incorporacién de AgNP F
respecto a las muestras con AgNPs in situ, si hubo una mejora respecto al control. En
este sentido se puede suponer que la incorporacion de las AgNP F genera una
interferencia entre las cadenas de este biopolimero, haciendo que el material se vuelva
mas flexible. Un resultado similar fue descripto en el Capitulo 1 (Seccién4.3.4) al analizar
las propiedades mecanicas de peliculas de almidén 1 % nanocompuestas. Asimismo, la
significativa (p< 0,05) disminucién en el esfuerzo mecanico respecto a los films con
AgNPs in situ, se debe a que, como se menciond anteriormente, las nanoparticulas
obtenidas por ablacién se encuentran interfiriendo en la matriz, ya que tuvo que
incorporarse un volumen significativo de suspension de AgNP F para obtener en los
materiales una concentracién final equivalente a 143 ppm. Por otro lado, dado que el
espectro ATR-FTIR presentado en la Seccidon 4.2.1 no muestra la formacién de picos
adicionales respecto a la pelicula control, esto sugiere que si bien las NPs se
incorporaron en la matriz, por los cambios observados en la regiéon 1200 - 900 cm™
(flexion C-0O-H) vy las diferencias en las relaciones de intensidad de las absorbancias
1045/1022 0 1022/995, las interacciones entre las nanoparticulas y la matriz de almidén
no son lo suficientemente fuertes, lo que influye en las caracteristicas mecénicas finales

del material.

4.4. Evaluacion de la viabilidad celular mediante la determinacion de la actividad

deshidrogenasa mitocondrial

Los ensayos de viabilidad son fundamentales en el drea de la toxicologia ya que explican
la respuesta celular frente a un agente potencialmente téxico y también brindan
informacién sobre la muerte, supervivencia celular y actividades metabdlicas (AshaRani
et al., 2009). Si bien los efectos citotdxicos de las AgNPs dependen de las lineas celulares
empleadas, la linea Caco-2 es una de las mas utilizadas como modelo para evaluar la
toxicidad de los alimentos, y materiales de envasado, ya que permiten evaluar los
potenciales efectos sobre el epitelio intestinal luego de la posible ingesta de
nanoparticulas. Ademas, factores como la forma, los recubrimientos superficiales

(capping), el potencial zeta y tamafio también podrian ser cruciales en la toxicidad de
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los AgNPs particularmente para las que tienen tamafios < 10 nm (Liao y col., 2019; Palem
y col., 2018; Yu y col.,, 2019). En la Figura 3.17 se pueden ver los resultados
correspondientes al estudio del posible efecto citotdxico de los materiales
nanocompuestos conteniendo AgNP F sobre las lineas celulares Caco-2 y Vero,
observandose que éstos disminuian la viabilidad celular en aproximadamente un 33%
para las células Caco-2 y en un 45% para las células Vero. Una posible explicacién a estos
resultados puede estar relacionado con el tamafio de las nanoparticulas (6 nm), algunos
autores establecen que cuanto menor es el tamafio de las nanoparticulas, mayor es su
efecto tdxico, ya que el tamaiio de las AgNPs media las respuestas celulares,
citotoxicidad, capacidad para atravesar las barreras biolégicas y respuestas
inmunolédgicas (Liu y col., 2010; Zhang, Wang, Chen, y Chen, 2014). Se podria esperar
que las AgNP F al ser tan pequenas tengan una actividad mayor debido a una mayor area
superficial. Los factores que contribuyen a este fendmeno son: las AgNP mds pequeias
exhiben una mayor capacidad de circular a través de las membranas plasmaticas hacia
la célula; una vez internalizadas, tiene mayor relacion superficie/volumen, facilitando la
interaccidon con componentes celulares; y por ultimo dado que la liberacion de iones se
correlaciona directamente con el area superficial y composicién de los medios celulares,

la tasa de liberacién es mayor (Liu y col., 2010; Park y col., 2011).

Por otro lado, Zhang y col. (2014) describieron que los tipos celulares pueden influir en
la respuesta frente a la accién de las AgNPs. Cuando se expusieron células de
fibroblastos (NIH3T3) y células epiteliales de cdncer de colon (HCT116) a nanoparticulas
de plata, los dos tipos celulares presentaron diferentes respuestas, siendo las menos
afectadas las epiteliales. Un resultado similar se puede ver en la Figura 3.17 en donde el
porcentaje de viabilidad celular fue significativamente (p < 0,05) mayor para las células

Caco-2 en comparacion con las Vero.

193



Caco-2 m\Vero

120

100 -

80

H @

60

40

Viabilidad celular (%)

20

AgNP F DMEM

Figura 3.17: Viabilidad celular (%) de las peliculas conteniendo AgNP F frente a dos modelos

celulares diferentes: Caco-2 y Vero; se incluye el control positivo con DMEM.

4.5. Analisis por componentes principales del efecto de la técnica de obtencién de

las AgNPs en las propiedades de los materiales nanocompuestos

Se realizd un Andlisis de Componentes Principales (ACP) incluyendo las caracteristicas
de las particulas obtenidas por técnicas de sintesis quimica (AgNP in situ) y fisica (AgNP
F) y las propiedades mas relevantes de los materiales nanocompuestos obtenidos a
partir de ellas. Los resultados obtenidos se muestran como un grafico bidimensional
(biplot) en la Figura 3.18. La varianza total se pudo explicar a través de los componentes

principales, la primera (CP1) describid el 70,7 % y la segunda (CP2) el 29,3 % restante.

La CP1 identifica a los materiales nanocompuestos y los separa de los controles,
mientras que el CP2 esta relacionado con la forma de obtencién de las nanoparticulas.
La CP1 se correlaciona linealmente con las propiedades mecanicas, la solubilidad a 25 °C
y de forma inversa con las relaciones de absorbancia de los picos de FTIR (relacionados
con la proporciéon de fase amorfa-cristalina de las peliculas desarrolladas) y con la WVP.
Por su parte la CP2 se correlaciond en forma directa con las caracteristicas de las
particulas obtenidas (didmetro y potencial {) y con la diferencia de color del material
desarrollado. La correlacién cofenética fue de 1,000 indicando que la agrupacién de

variables realizada fue excelente. Asi el analisis por componentes principales fue una
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herramienta muy atil que permitid integrar las caracteristicas de las nanoparticulas
obtenidas por diferentes técnicas verdes de obtencidén con las propiedades relevantes

de los materiales desarrollados que condicionaran su posterior aplicacién.
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Figura 3.18: Grafico Biplot resultante del analisis por componentes principales (ACP) de las
propiedades mas relevantes (puntos amarillos) de los materiales nanocompuestos conteniendo
AgNP sintetizadas por via quimica (AgNP in situ) y por ablacidn laser (AgNP F), se incluye a las
peliculas control (puntos azules). Las propiedades analizadas fueron: WVP, AE, solubilidad a 25
y 100 °C, propiedades mecanicas (esfuerzo, TS, elongacién, E% y mddulo eldstico, ME), opacidad,
capacidad de barrera al UV, las relaciones de los picos de FTIR 1022/995 y 1045/1022, y
caracteristicas de las nanoparticulas como el didametro medio (dp) y el potencial T de las

suspensiones que las contienen.

5. CONCLUSIONES

La ablacién laser en medio liquido permitié obtener nanoparticulas de plata (AgNP F) en

corto tiempo ya que es una técnica simple que requiere pocos pasos.

El seguimiento de la formacidon de las NPs se realizd espectrofotométricamente
obteniéndose el plasmdn caracteristico a 400 nm. La comparaciéon de éste con los

plasmones obtenidos para las AgNPs in situ y AgNP L mostré diferencias tanto en el
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ancho como en la posicién del maximo de absorbancia, infiriendo que las AgNP F
sintetizadas eran monodispersas. Luego se pudo comprobar por TEM que las
nanoparticulas se encontraban bien dispersas en la soluciéon de almidon, sin formar
aglomerados y presentaban un radio medio de 3nm. Las medidas de potencial Z
indicaron que las nanoparticulas obtenidas por ablacién laser resultaron ser mas

estables que las in situ y AgNP L.

Las AgNP F se pudieron incluir satisfactoriamente en la suspension filmogénica de
almiddn al 3 % y se obtuieron las correspondientes peliculas nanocompuestas con un
tono amarillo intenso. La caracterizacién microestructural mostré que las
nanoparticulas se encontraban incluidas en la matriz y las imagenes de SEM mostraron

que no estaban ejerciendo defectos en la pelicula.

En general, el andlisis de las propiedades finales de las peliculas nanocompuestas con
AgNP F, indico que éstas no generaban un efecto positivo con respecto a las peliculas

conteniendo AgNPs in situ, particularmente no se evidencié el refuerzo de la matriz.

Las peliculas con AgNP F disminuyeron la viabilidad celular, siendo mayor este efecto
sobre la linea celular Caco-2, la cual es una de las mas utilizadas como modelo para
evaluar la toxicidad de los alimentos, y materiales de envasado, ya que permiten evaluar
los potenciales efectos sobre el epitelio intestinal luego de la posible ingesta de

nanoparticulas.

El ACP resultd ser una herramienta Util que permitio integrar las caracteristicas de las
AgNP sintetizadas por ablacion laser con las propiedades relevantes de los materiales

nanocompuestos.
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Caritulo 4

Propiedades relevantes que condicionan el
uso de las peliculas nanocompuestas

como envases sostenibles para alimentos




1. INTRODUCCION

La produccién de plasticos proviene principalmente de la industria petroquimica, que
depende en gran medida de recursos petroleros no renovables. Por lo tanto, la
produccién masiva de plastico no solo causa una grave contaminacidon del medio
ambiente, sino que también acelera el agotamiento de los recursos petroleros. Durante
la ultima década, la creciente demanda de los consumidores por una vida mas saludable
ha estimulado la investigacion sobre la relacién entre el medio ambiente y la salud
humana, ya que, se ha demostrado que una gran variedad de aditivos plasticos pueden
tener incidencia sobre diferentes enfermedades (Cheng y col., 2021; Senthil y col.,
2018). Una de las estrategias mds efectivas para reducir el problema de la
contaminacién derivada de los plasticos es, desarrollar materiales biodegradables que
puedan reemplazarlos. Es asi que, en la actualidad la investigacién sobre materiales

biodegradables se centra principalmente en polimeros sintéticos y naturales.

Los materiales biodegradables son aquellos capaces de ser degradados en ambientes
naturales. Representan una nueva generaciéon de materiales capaces de reducir
significativamente el impacto ambiental en términos de consumo de energia y
generacion de residuos después de su utilizacion. Los materiales biodegradables se

clasifican en funcién de su mecanismo de degradacion (Versino, 2017) en:

Biodegradables: son capaces de descomponerse en didéxido de carbono, metano, agua,
componentes inorganicos y biomasa, mediante la accién enzimatica de
microorganismos, la cual puede ser medida por tests estandarizados en un periodo
especifico de tiempo y bajo condiciones normalizadas de depdsito. Las velocidades de
biodegradacion dependen enormemente del espesor y geometria de los materiales
fabricados. Para peliculas de poco espesor generalmente se obtienen altas velocidades
de degradacién, mientras que los materiales mas gruesos como platos, bandejas, etc,

pueden necesitar tiempos mas prolongados para degradarse bioldgicamente.

Compostables: pueden ser biodegradados y desintegrados en un sistema de
compostaje, el cual debe cumplir con ciertos criterios de calidad tales como, bajo

contenido de metales pesados, ecotoxicidad y la no-generacion de residuos visibles.

197



Hidrobiodegradables/Fotobiodegradables: son aquellos polimeros degradados por un
proceso de dos etapas, que supone una etapa inicial de hidrélisis o fotodegradacién,

seguida por una segunda etapa que involucra la biodegradacién.

Bioaerodegradables: son polimeros capaces de ser degradados sin necesidad de la
accion de microorganismos, al menos inicialmente. Este proceso se conoce también
como desintegracion abidtica e incluye procesos tales como disoluciéon en agua y

envejecimiento por luz o calor.

En las ultimas dos décadas, se han realizado muchas investigaciones sobre biopolimeros
para aplicaciones de envasado de alimentos (Arrieta, Lopez, Ferrandiz, y Peltzer, 2013;
Ceballos, Ochoa-Yepes, Goyanes, Bernal, y Fam4, 2020; H. Cheng y col., 2021; Denavi et
al., 2009; M. A. Garcia y col.,, 2006; Lépez Olivia V., Castillo Luciana A., Garcia M.
Alejandra, Villar Marcelo A., y Barbosa Silvia E., 2015; Rivero, Garcia, y Pinotti, 2009;
Salgado, Lépez-Caballero, Gémez-Guillén, Mauri, y Montero, 2013; Sarwar y col., 2018;
Seligra y col., 2016) ya que deben lograr un transporte seguro, y que el producto llegue
en condiciones adecuadas al consumidor, manteniendo sus propiedades fisicas y

guimicas.

La pérdida de alimentos, estd relacionada con la disminucidén de la calidad de los mismos
en etapas posteriores de la cadena de produccién debido a derrames o deterioro. La
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura (FAO) estima
gue en el mundo se echa a perder o se desperdicia alrededor de un tercio de los
alimentos producidos, aproximadamente el 30% de la oferta alimenticia mundial
(Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura). Por lo tanto,
el gran desafio para la industria actual se enfoca en la conservacion y seguridad
alimentaria. Una solucién eficaz para intentar sobrellevar esta problematica y reducir
asi la tasa de deterioro de los alimentos, es el desarrollo de envases activos. La
posibilidad de controlar la formulacién de las peliculas permite incorporar
componentes, como agentes antimicrobianos, los cuales modifican la funcionalidad de
los envases ampliando sus potenciales aplicaciones y transformandolos en activos

(Tharanathan, 2003).
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Asi, los envases activos controlan varios aspectos que pueden jugar un papel importante
en la determinacién de la vida util de los alimentos envasados tales como, procesos
fisioldgicos (respiracion de frutas y hortalizas frescas), procesos quimicos (oxidacion
lipidica), procesos fisicos (deshidratacidon) y aspectos microbiolégicos (deterioro
ocasionado por accién de microorganismos). Mediante la incorporacion de
nanoparticulas metalicas y/u otros aditivos antimicrobianos en envases en contacto con
alimentos, la tasa de deterioro se puede reducir significativamente al extender la vida
util de los mismos (Lépez y col., 2013; Noshirvani y col., 2017; Xu y col., 2018; Zhang y
Jiang, 2020).

Para evitar definiciones que puedan llegar a generar confusion sobre lo que es un
“nanomaterial”, la Comision Europea (CE) en el afio 2011 publicé una recomendacién
para la definicidn de estos materiales teniendo la intencidn de utilizarla en la legislacién
que el empleo de este tipo de materiales requeriria a futuro. Asi, la CE define un
nanomaterial como "el material natural, incidental o manufacturado que contiene
particulas, en estado libre, como agregado o aglomerado y donde, el 50 % o mas de las
particulas tengan un rango de tamafos entre 1 nm y 100 nm” (Recommendation
2011/696/EU of the European Commission of 18 October 2011 on the definition of
nanomaterial). Se estima que anualmente se producen 400 toneladas de AgNPs a escala
mundial, y mas del 25 % de los productos de consumo que contienen nanomateriales
afirman tener plata en nanoescala (nAg). Debido a que estas nanoparticulas son muy
estudiadas por su capacidad antimicrobiana efectivamente demostrada (Westerband y

Hicks, 2018), podrian incorporarse en matrices o contenedores de alimentos.

Al respecto, algunas investigaciones han informado que podria ocurrir migraciéon de
AgNPs desde los materiales nanocompuestos utilizados en los envases hacia los
alimentos almacenados, lo que representaria una preocupacion tanto para la salud del
consumidor como para el medioambiente en su disposicion final (Westerband y Hicks,
2018). Sin embargo, los ensayos de migracion y la evaluacion de los riesgos toxicolégicos
no son concluyentes al dia de hoy, siendo necesarios nuevos estudios en este area tan

critica que podria limitar el uso de los materiales nanocompuestos en alimentos.

199



Los nanomateriales incorporados a los polimeros sintéticos pueden estar incluidos en la
matriz, o unidos a la superficie pudiendo migrar a los alimentos con los que estdn en
contacto a través de mecanismos de disolucién en un simulante o alimento, difusion o
transferirse por accién abrasiva de la superficie (Stérmery col., 2017). La medida en que

se produce la migracién depende de:

e las propiedades fisicoquimicas del compuesto que va a migrar, la matriz
polimérica en la que se encuentra incorporado y las caracteristicas de los
alimentos con el que estan en contacto (ej. contenido de grasa, pH acido y
contenido de alcohol).

e |atemperatura.

e el tiempo y las condiciones de almacenamiento.

e el tamafio del envase en proporcidén a la cantidad de alimento (un envase

pequefiio tiene una relacion superficie-volumen, mayor).

En general, el perfil de liberacion depende de la geometria del sistema, de la naturaleza
del polimero utilizado, del area del material, del espesor de la pelicula, asi como del tipo
y caracteristicas del componente activo. En consecuencia, la cinética de liberacion esta
controlada por las propiedades de la matriz polimérica (geometria, peso molecular,
cristalinidad y temperatura de transicion vitrea) y por las caracteristicas del propio
compuesto activo (concentracién inicial, interacciones agente activo-polimero, presiéon
osmotica y solubilidad del compuesto activo incorporado). Otros factores que influyen
son las caracteristicas del medio en el que se va a realizar el ensayo de liberacion, pHy

temperatura.

Para determinar la migracién de NPs desde el envase hacia los alimentos, cominmente
se utilizan simulantes alimenticios y no productos reales ya que su uso simplifica la
deteccidn, aproximandose a la situacidn real. Los simulantes de alimentos varian en
funcién de sus propiedades quimicas representando distintos tipos de alimentos:
hidrofilicos (de base acuosa), lipofilicos (alimentos grasos) o anfifilicos (alimentos con

propiedades tanto acuosas como grasas) (Picé, 2018).
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El Cdédigo Alimentario Argentino (Tabla 4.1) establece una clasificacién para los
alimentos en contacto con los envases y segln éstos, los posibles simulantes a utilizar

para los ensayos de migracion.

Tabla 4.1. Clasificacién para los alimentos en contacto con los envases y sus posibles simulantes
(Res. Conj. N°140y N° 526, 17.9.2001, Res. GMC MERCOSUR N° 32/97 y N° 33/97)

ALIMENTO SIMULANTE
Tipo | A
Tipo i B

Tipollla A D
Tipo lll b B,D
Tipo IV D
Tipo V C

Ninguno u ocasionalmente A, B, C o D, segun el

Tipo VI
'po tipo de alimento

Donde los alimentos pueden ser de tipo: I. alimentos acuosos no acidos (pH >5); Il
alimentos acuosos 4acidos (pH < 5); lll: a. alimentos acuosos no acidos que contienen
grasas o aceites. b. alimentos acuosos acidos que contienen grasas o aceites; IV.
alimentos grasos; V. alimentos alcohélicos (contenido de alcohol > 5% v/v); VI. alimentos
secos o de accidn extractiva poco significativa. Y los simulantes: A. agua destilada, B.
solucién de 4acido acético al 3% (m/v) en agua destilada, C. solucién de etanol al 15 %
(v/v) en agua destilada o solucién de etanol en agua destilada a la concentracidon mas

proxima a la real y D. aceite de oliva refinado; alternativo: n-heptano (I).

Mientras que, el Reglamento de la UE n° 10/2011 (Commission Regulation (EU) No.
10/2011 of 14 January 2011 on plastic materials and articles intended to come into
contact with food. Off J Eur Union. 15:12-88), dispone que pueden utilizarse seis
simulantes alimentarios para las pruebas de migracion de materiales en contacto con

alimentos: (1) etanol al 10 % (v/v), (2) acido acético al 3 % (v/v), (3) etanol al 20 % (v/v),
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(4) etanol al 50 % (v/v), (5) aceite vegetal y (6) poli(2,6-difenil-p-6xido de fenileno). Estos
simulantes representan: (1) alimentos con caracter hidrofilico; (2) alimentos con un
cardcter hidrofilo y con pH inferior a 4,5; (3) alimentos alcohdlicos con un contenido de
alcohol de hasta 20 %; (4) alimentos alcohdlicos con un contenido de alcohol mayor al
20 % y alimentos con caracter lipofilico/emulsiones de aceite en agua; (5) alimentos

lipofilicos con grasas libres en la superficie y (6) alimentos secos, respectivamente.

Esta reglamentacién de la UE es la mds completa que existe actualmente (Reglamento
de la UE n° 10/2011) y contiene mas de 1000 compuestos autorizados, incluyendo los
nanomateriales que se pueden utilizar en contacto con alimentos. El limite de migracion
global utilizado para sustancias que migran desde el material de envase, directamente
al alimento, es de 10 mg de constituyente por dm? de superficie y se aplica a la suma de
todas las sustancias que pueden migrar al alimento (o simulante alimentario). Por
ejemplo, para un envase cubico que contiene 1 Kg de alimento, equivale a una migracién
de 60 mg de sustancia por kg de alimento. Los productos también pueden tener limites
de migracion especificos; estas sustancias deben identificarse mediante técnicas
analiticas. En el caso de las nanoparticulas, la falta de herramientas para evaluar la
exposicidn, es una gran limitante. Ademas, excepto algunos materiales especificamente
enumerados en la legislacién, la evaluacidn del riesgo de los nanomateriales debe
analizarse caso por caso, ya que, estos pueden tener propiedades quimicas y fisicas
diferentes a los de un material convencional, y por lo tanto, propiedades toxicolégicas

diferentes y no comprendidas en su totalidad hasta la fecha.

El riesgo toxicoldgico para los seres humanos de cualquier sustancia, incluidos los
nanomateriales, es siempre una combinacion del riesgo propio de la sustancia en
cuestidn y su exposicién al consumidor. Por ejemplo, para la exposicion por via oral, hay
una gran diferencia si el nanocompuesto actia como aditivo alimentario, o si se utiliza
junto con otro material en contacto con los alimentos, desde donde va a tener que
liberarse al alimento para que pueda ser evaluada su toxicidad. Por eso es muy
importante poder distinguir entre nanomateriales integrados o libres (Stérmer y col.,
2017). A pesar de esto, y debido al aumento en la utilizacion de nanoparticulas en varios

productos de consumo cotidiano, se incrementa la exposicion tanto humana como
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ambiental, por lo que el riesgo pasa a estar relacionado con su toxicidad a corto y largo

plazo.

Numerosos estudios han revelado que las nanoparticulas pueden penetrar en las células
y afectar la respiracion celular inactivando las enzimas esenciales, afectando los grupos
tiol en los residuos de cisteina y, mediante la produccién de radicales téxicos como
superoéxido, peroxido de hidrégeno e iones hidroxilo (Bohmert, Niemann, Thiinemann,
y Lampen, 2012; Liao y col., 2019a; Song y col., 2014). Pero hay que tener en cuenta que

los resultados in vitro pueden diferir de los in vivo.

Chen, Cui, Tu, Gu, y Chi, (2011) han demostrado que la biodistribucién en experimentos
in vivo con ratones depende del tamafio de la sustancia citotéxica desde cationes
metalicos a microparticulas y nanoparticulas. Las NPs ingeridas deben atravesar
diferentes entornos fisioldgicos con caracteristicas fisicoquimicas particulares (el tracto
gastro-intestinal) antes de llegar a las células intestinales. En este recorrido se exponen
al contacto con la saliva y jugos gastricos e intestinales. Durante el proceso digestivo, los
parametros fisioldgicos como el pH, la fuerza idnica, asi como el contenido vy la
composicidn de proteinas pueden cambiar varias veces, y es probable que el tamaiio, la
forma, la estabilidad o el estado de agregacidn de las nanoparticulas se vean afectados

y, por lo tanto, también podria verse afectado su potencial citotdxico.

2. OBJETIVOS

En relacién con la aplicacion propuesta para las peliculas nanocompuestas como
envases sostenibles de alimentos de humedad intermedia, se propuso evaluar las

siguientes caracteristicas que podrian condicionar su uso:

- Toxicidad, particularmente la citotoxicidad de los nanomateriales desarrollados
en tres lineas celulares.

- Migracién de las nanoparticulas de plata de los materiales nanocompuestos
desarrollados hacia distintos simulantes alimentarios, estudiando ademas la
cinética de dicho proceso y los mecanismos operantes.

- Biodegradabilidad de los biopolimeros nanocompuestos en condiciones de

compostaje.
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- Estimacién de los posibles costos de produccién e indagacién sobre la legislacion

vigente en relacion al uso de nanomateriales que contienen AgNPs.

3. MATERIALES Y METODOS

Para los ensayos a desarrollar en el presente Capitulo se utilizaron reactivos de grado
analitico, y las soluciones de los reactivos mencionados fueron preparadas con agua

ultrapura con una resistencia especifica de 18 MQ.

3.1. Toxicidad de los materiales nanocompuestos, migracion, y biodegradacion

3.1.1. Toxicidad de los materiales nanocompuestos

La toxicidad de los materiales nanocompuestos y sus respectivos controles se determind
mediante la evaluacién de la viabilidad celular sobre las lineas celulares mencionadas en

el Capitulo 3, Seccién 3.4: células Caco-2/TC7 y Vero.

Asimismo, en este Capitulo se incluyd la linea celular THP-1 (ATCC® TIB-202™). Esta es
una linea monocitica humana proveniente de un paciente pediatrico con leucemia
monocitica aguda (Tsuchiya y colet al., 1980). El uso de ciertos agentes como el forbol
12-miristato 13-acetato (PMA) permite la diferenciacién a macréfagos. Se utiliza como

modelo de célula fagocitica profesional (Daigneault y col., 2010).

Estas células se crecieron en medio DMEM adicionado con 10% SFB, aminodacidos y
antibidticos (como fue descripto para las células Caco-2/TC7) y glutamax 2mM (Life
Technologies) a 37 °C en una atmoésfera de 5% CO.. La diferenciacién a macroéfagos se
realizo utilizando forbol 12-miristato 13-acetato (PMA) (Sigma, Saint Louis, EE.UU.SA) en
una concentracion final de 200 nM durante 48 hs en las condiciones de crecimiento
descriptas previamente en la Seccidén 3.4 del Capitulo 3. La concentracion de células
utilizadas para la diferenciacién en las placas de cultivo fue de 1,3 108 células/mL.
También se utilizaron células sin diferenciar (monocitos) en la misma concentracion y

condiciones de crecimiento.

Como se menciond en el Capitulo 3, Todas las lineas celulares se encuentran
conservadas en nitrogeno liquido en el correspondiente medio de cultivo adicionado

con 10% de dimetilsulfoxido (DMSO). Para su uso se descongelaron en bafio de 37°C, se
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centrifugaron a 1500 g durante 5 minutos, se retira el sobrenadante y el pellet de células
se resuspenden en el medio correspondiente para cultivar en botellas de cultivo celular.
Las lineas Caco-2/TC7 y Vero se usan como maximo durante 10 pasajes y la linea THP-1
se usa durante 5 pasajes; luego de lo cual se parte de un nuevo stock. Este ensayo fue

realizado en colaboracion con la Dra. Minnaard del CIDCA.

3.1.1.1. Evaluacion de la viabilidad mediante la determinacion de la actividad

deshidrogenasa mitocondrial

El ensayo se llevd a cabo tanto para las células Caco-2/TC7 como para las Vero, por lo
tanto, previa incorporacion de las peliculas, las células tuvieron tiempos de incubacién
diferentes siendo 7 dias para las Caco-2/TC7 y 48 h para las Vero. Las células crecidas en
placas de cultivo se lavaron 2 veces con PBS (buffer fosfato salino) y a cada fosa se le
adicionaron 200 uL de DMEM adhesién (medio sin agregado de suero ni antibidticos) y
las peliculas a ensayar por triplicado (AgNP O ppm, AgNP 143 ppm, AgNP L 71,5 ppm,
Control L 71,5 ppm y AgNP F) las cuales se cortaron en cuadrados de 5x5 mm? y se
esterilizaron con luz UV durante 5 min de cada lado (la esterilidad se comprobé
previamente mediante incubacioén en caldo cerebro corazén 48 hs a 37°C). Las placas se
incubaron durante 1h y 24 h a 37 °Cy 5% CO,. Transcurrido el tiempo de contacto se
descartaron las peliculas, se realizaron 3 lavados con PBS, se agregaron 250 uL de MTT
(0,5 mg/mL) y se incubd durante 2 h a 37 °C para que ocurra la reduccion del reactivo
por las células que se encuentren viables. Posteriormente, se retiré el MTT
cuidadosamente, se afiadié DMSO y se midieron los valores de densidad éptica (DO)
utilizando un lector de placas Synergy HT fluorescence microplate reader (Biotek
Instruments, Winooski, VT, EE.UU.) a 550 nm. El porcentaje de viabilidad celular se

calculé usando la siguiente ecuacién:

Viabilidad celular = (':—T:) x 100 [4.1]

Donde, Am= absorbancia de la muestra y Ac= absorbancia del control. El ensayo se

realizé al menos por triplicado.
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3.1.1.2. Evaluacidn de la viabilidad mediante tincion con ioduro de propidio

La citometria de flujo es una tecnologia que permite analizar y cuantificar de manera
simultdnea multiples caracteristicas celulares a medida que son transportadas en un
fluido e incididas por un haz de luz. El citémetro de flujo mide el tamafio y la granularidad
de la célula, asi como la fluorescencia relativa de la misma. Estas caracteristicas se
determinan usando un sistema dptico acoplado a un procedimiento electrénico que
registra la manera en que la célula dispersa el haz de luz y emite fluorescencia (Marti,
Stetler-Stevenson, Bleesing, y Fleisher, 2001). Gracias a este sistema Optico, se puede
conocer el tamaio y la granularidad de la célula, asi como las proteinas que se expresan
(marcadores), permitiendo la identificacidn de diferentes tipos celulares. Cuanto mayor
sea el numero de detectores con los que cuente el equipo, mayor serd su capacidad para
identificar poblaciones celulares diferenciadas (Hoffman, 2008). La Figura 4.1

esquematiza el principio de funcionamiento de esta técnica.

Dispersion lateral

{F5C)

Citdmetro

Citametria de flujo

800

Granularidad (S5C)

200 400 600 800

Tamafio (F5C)

Figura 4.1: Esquema del funcionamiento del citdmetro de flujo y representacién grafica

utilizando el programa FlowJo™ acoplado al equipo.
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En relacién al procedimiento realizado en el laboratorio, las células THP-1 diferenciadas
con PMA en placa de 24 fosas se lavaron 2 veces con PBS y se colocaron las peliculas
cortadas como se menciond anteriormente por triplicado en medio DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium - ampliamente utilizado para favorecer el crecimiento de
diferentes tipos de células-) adicionado con 10% de suero fetal bovino (SFB). Se
incubaron a 37 °C durante 24 h en atmdsfera de CO; al 5%. Transcurrido este tiempo, se
retird la pelicula, se desprendieron las células de la placa de cultivo, y se trasvaso el
contenido de cada pocillo, a tubos de citdmetro para proceder a su lavado con PBS frio
(3 veces). Entre cada lavado los tubos se centrifugaron 5 min a 1500 g. Finalizada la etapa
de lavado, se resuspendieron las células en PBS para su evaluacién por citometria de

flujo.

Cuando se utilizaron células THP-1 sin diferenciar (monocitos) las mismas se
centrifugaron 5 min a 1500 g y se renovd el medio DMEM 10 % SFB, colocandose
0,5 mL por pocillo de una suspensién 1,3x10° células/mL en placa de 24 fosas. Sobre esta
suspension se agregaron las peliculas por triplicado y se incubd 1 0 24 ha 37 °C en 5%
CO;. Luego de la incubacidn, el contenido de cada pocillo se trasvasd a un tubo de
citometria, se retird la pelicula, se lavd 3 veces con PBS frio (como se indicé previamente
para las células THP-1 diferenciadas) y se resuspendieron en 200 uL de PBS para su

analisis por citometria de flujo.

Se determiné la viabilidad celular por agregado de ioduro de propidio (IP) a
concentracion final 1 ug/mL por tubo inmediatamente antes de analizar las células por
citometria de flujo. Este agente se intercala en el ADN de aquellas células que sufrieron
alteraciones en la permeabilidad de la membrana plasmatica, diferenciando asi las
células necréticas o apoptdticas de aquellas que mantienen la integridad de su

membrana.

El andlisis de las muestras se realizé en un citdmetro FACSCalibur™ (BD Biosciences, CA,
EE. UU.) equipado con el software CellQuest™. En un grafico de granularidad celular
(Dispersion Lateral del inglés Side Scatter, SSC) vs tamafio celular (Dispersion Frontal del
inglés Forward Scatter, FSC), (Figura 4.1), se selecciond la poblacién de células sobre las

que se determind el porcentaje de células tefiidas de rojo (FL2+) en un grafico de células
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teiiidas de verde (FL1) vs tefidas de rojo (FL2). El analisis de los resultados se realizd

utilizando el programa FlowJo™ Vv10.4.

En todos los casos se utilizaron controles positivos de viabilidad, correspondiendo a las

células en medio DMEN sin peliculas. Los ensayos se realizaron al menos por triplicado.

3.1.2. Evaluacion de la migracion de nanoparticulas a simulantes alimentarios

La distincion entre los términos liberacién, migracién y difusién es crucial para una
adecuada interpretacion de los resultados correspondientes a esta Seccién. En la
mayoria de los casos, cuando se usa el término liberacidn se lo hace con una connotacién
positiva, ya que generalmente es una caracteristica que se busca que ocurra en forma
controlada en ciertos materiales que incluyen sustancias activas, como por ejemplo, la
liberacion de polifenoles de extractos de romero de peliculas de almidén de mandioca
(Estevez-Areco y col., 2019). Por el contrario, la expresién migracion se utiliza,
normalmente, para referirse a la transferencia de componentes (aditivos o
contaminantes en algunos casos) desde los materiales hacia los alimentos (o simulantes)
con los que estan en contacto, en las condiciones habituales de empleo, elaboracion y
almacenamiento, y/o en las condiciones equivalentes de ensayo (Pico, 2018).
Finalmente, la difusion es uno de los mecanismos propuestos para la transferencia de

masa a la hora de estudiar los procesos de liberacidn o migracién.

Si bien la difusion es uno de los procesos mas estudiados, al analizar la migracion de NPs
desde una matriz polimérica se pueden encontrar otros mecanismos como desorcién
superficial, disolucién de iones, hinchamiento y la degradacion del polimero por erosion,

entre otros, ya que en algunos casos puede ser mas complejo.

En la Figura 4.2 se esquematizan algunos de los posibles mecanismos para el proceso de
liberacién/migracién de un compuesto activo, en este caso AgNPs, desde la matriz
polimérica. La difusidon hace referencia al movimiento del activo impulsado por un
gradiente de concentracion (Fredenberg, Wahlgren, Reslow, y Axelsson, 2011), mientras
que la disolucién se da cuando, el sistema portador (nanocompuesto, en esta ocasion)
se encuentra con un entorno con condiciones termodindmicamente compatibles, y el
activo (NPs) se libera al medio (McClements, 2014). Sin embargo, distinguir la disoluciéon

de la difusion no es tan sencillo, ya que el disolvente puede implicar eventos de erosiéon
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o hinchamiento de la matriz poliméricay, por lo tanto, aumentar la velocidad de difusiéon
(Boostaniy Jafari, 2021; McClements, 2014). En el hinchamiento la liberacion/ migracion
se produce debido a la absorcidn del solvente del medio y, por tanto, al hinchamiento
de la matriz. La velocidad de liberacion/migracion puede depender tanto de la velocidad
de hinchamiento como del tiempo necesario para que el activo difunda a través del
sistema hinchado (McClements, 2014). Al hablar de degradacién o erosién en un sistema
polimérico, la liberacién del agente activo se debe a la disolucién del sistema sin que
ocurran eventos de transporte (McClements, 2014). En los polimeros hidrofilicos suele
ocurrir erosién homogénea vy la difusién puede incrementarse por los poros creados a

través de este mecanismo.

Fragmentacion

Difusion Disolucion
— AgNP

Sistema
nanocompuesto

Hinchamiento
Degradacion

Erosion
superficial

Figura 4.2: Esquema que representa los diferentes mecanismos de migracién de AgNPs en una

matriz polimérica.
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Finalmente en la fragmentacion, el agente activo se libera cuando el sistema se agrieta
o rompe debido a diversas condiciones ambientales, que incluyen presién,
cizallamiento, alteraciones del pH y/o actividades enzimaticas (Boostani y Jafari, 2021).
La velocidad de liberacidn estd controlada en este caso, por las caracteristicas de la
fractura, la forma y el tamafio de los fragmentos formados. Es probable que los activos
se liberen finalmente desde los fragmentos a través de mecanismos como la difusién,
disolucion o erosidn. Debido a la creacion de fragmentos pequefos y el consiguiente
aumento de la superficie, suele haber tasas de liberacién mds rapidas en estos casos

(McClements, 2014).

La posible migracién de AgNPs de los materiales desarrollados en los Capitulos 1y 2 se
estudio a partir de la inmersidn total de peliculas nanocompuestas (AgNPs 143 ppm y
AgNP L 71,5 ppm) en medios simulantes. Debido a que los simulantes alimentarios se
utilizan para simplificar las matrices de los alimentos, y las condiciones de prueba deben
ser equivalentes a condiciones de uso mas exigentes del material, se escogieron tres
simulantes acuosos: agua, etanol 15 % v/v, y acido acético 3% v/v (Res. Conj. N°140y N°
526, 17.9.2001, Res. GMC MERCOSUR N° 32/97 y N° 33/97). Siguiendo el protocolo
descripto por Kim y col. (2019), y para mantener la relacidn drea-volumen establecida
por los autores, se cortaron peliculas de 1,2 x 2,7 cm? y se colocaron en tubos falcon de
15 mL, conteniendo 13 mL del simulante correspondiente. La determinacién se llevd a
cabo por duplicado a 35 °C en un agitador orbital (Orbit-Environ Shaker, Lab-Line
Instruments, EE. UU.) con agitacién suave (125 rpm) y se tomaron muestras a los
siguientes tiempos de contacto: 1, 2,4, 8,y 24 h, 3, 5y 7 dias (Figura 4.3). La eleccién de

la temperatura del ensayo estad de acuerdo con lo sugerido por la norma Europea, UE
221 2016/1416 (Reglamento (UE) no 10/2011 de la comisién, 1 (2011), (Leites Luchese, y

col., 2021). Transcurridos los tiempos de contacto mencionados, se retiraron las peliculas
y los simulantes se analizaron mediante espectroscopia de emision atémica con plasma
acoplado inductivamente (ICP-OES, por sus siglas en inglés). Esta técnica se seleccioné
debido a que la concentracion de plata a determinar es muy baja y ademas la ICP-OES
permite cuantificar los elementos de la tabla periddica en el orden de los ng/L-mg/L

(ppb-ppm, respectivamente). Para tal fin, fue necesario realizar algunas modificaciones
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al protocolo que normalmente se utiliza, particularmente en lo referido a la digestién de

las muestras.

Pelicula nanocompuesta:
AgNP 143ppm
AgNPL71,5ppm

Etanol
15%

=) Acido acético l
3% -

Simulante:

Acido acético 3%

Etanol 15% Condiciones: 35 °C con agitacion suave

Agua Toma de muestras: 1, 2, 4,8,y 24 h, 3, 5y 7 dias.

Figura 4.3: Esquema representativo del ensayo de migracidn realizado en este trabajo

de Tesis.

Para ello, es necesario realizar una etapa de acondicionamiento que tiene por objetivo
transformar una muestra, que puede ser compleja y eventualmente sélida, en una
muestra liquida (para poder ser aspirada y nebulizada), eliminando la materia orgdnica
y homogeneizando la misma para asegurar representatividad. Este procedimiento se

conoce como mineralizacion de la muestra.

En este Trabajo de Tesis se eligid como técnica de mineralizacidn la Digestidn Asistida
por Microondas (DAM) porque tiene la ventaja de poder trabajar a temperaturas mas
altas y en condiciones de confinamiento lo que permite una mayor recuperacién de la
muestra, tiempos de digestion mas cortos y la imposibilidad del ingreso de

contaminantes.

Las digestiones fueron realizadas con HNOs (65% p/p) de alta pureza ya que, a altas

temperaturas tiene la capacidad de oxidar la materia organica y descomponer
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facilmente los hidratos de carbono. Sin embargo, debido a su escaso poder oxidante se

agrego H,0, 100 vol para asegurar la digestion completa.

La tolerancia a la presion de los contenedores herméticos de tefldn, limitan la cantidad
maxima de materia orgdnica que puede digerirse a 0,25 g para digestiones rdpidas y
0,50 g si la rampa de digestion es mas lenta. A fin de reducir el contenido de materia
organica y poder digerir una mayor cantidad de muestras, las de los ensayos con el
simulante alcohdlico se introdujeron dentro de los contenedores, y a continuacion se
colocaron en estufa a 37 °C para permitir la evaporacidon del componente orgdanico del
simulante. Esta temperatura fue elegida considerando tanto el punto de ebullicion del
etanol como el flash point (punto de inflamabilidad) del simulante a fin de garantizar la
seguridad del ensayo. Mediante pesadas sucesivas se determind que, luego de 16 h las
muestras alcanzaban un peso constante, asi a fin de estandarizar el protocolo las

muestras permanecieron en la estufa durante 24 h.

En el caso del simulante acido, por ser éste menos volatil que el alcohdlico, la estrategia
para disminuir la materia organica fue, colocar el simulante con los reactivos de
digestion dentro de los contenedores cerrados herméticamente y realizar una pre-

digestion a baja temperatura en estufa durante 24 h.

Finalmente se realizd la etapa de digestidon asistida por microondas elevando la
temperatura hasta 180 °C y dejando durante toda la noche hasta que los contenedores

se enfrien para luego filtrar y llevar a volumen.

Las determinaciones se llevaron a cabo utilizando un Espectrémetro de Plasma de
Emisién Optica Inductivamente Acoplado (ICP-OES) modelo ICPE-9820 (Shimadzu,
Japon) acoplado con un Automuestreador automatico ASX-520 (CETAC Technologies),
mientras que las digestiones fueron realizadas con un digestor de microondas de 12
posiciones QLABPro Mca Questron (Horiba, Japdn). Los datos experimentales se
regresionaron utilizando el software InfoStat (Di Rienzo y col., 2020). En todos los casos
se estimd la bondad de ajuste al modelo propuesto y los pardmetros correspondientes

a cada modelo.
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3.1.3. Evaluacion de la biodesintegracion de las peliculas en suelo

La biodesintegracidn de las peliculas en suelo se estudié en condiciones de compostaje,
utilizando tierra fértil como sustrato. Se cortaron muestras de 3 x 3 cm? las que se
colocaron en mallas plasticas con entramado fino y se enterraron a una profundidad de
5 cm desde la superficie a fin de asegurar la degradacion aerdbica de las mismas.
Previamente se determind el contenido de humedad de las peliculas como se describid
en el Capitulo 1. Se utilizaron recipientes de 120 cm? los cuales fueron acondicionados
a temperatura y humedad relativa controlada (20 °Cy 60 %HR, respectivamente); estas
condiciones se tomaron como condiciones ambientales medias. Como agente de
degradacion se utilizéd la propia microflora presente en la tierra utilizada, la cual
presentaba las siguientes caracteristicas, segin el proveedor, Bertinat (Bertinat &

Asociados S.R.L., Argentina):

Tierra negra de campo 60
Abono animal estacionado 20
Materia orgdnica vegetal 10
Perlita 10
Humedad 19-24
Materia organica 8-13
Relacion C/N 14,6
N Total 0,5
Cenizas 75,8
pH 6,5-7,0
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Siguiendo la metodologia descripta en la Norma ASTM D5988-03 se adiciona 1 g de
compost cada 25 g de tierra. La composicion del compost utilizado, segln el proveedor

(Bertinat & Asociados S.R.L.) fue:

Materia orgdnica 20-25
pH 5,0-5,5
Relacion C/N 19,8
Cenizas 20-25
Humedad 45-50

Con el fin de mantener la humedad del suelo, los recipientes fueron regados diariamente
con un rociador utilizando agua de red (aproximadamente 3 mL por recipiente). El
seguimiento de la biodegradacion de las peliculas se evalué a través de la pérdida de
peso de las muestras durante el periodo de degradacion. Algunos autores establecen
que la variacion del peso es un buen indicador de la degradabilidad de los materiales
poliméricos (Arrieta y col., 2014; Ishigaki y col., 2004; Luduefia y col., 2012). La pérdida
de peso (%) se determiné una vez que las muestras fueron desenterradas y se limpiaron
cuidadosamente con un pincel de cerdas suaves para no dafar la estructura, y asi
minimizar los errores asociados a la cuantificacién de impurezas y/o particulas ajenas a
la matriz. Semanalmente se retiraron muestras por duplicado para hacer un seguimiento
del grado de avance de la degradacidn de los materiales en condiciones de compostaje.
En la Figura 4.4 se presenta un esquema representativo del ensayo para la evaluacion

de la biodesintegracién utilizado.
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Muestra de pelicula——> Peso inicial de la
3x3 cm muestra (Pi)

Enterrado en suelo compostado
a una profundidad de 5 cm

Mantenimiento de la humedad por
aspersion de agua

Extraccion de muestra cada 7 dias
Recuperaciéon de la

muestra

Secado de la muestra a 105 °C — Peso
seco (Pf) X

Calculo de la pérdida de peso:

L Pi - Pf
Pérdida de peso (%) = BTE x 100

Figura 4.4: Esquema representativo del ensayo de biodesintegracién realizado para este trabajo

de Tesis.

3.1.3.1. Germinacion de semillas
Con el fin de evaluar si los productos de la degradacién de los materiales
nanocompuestos afectan la calidad del compost se realizaron ensayos de cultivo de
semillas de lechuga (Lactuca sativa). Se ha informado que tanto las semillas de lechuga
como de nabo (Brassica rapa), son adecuadas para este fin ya que son especies de rapido
crecimiento y muy susceptibles a fitotdxicos (Huerta Mufioz, 2015). Las semillas de
lechuga (CIA Agroparque S.R.L, Argentina) se sembraron en diferentes macetas que
contenian los restos de compost de las muestras degradadas (al final del periodo del
ensayo de biodegradacién), previa homogeneizacién de las mismas. Se regaron las
macetas y se dejé que las plantas se desarrollen al aire libre. Se determiné la capacidad
de las semillas de germinar y desarrollar las plantulas. Se utilizd6 compost sin uso como

control, los ensayos se realizaron al menos por triplicado.
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3.2. Analisis estadistico

Se realizaron andlisis multifactoriales de varianza mediante el uso del software Systat
(SYSTAT, Inc., Evanston, IL, EE. UU.) version 10.0 e InfoStat versién 2017 (Grupo InfoStat,
FCA, Universidad Nacional de Cordoba, Argentina). Las diferencias en las propiedades
de las peliculas y las formulaciones se determinaron mediante el test de diferencia
minima significativa de Fisher (LSD) usando un nivel de significacién a=0,05. También se

empled el programa mencionado para el calculo de regresiones lineales y no lineales.

Por otra parte, se llevo a cabo el Andlisis por Componentes Principales (ACP) con el fin de
analizar la interdependencia entre las caracteristicas de las nanoparticulas obtenidas por
diferentes técnicas y la citotoxicidad de los materiales desarrollados a partir de éstas.
Asimismo, se interrelacionaron las variables mencionadas y las propiedades relevantes de
los materiales nanocompuestos y sus respectivos controles. A tal fin se empleé el Software
estadistico InfoStat antes mencionado considerando dos componentes. Del analisis
realizado se informd el grafico Biplot y el valor del coeficiente de correlacidon cofenética

obtenidos.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Toxicidad de los materiales nanocompuestos

4.1.1. Evaluacion de la viabilidad mediante determinacion de la actividad

deshidrogenasa mitocondrial

Como ya es sabido, las AgNPs se vienen utilizando ampliamente para aplicaciones
antibacterianas y terapéuticas, incluyendo tejidos, apdsitos para heridas y terapias
contra el cancer, llevando a una mayor exposicion de las NPs a las células humanas (Liao,
Li, y Tjong, 2019b). Debido a su amplia implementacidn se han intentado dilucidar los
posibles mecanismos de captacion de las nanoparticulas por parte de las células (Figura
4.5), aunque ninguno de ellos se conoce con exactitud, los reportes bibliograficos
sugieren procesos de difusidn (translocacién), endocitosis o fagocitosis (Zhang y col.,
2021). Al entrar en el citoplasma, las AgNPs o los iones Ag * pueden generar ROS
(especies reactivas de oxigeno) dando lugar a dafos en el ADN, desnaturalizacion de
proteinas y apoptosis (Akter y col., 2018). También se ha observado que segun su forma
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y tamafio tienden a acumularse en las mitocondrias, llevando a una disfuncidn
mitocondrial, es decir, una reduccién del potencial de membrana mitocondrial (MMP),
y promoviendo la formacién de ROS. Finalmente esto conduce al dafio de las proteinas

intracelulares y los acidos nucleicos afectando la viabilidad celular.

ACUMULACION EN LA
MEMBRANA Y DIFUSION PROTEINAS DE

MEMBRANA
ENDOCITOSIS

Ag*

OXIDACION DE
PROTEINASSi_ s =20 DISOLUCION DE LAS NPs
/,\ D) === <= 2 YLIBERACION DE IONES
: 2 ~ @O TOXICOS Ag*
OXIDACION DE
\l — ADN
@3‘%
DISFUNCION
MITOCONDRIAL AgNP

Figura 4.5: Posibles mecanismos de accidn citotdxica de las AgNPs sobre las células.

Los ensayos de viabilidad son fundamentales en el drea de la toxicologia ya que explican
la respuesta celular frente a un agente potencialmente téxico y también brindan
informacién sobre la muerte, supervivencia celular y actividades metabélicas (Asharani
y col., 2009). Si bien los efectos citotéxicos de las AgNPs dependen de las lineas celulares
utilizadas, la linea Caco-2 es una de las mas utilizadas como modelo para evaluar la

toxicidad de los materiales nanocompuestos que estaran en contacto con alimentos.

Como se menciond anteriormente los ensayos de citotoxicidad son de suma importancia
ya que nos permiten evaluar la respuesta celular frente a un agente potencialmente
téxico que, en esta ocasidn, serian las AgNPs en caso de que hubiera migracion desde
los materiales desarrollados. Adema3s, resulta interesante evaluar el efecto de la forma

de obtencién de las nanoparticulas o de las condiciones de sintesis ya que éstas
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condicionan la morfologia y caracteristicas de las AgNPs obtenidas como se demostré

en los Capitulos anteriores.

En el Capitulo 3, Seccion 4.3 se discutié el efecto citotdoxico de las peliculas
nanocompuestas con incorporacién de AgNP F sobre las lineas celulares Vero y Caco-2,
y en esta ocasion se compard dicho efecto con el de las peliculas nanocompuestas
obtenidas en los Capitulos 1 y 2. También se menciond la clasificacion de citotoxicidad
en base al porcentaje de viabilidad establecido por la norma /SO 10993 (Young,

Phungtamdet, y Sanderson, 2005) el cual establece que:

e con 100-75% de viabilidad celular el material no es citotoxico
e con 74-50% resulta ligeramente citotdxico
e con 49-25% de viabilidad es moderadamente citotoxico

e ycon menos del 24% de viabilidad celular es extremadamente citotdxico

La Figura 4.6 muestra la variacion de la actividad mitocondrial de las células Vero y Caco-
2/TC7 expuestas a las peliculas control (Cont y Cont L) y nanocompuestas
(AgNP F, AgNP L y AgNP in situ) durante 24 h, mientras que las células incubadas sin
peliculas (DMEM) corresponden al blanco de las células (control positivo de viabilidad).
Previamente (Capitulo 3 Seccién 4.3) se discutié que, para las células Caco-2 se puede
observar que la citotoxicidad de los materiales nanocompuestos es menor en
comparacion con la linea celular de fibroblastos (Vero). Ahora, al comparar estas
muestras con el resto de las peliculas nanocompuestas y sus respectivos controles para
la misma linea celular, se evidencia que el efecto citotdxico es significativamente
(p< 0,05) mayor para las peliculas conteniendo AgNP F. Palem y col., (2018), plantean
gue ademads de los factores que influyen como, el tamafno, la forma, el grado de
aglomeracion, la composicién quimica de la superficie, la carga, la concentracion, y el
tiempo de exposicion, el potencial Z también podria ser crucial en la toxicidad de las
AgNPs, ya que, un aumento en el potencial Z absoluto, suele conducir a una mayor
absorcién de nanoparticulas en comparacién con otras menos cargadas, inclusive del
mismo tamafio. Por otro lado, en relacidn al tamario, las AgNPs mds pequeiias (entre 5
y 28 nm) podrian ser mas toxicas al producir mayores cantidades de superdxido en la

membrana mitocondrial (Zhang y col., 2014). Consideraciones similares en relacién al
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efecto del tamafio, forma y caracteristicas superficiales en la citotoxicidad de las
nanoparticulas fueron sefialados por varios autores (Rolim y col., 2019; Yu y col., 2019).
Asi, observando los datos presentados en la Figura 4.6, se puede considerar que el
mayor efecto citotdxico de las peliculas conteniendo AgNP F, en comparacién con el
resto de los nanomateriales, es una combinacion del menor tamafo de las
nanoparticulas obtenidas por ablacidén laser y su potencial zeta (6 nmy - 21,8 mV). Las
peliculas conteniendo AgNP sintetizadas in situ (143 ppm) fueron las menos citotdxicas
para la linea celular Caco-2 (viabilidad 90%). Para las células Vero se observaron
diferencias significativas (p <0,05) entre el control de células sin tratar (DMEM) y con las
peliculas, ya sea, tanto para el control como para las nanocompuestas. Probablemente
la formulacién de la matriz (almidén + glicerol) afecta la adhesion de las células Vero lo
que dificulta elucidar la accién de las AgNPs per se. Este efecto no se observo para las
células Caco-2, lo cual es compatible con la diferencia en las respuestas de los distintos
modelos celulares discutidos previamente (Capitulo 3, Seccién 4.3). Lo observado sobre
las células epiteliales del intestino humano puede deberse a que, al estar sintetizadas in
situ en la suspensién filmogénica y recubiertas por el propio almidon de la matriz,
permite que las AgNPs estén mas integradas en la matriz polimérica, menos expuestas
y por tanto se limite su interaccion con las células. Yu y col. (2019), estudiaron los efectos
de diferentes concentraciones (50-1000 pg/mL) de AgNPs y de nanofibras de celulosa
(CNF/AgNP) sobre la viabilidad de células Caco-2 y de acuerdo con el ensayo de MTT, no
observaron una disminucidn significativa en el nimero de células viables hasta que la
concentraciéon agregada fue de 1000 ug/mL. Estos autores también mencionan que las
NPs metalicas con cargas negativas pueden causar menos dafio mitocondrial y
alteracion de la integridad de la membrana de las células de mamiferos que las NPs con
cargas positivas. Los datos de potencial Z correspondientes a las peliculas
nanocompuestas obtenidas para este trabajo de Tesis se encuentran adjuntos en la
Figura 4.6. Teniendo en cuenta estos resultados se puede considerar que las peliculas
con AgNP in situ no mostraron un efecto téxico sobre las células del colon humano en

24h.

Por otra parte, al analizar el efecto citotoxico de las peliculas AgNP L (71,5 ppm) se
encontrd que no habia diferencias significativas entre las muestras nanocompuestas y

219



su respectivo control para ambas lineas celulares. Si bien hay una disminucién en la
viabilidad celular, esta es superior al 60% tanto para Cont L como para las muestras con
AgNP L. Una posible explicacion a este resultado puede estar relacionado con la acidez
aportada al medio celular por parte de las peliculas, ya que la suspension filmogénica
inicial presentaba un pH promedio de 3,0 y al poner en contacto el material con el
DMEM (inicialmente rosa/rojo) este se torné amarillo/naranja durante unos segundos y
luego se homogeneizd reportando valores normales durante todo el ensayo. En un
trabajo realizado por Rolim y col. (2019), sobre caracterizacién, citotoxicidad y actividad
antimicrobiana de nanoparticulas de plata sintetizadas con extractos de té verde
mencionaron que, el uso de polifenoles del té para sintetizar AgNPs son responsables
ademas, del capping de las nanoparticulas obtenidas y estos fitoquimicos actian como
agentes antioxidantes y anti-inflamatorios, reduciendo asi la toxicidad de las
nanoparticulas. Asi, si bien se puede ver un efecto sobre la viabilidad de las células Caco-
2/TC7 y Vero, al estar las AgNP L estabilizadas con el acido citrico, ascérbico y otros
compuestos fitoquimicos como polifenoles y flavonoides presentes en el jugo de limén,
mencionados en el Capitulo 2 Seccién 4.1, seria esperable un dafio celular menor, o

incluso que sea reversible, si las vias de sefializacidon desencadenadas no son de necrosis.

120,0
d d D
— 100,0 C aE -
x
g 80,0 I b b E
E r a B B I B C
E 60,0 A
T ’ Muestra Tamaiio Potencial Z
©
% 40,0 AgNPF 6 nm -21,8 mV
[i:]
> 20,0 AgNP 14,2 nm -12,7 mV
AgNP L 5,5nm -10,8 mv
0,0

AgNP F AgNP Cont ContL AgNP L DMEM

Caco-2 mVero

Figura 4.6: Efecto citotdxico de las peliculas desarrolladas en este trabajo de Tesis sobre lineas
celulares Caco-2/TC7 y Vero. Se incluyen ademas las caracteristicas relevantes de las NPs

incluidas en los materiales nanocompuestos.
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4.1.2. Evaluacion de la viabilidad mediante tincion con ioduro de propidio

La exposicidn a nanoparticulas y su posterior absorcién afectan a varias lineas celulares
incluidas las lineas fagociticas como los macréfagos derivados de THP-1. Los macrdéfagos
son células fagociticas multifuncionales que pueden detectar e internalizar material
enddgeno y exdgeno como virus, microorganismos, restos celulares y particulas
extrafias incluyendo algunas variedades de NPs (Lunov y col.,, 2011). Debido a su
disponibilidad, las lineas celulares monociticas, con diferente grado de diferenciacién
como las THP-1 son un modelo in vitro ampliamente aceptado de macréfagos humanos.
Estas lineas celulares diferenciadas presentan marcadores de superficie que pueden
absorber bacterias o particulas por fagocitosis de manera eficiente en comparaciéon con
las células sin diferenciar (Lunov y col., 2011). Es decir que, las células THP-1 monociticas

exhiben una capacidad fagocitica reducida en comparacién con los macréfagos.

El porcentaje de células muertas marcadas con yoduro de propidio (% de células IP+)
para cada tipo de pelicula desarrollada en este trabajo de Tesis se puede observar en la
Figura 4.7. En las condiciones evaluadas, independientemente del tamafio de las
nanoparticulas, grado de aglomeracién (vinculado al potencial Z ya que cuanto menor
es el valor de éste las nanoparticulas no cuentan con la fuerza suficiente como para
repelerse entre si y tienden a aglomerarse) y concentracién (AgNP F y AgNP in situ de
143 ppmy AgNP L 71,5 ppm), no se observan diferencias significativas en las células THP-
1 monociticas necrdticas (Figura 4.7a). Por un lado, esta linea celular esta preparada
para eliminar particulas o bacterias exdgenas, y asi defenderse de ataques externos y
ademas el ensayo fue realizado con 24 h de incubacidn, manteniendo el contenido de
suero fetal bovino, el cual puede interferir en el accionar de las nanoparticulas. Se ha
demostrado que pueden existir diferencias en la captaciéon de nanoparticulas en
presencia y ausencia de suero fetal bovino; sin embargo Kettler, Giannakou, de Jong,
Hendriks, y Krystek (2016) han sugerido que la presencia de suero es necesaria para

mantener la viabilidad celular.
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Figura 4.7: Evaluacion del efecto citotdxicos sobre la linea celular THP-1 sin diferenciar (a) y
diferenciada a macréfagos (b). Se informa el % de células con tincién positiva al ioduro de

propidio determinado a través de citometria de flujo.

En la Figura 4.7b se puede ver que las muestras conteniendo AgNP F y AgNP in situ
ejercen un efecto citotoxico significativo sobre las células THP-1 diferenciadas a
macrofagos, que no se evidencia en las peliculas con AgNP L. La principal causa de este
comportamiento puede estar relacionada con la menor concentracion de
nanoparticulas incluidas en la muestra con AgNP L (71,5 ppm), en relacién al resto de las
peliculas nanocompuestas. Si bien no hay grandes diferencias, en relacién al tamafio,
entre las AgNP Ly las AgNP F, como se indicd en la Tabla inserta en la Figura 4.6, el hecho
de que las primeras estén recubiertas por componentes fitoquimicos del limén con
probada accidon anti-inflamatoria podria explicar que las mismas presenten efecto

citotoxico sobre macréfagos.

222



La diferencia observada entre monocitos y macréfagos puede estar asociada a la
expresion de diferentes marcadores (Assad y col., 2021). Hay bibliografia que reporta
que, para los macréfagos, en presencia de suero, el receptor CD64 participa en la
captacién de particulas externas mediante fagocitosis (Lunov y col., 2011). Es asi que, la
respuesta frente a estimulos exdgenos es diferente, ya sea frente a células THP-1
diferenciadas como sin diferenciar, y particularmente cuando se estudian determinados
marcadores (Assad y col., 2021); si bien estos estudios exceden los alcances del presente

trabajo de Tesis.

4.1.3. Analisis por componentes principales del efecto de la técnica de obtencion

de las AgNPs en la citotoxicidad de los materiales nanocompuestos

Se realizd un Andlisis de Componentes Principales (ACP) incluyendo las caracteristicas
de las particulas obtenidas por técnicas de sintesis quimica (AgNP in situ y AgNP L) y
fisica (AGNP F) y la viabilidad de las células Caco-2, Vero y el % de células THP-1
(monocitos y macrofagos) positivas al IP. Los resultados obtenidos se muestran en el
grafico bidimensional correspondiente (Figura 4.8). El 84,2% de la varianza total se pudo
explicar a través de dos componentes principales, la primera (CP1, que explicé el 58,5%)
discrimind entre los controles y los materiales nanocompuestos y la segunda (CP2, que
describié el 25,7% de la varianza total) se asocié a la técnica de obtencidn de las

nanoparticulas, diferenciando entre las sintesis quimicas verdes y el método fisico.

La CP1 se correlaciona linealmente con las necrosis o apoptosis de las células THP-1
diferenciadas a macroéfagos, con el potencial Z de las nanoparticulas obtenidas y con las
relaciones de absorbancia de los picos de FTIR (relacionados con la proporcion de fase
amorfa-cristalina de las peliculas desarrolladas). Por su parte la CP2 se correlaciond en
forma directa con el % de células THP-1 monociticas positivas al IP. Ambas componentes
permitieron explicar los diametros de particulas de las AgNPs (CP1=-0,62 y CP2=-0,59) y
la viabilidad tanto de las células Caco-2 (CP1=0,60 y CP2=-0,51) como de las Vero
(CP1=0,76 y CP2=-0,55). La correlacidon cofenética fue de 0,926 indicando que la

agrupacion de variables realizada fue satisfactoria.
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Figura 4.8: Grafico Biplot resultante del analisis por componentes principales (ACP) de la
viabilidad de las tres lineas celulares ensayadas y las caracteristicas de los materiales
nanocompuestos (puntos amarillos) conteniendo AgNPs obtenidas por técnicas de sintesis
quimica (AgNP in situ y AgNP L) y fisica (AGNP F), (puntos azules). Las propiedades analizadas
fueron: la viabilidad de las células Caco-2, Vero y el % de células THP-1 (monocitos y macréfagos)
positivas al IP, las relaciones de los picos de FTIR 1022/995 y 1045/1022, y caracteristicas de las
nanoparticulas como el diametro medio (dp) y el potencial Z de las suspensiones que las

contienen.

4.2. Estudio de la migracion de las nanoparticulas de plata hacia simulantes

alimentarios

Uno de los pasos mas importantes durante el desarrollo de nuevos materiales
destinados al envasado de alimentos es el estudio de la posible migracién de
compuestos presentes en el material hacia el producto que contiene. La migracion de
un determinado compuesto, en el caso del presente trabajo de Tesis de las
nanoparticulas de Ag, puede estar fuertemente influenciada por la interaccién entre
este compuesto y la matriz polimérica, asi como por las posibles interacciones del
migrante con el alimento (o simulante alimentario) con el que esta en contacto. Para
poder estudiar la cinética de liberacién de estos compuestos y evaluar los mecanismos
gue prevalecen se han desarrollado varios modelos matematicos que describen los

procesos involucrados (Boostani y Jafari, 2021). Generalmente se sugiere que la
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migracion de los compuestos (de naturaleza idnica, molecular o nanoparticulas en este
caso) puede deberse principalmente a procesos de difusién, hinchamiento y relajacién
de las cadenas poliméricas del material (Agustinelli, Ciannamea, Ruseckaite, y Martucci,

2021; Boostani y Jafari, 2021; Papadopoulou, Kosmidis, Vlachou, y Macheras, 2006).

Como se menciond anteriormente, la migracién es el resultado de varios procesos que
involucran la transferencia de masa de compuestos de bajo peso molecular, que se
encuentran inicialmente en el envase, hacia una muestra de alimento o simulante

alimentario (Han y Floros, 1997; Lépez-de-Dicastillo y col., 2012; Agustinelliy col., 2021).
La difusion de una sustancia en un polimero generalmente obedece a la segunda ley de

Fick (Crank, 1979) (Ec. 4.2)

aock . paich
ot~ A4 ogx2

[4.2]

donde Cy4 representa la concentracion migratoria local de A, ¢ es el tiempo, x es la
direccidn lineal del transporte de masa y D es el coeficiente de difusion de la sustancia
A. Considerando las condiciones de contorno y la geometria del material (una placa

plana de espesor 8) la solucidn puede expresarse de la siguiente manera:

M, o 8 (2n+1)2
M 1 _yo [_
Moo Zx—o (2n+1)2 w2 52

Dt] [4.3]
siendo M; (ppm) la cantidad total de la sustancia que difunde a tiempo t (s), M~ (ppm)
la cantidad correspondiente a tiempo infinito, 0 el espesor del film (cm) y D, el
coeficiente de difusidon (cm?/s). Se ha propuesto que en la ecuacidn 4.3 se considere un
coeficiente de difusion aparente (Dap) dado que los films de naturaleza hidrofilica como
los de almidén se hinchan en contacto con solventes acuosos. En este trabajo de Tesis

se asume esta condicion, si bien no se ha realizado un cambio de nomenclatura.

Simplificando la expresion para tiempos cortos y considerando la solucién de la ecuacién

[4.3] para un medio semi-infinito:

225



M, Dt

— = — 4.4

Moo 82 [4.4]
Esta expresion (Ec. 4.4) indica que la difusidn Fickeana en una pelicula delgada estd
caracterizada por una dependencia inicial del transporte del compuesto que varia con

el t¥/2, La aproximacién de tiempos cortos es vélida hasta la liberacién del 60 % del total

del componente capaz de difundir.

Las ecuaciones 4.3 y 4.4 cumplen con ciertas condiciones: i) se considera que las
peliculas tienen un espesor constante e infinito en contacto con el solvente, ii) en todo
momento el componente que migra se encuentra distribuido homogéneamente en la
pelicula, iii) se desprecia el hinchamiento del material, iv) el coeficiente de difusiéon no
varia con el tiempo, v) no se produce evaporacién o transformacion quimica del
migrante durante el proceso (Pocas y Franz, 2018). Particularmente, la Ec. 4.4 asume
una variaciéon lineal de la concentracién del agente activo con la raiz cuadrada del
tiempo, donde la pendiente da informacion sobre el coeficiente de difusion aparente

del compuesto que migra, segun la Ec. 4.3.
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Figura 4.9: Perfiles normalizados de la liberacidn de plata para las peliculas con incorporacion
de AgNP L 71,5 ppm (a) y con 143 ppm de AgNPs sintetizadas in situ (b), para los tres simulantes

de alimentos ensayaados.

En la Figura 4.9 se presentan los perfiles de liberacion de plata de las peliculas

nanocompuestas en los simulantes de alimentos ensayados. Las curvas fueron
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normalizadas respecto a la concentracion de equilibrio de Ag en cada simulante (Me=).
Las peliculas de almidén con 71,5 ppm de AgNP L (Figura 4.9a) mostraron una tasa de
liberacion mas alta a tiempos cortos (entre 0 y 8 h) en comparacion con las muestras
gue contienen AgNPs sintetizadas in situ. Sin embargo, las condiciones estandarizadas
en los ensayos de migracién con medios simulantes no representan la realidad (de hecho
sobreestiman la migracidon de las nanoparticulas) ya que, cuando se utilizan peliculas
como envases de alimentos sdlo una cara del material estad en contacto con el producto
envasado, por lo que la difusidn ocurre solamente desde esta cara del material, siendo
la liberacidn cuatro veces mas lenta que cuando ocurre hacia ambos lados (Bierzhal y

col., 2012).

En la Figura 4.9b, las curvas correspondientes a la liberacidon de Ag en las muestras con
AgNPs in situ, presentan una forma de doble sigmoide a tiempos cortos, poniendo en
evidencia que el mecanismo de liberaciéon no corresponderia a un proceso netamente
Fickiano seguido por una segunda etapa, también de forma sigmoidea que evidencia la
presencia de otro mecanismo. Un comportamiento similar presentan las peliculas de
almiddn conteniendo AgNP L en el simulante de etanol 15%. Algunos autores atribuyen
la segunda sigmoidea de las curvas de liberacion a la existencia de fendmenos de
relajacién lentos de la matriz polimérica, inducidos por el hinchamiento. Estos procesos
de relajacién estan relacionados con los tiempos finitos que necesitan las cadenas
macromoleculares para responder a la presién de hinchamiento osmético y ordenarse
para alojar las moléculas de solvente que penetran en el interior de la matriz (Lee 1985,
Peppas y Franson 1983). Boostani y Jafari (2021) recopilaron la informacién relacionada
a los procesos de migracion/ liberacién controlada de compuestos activos desde
matrices biopoliméricas. Los autores indican que en sistemas como los desarrollados en
el presente trabajo de Tesis se puede presentar una migracion trifasica con una fase Il
corta. En este tipo de sistemas, la fase | se define como un efecto de explosidn o rafaga,
el cual se asocia con los compuestos que se encuentren en la superficie del portador y
por lo tanto, estan facilmente disponibles para la hidratacion y posterior liberacién. La
formacién de grietas y la descomposicidn de particulas pueden ser las otras razones de
la liberacion por explosidon. A continuacion en la fase Il los activos pueden difundir
lentamente a través del polimero (el cual puede volverse mas denso por efecto del
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hinchamiento) o a través de los poros disponibles, mientras continta la descomposicién
del polimero. Por ultimo, la fase Ill (también denominada como segunda rafaga) suele
ser un periodo de liberacion mas rapido normalmente asociado con el inicio de la
erosion, aunque también puede ser causado por agrietamiento o ruptura estructural. El
inicio rapido de la liberacién puede estar relacionado con un extenso hinchamiento,
erosion y deformaciéon de los materiales dando como resultado una mayor tasa de
liberacion debido a la mayor accesibilidad de la superficie. Se puede establecer que la
liberacion de la fase Il estd relacionada con la formacién de poros, derivados de los

mecanismos de degradacién y erosién (Fredenbergy col., 2011, Boostani y Jafari, 2021).

Tabla 4.2: Parametros correspondientes al modelo difusivo aplicado a la migracion de Ag desde

las peliculas nanocompuestas.

D1 DZ
(cm?/s) (cm?/s)
0,91 0,96

Agua 5,61 1010 1,33 107
AgNP L Acido . i
L. 1,53 10° 0,92 1,02 10° 0,65
71,5ppm acético 3%
Etanol
3,7210° 0,98 1,77 10° 0,82
15%

Agua 3,4110° 0,98 1,84 10° 0,73
AgNP in situ Acido
143ppm acético 3%
Etanol
15%

1,99 107 0,98 1,14 10° 0,52

3,68 10° 0,98 3,57 10" 0,74

Di: corresponde al coeficiente de difusion de los datos ajustados con la Ecuacion 4.3
D2: corresponde al coeficiente de difusion de los datos ajustados con la Ecuacion 4.4 a tiempos cortos de
contacto.

El coeficiente de difusion (D) se estimd ajustando los datos experimentales con la
Ecuacién 4.3 y los datos a tiempos cortos de contacto (Mt/Mee <0,6) a partir de la
Ecuacion 4.4. Los valores obtenidos utilizando los dos ajustes se presentan en la Tabla
4.2 y fueron similares para las muestras conteniendo AgNP L en medio acido y
alcohdlico, y para las peliculas con AgNPs in situ en medio acuoso y acido, ya que, los

valores de D1 y D, presentaron el mismo orden de magnitud. Segun Dias y col. (2018),
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este resultado indica que el 60 % de la difusién se da a tiempos cortos de contacto entre
la peliculay el medio de inmersién y la ecuacion para periodos cortos de tiempo (Ec. 4.4)
puede utilizarse para describir el proceso de difusidn. Sin embargo, el coeficiente de
correlacion (R?) obtenido para el ajuste de los datos a tiempos cortos es bajo por lo que
no representan correctamente a los datos experimentales obtenidos, principalmente
para el simulante acido acético 3% donde los R? fueron de 0,65 y 0,52 para las muestras
de AgNP Ly AgNP in situ, respectivamente. Para las muestras con AgNP L, si bien el R?
tiene un valor aceptable para tiempos cortos de contacto en el medio hidrofilico, el D se

obtuvo por ajuste de escasos puntos.

La posible aparicién de otros mecanismos en el proceso de migracién (Figura 4.9) podria
ser responsable de esta diferencia entre los datos experimentales y el ajuste de las
curvas dado que, los coeficientes de difusion se obtienen a partir de célculos
matemadticos suponiendo un comportamiento difusivo neto y en realidad, el mecanismo
de liberacion es mas complejo y depende de las caracteristicas de la matriz en estudio,
debido a esto, la informacidn aportada por los valores de los coeficientes de difusion (D)
no es concluyente. Por otro lado, algunos autores sugieren que no se puede descartar
la disolucién de particulas metalicas en iones, convirtiéndose en un mecanismo de

liberaciéon importante en ciertos casos (Heydari-Majd y col., 2019).

El movimiento de los componentes activos desde materiales poliméricos se puede dar
por diferentes procesos, los cuales no se tienen en cuenta en la segunda ley de Fick. Por
ejemplo, en el caso de los polimeros que tienen la capacidad de hincharse en el medio
en el que se encuentran inmersos; las interacciones entre las cadenas poliméricas
disminuyen a expensas de las interacciones de éstas con las moléculas del solvente.
Cuando la separacién entre las cadenas del polimero es suficiente, se induce una
transicién vitrea en el material y una relajacién de las cadenas. Consecuentemente se
produce un aumento del volumen libre y disminuye la densidad del material, asi el
medio liquido que penetra puede arrastrar a las particulas del componente activo. Es
por ello que otros autores han desarrollado modelos empiricos a partir de los cuales se
puede distinguir un mecanismo de liberacién por difusion, es decir que responde a la ley
de Fick, de un comportamiento anémalo o no Fickiano (cuando el mecanismo de

liberacion es complejo, ya sea porque no se conoce o porque ocurre por mas de un
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mecanismo). En este sentido, Ritger y Peppas (1987) desarrollaron un modelo semi-
empirico sencillo que relaciona la liberacion del compuesto activo con el tiempo de

contacto a través de una ecuacion exponencial:

—=kt" [4.5]

donde, k es una constante cinética asociada a la velocidad a la que ocurre el proceso, y
n, es el exponente difusional indicativo del mecanismo de transporte. Este modelo es
conocido como Ley de la potencia y, se considera vdlido siempre y cuando el principio
activo liberado sea inferior al 60 %, es decir que Mt/Meo> debe ser < 0,6. En esta
condicidn la ley de la potencia se aproxima a la ley de Fick si el proceso es puramente
difusional. Segun los valores que tome n, se pueden definir distintos mecanismos de
transporte o liberacién (Peppas, 1985). Valores de n> 0,5 se asocian a un mecanismo de
difusién anédmalo (no Fickiano). En particular, cuando n = 1, se trata de una cinética de
orden cero. Estudios realizados por Peppas (1985) indican que este es un caso limite
donde el transporte del soluto se realiza a velocidad constante debido a que el frente
de hinchamiento del polimero avanza de forma constante, siendo controlado por la
relajacién de las cadenas poliméricas. El agua que penetra en el sistema actla como
plastificante disminuyendo la Tg del polimero y aumentando la movilidad de las cadenas
poliméricas debido a una disminucién en las interacciones como se describid
anteriormente. Cuando 0,5 < n < 1 el proceso estda dominado por mecanismos de
difusion y relajacién de las cadenas poliméricas, mientras que valores de n >1 aparecen
usualmente cuando los tiempos de liberacién son muy elevados. Por ultimo, si n <0,5 el

mecanismo se asocia a la presencia de poros en la matriz polimérica.

La Tabla 4.3 presenta los valores del exponente de difusiéon (n) y de la constante cinética
asociada a la velocidad (k), asi como también el cuadrado medio del error (CMError)
para los casos analizados. A la inversa de lo que ocurre con el R%, cuando el CMError se
hace mas pequeno significa que la bondad de ajuste de los datos experimentales al
modelo propuesto es mayor (Di Rienzo y col., 2020). Para las muestras conteniendo
AgNP L, tanto en medio acuoso como acido, el n < 0,5 lo cual sugiere que el mecanismo

de liberacion de las nanoparticulas de plata fue mediado principalmente por difusién
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Fickeana, mientras que en el medio con etanol al 15% el valor de n= 0,61 indica que la
liberacion del agente activo se da por un mecanismo de “difusién anémalo”, ya que se
encuentra en el rango de 0,5< n < 1, en donde el proceso de difusidén es una combinacion
de la difusiéon Fickeana y no Fickeana (probablemente tiene lugar un fendémeno de
relajacién de las cadenas poliméricas que como ya se menciond acompafia al proceso

difusivo).

Para las muestras de AgNP in situ en medio acuoso se plantea un analisis similar al
anterior ya que, el parametro » arrojo un valor de 0,59, mientras que la liberacion de
nanoparticulas de plata en el medio acido y alcohdlico se dio mediante un mecanismo

netamente difusivo debido a que el valor de n fue de 0,23 y 0,43, respectivamente.

En medio acuoso el parametro k fue mas alto para las muestras de AgNP L, sugiriendo
que la liberacién de Ag fue mds rapida que para las muestras con AgNP in situ a tiempos
cortos, en tanto que para el medio acido y con etanol al 15% no se observaron
diferencias. En base a los bajos valores de CMError obtenidos, los perfiles de liberacién
para las peliculas de almiddn con AgNP L en agua y con AgNP in situ en agua y etanol

podrian ajustarse satisfactoriamente con el modelo de Ritger y Peppas.

Si bien los cdlculos indican que el mecanismo de liberacién de Ag es difusivo para las
muestras conteniendo AgNP in situ, en medio acético y etandlico - ajustados a tiempos
cortos los datos experimentales por la ley de la potencia- al observar la Figura 4.9b se
puede ver claramente que la curva presenta una seccién de doble sigmoidea a esos
tiempos, por lo cual no se puede descartar la presencia de un mecanismo complejo de

migracion que involucre tanto el hinchamiento como la relajacion de las cadenas.
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Tabla 4.3: Pardmetros cinéticos obtenidos de las curvas de liberacion de Ag segin el modelo de

Ritger y Peppas.

Agua 0,20 0,55 8,510°
AgNP L )
Acido acético 3% 0,21 0,30 1,9 103
71,5ppm
Etanol 15% 0,61 0,06 1,4 103
Agua 0,59 0,08 5,510%
AgNP in situ i
Acido acético 3% 0,23 0,28 1,4 103
143ppm
Etanol 15% 0,43 0,06 3,810°

Otra alternativa para describir los mecanismos de liberacidon es mediante la ecuacion de
Weibull (Ec.4.4), la cual a diferencia de los otros modelos, se trata de un modelo
empirico.

5—; =1 - exp(—at?) [4.6]
con ay b, constantes. El pardmetro a define la escala temporal del proceso mientras que
el parametro b define la forma de la curva: b=1 corresponde a una funcién exponencial;
b>1 define una curva sigmoidea con un punto de inflexién; y b<1 describe una funcién
gue se asemeja a una parabola en tiempos cortos seguida de una exponencial para el
resto de la curva (D’Souza, Faraj, y Deluca, 2005). Este parametro también hace
referencia al mecanismo de liberaciéon involucrado, segin lo publicado por
Papadopoulouy col., (2006) valores de b entre 0,35 - 0,75 corresponden a liberacién por
difusidn, mientras que si se encuentran en el rango de 0,75 a 1 el mecanismo de
liberacion serd una combinacion de hinchamiento y relajacién de las cadenas
poliméricas. Finalmente si b>1 se estima que un mecanismo complejo gobierna la

liberacion del componente activo desde el material al medio simulante.
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Tabla 4.4: Pardmetros cinéticos obtenidos de las curvas de liberacion de Ag segin el modelo de

Weibull.
e

Agua 2,2103
AgNP L Acido
0,32 0,36 0,01
71,5ppm acético 3%
Etanol 15% 0,05 0,79 2,110°3
Agua 0,06 0,74 1,2103
AgNP in situ Acido
0,27 0,47 2,4103
143ppm acético 3%
Etanol 15% 0,02 1,02 2,8103

Al aplicar el modelo de Weibull para estudiar el proceso de migracion de plata, la
muestra de AgNP L en medio acuoso no pudo ser ajustada ya que el valor de b fue menor
a 0,35 (b=0,22). Con respecto al medio con acido acético al 3 %, el modelo predijo que
el mecanismo de liberacién era difusivo, lo cual coincide con lo encontrado mediante el
modelo de Ritger y Peppas. Para el simulante con etanol al 15 %, el ajuste por el modelo
de Weibull revelé6 un mecanismo de hinchamiento y relajacién de las cadenas
poliméricas, el cual se puede acercar a lo observado aplicando la Ec. 4.4 para tiempos

cortos de contacto y por la ley de la potencia.

Al evaluar los materiales con AgNP in situ en medio acuoso el valor de b= 0,74 indicaria
un mecanismo difusivo de liberacion, pero no se puede descartar que haya cierta
contribucién del hinchamiento y relajacion de las cadenas ya que este comportamiento
apareceria para b entre 0,75y 1y, aplicando el modelo de Ritger y Peppas se predijo un
mecanismo andmalo de liberacién. En medio acido el resultado (b= 0,47) coincide con
el modelo anterior (ley de la potencia) y la migracion de Ag se daria netamente por
difusion. Para finalizar, las muestras sumergidas en etanol presentaron un mecanismo
de liberacidon complejo (b> 1); si bien no coincide con lo propuesto por los modelos
anteriores, debe tenerse en cuenta la forma de doble sigmoide presente en el perfil de

liberacion (Figura 4.9).
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En la Figura 4.10 se muestran los datos de la liberacidon normalizados junto al ajuste del

modelo de la Ley de la potencia (Ritger y Peppas) y de Weibull.
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Figura 4.10: Perfiles de migracién de plata normalizada para las peliculas conteniendo AgNP Ly

AgNP in situ junto al ajuste obtenido por los modelos de Ritger y Peppas y de Weibull para los

diferentes simulantes ensayados.

234



El conocimiento del proceso de liberacidon de los agentes activos desde la matriz de la
pelicula hacia los alimentos, es un factor determinante en el desarrollo de envases
antimicrobianos y la mayoria de estos estudios se realizan utilizando sistemas de
simulacidn, sin tener en cuenta los efectos potenciales de éstos en los alimentos reales
(Vilela Dias, 2019). Como ya se mencioné e independientemente del modelo de ajuste
a los datos experimentales utilizado, se realiza una sobreestimacion de lo sucedido ya
que, algunos modelos representan la migracidon a través de ambas caras cuando en
realidad sélo una es la que se encuentra en contacto con el producto. Por otro lado, la
elevada temperatura de ensayo (35 °C) agudiza el problema de la migracién dado que
se genera una situacién de abuso térmico, donde generalmente las altas temperaturas
aceleran los procesos de difusién de los agentes activos desde la matriz polimérica hacia
el medio simulante (Heydari, 2019). De todas formas, es importante sefialar que las
condiciones de ensayo utilizadas en el presente trabajo de Tesis corresponden a
protocolos estandarizados por organismos internacionales (Reglamento de la UE n°

10/2011).

Si bien los modelos aplicados indicaron que las peliculas conteniendo AgNP L liberan Ag
al medio mas facilmente, al analizar los graficos del contenido de plata liberado (ppm,
mg de Ag que migré por cada kg de simulante) en funcién del tiempo (Figura4.11avyb)
se observa que la concentracién es menor que para el caso de las peliculas con AgNPs
sintetizadas in situ. Este resultado también esta asociado con las diferentes
concentraciones de Ag que contienen ambos materiales nanocompuestos, como era de

esperar.
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Figura 4.11: Contenido de plata liberado (ppm), en funcién del tiempo, a los distintos simulantes
desde las peliculas con AgNP L (a) y AgNP in situ (b). Porcentaje de migracion de Ag luego de 7

dias de inmersidn de las muestras en los diferentes simulantes (c).

El porcentaje de migracién de Ag, respecto al contenido inicial, luego de 7 dias de

inmersién de las muestras en el medio simulante se calculé considerando, los mg de Ag

en la muestra que se utilizé para el ensayo (pelicula de 3,24 cm?) y los mg de Ag migrados

al volumen de simulante (13 mL) a los 7 dias. Este contenido fue mucho menor para las

peliculas conteniendo 71,5 ppm de AgNP L (Figura 4.11c). Al realizar el analisis en

funcion de los tamafios de las NP, si bien se esperaria que las AgNP s in situ migren

menos debido a su mayor tamano (14,2 + 4,4 nm), las AgNP L (5,5 + 0,8 nm)

probablemente presenten un mejor recubrimiento otorgado por los diferentes

constituyentes del jugo de limdén en comparacién con las in situ, en donde solamente la
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maltosa (agente reductor) y el almiddn (capping y polimero constituyente de la matriz)
participan en la sintesis. Ademds, este comportamiento también puede estar
relacionado con caracteristicas propias de las matrices de las peliculas; como se
menciond en el Capitulo 2 (Seccién 4.3.3 y 4.3.4) el acido citrico aportado por el jugo
puede estar actuando como plastificante y agente entrecruzante retardando asi el

proceso de disolucién de la matriz, y por ende, la migracién y/o disolucién de las AgNPs.

Se ha estipulado un limite maximo de migracidon global para garantizar que los
materiales no transfieran grandes cantidades de sustancias que, incluso siendo seguras,
podrian provocar, en ciertos casos, cambios inaceptables en la composiciéon de los
alimentos. La legislacion actual (Reglamento de la Comisiéon Europea, 2011) ha
establecido limites generales de migracion para alimentos en contacto con materiales
de 10 mg/dm? o 60 mg/kg de simulante. En esta ocasion, luego de 7 dias de inmersidn
de las peliculas en los simulantes seleccionados se encontré que para todos los casos el

valor fue 10 veces menor a lo establecido por la norma (Tabla 4.5).

Tabla 4.5: Contenido de plata liberado al medio luego de 7 dias de inmersidn en los simulantes

alimentarios seleccionados.

Agua 0,020 + 0,0001

AgNP L Acido

0,024 + 0,005
71,5ppm acético 3%

Etanol 15% 0,033 £0,003

Agua 0,128 +0,01

AgNP in situ Acido

0,141 +£0,01
143ppm acético 3%

Etanol 15% 0,130+0,01

Segun Pocas y Franz (2018), la informacién disponible sobre los perfiles toxicocinéticos

y toxicoldgicos de los nanomateriales es limitada, y, la caracterizacion, deteccion y
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medida de las nanoparticulas en los alimentos y matrices alimentarias para evaluar la
exposiciéon estan aun en desarrollo. Ademds, se debe considerar la posibilidad de
transferencia de nanoparticulas a los alimentos mediante otros procesos ademas de la
migracion, ya que las condiciones de uso reales pueden introducir nuevos factores que

se desvien de las condiciones asumidas en los modelos matematicos utilizados.

4.3. Evaluacion de la biodesintegracién de las peliculas en suelo

Como ya se menciond, los materiales biodegradables son aquellos capaces de ser
degradados en ambientes naturales, particularmente por la actividad enzimatica de
microorganismos (hongos y bacterias) en presencia (degradacién aerdbica) o ausencia
(degradaciéon anaerdbica) de oxigeno dando didéxido de carbono, agua, compuestos
inorgdnicos, metano y biomasa (Gautam y Kaur, 2013). Para lograr la biodegradacion de
los polimeros, los microorganismos primero necesitan escindir las cadenas del polimero
con el fin de reducir su peso molecular y hacer factible su transporte a las células, donde
tienen lugar la mayoria de los procesos bioquimicos. Para descomponer los materiales
poliméricos, los microorganismos excretan enzimas extracelulares. Luego, se produce el
deterioro aerébico o anaerdbico si el material es biodegradable (Souza y Fernando,

2016).

Para determinar cambios fisicos en las muestras de las peliculas sometidas al ensayo de
degradacion, las mismas se retiraron periédicamente y se examinaron tanto

visualmente como al microscopio dptico.

El aspecto visual de las muestras control, y de las peliculas de almidén nanocompuestas
obtenidas con 143 ppm de AgNP in situ y con incorporacion de 71,5 ppm de AgNP L,
luego de permanecer enterradas durante un cierto tiempo se puede visualizar en la
Figura 4.12 Inicialmente todas las muestras eran flexibles, incoloras y transparentes
como se menciond en los Capitulos 1y 2. Luego de la incubacién en suelo a 20 °C durante
14 dias se observaron grietas en las peliculas con AgNP Ly su correspondiente control.
Ademads, fue posible percibir un notable cambio de color y tonalidad, lo que sugiriere
gue comenzd el proceso de desintegracion de los materiales por parte de los hongos y
microorganismos presentes en la tierra (Zafar y col., 2013). Debido a que la absorcién

de agua de las peliculas facilita la digestién microbiana del almiddn causando la fractura
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de las muestras, recién a los 28 dias de almacenamiento comenzd a ser visible la
descomposicidn de las peliculas control y con AgNP in situ, al mismo tiempo que avanzo
el proceso para el resto de los materiales. Asimismo, se pudo observar que la
biodesintegracion de las muestras conteniendo extractos de jugo de limén requirid
menos tiempo en comparacion con las muestras que no lo contienen, debido a que los
compuestos organicos presentes en el limén serian una fuente de nutrientes mas rica
para los microorganismos del suelo y por ende facilitarian la degradacién del material.
Resultados similares fueron reportados por Luchese y col., (2021) quienes trabajaron
con peliculas de almidéon de mandioca a las que les incorporaron residuos de naranja y;
unos afios antes por Medina-Jaramillo y col., (2016) que agregaron extractos de yerba

mate a peliculas de almidén de yuca.
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Figura 4.12: Seguimiento fotografico del proceso de biodesintegracion de las peliculas control y

nanocompuestas con AgNP Ly AgNP in situ.
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El proceso de biodegradacién es mucho mas complejo que lo considerado hasta el
momento. Al analizar el porcentaje de la pérdida de peso se encontré que para las
muestras control, este valor se aproxima al 74 %, en promedio, a los 91 dias de
enterradas en compost y para el mismo periodo de tiempo, este resultado fue algo
menor y arrojo un valor de 49,4% para las muestras con AgNP L y de 56,3 % para las

peliculas con nanoparticulas sintetizadas in situ (Figura 4.13).
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Figura 4.13: Porcentaje de pérdida de peso (%PP) de los materiales sometidos a

biodesintegracion.

La presencia de hifas o crecimiento micelial observados al microscopio dptico (imagenes
insertas en la Figura 4.13) y por microscopia electrénica de barrido de las muestras a los
87 dias de degradacién (Figura 4.14), muestran una marcada colonizacidon de las
peliculas avalan lo mencionado anteriormente y concuerdan con lo observado en la
Figura 4.12. A medida que avanza la biodegradacién, disminuye el area de las peliculas,

se fragmentan y luego se observa un colapso de la estructura hacia el final del ensayo.
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AgNP in situ

Figura 4.14: Muestras de Cont L y AgNP L (a), y de Cont y de AgNP in situ (b) luego de 87 dias
dias de degradacidn observadas con el microscopio electrénico de barrido. La magnificacion

utilizada se indica en cada micrografia.

4.3.1. Ecotoxicidad del compost
Considerando que el ensayo sobre la evaluacidon de la germinacion de semillas de
lechuga se realizé bajo condiciones ambientales, se observaron brotes a los 4 dias de
sembradas las semillas para las muestras control y en los compost provenientes de la
biodesintegracion de peliculas con nanoparticulas de plata sintetizadas in situ, mientras
que el resto de las muestras necesitaron un dia mds, germinando a los 5 dias. Estos
resultados se presentan en la Figura 4.15. A partir de lo observado se puede inferir que
la desintegraciéon de las peliculas estudiadas no aporté al compost sustancias con

actividad fitotéxica bajo las condiciones evaluadas.
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TIEMPO INICIAL

ContL AgNP L Cont AgMNP in situ

Figura 4.15: Evaluacion del efecto fitotdxico de los compost derivados de la biodesintegracion

de peliculas nanocompuestas sobre la germinacidn de semillas de lechuga.

4.4. Analisis por componentes principales de la integracion de las propiedades que

condicionan el uso de los materiales nanocompuestos

Primeramente se analizdé la correlacidn entre los resultados de los ensayos de
citotoxicidad y de migracién de los materiales nanocompuestos desarrollados que
incluyen nanoparticulas obtenidas por técnicas de sintesis quimica (AgNP in situ y AgNP
L). Los resultados del Andlisis de Componentes Principales (ACP) se muestran en la
Figura 4.16. El 87,3% de la varianza total fue explicada a través de dos componentes
principales (CP1=54,8% y CP2=32,5%). La correlacion cofenética fue de 0,984 indicando
gue el agrupamiento de variables seria adecuado. Sin embargo el grafico biplot (Figura

4.16) muestra que las peliculas nanocompuestas como sus respectivos controles se
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ubicaron cerca de los ejes, lo que evidencia la complejidad de los sistemas analizados y
que la asignacion de CP1 y CP2 no es trivial. Es importante remarcar que las peliculas
nanocompuestas AgNP in situ se ubicaron junto a las variables diametro de particulas
(dp), cantidad de Ag que migré en el simulante acuoso luego de 7 dias (Ag/agua) vy la
necrosis/apoptosis de las células THP-1 diferenciadas a macréfagos. Esta ubicacion no
es casual ya que las AgNP sintetizadas in situ presentaron los mayores diametros,
potencial Z mayor vy, las peliculas que las contenian fueron las que mas afectaron la
viabilidad de las células THP-1 diferenciadas (en comparacién con sus controles y AgNP

L, Figura 4.7) probablemente debido a la mayor migracion de Ag desde el material.

Tampoco resulta casual la ubicacion de las peliculas nanocompuestas con AgNP L en
cercanias de la solubilidad a 25°Cy de la viabilidad de las células Vero, para las cuales se
considerd la hipétesis del efecto antiinflamatorio de los compuestos fitoquimicos que
podrian estar estabilizando las nanoparticulas (Figura 4.6). La viabilidad de las células
Caco-2 se ubica en direccién opuesta a la de las Vero, estando esta localizacion en
sintonia con la disminucién de la viabilidad de este tipo de células en las muestras con

los compuestos activos del limdn (Figura 4.6).
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Figura 4.16. Grafico Biplot resultante del analisis por componentes principales (ACP) de la
viabilidad de las tres lineas celulares ensayadas y las caracteristicas de los materiales
nanocompuestos (puntos amarillos) conteniendo AgNPs obtenidas por técnicas de sintesis
quimica (AgNP in situ y AgNP L) y sus respectivos controles, (puntos azules). Las propiedades
analizadas fueron: la viabilidad de las células Caco-2, Vero y el % de células THP-1 (monocitos y
macroéfagos) positivas al IP, la cantidad de Ag que migré al simulante acuoso al cabo de 7 dias
(Ag/agua), la solubilidad de las peliculas a 25 °C y caracteristicas de las nanoparticulas como el

didmetro medio (dp) y el potencial Z de las suspensiones que las contienen.

Asimismo, los resultados de las propiedades relevantes de los materiales
nanocompuestos desarrollados que incluyen nanoparticulas obtenidas por técnicas de
sintesis quimica (AgNP in situ y AgNP L) se integraron con los de los ensayos de
citotoxicidad y de biodegradacidn mediante el Analisis de Componentes Principales
(ACP). Los resultados obtenidos se muestran en el grafico bidimensional
correspondiente (Figura 4.17), la inclusidn de la cantidad de Ag que migré al cabo de 7
dias en los simulantes se considerd pero dado que no arrojaba informacion nueva en
relacion a la analizada en la Figura (4.16), para no saturar el biplot se decidié no incluirla.
El 84,3% de la varianza total se pudo explicar través de dos componentes principales, la
primera (CP1, que explicd el 55,5%) discriminé entre los controles y los materiales

nanocompuestos y la segunda (CP2, que describié el 28,8% de la varianza total) se
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asocio a la técnica de obtencion de las nanoparticulas, diferenciando entre las sintesis
quimicas verdes y ademas separd los controles, lo que resulta esperable dado el
agregado de jugo de limoén de Cont L. Todas las variables analizadas se explicaron por la
combinacidon de ambas componentes, la correlacién cofenética (0,960) indica que la
agrupacion de variables fue adecuada. El gréfico biplot (Figura 4.17) muestra que la
biodegradacién y la relacién de absorbancias de los picos a 1022/995 (que se asocia a la
contribucién de las zonas amorfas) se ubicaron en el mismo cuadrante y en oposicion
con el médulo elastico (ME), como era de esperar. En este sentido, la WVP se

correlaciona de forma inversa con la contribucidn de las zonas amorfas.

Por su parte el % de células THP-1 diferenciadas a macréfagos positivas al IP y la
viabilidad de las células Caco-2 se ubican en el entorno de las peliculas con AgNP in situ,
gue poseen ademas, los didmetros de particulas mayores y fueron las que mas afectaron
la citotoxicidad de los materiales nanocompuestos. Asimismo, las peliculas de AgNP L se
ubican en cercanias de la elongacidn del material, de la WVP y de la solubilidad, lo que
puede explicarse considerando los resultados del Capitulo 2, en contraposicion se ubica
la viabilidad de las células Caco-2, que se vio afectada por la presencia de los compuestos

activos del jugo que estabilizan las nanoparticulas sintetizadas.
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Figura 4.17. Grafico Biplot resultante del analisis por componentes principales (ACP) de las
propiedades relevantes que condicionan las aplicaciones de los materiales nanocompuestos
(puntos amarillos) conteniendo AgNPs obtenidas por técnicas de sintesis quimica (AgNP in situ
y AgNP L) y sus respectivos controles, (puntos azules). Las propiedades analizadas fueron: la
viabilidad de las células Caco-2 y el % de células THP-1 diferenciadas a macrdéfagos positivas al
IP, la solubilidad de las peliculas a 25 °C, la WVP, las propiedades mecdnicas (elongacion -%E- y
modulo elastico -ME), la biodegradacion a los 91 dias (Biodeg) y la relacién de absorbancias de
los picos de FTIR 1022/995.

4.5. Evaluacion de costos de produccion materiales nanocompuestos y legislacion

vigente

4.5.1. Evaluacion de los costos de produccién

Intentar llevar la investigacién desde el laboratorio hacia el mercado es un gran desafio
y es altamente probable encontrar dificultades que limiten el escalado de productos y
procesos innovadores. Con este fin, el principal reto se encuentra en el desarrollo de
una solucidén viable tanto desde el punto de vista tecnolégico como econdmico, y que
sea coherente con las demandas de los consumidores. Segun lo publicado por
Padmanabhan, Cruz-Romero, Kerry, y Morris (2018) un trabajo de desarrollo innovador
implica:

a) comprension de la tecnologia, y de las areas de aplicacién,
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b) probar la efectividad del producto, en base a los desarrollos tecnolégicos, a inversores,
fabricantes, clientes y cualquier organismo regulador,

c) desarrollar métodos practicos que faciliten el escalado de la tecnologia, y de los
procesos de produccidn asociados a la fabricacidén del producto en gran volumen,

d) consideracién de costos (tanto de produccion como de capital)

e) consideracién de los impactos y beneficios sociales asociados.

La nanotecnologia es un area de investigacidon activa en el campo de la medicina y
sensores, sin embargo las aplicaciones en el area de envases para alimentos son
incipientes, si bien en los ultimos afios se encuentran en crecimiento sostenido, con una
estimacion de 400 empresas dedicadas al desarrollo en este sector. Durante 2013, se
estimo que la industria de los envases con nanotecnologia tenia un valor de $6500
millones, con un crecimiento esperado de hasta $15000 millones para 2020
(Bumbudsanpharoke y Ko, 2015b). Si bien los envases activos contribuyen de manera
significativa a este crecimiento, los expertos creen que la nanotecnologia se encuentra
en una etapa inicial, ya que su uso en el envasado de alimentos es bajo en comparacién
con otras industrias. Aunque hay una serie de empresas que ofrecen soluciones de
envases con nano-activos para la industria de los alimentos y las bebidas, un nimero
limitado de compradores ha mostrado interés con estas empresas. La preferencia de los
consumidores por los productos alimenticios naturales ha sido el principal factor
limitante para la implementacion de tecnologias de nano-envases para alimentos
(Padmanabhan y col., 2018). Sin embargo, un mayor desarrollo de estas tecnologias en
conjunto con pruebas sobre evaluaciéon de riesgos, podrian contribuir a disipar las
preocupaciones de los consumidores y permitir un mayor desarrollo del mercado de los

envases activos para alimentos.

En este trabajo de Tesis se realizd un analisis de costos de produccién de las peliculas
nanocompuestas. Para ello, se consideraron los precios de mercado de los componentes

de las formulaciones: almidén de maiz, glicerol y nitrato de plata, maltosa y limén.

En la Tabla 4.6 se presenta el andlisis de los costos de materias primas correspondientes
a peliculas nanocompuestas a base de almiddn. Para calcular el costo de las peliculas
correspondiente a cada formulacion se considerd que para obtener 1 m? de pelicula, se

necesitan 3140 g de suspension filmogénica, es decir, que se trabajé con una relacién
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de moldeo constante de 3,14 kg/m?. Asi, en funcién de la composicidn de cada pelicula
nanocompuesta y de la relacién de moldeo, se estimaron los costos de las materias
primas por 1m? de material. No se consideraron en este calculo estimativo ni el gasto
energético asociado ni los derivados de salarios ni amortizacion del equipamiento

utilizado.

Tabla 4.6: Reactivos utilizados para obtener las peliculas con AgNP in situ y costos de su

produccién.

Almidén de maiz

4,2 14
“Maizena”(1,50/Kg) 94,2000 ¢ 0,
Maltosa
monohidrato 0,8164 g 0,17
(106/500g)*
AgNO3s, ACS, 99,9+%
7062 2,4
(87,90/25g)* 0,7062 ¢ A48
Glicerol, ACS, 99,9+%
! to 28,2 2,4
(111/L)* 8,2600 g ,48
Costo total para 1 m?de pelicula 5,27

Los costos de los reactivos se obtuvieron de la pdgina www.alfa.com, excepto el del almidon de maiz que
se tomd de Mercado Libre Argentina (www.mercadolibre.com.ar).

Por otra parte, Argentina es uno de los principales productores de limdén a nivel mundial,
consolidandose en 2017 en primer lugar. El precio de este commodity es de uSs 962/ton
(www.alimentosargentinos.gob.ar). Se ha estimado que se necesitan aproximadamente
250 g de limones para obtener 100 ml de jugo. Asi, el costo de 100 ml de jugo de limén
seria de uSs 0,24. Asi, el costo de produccion de 1m? de peliculas con AgNP L seria de

(Tabla 4.8):
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Tabla 4.8: Costos de produccion de 1m? de peliculas nanocompuestas conteniendo AgNP L

Jugo de limdn (0,24/100 mL) 80 mL 0,24
AgNOs , ACS, 99,9+%
(87.90/25g)* 0,0221¢g 0,08
Costo total para 100 ml de AgNP L 0,32
Almiddén de maiz
“Maizena”(1,50/Kg) 94,2000 0,14
AgNP L 60,4 mL 0,19
Glicerol, ACS, 99,9+%
(111/L)* 28,2600 g 2,48
Costo total para 1 m? de pelicula 2,81

Los costos de los reactivos se obtuvieron de la pdgina www.alfa.com, excepto el del almiddn de maiz que
se tomé de Mercado Libre Argentina (www.mercadolibre.com.ar) y el del Ilimén de
www.alimentosargentinos.gob.ar.

Ademas, es importante sefialar que, de las cascaras, pulpas y semillas remanentes de la
obtencidn del jugo de limdn se pueden obtener subproductos de alto valor agregado,
como el aceite esencial de limén y las pectinas citricas, asi como concentrados,
cremogenados y otros derivados. Ademas, los extractos de cédscara de citricos se pueden
utilizar para obtener nanoparticulas de plata (Kahrilas y col., 2013, Kaviya y col., 2011).
Por lo que el aprovechamiento de subproductos y residuos contribuye al disefio de

procesos sustentables, considerando las premisas de la economia circular.

4.5.2. Legislacion Vigente
En los materiales en contacto con alimentos, como en otras areas, algunas sustancias se
pueden incorporar en forma de nanoparticulas para aumentar asi la funcionalidad del
mismo. El desafio para la industria y las autoridades es evaluar si el comportamiento
migratorio de los nanomateriales es diferente al de los materiales tradicionales vy, si las
sustancias que migran son mas reactivas y/o tienen un perfil toxicoldgico diferente al de
las sustancias que ya estan reguladas (Veraart y Rijk, 2010). Las respuestas a estas
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preguntas determinaran si son necesarios requisitos especificos para los nanomateriales
y si existe la necesidad de una medida de ejecucidn especifica. La UE esta desarrollando
estrategias generales de politicas sobre nanomateriales, nanoparticulas y
nanotecnologia a nivel horizontal, es decir que se incluyan medidas para la formacién
de capital humano, de apoyo a actividades de produccién, incluyendo certificaciones y
controles de calidad e incentivos para infraestructura. Segun el Reglamento Marco
(Reglamento (CE) n2 1935/2004 del Parlamento Europeo y el Consejo de la UE sobre
materiales y objetos destinados a entrar en contacto con alimentos, 27/10/2004), un
operador comercial que utilice una sustancia autorizada tiene la obligacién de informar
a la Comision de cualquier nueva informacién cientifica o técnica que pueda afectarala

evaluacion de la seguridad de la sustancia autorizada (Veraart y Rijk, 2010).

A pesar de todas las revisiones realizadas hasta la fecha con respecto a los
nanomateriales, muchos elementos del marco legislativo existente aln presentan una
gran cantidad de debilidades. Por ejemplo, no hay una descripcién general de qué y
cuanto se produce, qué se utiliza y por qué. Ademads, tampoco se sabe fehacientemente
cémo interactuan los diferentes nanomateriales con los sistemas vivos y cémo evaluar
la posible toxicidad asociada. Asimismo, hay escasos datos sobre la exposicidén y los
peligros ambientales relacionados a los nanomateriales y todavia se carece de métodos

de prueba que permitan evaluar la seguridad de los mismos (Hansen, 2017).

Luego de haber revisado minuciosamente la legislacion existente para abordar este
problema, los representantes de la Comisién Europea han reconocido que los
nanomateriales son "dificiles de regular" debido a la falta de informacién, su
complejidad, y un marco regulatorio adaptado a los productos quimicos, mas que a los
materiales manufacturados (Categorisation of Manufactured Nanomaterials: Workshop
Report ENV/IM/MONO(2016)9 (OECD, 2016); http://go.nature.com/2uQY5IS). En este
sentido, Hansen (2017) propuso un marco legislativo adaptado a los nanomateriales y
sus aplicaciones denominado Registro, Evaluacién, Autorizacién, Categorizacién y
herramientas para evaluar nanomateriales: oportunidades y debilidades (REACT NOW).
Segun este autor los fabricantes e importadores de nanomateriales deben registrar sus
productos antes de la comercializacién, independientemente de los volimenes de

produccién e importacion (Hansen, 2013). En el caso de los nanomateriales que ya se
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comercializan, se debe exigir a los fabricantes e importadores que se registren y cumplan
los requisitos de REACT NOW dentro de los seis meses posteriores, mientras que, las
actividades de produccién y procesos relacionadas con investigacion y desarrollo se
encuentran exentos. Para este proyecto, un material se considera un nanomaterial
cuando mas del 0,15% de la distribucién del tamafio de particula es <100 nm o, para
materiales secos, cuando el area de superficie especifica en relacién al volumen es >60
m?2 cm3, como sugiere el Comité Cientifico de la Comisidon Europea sobre Riesgos
Sanitarios Emergentes y Recientemente Identificados (SCENIHR) (Scientific Basis for the

Definition of the Term “Nanomaterial” (SCENIHR, 2010); http://go.nature.com/2uidBul).

Esta reglamentacion sugiere que para garantizar la proteccién de la salud y el medio
ambiente antes de la comercializacién, debe explicarse el uso y la eficacia del
nanomaterial, asi como también justificarse la necesidad de su aplicacidn. En caso de
duda, el Centro Comun de Investigacion de la Comisién Europea (EC-JRC) debe
proporcionar apoyo técnico y cientifico, especialmente a las pequefias y medianas

empresas (PYMESs).

Hansen y col. (2011) desarrollaron una herramienta llamada NanoRiskCat que permite
realizar una categorizacion del riesgo de los materiales, la cual ayudaria a las empresas
y entes reguladores a identificar, evaluar, clasificar y comunicar lo que saben sobre la
exposicién y potenciales peligros de los nanomaterial utilizados en productos de
consumo. Es asi que, una vez registrados los productos son evaluados con esta
herramienta, y finalmente se obtiene una conclusion breve que describe el uso previsto
del nanomaterial, por ejemplo, TiO; en protector solar o nanotubos de carbono en
pintura de barcos, y a continuacién un cddigo de color, en el que los primeros tres
circulos se refieren a la posible exposiciéon de los usuarios (profesional, consumidor o
medio ambiente) y los Ultimos dos se refieren al potencial peligro para seres humanosy
medio ambiente. Los colores asignados pueden ser rojo, amarillo, verde y gris, indicando
alto, medio, bajo y desconocido, potencial de exposiciéon o peligro, respectivamente

(Figura 4.18).
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Figura 4.18: Ejemplo de una evaluacion con NanoRiskCat sobre la exposicion y el riesgo potencial

de un nanoproducto. (Imagen adaptada de Hansen y col. 2017).

Si se planteara hipotéticamente el uso de esta herramienta para la evaluacion de riesgos
asociado al uso de las peliculas desarrolladas en el presente trabajo de Tesis y
considerando los resultados obtenidos de citotoxicidad, ensayos de migracién y de

biodegradacion y ecotoxicidad, las etiquetas de NanoRiskcat serian las mostradas en la

Figura 4.19.
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Figura 4.19: Evaluaciéon con NanoRiskCat sobre la exposicién y el riesgo potencial de los

materiales nanocompuestos desarrollados en este trabajo de Tesis.
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5. CONCLUSIONES

El estudio del efecto citotdxico de los diferentes nanomateriales desarrollados en este
trabajo de Tesis indicd que las muestras conteniendo nanoparticulas de plata
sintetizadas por ablacion laser son mas tdxicas a diferencia del resto de los materiales,
sobre las lineas celulares Caco-2 y Vero en las condiciones ensayadas, disminuyendo la
viabilidad celular en aproximadamente un 60% para ambas lineas. Por el contrario, las
muestras menos citotoxicas fueron las de AgNP L, en donde los agentes activos del jugo

de limon reducirian dicho efecto.

Debido a que la exposicidén a NPs afecta incluso a las lineas fagociticas como los
macréfagos THP-1, también se estudié el efecto de las peliculas nancompuestas sobre
éstas. Después de las AgNP F, las AgNP sintetizadas in situ fueron las que mas afectaron
la viabilidad de las células THP-1 diferenciadas. Este comportamiento tiene su
explicacion en funcién al tamafio, potencial Z, y tipo de recubrimiento presente en las
nanoparticulas de plata obtenidas. Para las AgNP in situ este efecto probablemente esté

asociado con la mayor migracién de Ag desde el material nanocompuesto.

Se estudid la migracion de las nanoparticulas (AgNP in situ y AgNP L) desde el material
nanocompuesto a tres simulantes alimentarios modelando los resultados obtenidos a
través de diferentes modelos ampliamente aceptados para describir estos procesos. En
cuanto al contenido de Ag liberado al simulante (ppm, mg de Ag que migré por cada kg
de simulante) se observd que éste fue mayor para las peliculas con AgNPs sintetizadas
in situ que para las que contenian AgNP L. Esto también esta asociado con las diferentes
concentraciones de Ag que contienen ambos materiales nanocompuestos.
Independientemente de los valores maximos obtenidos estos se encuentran por debajo
del limite establecido por la legislacion vigente. Sin embargo, debe considerarse que al
trasladar estos resultados a la aplicacion real sobre un alimento existe la posibilidad de
gue ocurra transferencia de nanoparticulas por otros procesos ademas de la migracion,
ya que las condiciones de uso reales pueden introducir nuevos factores que se desvien
de las condiciones asumidas en los modelos matematicos utilizados. Se demostré la
biodegradacion de los materiales desarrollados en un periodo de 90 dias. El ensayo de

ecotoxicidad permitié inferir que la biodegradacién de las peliculas estudiadas no aporté
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al compost sustancias con actividad fitotdxica bajo las condiciones ambientales
evaluadas permitiendo la germinacion de especies de rapido crecimiento indicadoras de

fitotoxicidad.

El andlisis por componentes principales fue una herramienta muy util que permitid
integrar las caracteristicas de las nanoparticulas obtenidas por diferentes técnicas
verdes de obtencidn con las propiedades relevantes de los materiales desarrollados que
condicionan su posterior aplicacién integrando ademas los resultados de migracién y de

citotoxicidad.

Finalmente, con fines a una futura aplicacion de los nanomateriales desarrollados se
evaluaron los costos de produccién y el marco legislativo vigente que contempla a este

tipo de materiales.
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Conclusiones generales




En este trabajo de Tesis fue posible sintetizar nanoparticulas de plata a través de
técnicas de sintesis tanto quimicas por reduccién de la sal de Ag con red

naturales como fisicas asistidas por ablacién laser.

Fue posible acoplar la sintesis de nanoparticulas de plata mediante el uso de re

amigables con el medioambiente a la preparacion de suspensiones filmogénicas a base
de almiddn en diferentes concentraciones ya sea de AgNPs in situ como de almiddn. En
el caso de la sintesis de nanoparticulas utilizando los componentes activos del jugo de

limdén, se optimizaron las condiciones de sintesis (90 ° C durante 30 min).

La ablacién laser en medio liquido permitioé obtener nanoparticulas de plata (AgNP F) en

corto tiempo ya que es una técnica simple que requiere pocos pasos.

Las nanoparticulas sintetizadas se caracterizaron a través de la observacién del plasmén
por espectrofotometria. Mediante TEM y SEM se determind que las mismas
presentaban morfologia esférica con tamafios que dependian de la técnica de sintesis,
siendo menor para las obtenidas por ablacidn laser. Las medidas de potencial Z indicaron
que las AgNPs resultaron estables, particularmente las obtenidas con jugo de limén que

pudieron ser almacenadas durante tiempos prolongados al resguardo de la luz.

Se caracterizé el comportamiento reoldgico de las suspensiones filmogénicas evaluando
el efecto de tanto el agregado de nanoparticulas como el contenido de almiddn de la
formulacidn. La cinética de secado estuvo condicionada por el contenido de almidén de

los sistemas estudiados.

Las nanoparticulas sintetizadas por via quimica (AgNP in situ y AgNP L) reforzaban las
matrices que las contenian. Esto se evidencié a través de las propiedades mecanicas
analizadas (mddulo eldstico, esfuerzo ténsil y tenacidad) asi como la WVP y la capacidad
antimicrobiana fue dependiente de la concentracién de AgNPs en los materiales
compuestos. Respecto a la caracterizacion microestructural de los sistemas
nanocompuestos; mediante SEM se evidencid que las AgNPs se encontraban integradas
en la matriz poliméricas y a través de ATR-FTIR se confirmd la participacion de los grupos

OH del almiddn en la estabilizacion de las AgNPs sintetizadas.
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Considerando la capacidad antimicrobiana y las propiedades finales de los materiales
obtenidos, se seleccionaron las peliculas nanocompuestas formuladas con un contenido
de almiddn del 3 % y una concentraciéon de 143 ppm de AgNPs sintetizadas in situ.
Cuando esta misma concentracion se agregé de AgNP F sintetizadas por ablacion laser
las peliculas resultaron con coloracion amarilla y ademas no se observd el refuerzo de la

matriz.

Por otra parte, en el caso de los materiales con AgNP L agregadas, los que contenian
71,5 ppm mejoraron tanto las propiedades de barrera al vapor de agua como la
resistencia mecdanica, mantuvieron su capacidad de sellado térmico y presentaron
capacidad antimicrobiana contra bacterias indicativas de buenas practicas de
fabricacién, observandose en este caso un efecto sinérgico con los fitoquimicos

presentes en el jugo.

En este sentido, se demostrd que el agregado de jugo de limdn a las matrices afecta el
desempeiio de las mismas, siendo este efecto atribuido al acido citrico presente en el

jugo.

La citotoxicidad de los materiales desarrollados se evalud a través de 3 lineas celulares
ampliamente utilizadas con este fin. Las muestras conteniendo nanoparticulas de plata
sintetizadas por ablacién laser disminuyeron 60% la viabilidad de las células Caco-2 y
Vero. Después de las AgNP F, las AgNP sintetizadas in situ fueron las que mas afectaron
la viabilidad de las células THP-1 diferenciadas. Se pudo relacionar la citotoxicidad con
las caracteristicas de las nanoparticulas (tamafio, potencialZ, y tipo de recubrimiento

presente).

La migracion de las nanoparticulas (AgNP in situ y AgNP L) desde el material
nanocompuesto atres simulantes alimentarios se estudid mediante un ensayo
acelerado. Se modelé el proceso y se dilucidé el mecanismo operante. Se cuantificé la
cantidad de Ag que migrd al simulante, siendo los valores mayores para los materiales
nanocompuestos con AgNPs sintetizadas in situ que para las que contenian AgNP L. De
todas formas, los valores maximos obtenidos se encuentran por debajo del limite

establecido por la legislacion vigente.
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Se demostro la biodegradacion de los materiales desarrollados en un periodo de 90 dias
sin efectos ecotodxicos del compost remanente, evaluado a través de la germinacién de

especies de rapido crecimiento indicadoras de fitotoxicidad.

El analisis por componentes principales permitié integrar las caracteristicas de las
nanoparticulas sintetizadas por diferentes vias con las propiedades relevantes de los
materiales nanocompuestos que las contienen y que condicionan su posterior aplicacién

integrando ademas los resultados de citotoxicidad, migracién y biodegradacién.

Finalmente se propusieron dos aplicaciones en el area de alimentos. Asi se desarrollaron
envases activos por termosellado de los materiales conteniendo AgNP in situ (143 ppm)
los que permitieron extender en 7 dias la vida util de quesos de pasta blanda. Ademas,
las peliculas nanocompuestas con agregado de 71,5 ppm de AgNP L se utilizaron como
separadores de rebanadas de pan lacteado y se evalud su desempeiio en relacién a su
contraparte sintética (LDPE). Se evaluaron los costos de produccién y el marco legislativo
vigente que contempla a este tipo de materiales, siendo necesario aln avanzar en este

sentido.
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