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RESUMEN

El quitosano es un material biocompatible, biodegradable, no-téxico, de gran
aplicacion tanto en el campo de la biotecnologia, la medicina, como en la industria
alimentaria y en el area farmacéutica, cosmética, y de tecnologia de envases. Las peliculas
biodegradables a partir de recursos naturales no pretenden sustituir las aplicaciones de los
polimeros sintéticos sino plantear un aprovechamiento integral y eficiente de los recursos.
Su utilizacion en el darea de envases depende fundamentalmente de sus propiedades de
barrera y mecanicas. Asimismo, las investigaciones realizadas en el campo de la medicina y
en el area farmacéutica demostraron que las matrices de quitosano son altamente efectivas
en la liberacién controlada de componentes activos, debido a su naturaleza hidrofilica y a
sus particulares propiedades.

El objetivo del presente trabajo de Tesis fue desarrollar y aplicar peliculas
biodegradables a base de quitosano abordando diferentes estrategias para modificar sus
propiedades funcionales.

El quitosano permitié el desarrollo de peliculas transparentes, homogéneas, con
excelente integridad estructural. Las propiedades mecanicas y de barrera al vapor de agua
resultaron buenas no obstante tratarse de un polimero biodegradable y de marcado caracter
hidrofilico. Las modificaciones realizadas sobre la matriz original combinandolo con otro
biopolimero como la gelatina, para formar matrices compuestas y sistemas bicapa
permitieron mejorar las propiedades de las peliculas, particularmente aquellas relacionadas
con su afinidad por el agua. El entrecruzamiento de la matriz con acido tanico y el posterior
tratamiento de curado, permitieron modificaciones estructurales que llevaron a reducir la
influencia de los procesos mediados por la presencia de agua, como el grado de
hinchamiento, solubilidad, permeabilidad, entre otras propiedades. Las modificaciones
logradas por el agregado de acidos ferulico y tanico como por los tratamientos de curado no
alteraron el caracter biodegradable del material, si bien se observaron diferencias en la
cinética de degradacion. El quitosano es conocido por su caracter antimicrobiano, condicion
que se mantuvo aun en matrices modificadas con acido tanico o por tratamiento térmico. La
aplicacién de las peliculas activas de quitosano con agregado de acido propidnico a un
sistema alimentario permitié extender su vida util con respecto a los resultados obtenidos

con el uso de un polimero sintético. Asimismo, la transformacion de la matriz en activa
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mediante la adicion de agentes antioxidantes y antimicrobianos resulté efectiva para los
proceso de liberacion por formacién de hidrogeles en medios liquidos.

Se demostré la versatilidad del quitosano para obtener desde matrices con un
comportamiento similar a la quitina, por medio del uso de altas temperaturas de curado
hasta materiales que pueden ser utilizados en la liberaciéon controlada de compuestos

activos debido a su elevada capacidad de hinchamiento.
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ANTECEDENTES GENERALES

En las ultimas décadas se ha producido un aumento sostenible en la utilizacion de los
materiales poliméricos para la fabricacién de una amplia gama de productos para diversas
aplicaciones. Este notable incremento esta asociado a las caracteristicas que presentan los
polimeros sintéticos, tales como la termosoldabilidad, la gran versatilidad de formas y
tamanos, el amplio rango de propiedades mecanicas que presentan, y sobre todo su bajo
costo. En este sentido, son indudables los beneficios que han aportado el desarrollo de
materiales poliméricos derivados del petréleo. Sin embargo, cada vez es mas notorio cémo
estos materiales afectan negativamente al ambiente debido a la dificultad que presenta su
degradacion en la mayoria de los casos. En este contexto, la politica medioambiental que se
estd imponiendo a nivel mundial es desarrollar nuevos materiales a base de polimeros
biodegradables, como alternativa a los plasticos convencionales de mayor consumo, y que
contribuyan a la reduccion de los desechos sdlidos producidos. El reemplazo por envases
biodegradables puede reducir el uso de recursos no renovables y disminuir los desechos
ambientales a través del reciclado bioldgico del sistema debido a su completa
biodegradacion en productos tales como CO,, agua y biomasa (Bastioli, 2001).

Los envases son los responsables de mantener la integridad fisica y microbioldgica de
los alimentos y de preservar sus caracteristicas organolépticas intrinsecas, es decir, su
funcion principal es proteger y preservar al alimento de la contaminacion externa (Brody y
col., 2008). Los agentes causantes del deterioro de los alimentos y bebidas son
principalmente los factores ambientales como calor, luz, humedad, oxigeno, presion,
enzimas, olores, o contaminaciones generadas por la accion de microorganismos, insectos,
particulas de suciedad y polvo, entre otros (Marsh y Bugusu, 2007; Tharanathan, 2003).

En la actualidad el estudio de los envases biodegradables se encuentra en etapa de
crecimiento, principalmente en el drea de los alimentos. Las peliculas biodegradables a partir
de recursos naturales no pretenden sustituir las aplicaciones de los polimeros sintéticos sino
plantear un aprovechamiento integral y eficiente de los recursos. Su utilizacion en el area de
envases depende fundamentalmente de sus propiedades de barrera y mecdnicas las que
estan determinadas por la microestructura y composicion. La pérdida de la integridad fisica
de las peliculas debido a propiedades mecdnicas deficientes reduce su efectividad como

barrera protectora (Sothornvit y Krochta, 2005). Asi, el estudio de las propiedades mecanicas
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de los sistemas desarrollados es de gran importancia debido a su influencia en el desempeiio
del producto y la aceptabilidad del consumidor.

Los biopolimeros naturales provienen de diferentes fuentes de origen: animal
(colageno/gelatina; quitina/quitosano), agricola (lipidos y grasas e hidrocoloides: proteinas y
polisacaridos) y microbiano (acido polilactico (PLA) y polihidroxialcanoatos (PHA), entre
otros), (Tharanathan, 2003).

Las formulaciones de las peliculas biodegradables deben incluir al menos un
componente capaz de formar una matriz cohesiva y continua (Krochta y col., 1994). Los
biopolimeros pueden emplearse solos o en combinacién para obtener peliculas con
propiedades especificas. Los materiales basicos se clasifican en tres categorias:

Polisacdridos, en esta clasificacion se incluye a la celulosa o sus derivados
(Arvanitoyannis y Biliaderis, 1999; Cyras y col., 2009; Shih y col., 2009), almidones (Fama y
col., 2007; 2011; 2012; Mali y col., 2005; Lépez y col., 2011), carragenanos (Choi y col.,
2005), gelanos (Ledn y col., 2009), pectinas (Krause Bierhalz y col., 2012), kefiran (Piermaria
y col., 2009), quitina, quitosano (Cerqueira y col., 2012; Garcia y col., 2009; Pinotti y col.,
2007; Rivero y col., 2009) y otros hidrocoloides. Estos polimeros tienen |la capacidad para
formar peliculas de excelente integridad dependiendo fundamentalmente de sus
caracteristicas quimicas y estructurales. Ademds, son reconocidas por sus buenas
propiedades de barrera al O, y al CO,.

Proteinas, las fuentes mas comunes son: zeina (Lacroix y Cooksey, 2005), soja (Mauri
y Aion, 2008), caseina (Audic y Chaufer, 2005; Mauer y col.,, 2000), albumina de huevo
(Gennadios y col., 1996), lactoalbumina, amaranto (Jiménez-Elizondo y col., 2009), proteinas
de girasol (Salgado y col., 2010) colageno y gelatina{Cao y col., 2007; Gémez-Estaca y col.,
2009; Martucci y col.,, 2006; Rivero y col.,, 2010); por sus caracteristicas se adhieren
facilmente a superficies hidrofilicas permitiendo su empleo como vehiculos en la liberacién
de compuestos activos, si bien pueden actuar como barreras efectivas para restringir el
transporte de O, y CO,, en la mayoria de los casos poseen alta permeabilidad al vapor de
agua

Lipidos, se utilizan ceras y acidos grasos, debido a la baja polaridad que poseen. Su
principal funcién radica en su capacidad como barrera a la transferencia de vapor de agua
(Hagenmaier, 2005), pero por sus deficientes propiedades mecanicas, generalmente se

combinan con otros polimeros como proteinas o polisacaridos.
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A continuacion se detallan las generalidades del quitosano, polimero utilizado en este
trabajo de Tesis y de la quitina, como fuente de obtencion del mismo.

La quitina fue reportada por primera vez en 1811 por Henri Braconnot en hongos; en
1830 se aislo de insectos y se le did el nombre de quitina. Por otra parte, el descubrimiento
del quitosano en el aflo 1859 supuso el inicio de las investigaciones intensivas sobre este
compuesto. La quitina es un polisacarido que se encuentra distribuido ampliamente en la
naturaleza; después de la celulosa es el polimero natural mds abundante, presenta una tasa
de reposicion tan alta en la bidsfera que se estima duplica a la de la celulosa, por lo que
constituye un importante recurso natural renovable. Forma parte de la estructura de
numerosos organismos vivos, tales como artréopodos (crustaceos e insectos), moluscos y
hongos. Si bien la quitina extraida de los hongos presenta algunas ventajas como la
uniformidad en su composicion y su disponibilidad, la misma se encuentra asociada a otros
polisacdridos como la celulosa, glucano, manano y poligalactosamina lo que dificulta su
aislamiento (Peter, 2002). Por lo tanto, la quitina obtenida de las especies marinas es la que
se utiliza en mayor proporcidn, cuyas principales fuentes son los exoesqueletos de
cangrejos, camarones, langostinos y langostas que provienen de los desechos de la industria
pesquera y que representan millones de toneladas de desperdicios. Debido a la insolubilidad
de la quitina sus aplicaciones son limitadas, sin embargo sus derivados tienen diversos usos.
La principal reaccion de derivatizacion de la quitina es la hidrdlisis de los grupos acetamida
presentes en su estructura para generar un polimero deacetilado conocido como quitosano,
el cual es sometido a un proceso quimico de N-desacetilacion para su obtencidon (Ravi Kumar
y col., 2004).

El quitosano, a nivel mundial se produce a escala industrial, siendo un material
biocompatible y biodegradable de gran aplicacion en el campo de la biotecnologia, la
medicina, en la industria alimentaria y en el drea farmacéutica, cosmética, y de tecnologia de
envases. En la Tabla 1 se presenta una breve descripcién a partir de la revision bibliogréfica

realizada respecto de los usos mas relevantes del quitosano.



Tablal: Usos relevantes del quitosano
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APLICACIONES

Ejemplos de usos especificos

Publicaciones

Tratamiento de

aguas y efluentes

Remocion de metales pesados y pesticidas:
remocion de fenoles, radioisétopos, colorantes,

recuperacion de materiales sélidos de la

Crini (2005)

Guibal (2004)

No y Meyers (2000)
Pinotti y col. ( 2000, 2001)

industriales industria alimentaria.

Cosmeética Maquillaje, lociones, cremas. Ravi Kumar (2000)
Recubrimientos de semillas y frutas (film), Hirano (1999)

Agricultura fertilizante, funguicida, antivirésico. Ravi Kumar (2000)

Rodriguez y col. (1998)

Biomédicas y

farmaceuticas

Gasas, vendas e hilos de suturas, soportes para la
liberacion de drogas, liberacién de genes,
inhibicion de placas dentarias, cicatrizacién de
artificial, tratamientos de

heridas, piel

enfermedades odseas, lentes de contacto,
membranas de dialisis, bolsas de sangre, tiene
efecto anticoagulante, antitumoral, analgésico,

hipocolesterolémico y antimicrobiano.

Di Martino y col. (2005)

Ho y col. (2005)

Kim y Rajapakse (2005)
Kong y col. (2010)

May col. (2003)

Madihally y Howard (1999)
Minagawa y col. (2007)
Okamoto y col. (1993)
Okamoto y col. (2002)
Osman y col. (2010)

Ravi Kumar y col. (2000;
2004)

Shelmay col. (2008)
Strand y col. (2010)

Industria de papel

Tratamiento de superficies, papel fotografico.

Ravi Kumar (2000}

Industria

alimentaria

Remocion de colorantes, conservantes,

estabilizante de color, exaltador del sabor

natural, preservador, antioxidante,
emulsionante. Usado como ingrediente funcional

(fibra dietaria)

Aranazy col. (2009)

Je y Kim (2006)

Nisperos Carriedo (1994)
Park y col. (2004a)
Zivanovic y col. (2004)
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En los ultimos 40 afios se han obtenido mas de 5946 patentes originadas por paises
como Japén, Corea, China, EEUU y paises de Europa en el periodo de 1976-2006,
relacionadas con la obtencidn, aprovechamiento y aplicaciones del polisacarido. Paises como
Noruega, Corea, Italia y Japdn lo aplican en el drea de alimentos debido a su efecto
anticolesterolémico y a su enfoque dietético. La FDA (Food and Drug Administration)
reconoce la estructura y funcionalidad del quitosano, pero atun no considera su aplicacion
como excipiente en medicamentos, ya que no se encuentra en la lista de ingredientes
activos fiscalizada por dicho érgano regulador.

El mercado mundial de oferentes de quitina y quitosano esta formado por diferentes
actores. Liderando el mercado se encuentran Estados Unidos y Japon. Segun un estudio
realizado por la Sociedad Asidtica de Quitina (1996), el mercado mundial de quitosano en
1994 era de 1000 Tn de las cuales 800 Tn eran utilizadas en Japén, esto demuestra la gran
importancia de este pais como productor y consumidor. Actualmente la produccion y el
consumo se encuentran descentralizados y no sélo ha aumentado el volumen de produccién
con la participacion de nuevos actores globales, sino que las nuevas aplicaciones propuestas

en diversos campos han ampliado los mercados, razén por la cual se vislumbra un futuro

promisorio.
Resto del Mundo
15%
Estados Unidos
30%
Asia Pacifico
20%
Europa Japon
15% 20%

Figura 1. Composicion del Mercado Mundial de Quitina y Quitosano

En nuestro pais, los exoesqueletos de camarones y langostinos constituyen un
desecho de la industria pesquera sin aprovechamiento alguno. En la ciudad de Mar del Plata,
este residuo no tiene aplicaciones especificas y se destina principalmente a la produccion de

harina de pescado. Por otra parte, en otras zonas del pais con mayores volimenes de
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captura y procesamiento, como por ejemplo las rias de Bahia Blanca, la disposicion
inadecuada de estos residuos sin tratamiento, tiende a generar un problema de
contaminacion ambiental debido a la bioacumulacion de materia organica. Asi, una
alternativa que resulta interesante y se encuentra en vias de desarrollo a fin minimizar este
impacto y darle valor a los residuos generados, es considerar estos desechos pesqueros
como una fuente de materia prima para la obtencién de bioproductos. En este sentido,
actualmente grupos de investigacion de la UNS y del Centro INTI-Mar del Plata trabajan en la
produccién de quitosano a partir de los exoesqueletos de camarones y langostinos a escala
piloto con fines de investigacion.

Por ser un producto natural, no posee una composicién uUnica, presentando una gran
variabilidad debido a su fuente y condiciones de obtencion que influye significativamente en
las caracteristicas finales del producto (Goosen, 1997; Pochanavanich y Suntornsuk, 2002).
Por esta razon, en el presente trabajo de Tesis se abordara la caracterizacion del polimero.

Como una alternativa sustentable, este estudio académico contempla el desarrollo
de peliculas biodegradables para aplicaciones especificas en el marco del aprovechamiento
de un subproducto industrial. Dado que las peliculas de un solo componente presentan sus
ventajas y desventajas ya sea en sus propiedades mecanicas o de barrera, la tendencia
actual es a combinar los polimeros en una misma formulacion. En este sentido, la obtencion
de materiales compuestos a base de quitosano resulta una opcién innovadora que se
explora en el presente trabajo.

Por otra parte, la presencia de grupos amino distribuidos en la cadena polimérica ha
hecho del quitosano uno de los polimeros mas versatiles, por la posibilidad de realizar una
amplia variedad de modificaciones. Asimismo, considerando la diversidad de usos y
aplicaciones que posee, se deben conocer las propiedades de las peliculas a base de
quitosano para lograr el disefio de materiales funcionales adecuados para distintos procesos
tecnoldégicos involucrados en cada aplicacidon en particular. En este contexto, se estudiaron
las modificaciones producidas en la matriz, ya sea por la adicién de compuestos activos con
funcionalidades especificas, o por curado de la matriz mediante un tratamiento térmico.

Resulta de particular interés el agregado de componentes activos en la matriz de
quitosano, entre ellos nutrientes, colorantes, saborizantes, minerales, vitaminas y
preservadores, como agentes antimicrobianos y antioxidantes, los cuales pueden ser

liberados de manera controlada (Park y Zhao, 2004b). No obstante, también es importante
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estudiar el efecto producido por los aditivos incorporados sobre las propiedades de las
peliculas desarrolladas. En el presente trabajo se propone la aplicacidn de los materiales
desarrollados a un sistema alimentario. Como es sabido el quitosano posee actividad
antimicrobiana inherente contra una amplia variedad de microorganismos. Asimismo su
funcionalidad y su actividad dependen fundamentalmente de las caracteristicas intrinsecas
del polimero (Rabea y col., 2003).

Las investigaciones realizadas en el campo de la medicina y en el area farmacéutica
demostraron que las matrices de quitosano son altamente efectivas en la liberacion
controlada de componentes activos, debido a su naturaleza hidrofilica y a sus particulares

propiedades.

OBIJETIVO GENERAL
El objetivo general del presente trabajo de Tesis fue desarrollar y aplicar peliculas
biodegradables a base de quitosano abordando diferentes estrategias para mejorar sus

propiedades funcionales.
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CAPITULO 1

Caracterizacion fisicoquimica de quitosano

1.1 INTRODUCCION

La estructura molecular de la quitina (Figura 1.1) presenta similitudes con la de la
celulosa; la diferencia entre sus cadenas radica en el segundo carbono, el cual presenta un
grupo acetamida en la quitina y un grupo hidroxilo en la celulosa (Muzzarelli y Muzzarelli,
2005; Ravi Kumar, 2000). La quitina esta formada por unidades de 2-acetamida-2-deoxi-p-D-
glucosa unidas por enlaces B-(1->4). La obtencidn de quitosano a partir de quitina se realiza
por desacetilacion de la misma, dejando libre el grupo amino del carbono 2. El término
quitosano es empleado para describir una serie de polimeros con diferentes grados de
desacetilacion, el que es definido como el porcentaje de grupos amino primarios libres en el
esqueleto del polimero. Asi el quitosano es un copolimero de 2-acetamida-2-deoxi-B-D-
glucosa y 2-amino-2-deoxi-B-D-glucosa (Figura 1.1). De acuerdo con Aranaz y col. (2009) a
diferencia de los polimeros sintéticos, la quitina y el quitosano, no presentan limitaciones en
cuanto a biocompatibilidad, biodegradibilidad y toxicidad, ademas de ser naturalmente

abundantes y renovables.
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Figura 1.1. Estructura de la quitina (a) y del quitosano (b).
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La fuente de la cual es extraido el quitosano, asi como las condiciones del método de
obtencién determinan la composicién y el tamafio de las cadenas del polimero. Si bien el
grado de desacetilacion y el peso molecular promedio son parametros importantes que
condicionan sus propiedades funcionales, la cristalinidad, el contenido de agua y de cenizas
también son caracteristicas fisicoquimicas a considerar para la aplicacion de un quitosano
especifico.

Como consecuencia de la hidrdlisis del grupo N-acetilo aumenta la capacidad
hidrofilica del quitosano, que pasa a ser soluble en soluciones acidas diluidas (acético,
formico, clorhidrico, propidnico, butirico, entre otros) ya que el pKa del quitosano varia
entre 6,3 y 6,5. Asimismo, la solubilidad estd determinada principalmente por tres
parametros: el grado de desacetilacion (DD), la distribucién de los grupos acetilo y el grado
de polimerizacion.

La protonaciéon de los grupos aminos del polimero en medio acido le confiere un
caracter altamente reactivo convirtiéndolo en un polielectrolito catiénico. Cuando el pH
aumenta por encima de 6,5 la carga positiva presente en los grupos aminos se pierde y el
quitosano se insolubiliza (Pillai y col., 2009).

Por las diversas propiedades funcionales que posee el quitosano, su produccion a
gran escala constituye una alternativa prometedora para numerosas aplicaciones en
diferentes campos. Se ha investigado su comportamiento como agente quelante de metales,
asi como su caracter filmogénico en el drea de cosmética (Ravi Kumar, 2000). También ha
sido utilizado en la industria papelera y textil, ademas del tratamiento de aguas residuales
(Pinotti y col., 2001). El quitosano ha sido aprobado como aditivo alimentario en Japén y
Korea en 1983 y 1995, respectivamente, donde estd permitido su uso en la industria
alimentaria como ingrediente funcional y aportante de fibra (No y col., 2007).

Por otra parte, su capacidad de asociarse a grasas, permite su empleo como agente
hipocolesterolémico en productos dietéticos (Shahidi y col., 1999). En el campo de la
biomedicina se ha utilizado debido a su actividad inmunoestimuladora, propiedades
anticoagulantes, accién antibacteriana y antifingica y por su accién como promotor de la

cicatrizacion de heridas (Ravi Kumar y col., 2004).
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Por su caracter catidnico y sus propiedades gelificantes y filmogénicas, el quitosano
ha recibido particular atencion en la industria farmacéutica dado su potencial en el
desarrollo de sistemas de liberacién de farmacos (lllum, 1998). Se lo ha empleado como
vehiculo en la encapsulacion de farmacos y se ha comprobado su efectividad en la
proteccién y liberacion de componentes activos en forma controlada, ademas de promover
su absorcion a través del epitelio.

Caracteristicas tales como dureza, biodegradabilidad y bioactividad hacen de la
quitina y del quitosano materiales que pueden ser empleados para modificar o controlar las
propiedades funcionales de los alimentos, ya sea como regulador de formacion de cristales
de hielo en alimentos congelados, agente espesante, texturizante, quelante, emulsificante y
estabilizante (Knorr, 1982, 1984).

La Figura 1.2 muestra el diagrama de flujo del proceso de obtencién de quitosano a
partir de quitina. Como ya se menciond, la quitina se extrae principalmente de los
exoesqueletos de crustaceos, y en menor escala de los micelios de hongos y de la pluma de
calamar. El proceso comienza con el acondicionamiento de la materia prima, el cual consiste
en el lavado con agua de los caparazones de crustaceos (generalmente de cangrejos o
camarones) a procesar y separacion de los restos indeseables que pueden quedar adheridos
a los mismos. Posteriormente se procede a su molienda hasta el obtener el tamafo de
particulas adecuado para la extraccion. Para la desmineralizacion se emplean soluciones
diluidas de HCl a temperatura ambiente, ya que el principal componente inorganico de los
caparazones de los crustaceos es el CaCOs. Se realiza luego la desproteinizacidon de los
exoesqueletos, con una solucidn acuosa diluida de NaOH a una temperatura entre 60 y
100°C. Estos tratamientos previos no eliminan la coloracién de los caparazones que se debe
fundamentalmente a la presencia de pigmentos tales como astaxantina, cantaxaxtina,
astaceno, luteina y B-caroteno, motivo por el cual su extraccion se realiza a temperatura
ambiente con acetona, cloroformo, éter, etanol, acetato de etilo o mezcla de éstos
solventes. Estos pigmentos son utilizados como aditivos alimentarios naturales en pescados

como por ejemplo, el salmén.
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Figura 1.2 (a) Diagrama de flujo de proceso de extraccion de la quitina y posterior obtencidn
del quitosano. Adaptado de Aranaz y col. (2009); (b) Diagrama de Proceso para la obtencion
de quitina y quitosano a partir de desechos de camaron.

La etapa final del diagrama de flujo comprende el proceso de desacetilacién de la
quitina. El mismo se lleva a cabo por hidrolisis de los grupos acetamida en medio
fuertemente alcalino, a altas temperaturas. Para la obtenciéon del quitosano, el grupo N-
acetilo debe ser removido sin la hidrodlisis del polisacarido, razon por la cual los métodos
alcalinos son los mas empleados. Generalmente la reaccion se realiza utilizando soluciones
concentradas de NaOH o KOH (40-50%) a temperaturas superiores a 100°C,
preferentemente en atmdsfera inerte o en presencia de sustancias reductoras (NaBH4 o
tiofenol) para evitar la depolimerizacion del polimero. Las condiciones especificas de la
reaccion dependeran de diversos factores, tales como el material de origen, el tratamiento
previo, y el grado de desacetilacion deseado.

Dado que el quitosano es un polimero natural no se puede esperar una composicion
Unica, presentando una gran variabilidad en cuanto a sus propiedades fisicoquimicas. Con el
fin de controlar la calidad de los materiales suministrados y conocer las caracteristicas de

mayor relevancia, se realizo una caracterizacion completa de los materiales base a partir de
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los cuales se desarrollaron las peliculas biodegradables objeto del presente trabajo de Tesis.
Resulta imprescindible explicitar las razones de las diferencias mencionadas entre las
distintas partidas: i) la utilizacién de un insumo importado, con especificaciones escasas e
insuficientes por parte del proveedor, ii) la existencia natural de la variabilidad debido al
origen bioldgico de la materia prima, las variaciones en la composiciéon quimica del
quitosano que se deben esencialmente a las fuentes de quitina y a los procesos de
obtenciéon empleados por el proveedor, iii) el desarrollo del trabajo de Tesis a lo largo de

varios afios que requirié el uso de quitosanos de partidas diferentes.

Asi, los objetivos planteados para este Capitulo fueron:
< Caracterizar quitosanos comerciales obtenidos de caparazones de cangrejos y
camarones a través del estudio de su composicion quimica y de sus principales

propiedades fisicoquimicas.

1.2 MATERIALES

El quitosano (Q) empleado fue adquirido a SIGMA (EEUU). El producto se presenta en
escamas con grados de desacetilacion (DD) de 75 y 85% especificados por el fabricante.
Durante el desarrollo del presente trabajo de Tesis se utilizaron diferentes lotes de
quitosano con distintas especificaciones pero bajo la misma codificacién del proveedor,
siendo entonces imprescindible su caracterizacion. Estos quitosanos con diferentes DD seran

nombrados de aqui en adelante como Q75 y Q85.

1.3 METODOLOGIA Y RESULTADOS OBTENIDOS
1.3.1 Caracterizacion del polimero base

La humedad de las muestras de Q en polvo se determiné a través del método indirecto,
es decir efectuando la medicion de la pérdida de peso luego del secado de la muestra en estufa
a una temperatura de 105°C hasta alcanzar peso constante. Los resultados se expresaron en
base seca como gramos de agua por cada 100 g de muestra seca.

El contenido de cenizas se determin6é de acuerdo al método descripto por Harbers

(1998). Para ello se utilizaron cdpsulas de porcelana previamente secadas en estufa a 105°C
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y calcinadas en mufla. La muestra se carbonizé sobre tridangulo de pipa o tela metalica hasta la
obtencién de un residuo carbonoso. La calcinacién del residuo se realizé en una mufla a 500-
550°C hasta obtener cenizas blancas. Posteriormente la muestra se enfrid en un desecador y se
peso a temperatura ambiente, expresandose los resultados como porcentaje de cenizas.
Asimismo, se determind el contenido de nitrégeno de las muestras de quitosano
mediante el método de Kjeldahl-Arnold-Gunning de acuerdo con el protocolo propuesto por
la AOAC (1999). Se pesaron aproximadamente 0,5 g de quitosano y se procedid a la digestion

de la muestra. Todas las mediciones se realizaron por duplicado.

Tabla 1.1 Composicidon de los quitosanos utilizados con distinto DD %

Contenido humedad

% Nitrogeno Total % Cenizas

% (b.s)
Q75% 6,83 (0,20)° 7,36 (0,04)° 0,90 (0,02)°
Q85% 9,15 (0,04)° 7,59 (0,07)° 0,92 (0,03)°

DD: grado de desacetilacién informado por el proveedor. Las desviaciones estandar se indican entre paréntesis;
letras distintas dentro de una misma columna indican diferencias significativas (p<0,05).

Los resultados de composicién para ambos quitosanos se detallan en la Tabla 1.1. Los
valores obtenidos para el contenido de cenizas de las muestras fueron bajos, lo que es
indicativo de la eficiencia del proceso de desmineralizacion empleado por el fabricante,
debido a que los caparazones contienen alrededor de un 30% de minerales, principalmente
atribuidos a la presencia de carbonato de calcio (Aranaz y col., 2009)

Tanto la quitina como el quitosano poseen un grupo amino en su estructura
molecular basica, lo que explica la presencia de nitrégeno. Se ha determinado que la quitina
posee aproximadamente un 6,89% de nitrogeno (Ravi Kumar, 2000). Sin embargo valores
mas altos se encontraron para el quitosano con relacién al valor informado para la quitina.
Esto se explica teniendo en cuenta el efecto de concentracién producido con la remocién de
los grupos acetilo. En el caso de quitosano con un grado de desacetilacion del 85% se obtuvo
un mayor porcentaje de nitrogeno debido a una mayor remocion de grupos acetilos
respecto del quitosano con un grado de desacetilacién (DD) del 75%, siendo este resultado

coherente con lo mencionado anteriormente.
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También se considera que la eliminacién de grupos acetilo como resultado de la
desacetilacion termoalcalina de la quitina genera grupos amino libres en la cadena
polimérica, siendo éstos sitios sensibles para la formacion de puentes de hidrégeno con

moléculas de agua.

1.3.2 Determinacion del peso molecular del quitosano

Una de las técnicas mas utilizadas en la determinacidn experimental del peso
molecular de un polimero es la viscosimetria. Se trata de un procedimiento que mediante
una instrumentacion sencilla permite conocer el peso molecular promedio viscosimétrico
(Mv) (Ravi Kumar, 2000).

La viscosidad de las soluciones de polimeros de cadena lineal es elevada debido a su
tamano y al volumen hidrodindmico que ocupan, experimentando asi gran resistencia al
movimiento. La viscosidad de un polimero en disolucion depende de la naturaleza del
polimero y del disolvente, de la distribucion de pesos moleculares, de la concentraciéon y de
la temperatura.

Para determinar el peso molecular de los polimeros provenientes de distintas
partidas se utilizd un viscosimetro capilar tipo Cannon-Fenske. Las muestras de quitosano se
prepararon por disoluciéon en una mezcla de acido acético 0,1 M y cloruro de sodio 0,2 M
(Ravi Kumar, 2000). Si bien la concentracién inicial del polimero fue 1,0.107 g ml™ en todos
los casos, el método requiere la utilizacién de soluciones diluidas, cuyo comportamiento sea
Newtoniano (Tabla 1.2). Las mediciones se realizaron en un cuarto de temperatura
controlada a 20°C. Los valores informados son el promedio de tres replicados.

La relacion entre la viscosidad y el peso molecular del polimero esta dada por la Ec.

1.1:
hl=x(M,) Ec. 1.1

los parametros K y a son denominados constantes de Mark-Houwink y dependen de la
naturaleza del polimero, del disolvente y de la temperatura. K y a son coeficientes
calculados empiricamente validos para cada sistema soluto-disolvente en particular
utilizando como referencia muestras de peso molecular conocido, a una temperatura

especifica. K es funcion de la polaridad del solvente y de las fuerzas intermoleculares entre el
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soluto y el disolvente mientras que a permite estimar la flexibilidad de la macromolécula y
su conformacion en solucién, es un factor de expansidn que tiene en cuenta el cambio que la
molécula de soluto experimenta en presencia del disolvente (Curvale y col., 2008). Estos
parametros se pueden obtener para algunos polimeros a partir de la bibliografia disponible
(Khan y col., 2000; Ravi Kumar, 2000).

Para calcular la viscosidad intrinseca de los polimeros se obtuvieron los tiempos de
recorrido o pasaje a través de un capilar entre dos marcas consecutivas de un conjunto de
soluciones diluidas de distintas concentraciones. A su vez se determind el tiempo de
recorrido del disolvente puro utilizado para el ensayo En la Tabla 1.2 se presentan a modo de

ejemplo los tiempos correspondientes a las soluciones diluidas del polimero.

Tabla 1.2 Tiempos de recorrido para quitosano con un grado de desacetilacién del 75%

Concentracién (g cm™) Tiempo de recorrido (s)

Solvente® 58,8
0,00625 62,59
0,0125 64,66

0,025 75,65
0,05 92,21
0,1 139,76

? solvente utilizado (NaCl 0,2M y acido acético 0,1M)

La viscosidad de un fluido se puede relacionar con el tiempo requerido para que un
volumen determinado de disolucidn atraviese dos marcas sucesivas de un capilar por efecto
de la gravedad. Esta relacion puede obtenerse a partir de la ecuaciéon de Hagen-Poiseuille
(Painter y Coleman, 1994):

_ﬂ'APr4
8nl

v Ec. 1.2

donde,
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v es el flujo volumétrico del fluido, AP es la diferencia de presion que mantiene el flujo, r es
el radio del capilar, n es la viscosidad y | es |a longitud del capilar.

Teniendo en cuenta que u también puede expresarse como u = V/t, donde V
representa el volumen de fluido desplazado, es posible hallar una expresién que relacione la
viscosidad con el tiempo:

_7Z'APr4t
8V

7 Ec. 1.3

En el caso de soluciones, es frecuente medir la viscosidad por comparacién con la del
disolvente puro; los parametros resultantes son la viscosidad relativa (n,) y la viscosidad

especifica (nsp), definidas mediante las expresiones:

g =Lt Ec. 1.4
e ¥
] _(=m,) _(t=to) Ec. 1.5
p
Mo ty

donde,
n Y No son, respectivamente, las viscosidades de la disolucién y la del disolvente puro, t es el
tiempo medido entre dos marcas sucesivas en el capilar y to el tiempo correspondiente al
disolvente puro medido en el mismo capilar.

Para considerar el efecto de la concentracion (c) en la viscosidad, se pueden utilizar

otros dos parametros, conocidos como viscosidad reducida (nreq) y viscosidad inherente

(ninh):

1
nred = = - EC. 1.6
4 C

Min = —— Ec.1.7

La relacion entre la viscosidad y la concentraciéon fue demostrada empiricamente por

Huggins (1942) y Kramer (1938) y puede ser descrita mediante las expresiones:
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M

c

=[nl+k,[n]c Ec.1.8

lncn, =[]+ & [7} e Ec.1.9
donde,
ki Y ki son las constantes de Huggins y Kramer, respectivamente.

Para soluciones diluidas, las curvas se aproximan a dos rectas que, extrapoladas a
concentracion nula, coinciden en el parametro [n). Este parametro conocido como
viscosidad intrinseca, expresada como cm? g?, es una medida del volumen hidrodindmico
que ocupan las macromoléculas en solucidn y por tanto un reflejo de su tamaio y es por ello
que esta directamente relacionado con el peso molecular del polimero en disolucién (Ec.
1.1). En la Figura 1.3 a y b se muestran las viscosidades inherentes y reducidas en funcion de
la concentracién de quitosano para un grado de desacetilacion del 75 y 85%,
respectivamente, obteniéndose un buen ajuste de los datos experimentales con los
calculados con las Ec. 1.8y 1.9.

A partir de los datos extraidos de la Figura 1.3 se calcularon las viscosidades
intrinsecas obteniéndose valores de 904,31 y 934,12 cm® g! para Q75 y Q85,
respectivamente.

Finalmente, se aplicd la Ecuacién 1.1 siendo las constantes utilizadas K = 1,81.10°°
(cm® g') y a@ = 0,93 seleccionadas a partir de la bibliografia consultada (Abd-Elmohdy vy col.,
2010; Bravo-Osuna y col., 2007; Gupta y Jabrail, 2006; Khan y col., 2000; Ravi Kumar, 2000).

Asi, los pesos moleculares obtenidos fueron de 1,35.10° g mol™* y 1,38.10° g mol™
para Q75 y Q85, respectivamente. Estos valores son similares a los informados por Santos y
col. (2006) quienes caracterizaron quitosanos comerciales del mismo origen y con similares

grados de desacetilacion.
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y = 302328x + 904,32
R®=0,9954
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__.__ __.__
—
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Figura 1.3 Determinacion grafica de la viscosidad intrinseca de quitosanos comerciales con
distintos grados de desacetilacion: (a) 75% y (b) 85%.
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1.3.3 Determinacion del grado de desacetilacion del quitosano por titulacién
potenciométrica

El porcentaje de grupos amino que quedan libres en la molécula de quitosano es lo
que se denomina grado de desacetilacion (DD) y esta estrechamente vinculado con su
solubilidad. Existen numerosos métodos basados en diversas técnicas para determinar esta
propiedad que caracteriza al quitosano. Entre estas, podemos destacar la espectroscopia de
infrarrojo la cual desarrollaremos mas adelante (Brugnerotto y col., 2001; Kumirska y col.,
2010), la espectroscopia de UV (Kumirska y col., 2010; Muzzarelli y Rocchetti, 1985), la
espectroscopia de RMN (Duarte y col., 2001; Kumirska y col., 2010) y la conductimetria
(Raymond y col,, 1993). A pesar de la diversidad de métodos informados para la
determinacion del contenido de grupos amino libres, se selecciond la titulacidon
potenciométrica para los quitosanos comerciales por tratarse de un método rapido y de bajo
costo, que requiere de equipamiento y reactivos facilmente disponibles en el laboratorio
(Abdou y col., 2008). Se utilizé un pHmetro HACH Instrument modelo EC30 (EEUU), equipado
con un electrodo de vidrio combinado. La muestra se prepard disolviendo 0,5 g de Q en 20
ml de HCI 0,3 M, y se titulé con una solucion valorada de NaOH 0,0773 M, registrando el pH
de la solucién para diferentes volimenes de titulante agregado. El punto final de Ia titulacién
se determiné a través del método de la derivada primera obtenida a partir de la curva de
titulacion. La potenciometria es un método util siempre que el material a estudiar sea
completamente soluble, ya que permite determinar el contenido de grupos aminos libres y
en consecuencia el DD. Tiene la ventaja de que cuantifica los grupos aminos protonados
directamente, por lo que no existe el problema de la no accesibilidad de los grupos aminos
durante la etapa de protonacién, como resultado de la formacion de la sal (Hidalgo y col,,
2009).

La Figura 1.4a y b muestra las curvas de titulacion obtenidas para las muestras de
quitosanos Q75 y Q85, respectivamente. Las curvas presentan dos puntos de inflexion; los
volumenes de NaOH correspondientes se determinaron segun el método grafico de la

primera derivada, como se muestra en el detalle de la Figura 1.4.

29



CAPITULO 1

Caracterizacion fisicoquimica de quitosano

12

pH
(o))

Derivada primera

10 20 30 40 50 60 70
Volumen medio

0 i |
0 5.4 50 7 S 100
Viaon (ml)
12
b
! /
®
8 ’ |=
e ! [
I o 08
6 [ @ .
= E o |
(=8
® 04
&1 2
/ 2y
0 —
2 10 30 50 70 90
Volumen medio
0 ' : k
0 25 50 75 100

Vnaon (M)

Figura 1.4. Curva de titulacion para quitosanos comerciales (a) Q75 y (b) Q85. En el recuadro
inserto se muestra la primera derivada; los maximos corresponden a los puntos de inflexidn.
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Se observd que hacia al final de la titulacion, a un pH basico (superior a 9), el
quitosano precipitaba, debido a que los grupos amino se encontraban desprotonados y por
lo tanto el polimero se volvié insoluble en este medio.

A partir de la diferencia entre los volumenes correspondientes a los dos puntos de
inflexion en la curva de titulacidn, se puede calcular la cantidad de acido requerido para
protonar los grupos amino del quitosano y conocer el grado de desacetilacion. La

concentracion de este grupo se determina utilizando la siguiente ecuacion:

16,1 (y—x)
w

%NH, = f Ec. 1.10

donde,

y es el punto de inflexién mayor, x corresponde al punto de inflexion menor, ambos
expresados como volumenes en ml, f es la molaridad de la solucion de NaOH, w el peso de la
muestra (expresado en g) y 16,1 es el peso equivalente del quitosano (expresado en
g/equivalente). Este valor esta relacionado al peso del grupo amino (-NH,) (Abdou y col.,
2008). El analisis se realizé por triplicado, habiéndose obtenido los resultados que se

presentan en la Tabla 1.3

Tabla 1.3 Porcentaje de grupos amino de quitosanos comerciales

Contenido de grupos amino (% NH,) Q75 Q85
Experimental* 77,19 (2,21)* 86,25 (0,47)b
Proveedor 75° 85°

¢ 3 . . . . . Y ol . ’ .
Letras diferentes indican diferencias significativas entre las muestras (p<0,05). Los valores entre paréntesis
corresponden a la desviacion estandar.

El porcentaje de grupos amino indica la cantidad de grupos acetilo removidos de la
molécula de quitina debidos especialmente al tratamiento con hidroxido de sodio. Los
valores obtenidos mediante esta metodologia resultaron levemente mayores que los

informados por el proveedor, aunque estas diferencias no fueron significativas (p>0,05).
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1.3.4 Propiedades térmicas estudiadas por calorimetria diferencial de barrido

La calorimetria diferencial de barrido (DSC) constituye una técnica adecuada para la
caracterizacion de las propiedades térmicas y la determinacion de las transiciones de fase de
materiales poliméricos. Se registra el flujo de calor hacia y desde el polimero en funcion del
tiempo y la temperatura. Este flujo se mide empleando un equipo que mantiene un
equilibrio térmico entre la referencia y la muestra mientras ambas son sometidas a un
programa de calentamiento o enfriamiento controlado. Es decir, el equipo mide la diferencia
de energia entregada (o eventualmente extraida) a la muestra para mantenerla a la misma
temperatura que la de referencia. El area bajo la curva del termograma obtenido representa
una medida directa del calor involucrado en la transicion. Los cambios entdlpicos son
registrados como eventos endotérmicos o exotérmicos, segun el proceso que sufra la
muestra. A partir de dichos termogramas se determinan las entalpias de las transiciones AH
(J g1) y las temperaturas a las que ocurren las mismas. En términos de calor latente, la
transicion vitrea es a menudo referida como una transicion de fase de segundo orden que
ocurre sin liberacién o absorcidn de calor latente. Pero debido a la naturaleza de no-
equilibrio de dicha transicidn, es preferiblemente denominada como cambio de estado y no
de fase (Liu y col., 2006). Asimismo, teniendo en cuenta que la transicién vitrea involucra un
rango de temperaturas y el valor medio de la transicion depende de las condiciones
experimentales a las que se realiza su determinacion sobre el material ensayado, es también
preferiblemente denominada relajacion vy transicion cinética mas que transicion de segundo
orden.

Las muestras fueron analizadas en un calorimetro diferencial de barrido (DSC Q100,
TA Instruments, EEUU, Figura 1.5). Se utilizaron patrones de indio y zafiro para la calibracion
del equipo. Para el ensayo, muestras en polvo de quitosano (3-5mg) se colocaron en
capsulas de aluminio, las que se cerraron herméticamente. Como referencia se empled una
capsula vacia. Los parametros vinculados al proceso se determinaron con el Universal

Analysis V1.7F software (TA Instruments).
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Figura 1.5 Fotografias del calorimetro diferencial de barrido utilizado acoplado a un sistema
de enfriamiento (a, b), vista del horno del equipo donde se ubican la capsula con la muestra
y la de referencia (c).

Los andlisis de DSC se reatizaron a una velocidad de calentamiento de 10°C min™ en
un intervalo de temperaturas de -80 a 200°C. Luego de que el primer barrido fue
completado, se procedid al enfriamiento de la muestra hasta alcanzar una temperatura de -
100°C donde se programoé una isoterma durante 5 minutos para estabilizar el sistema.
Posteriormente se registré una segunda corrida en el rango de temperaturas de -100° hasta
350°C con el objeto de alcanzar la temperatura de descomposicion del polimero.

La Figura 1.6 muestra la primera y segunda corridas realizadas en el DSC de muestras
de Q75 y Q85. En la primera corrida, la temperatura maxima ensayada de 200°C fue
seleccionada para limitar la posible degradacion del polimero. La energia absorbida durante
el primer proceso corresponde a la energia requerida para vaporizar el agua que se
encuentra fuertemente asociada al quitosano. Por lo tanto, las variaciones en cuanto a la
posicion del pico endotérmico reflejan diferencias en la capacidad de absorcién de humedad
asociado a la interaccién polimero-agua.

En la Tabla 1.4 se presenta la informacion obtenida a partir del analisis de los

termogramas de Q con DD del 75 y 85%. Los mismos muestran un evento endotérmico (Tp)
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alrededor de 144 y 147°C asociado a la remocién de agua del polimero, y un evento

exotérmico correspondiente a la temperatura de descomposicion (Ty4) del quitosano,

respectivamente (Tabla 1.4).

Tabla 1.4 Propiedades térmicas del quitosano

Evento endotérmico Evento exotérmico
To(°C) AH (1 g7) Ta(°C) AH (1g7)
Q75 143,93 (2,52)° 195,4 (8,98)° 308,48 (2,26)°  181,3 (5,23)%,
Q85 147,22 (3,61)° 240,4 (7,14)° 310,34 (0,65)° 196,1 (4,31)°

-« . . » 3 . . L 24 . 14 -
Letras diferentes indican diferencias significativas entre las muestras (p<0,05). Los valores entre paréntesis
corresponden a la desviacion estandar.

Resultados similares fueron informados por Kittur y col. (2002) trabajando en la
caracterizacion de muestras de quitina y quitosano con distintos grados de desacetilacion.
Los autores encontraron una correlacién entre el DD y el area del pico endotérmico; a mayor
DD mayor entalpia asociada a la transicidon. Los autores senalaron que los polisacaridos
poseen una fuerte afinidad por las moléculas de agua. En el caso de la quitina las moléculas
de agua se asocian a los grupos oxhidrilos pero con el proceso de desacetilacion o remocion
de grupos acetilos se crean nuevos sitios hidrofilicos, lo que explicaria los mayores valores de
entalpia asociado a los eventos endotérmicos.

Por otra parte, Guinesi y Cavalheiro (2006) también establecieron una relacion entre
el area del pico de descomposicion de la muestra y el grado de desacetilacion del quitosano.
Los autores encontraron que mayores valores de entalpia se correspondieron con mayores

DD, resultados que concuerdan con los obtenidos en este trabajo de Tesis (Tabla 1.4).
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Figura 1.6 Termogramas de quitosanos con diferentes grados de desacetilacidon, obtenidos
mediante la técnica de DSC.

1.2.5 Difraccién de rayos X

Los materiales sdlidos pueden ser cristalinos, semicristalinos o amorfos. Los
cristalinos presentan un ordenamiento periddico de sus atomos, iones o moléculas. Las
técnicas de difraccion de rayos X sirven para determinar la estructura microscopica detallada
de un material.

El fundamento del método radica en que la distancia entre los atomos, iones o
moléculas empaquetados de forma regular en un cristal es del mismo orden de magnitud
que la longitud de onda de los rayos X, por lo que de acuerdo con las leyes de la dptica, estos
cristales pueden producir fenémenos de difraccion. El cristal funciona como una rejilla de
tres dimensiones.

Los rayos X son un tipo de radiacion electromagnética que tiene una alta energia y
consecuentemente longitudes de onda muy cortas, del orden de las distancias atomicas de

los sdlidos, entre 0,1 y 1 nm. Cuando un haz incide sobre un material sélido, una porcién de
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éste se dispersard en todas las direcciones por los electrones asociados a cada dtomo o ion
que esta dentro del camino del haz (Figura 1.7). Cuando un haz incide en un cristal, el que es
mantenido en un montaje especial que permite la rotacién del mismo con respecto al haz
incidente, ocurre una difraccién. La ley que describe la difraccién de rayos X en término de
reflexiones provenientes de los planos de un cristal se conoce como ley de Bragg,

nA=2dsen9 Ec.1.11

donde,
A es la longitud de onda del haz irradiado, d el espaciado entre planos atéomicos y 0 el

angulo entre el haz difractado o incidente y el plano cristalografico.

Rayo dispersado

Planos atdmicos ~

Figura 1.7 Esquema de la Ley de Bragg.

Representando la intensidad de radiacion que llega al detector en funcion del angulo
0 aparecera un pico cuando se cumpla la condicién de Bragg (Ec.1.11). Su presentacidn se
denomina espectro de difraccidon o difractograma. La distancia entre planos depende de las
dimensiones de la celda unidad del cristal, y la intensidad obtenida del haz difractado es
funcion de la posicion de los atomos en la celda unidad.

Los patrones de difraccion son considerados como “huellas digitales” de los
materiales cristalinos; a partir de ellos se puede obtener informacién cuali y cuantitativa de
la estructura cristalina del material.

La quitina, al igual que la celulosa, se encuentra en la naturaleza formando una matriz
solida hidratada compuesta por regiones amorfas donde se encuentran embebidas zonas
cristalinas organizadas en forma de fibras fuertes. Estas fibras brindan soporte al

exoesqueleto de los crustaceos y los insectos, al igual que a las paredes celulares de los
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hongos. En dichas fibras las cadenas de quitina se encuentran empaquetadas y asociadas
lateralmente mediante multiples enlaces de hidrégeno.

Existen tres formas polimérficas en la quitina a, B, y la y-quitina, las cuales difieren en
la disposicion de las cadenas poliméricas en las regiones cristalinas (Zhang y col., 2005).
Varios estudios han sugerido que la forma y-quitina podria ser una version distorsionada de
la oo la B en vez de una tercera forma polimérfica (Aranaz y col., 2009). La forma a es la
mas difundida, estudiada y estable, y se encuentra en los exoesqueletos de los artrépodos,
en los hongos, y en los crustaceos especificamente en los caparazones de camarones y
cangrejos (Figura 1.8), mientras que la forma B es casi exclusiva de la quitina proveniente de
la pluma del calamar, de algunas diatomeas y de ciertas especies de las profundidades
marinas. Ambas formas se pueden diferenciar mediante el analisis de sus difractogramas
(Campana-Filho y col., 2007). Al igual que la quitina, el quitosano en el estado sdlido
presenta regiones cristalinas inmersas en una fase amorfa. Los patrones de difraccion de
rayos X de los polvos de quitosano con distinto grado de desacetilacion se obtuvieron
usando un equipo X'Pert Pro P Analytical Model PW 3040/60 (Holanda), utilizando la linea
Cu Ka (1.542 A), con una diferencia de potencial de 40 kV y una densidad de corriente de

30mA. Las muestras se registraron entre 4-60° (26).
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Figura 1.8 Espectro de difraccion de rayos X obtenido de fibras de quitina. Adaptado de
Muzzarelli y col. (2004).
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La Figura 1.9 muestra los espectros de difraccion de rayos X del Q75 y Q8S. El
quitosano con DD 85% presenté un amplio pico localizado en la region de 20 = 19,66° y otro
en la regidn de 20 = 10,26°. No se observaron diferencias cuando se analizé el difractograma
del quitosano con DD 75% ya que los picos se encontraron en la region de 20 = 19,92°y 20 =
10,08°.

A partir del analisis de los difractogramas es posible calcular el grado de cristalinidad
(GC) del material; existen en la bibliografia diferentes formas de estimar este parametro,
siendo el método propuesto por Zhang y col. (2005,2006) el utilizado en el presente trabajo
de Tesis. Este método considera la relacidn entre la intensidad de la maxima difraccidén
localizada a 20=13° (lg20) Y la contribucién de la zona amorfa (l.m) medida a 26=16°, y ha sido
adaptado de la estimacion de GC para la celulosa (Luduefia y col., 2012) debido a su similitud

estructural.

GC= (|020- |am)*100/ |020 Ec.1.12

Asi, el grado de cristalinidad para las muestras Q75 fue del 21,4% mientras que para las
de para Q85 resultd ser de 49,5%. A pesar de que es esperable que al aumentar el DD
disminuya el GC, como ya se menciond deben considerarse las posibles variaciones debido al

origen y forma de extraccion del material.
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Figura 1.9 Difractogramas obtenidos para muestras de quitosano con diferente grado de
desacetilacion.

1.3.6 Analisis por espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR)

La espectroscopia de infrarrojo (IR) es una de las técnicas analiticas mas importantes
y utilizadas debido a que puede emplearse para establecer la identidad de un compuesto
(Kumirska y col., 2010) ya que cada grupo funcional tiene un modo de absorcidon
caracteristico que se presenta en el espectro como un pico o banda y aporta informacion
acerca del tipo de uniones que se establecen cuando se mezclan con otras sustancias. Se
basa en la excitacion de los modos de vibracion de las moléculas por la absorcion de la
radiacion infrarroja. Durante la excitacion es necesaria una variacion del momento dipolar
de la molécula para que se produzca una absorcion en el IR que puede asociarse a
vibraciones de tension (simétricas o asimétricas) o de flexién (Figura 1.10). Los espectros se

pueden obtener indistintamente en funcion de la transmitancia o la absorbancia.

39



CAPITULO 1
Caracterizacion fisicoquimica de quitosano

=5 ‘-
- -
=, =
Simétrica

Asimétrica

/

AT

.

- -

- -

L —
— m—
o ——
—— r—
E—— ———
— —
- -

Balanceo en el plano Tijereteo en el plano

Aleteo fuera del plano

Torsion fuera del plano

movimiento del plano alejandose del lector

Figura 1.10. Clasificacién de los tipos de vibraciones moleculares: (a) de tension, (b) de
flexion, (+) indica un movimiento desde el plano de la pagina hacia el lector; (-) indica un

Las aplicaciones de las técnicas espectroscopicas, en particular la de FTIR, se centran
en casos en los que se requiere un estudio de la estructura y composicion del material y para

las matrices poliméricas de quitosano

evaluar los efectos del procesamiento. Es importante destacar que en el presente trabajo
esta metodologia resulté eficaz para estudiar las modificaciones estructurales inducidas en
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Para el analisis espectroscdpico, las muestras de quitosano con diferente DD se
molieron y se mezclaron con KBr, luego las mismas se comprimieron para obtener pastillas.
Los espectros de FTIR se registraron en la regién 4000 a 400 cm™ con una resolucién de 4
cm™ en el modo de transmitancia realizando 60 escaneos por ensayo. Las determinaciones
se efectuaron a temperatura ambiente.

En la Figura 1.11 se presentan los espectros FTIR obtenidos para las muestras de
quitosanos comerciales ensayadas. Se pueden distinguir los picos caracteristicos del
compuesto. La regién comprendida entre 3600 y 3000 cm™ se debe al solapamiento del
estiramiento de los grupos O-H y de los grupos N-H mientras que la zona 2920-2850 cm™ al
estiramiento del grupo C-H (simétrico y asimétrico) (Domszy y Roberts 1985; Dong y col.,
2002). En 1650 cm™ se observa el pico de la amida | correspondiente al estiramiento del C=0
y en 1563-1596 cm™* la banda de la amida Il debida al estiramiento del grupo N-H. Adems,
las bandas entre 1485-1380 cm™ corresponden al estiramiento asimétrico del C-H del grupo
CH, y entre 1092-1031 cm™ al estiramiento del puente de C-O-C del residuo de glucosamina.
Los resultados encontrados concuerdan con los informados por Abdel-Fattah y col. (2007),
Kumirska y col. (2010), Lertwattanaseri y col. (2009), Pranshanth y col. (2002), Zhang y col.
(2005).

Ademas la técnica de FTIR permite determinar el grado de desacetilacion del
quitosano, siendo necesario especificar las condiciones tanto de ensayo como de andlisis, si
se desean realizar comparaciones. En este sentido, Brugnerotto y col (2001) realizaron una
extensa investigacién acerca de la diversidad de lineas de base que pueden ser empleadas.

A partir de los espectros obtenidos se determind DD (%) del quitosano aplicando la
ecuacion descripta por Brugnerotto y col. (2001). Estos autores estimaron el DD (%) a través
de la relacién entre bandas de referencia como la de la amida IIl localizada a 1320 cm™ y la

banda correspondiente a la absorcién de los grupos metilos localizada a 1420 cm™.

DD (%) = 100 — [31,92 x (A1320/A1420) — 12,20] Ec. 1.13
donde,
A13z0 representa el valor de absorbancia a 1320 cm™ y A1z corresponde a la absorbancia a

1420 cm™
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Figura 1.11 Espectro de FTIR de quitosanos comerciales con distinto DD (%).
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Figura 1.12 Zona espectral utilizada para el célculo del DD de quitosanos comerciales.ay b
corresponden a las lineas de base trazadas segun el método de Brugnerotto y col. (2001).
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En la Figura 1.12 se muestra la zona del espectro utilizada (entre 1000-1600 cm™)
para el cdlculo del grado de desacetilacion y los picos correspondientes a la amida Il (1320
cm™) y a los grupos metilo (1420 cm™). Los valores de DD (%) obtenidos aplicando la Ec. 1.13
indican un grado de desacetilacion del 76,9 y 86,7% para las muestras Q75 y Q85, valores

gue no presentaron diferencias significativas (p>0,05) con los informados por el proveedor.

A modo de resumen, la caracterizacion del material base permitid confirmar que
como era de esperar existe variabilidad entre los quitosanos utilizados. Sin embargo, los
lotes con diferentes DD sélo presentaron diferencias significativas en los grados de
cristalinidad, y contenidos de humedad, exhibiendo valores similares de viscosidades
intrinsecas, pesos moleculares, ubicacién de los picos de rayos X y de las bandas de los
espectros FTIR.

Asimismo, en este estudio se confirmd que es comun encontrar problemas de
reproducibilidad de las caracteristicas del quitosano comercial aun cuando se haya trabajado
con la misma materia prima provista por el mismo fabricante, ya que deben considerarse los
diferentes lotes de produccion utilizados. Esto podria estar relacionado con la variabilidad
intrinseca de la materia prima quitina, ya que puede provenir de diferentes partes de los
exoesqueletos, y fundamentalmente porque proceden del descarte de la industria pesquera,

y en estos desechos no hay discriminacion de especie, edad y etapa de desarrollo.
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CAPITULO 2

Estudio y caracterizacion de peliculas de quitosano

2.1 INTRODUCCION

Los hidrocoloides son polimeros hidrofilicos que provienen de fuentes vegetales,
animales y microbianas, contienen en su estructura grupos caracteristicos que determinan
sus propiedades funcionales. En los organismos vivos desempefian diferentes funciones,
principalmente de reserva energética y de estructura. Ademds, han sido ampliamente
utilizados en el desarrollo de peliculas biodegradables incrementandose su aplicacidn en los
ultimos anos.

La formacién de las peliculas involucra asociaciones inter e intramoleculares de las
cadenas de los polimeros para formar una red capaz de atrapar e inmovilizar el solvente, a la
que se pueden incorporar aditivos especificos.

Los hidrocoloides mas utilizados para la formulacidn de peliculas incluyen almidones
de diferentes origenes (Garcia y col., 2009; 2011; Mali y col., 2002; 2005; Flores y col., 2007;
Fama y col., 2005; 2007; Lopez y col., 2008; Wilhelm y col., 2003), kefiran (Piermaria y col.,
2011), pululano (Diab y col., 2001), alginato (Rhim 2004), gelano (Ledn y col., 2009), pectinas
(Krause Bierhalz y col., 2012), carragenanos (Alves y col.,, 2011), derivados de celulosa
(Alvarez y Vazquez, 2004; Garcia y col., 2004), quitosano (Pinotti y col., 2007; Quijada-
Garrido y col., 2007, Rivero y col., 2010; Suyatma y col., 2005).

La movilidad de un sistema puede ser afectada por la incorporacién de un agente
plastificante, que es una sustancia de bajo peso molecular capaz de incorporarse a un
material polimérico para modificar las propiedades fisicas y mecanicas. Los requerimientos
basicos para un plastificante son su compatibilidad con el polimero formador de la red y su
permanencia dentro de la estructura resultante. Para que sea compatible debe ser miscible
con la matriz y para ello deben existir fuerzas intermoleculares similares en los dos
componentes. Los mas empleados son los polialcoholes (glicerol, sorbitol, polietilenglicol,
etc.) y azucares, siendo los grupos oxhidrilos de dichos compuestos los responsables del

efecto plastificante (Sothornvit y Krotcha, 2005).

Esto conlleva al aumento en la flexibilidad, extensibilidad y resistencia a la rotura del
material, en lo que respecta a las propiedades mecanicas. Por otro parte, los plastificantes
ocasionan un aumento en el contenido de humedad de la matriz asociado a su caracter

higroscépico, causando un aumento en los espacios intermoleculares; por consiguiente,
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algunos compuestos difunden mas rapidamente modificando las propiedades de barrera del

material a los gases y al vapor de agua (Gontard y col., 1993).

Para explicar el fendmeno de plastificacion se han propuesto diversas hipdtesis, una
de las cuales plantea que el plastificante actiia como un lubricante interno por reduccién de
las fuerzas intermoleculares de cohesion en la estructura del sistema debido a la
interferencia en la asociacion de las cadenas poliméricas, facilitando su deslizamiento y
aumentando la movilidad de las cadenas que lo constituyen (Sothornvit y Krochta, 2005).
Otra hipdtesis postula que el plastificante “solvata” los sitios polares de las cadenas
poliméricas con las que interacciona, reduciendo l|a atraccion intermolecular. Una
explicacion ampliamente aceptada para la plastificacion implica la consideraciéon del
volumen libre; las moléculas pequefias pueden entrar en los intersticios dejados por las
moléculas mas grandes, aumentando de esta manera el volumen libre y en consecuencia

disminuyendo la temperatura de transicion vitrea (T;) del sistema.

Es necesario entonces hacer hincapié en el concepto de transicidon vitrea teniendo en
cuenta que la estructura de un material esta definida por el estado fisico de sus principales
constituyentes, asi como también por el tipo de procesamiento y almacenamiento al que fue
sometido. El conocimiento de las temperaturas de transicion y su dependencia con la
composiciéon son factores importantes en el control de los procesos de elaboracién,
almacenamiento, y manipulacidon de los materiales (Le Meste y col., 2002). La T, de los
polimeros ha sido objeto de numerosos estudios sobre todo en el caso de los sintéticos.

Un material amorfo se encuentra en un estado de no equilibrio termodinamico o de
equilibrio metaestable, pero puede evolucionar con el tiempo hacia un estado de equilibrio
(Slade y Levine, 1993). Estos materiales exhiben una T, a partir de la cual el polimero
experimenta un marcado cambio en sus propiedades. Por debajo de la T, (estado vitreo), los
polimeros amorfos presentan propiedades como rigidez y fragilidad; por encima de la T, se
comportan como gomosos o elastomeros. Si bien es sabido, es necesario resaltar que la T,
no ocurre a una temperatura determinada, sino que tiene lugar en un cierto intervalo de
temperaturas.

La T; es un parametro relacionado con los cambios estructurales de los materiales y

resulta muy afectada por la presencia, tipo y concentracion del plastificante. En los
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materiales hidrofilicos también la absorcion de moléculas de agua provoca una disminucion
de la Tg por tratarse de un plastificante natural de la matriz. El agua, al ser una molécula
pequefa, es un plastificante efectivo; su presencia y sus interacciones con otros
componentes son factores importantes a tener en cuenta en la estabilidad de las peliculas a
base de hidrocoloides. Otras moléculas pequefias como el glicerol, un plastificante de grado
alimentario, también pueden producir plastificacion ya que interactia con las moléculas que
constituyen la fase amorfa del material produciendo un efecto similar al del agua (Fennema,

1996).

En el presente trabajo se utilizé glicerol como agente plastificante debido a su
probada efectividad con matrices a base de polisacaridos y proteinas. Otras razones que
justificaron su utilizacion fueron su alto punto de ebullicidn y los resultados reportados por
diversos autores destacando su capacidad para formar fuertes uniones puente de hidrégeno
con las cadenas poliméricas, garantizando su compatibilidad y permanencia en la matriz de
quitosano (Aider 2010; Domjan y col., 2009; Park y col., 2001; Quijada-Garrido y col., 2007
Suyatma y col., 2005; Ziaini y col., 2008).

Los objetivos de este Capitulo fueron:

’0

% Explorar la capacidad del quitosano para la formacién de peliculas biodegradables.
¢ Estudiar el efecto plastificante del glicerol, analizando los cambios producidos en las
propiedades mecadnicas, térmicas, y de barrera de los materiales obtenidos,

evaluando su efecto sobre las propiedades estructurales.

L)

» Analizar el efecto plastificante del agua en la matriz para las muestras equilibradas a

diferentes humedades relativas, evaluando sus propiedades de sorcion.

2.2 MATERIALES
Quitosano (SIGMA, EEUU) con un grado de desacetilacion del 75% (Q75) se empled
para el desarrollo del trabajo experimental. Ademas se utilizé acido acético (Parafarm,

Argentina) y glicerol grado analitico (J.T. Baker, México) como agente plastificante.
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2.3 METODOLOGIA
2.3.1 Preparacion de las soluciones filmogénicas

Las soluciones de quitosano (Q75) al 1,5% (p/p) se prepararon de acuerdo el
protocolo descripto por Garcia y col. (2004) por solubilizacién en acido acético al 1,5% (v/v).
Las soluciones se agitaron durante 24 horas y posteriormente se filtraron para eliminar los
solidos insolubles.

Se evaluaron diferentes concentraciones de glicerol como agente plastificante (P) cuya
concentracién varié en el rango comprendido entre 0,25 y 1 g glicerol/ 100 g solucién

filmogénica (0,25-1% p/p).

2.3.2 Caracterizacion reolégica de las soluciones de quitosano
Las propiedades reoldgicas de un fluido se definen a partir de la relaciéon existente
entre la aplicacion de un sistema de fuerzas externas, representadas matematicamente

mediante el esfuerzo de corte o de cizalladura “t” y su respuesta dinamica cuantificada

mediante la velocidad de deformacién”¥” Con el fin de establecer las propiedades fisicas, y

describir el comportamiento de flujo de las soluciones se usé un redmetro Haake RheoStress
600 (Alemania) con un sistema sensor plato-plato de superficies rugosas, con una distancia
entre platos de 1Imm.

A partir de los ensayos rotacionales se obtuvieron las curvas de flujo de esfuerzo de
corte en funcion de la velocidad de deformacion. El comportamiento reolodgico se ajusté

matematicamente utilizando el modelo de Ostwald de Waele,

ny

T=k, ¥y Ec. 2.1

donde,

ky es el indice de consistencia y ny el indice de comportamiento de flujo. La viscosidad
aparente fue determinada a una velocidad de deformacion de 500 s™*. Las determinaciones
se realizaron por triplicado a 25°C, temperatura controlada mediante un bafo termostatico

externo.
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2.3.3 Preparacion de las peliculas

Las peliculas se obtuvieron mediante la técnica de “casting” o por moldeo de las
soluciones filmogénicas en placas de acrilico de 9 cm de didametro. Con el fin de garantizar
variaciones minimas en el espesor se mantuvo una relacién de moldeo de 0,35ml cm™. Las
muestras se secaron en estufa a 37°C durante 36hs; posteriormente las peliculas se
removieron cuidadosamente de las placas y se acondicionaron a 20°C y 65% de humedad

relativa (HR) durante 30 dias.

2.3.4 Propiedades fisicoquimicas de las peliculas de quitosano
2.3.4.1 Espesor de las peliculas

Las medidas de los espesores de las muestras se realizaron utilizando un medidor
electréonico CheckLine 900 (EEUU) para materiales no conductores y sustratos no ferrosos.

Los valores informados fueron el promedio de al menos 10 medidas.

2.3.4.2 Contenido de humedad

La pérdida de peso de las peliculas se determiné midiendo el peso a tiempo inicial y
luego de ser secadas en estufa a 105°C hasta peso constante. Las muestras se analizaron por
triplicado, y los resultados obtenidos fueron expresados en porcentaje (g agua/100 g

pelicula).

2.3.5 Permeabilidad al vapor de agua

La permeabilidad constituye una propiedad importante a tener en cuenta en la
seleccion de un material de empaque para estimar la vida util de un producto o controlar la
atmosfera con la que el alimento esta en contacto. La permeacion, absorcién y difusién son
fendmenos tipicos de transferencia de masa. En este contexto, la permeabilidad es definida
como la capacidad de transporte de una sustancia permeante por unidad de tiempo, areay
fuerza impulsora. Cuando la fuerza impulsora es una diferencia de concentraciones o
presiones parciales, el transporte de masa se debe a la difusidn.

La permeabilidad al vapor de agua (PVA) se determind de acuerdo una modificacion

de la norma ASTM E96 (Mali y col., 2002). El método permite determinar el flujo por unidad
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de drea o la velocidad de transmisidn de vapor de agua (VTVA). Previo al ensayo las muestras
se almacenaron durante 48 hs a 75% de HR. Para realizar las determinaciones, las peliculas
se colocaron en celdas de acrilico (Figura 2.1), las que se dispusieron en contenedores
herméticos. El gradiente de 75% de HR a través de las peliculas se obtuvo colocando silica gel
anhidra en la celda (0% HR) y una solucién saturada de NaCl en el contenedor (75% HR). La
diferencia de presion parcial de vapor de agua existente a ambos lados del film proporciona
la fuerza impulsora para el flujo de vapor a través de la pelicula. Este gradiente corresponde
a 1753,55 Pa, expresado como presidn parcial de vapor de agua a 20°C. Se registré el cambio
en el peso de la celda en una balanza analitica con una precision de 0,0001g. Las celdas se
retiraron de los contenedores a intervalos de tiempo (At) establecidos para registrar la
variacion del peso (Ap), que es una medida de la cantidad de humedad que fue transferida
por unidad de area a través de la pelicula. A partir de los ensayos se graficé la ganancia en
peso de la celda en funcidn del tiempo. Los datos se regresionaron linealmente y se calculé

la permeabilidad al vapor de agua (PVA, g s* m* Pa') considerando el espesor de las

peliculas y la diferencia de presidn parcial de vapor de agua antes mencionada.

Figura 2.1 Fotografia de la celda de permeabilidad utilizada para evaluar las propiedades de
barrera al vapor de agua.

2.3.6 Propiedades microestructurales
En la ciencia de polimeros generalmente el término morfologia se refiere a la
organizacion superficial y el término estructura a los detalles de la disposicién atémica y

molecular. El microscopio electronico de barrido, permite estudiar la microestructura de las
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peliculas y sistemas desarrollados, formando la imagen con los electrones secundarios que
se generan en la interaccion de la radiacidn electrénica con una capa superficial y fina de la
muestra mediante un proceso de rastreo (Figura 2.2).

Los estudios de la morfologia de las peliculas se realizaron por microscopia
electronica de barrido con un SEM FEI QUANTA 200. La ventaja de este equipo es que no
requiere el metalizado previo de las muestras. Las peliculas se montaron sobre
portamuestras de bronce en forma vertical usando cinta bifaz de carbono. Las observaciones

se efectuaron usando los siguientes aumentos: 200, 500, 1000 y 2000x.

Hazx de

electrones Canon de

electrone s

Asiodo

Lentes
condensadoras

wde TV
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electiunes
secundmios

Muectra

Figura 2.2 Esquema representativo de un microscopio electronico de barrido.

2.3.7 Calorimetria diferencial de barrido modulada

La calorimetria diferencial de barrido modulada (MDSC), a diferencia de los
analizadores térmicos convencionales, proporciona mayor sensibilidad para detectar las
transiciones que experimenta un material sometido a un programa de calentamiento o

enfriamiento. La técnica utiliza dos velocidades de calentamiento simultaneas, una lineal
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que brinda informacién similar al DSC convencional, y otra 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. Una de las ventajas de la técnica
de MDSC es que permite obtener una mayor resolucion 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.

Una transicion de segundo orden como la transicidn vitrea constituye un evento
reversible y se determina como la temperatura en el punto medio de inflexidn de la linea de
base de la sefial del flujo de calor reversible.

En el estudio de polimeros es conveniente identificar y en ocasiones eliminar la
historia térmica del material para poder medir correctamente sus propiedades, o identificar
en los termogramas otras transiciones. Esto se puede lograr sometiendo al material a un
primer calentamiento y a continuacion a un enfriamiento a una velocidad adecuada.

Para evaluar el efecto del glicerol sobre la matriz de quitosano se prepararon
peliculas de Q con distintas concentraciones del plastificante. Para todas las peliculas
ensayadas se realizd un primer calentamiento a una velocidad de 10°C min™; para la
modulacion de la sefial el periodo utilizado fue de 60 s con una amplitud de 0,5°C. Una vez
completado el primer barrido, se procedié al enfriamiento de la muestra a la misma
velocidad hasta alcanzar una temperatura de -100°C donde se programé una isoterma
durante 5 minutos para permitir la estabilizacion del material. Posteriormente se registraron
dos corridas sucesivas: una segunda corrida realizada en el rango de temperaturas de -100°C
hasta 200°C, y posterior enfriamiento hasta -100°C, y finalmente una tercera corrida desde -

100°C hasta 350°C para poder determinar la temperatura de descomposicion del polimero.

2.3.8 Propiedades mecanicas

Los ensayos de esfuerzo-deformacion son habituales en la caracterizacion del
comportamiento mecanico de los materiales y permiten evaluar la capacidad del material
para soportar cargas y deformarse cuando son sometidos a tension. Normalmente, los
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ensayos de esfuerzo-deformacion a velocidad constante se utilizan en la comparacion de
productos similares o en la evaluacién del efecto producido por una modificacion de la
formulacién del material. La geometria de la muestra, la temperatura y la velocidad de
deformacidn son factores que deben ser controlados para obtener resultados reproducibles.

Las propiedades de los materiales pueden ser concebidas como una interpolacién
entre dos extremos ideales o tedricos. Estos limites son el comportamiento elastico y el
viscoso. En las curvas de tension-deformacion obtenidas para materiales con respuesta
eldstica ambas variables se correlacionan linealmente y una vez que la tensidon deja de
aplicarse, la deformacién desaparece totalmente siguiendo la ley de Hooke. Mientras que en
los materiales con comportamiento newtoniano una vez que cesa la tensién la deformacién

del material es permanente.

2.3.8.1 Ensayos realizados mediante Analisis Dinamico Mecanico (DMA)
2.3.8.1.1 Ensayo normal oscilatorio

La técnica de andlisis dinamico mecanico, DMA, permite estudiar las propiedades
viscoelasticas de los materiales, difiriendo de los ensayos mecanicos convencionales dado
que estos trabajan fuera del rango de viscoelasticidad lineal, donde la muestra sufre
modificaciones estructurales permanentes. E|l DMA es una de las técnicas de andlisis térmico
utilizada para estudiar la influencia de la estructura molecular sobre las propiedades fisicas
de los polimeros; permite obtener informacion sobre la T; y el entrecruzamiento de los
polimeros. Ademas, se caracteriza por su sensibilidad para detectar cambios en la movilidad
interna molecular, no detectables por otras técnicas de andlisis térmico.

Si bien la Ty se puede estimar a través de MDSC, la técnica de DMA también es
apropiada para el estudio de la transicién vitrea de los polimeros, dado que que permite
analizar las contribuciones de las distintas fases, o componentes del material.

En los ensayos de DMA, |la muestra es sometida a un esfuerzo, en forma de torque,
flexion o tension, de amplitud pequena, que varia sinusoidalmente con el tiempo. Si el
material es perfectamente eldstico, toda la energia mecanica que se le aplique se transforma
en energia potencial que se recupera, mientras que si el material se comporta como un

liquido, la energia se disipa en forma de calor y no se almacena. En un material viscoelastico
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ambos comportamientos estan presentes, y al aplicar un esfuerzo sinusoidal, la deformacion
resultante serd también sinusoidal (si el esfuerzo es suficientemente pequefio como para
que el comportamiento sea lineal) pero estara desfasada respecto del esfuerzo. Este desfase
es consecuencia del tiempo necesario para que ocurra la reorganizacion molecular y se
relaciona con los fendmenos de relajacién. A la temperatura y frecuencia a la que el material
sufre una relajacién, la componente real del moédulo de almacenamiento disminuye
abruptamente y el médulo de pérdida presenta un maximo. La Tan 6, que representa el
desfasaje entre el esfuerzo y la deformacion, también atraviesa un maximo a temperaturas
superiores al modulo de pérdida.

Los ensayos fueron realizados en un equipo de andlisis dindmico-mecanico térmico
Q800 (TA Instruments, New Castle, EEUU) usando pinzas de tensién (Figura 2.3) con un
sistema de enfriamiento con N, liquido. Las peliculas se cortaron con una geometria
rectangular (30 mm de largo, 6 mm de ancho y espesores entre 40 y 50 um). El barrido de
amplitud se realizo a una frecuencia fija de 5 Hz con el objeto de determinar el rango de
viscoelasticidad lineal de la muestra y seleccionar la amplitud de trabajo. Se llevaron a cabo
ensayos de barrido de frecuencias a 1, 3, 5, 10 y 15 Hz dentro del rango de viscoelasticidad
lineal. La temperatura varié entre -90 a 200°C a una velocidad de calentamiento de 5°C
min. Para el ensayo se utilizé un recubrimiento de silicona (SILICOLUB G-20) con la finalidad
de evitar la pérdida de humedad de las muestras. Cug y col. (1997) emplearon silicona en
peliculas a base de proteinas con el mismo fin.

Las curvas del mddulo de almacenamientro (E’), el mddulo de pérdida (E”) y la Tan 6
(E”/E’) en funcion de la temperatura fueron registradas y analizadas utilizando el software
Universal Analisis 2000. Se determinaron las temperaturas de los procesos de relajacion
asociadas a la transicion vitrea del material a través del pico maximo alcanzado en las curvas

de la Tan 6 y del médulo E”, y el punto de inflexidn en la curva del médulo E’
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Figura 2.3 Accesorio de tensién utilizado para los ensayos de DMA.

2.3.8.1.2 Ensayo cuasi-estatico de esfuerzo-deformacion en tension normal uniaxial

Para realizar los ensayos cuasi-estaticos en condicidon de tension uniaxial normal las
peliculas se colocaron y se ajustaron entre las mordazas de tensién (Figura 2.3) del equipo
de DMA equipado con una camara termostatica acoplada, que permitié traccionar las
peliculas en condiciones isotérmicas. Las dimensiones de las muestras utilizadas para el
ensayo fueron 30 mm de largo y 6 mm de ancho; se aplicé una pre-carga de 1y 4 N para las
muestras de peliculas de Q con y sin plastificante, respectivamente. El ensayo se realizd a
temperatura ambiente, programandose una isoterma de 3 min a 25°C y un aumento de
fuerza a una velocidad constante de 0,3 N min’ obteniéndose las curvas de esfuerzo
deformacion hasta la ruptura de ias peliculas o hasta un maximo de 18 N. Con el objetivo de
comparar los distintos materiales, se calculd el médulo elastico, expresado en MPa.

La mayoria de las curvas esfuerzo-deformacion (o-g) estan referidas a esfuerzos
nominales o ingenieriles, es decir, obtenidos como el cociente entre la fuerza aplicada y la
seccion trasversal de la probeta, y no a esfuerzos verdaderos (Gy) que son los calculados a
partir de la seccion de la probeta en un instante. La dificultad experimental que supone el
conocimiento de la seccidn en cada instante ha conducido al desarrollo de diversos métodos
gue proporcionan las curvas esfuerzo-deformacion verdaderas (&,).

La deformacidn puede ser expresada como la deformacién ingenieril o de Cauchy (gc)
o la deformacién verdadera de Hencky (€y).

_L--1L,
LO

£, Ec. 2.2
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Ey=€,=In(l+¢€;) Ec.2.3
El médulo elastico (E) se evalud a través de la pendiente inicial de la curva esfuerzo-

deformacién resultante de aplicar una ecuacién exponencial a las curvas obtenidas

experimentalmente (Del Nobile y col. 20073, b), siendo

o, =E_g,e " Ec. 2.4

donde,

& Y Oy son la deformacidn verdadera y el esfuerzo verdadero, E. es el médulo elastico;
K es una constante considerada como parametro de ajuste. A partir de la Ec. 2.4, la relacién
entre el esfuerzo (oy) y la deformacién verdadera (g,), corresponde al médulo de elastico
siendo ademas afectada por un término exponencial, el cual actia como un factor de
amortiguamiento (Del Nobile y col. 2007a, b). Las muestras se analizaron al menos por

triplicado.

2.3.9 Analisis por FTIR
Los analisis por espectroscopia de infrarrojo se realizaron de acuerdo al método

descripto en el Capitulo 1.

2.3.10 Isoterma de sorcion

Es importante introducir el concepto de actividad acuosa (aw) el cual se desarrolld
para reflejar la intensidad con la cual el agua se asocia con los distintos constituyentes no
acuosos (Fennema, 1996). La isoterma de sorcion representa la relacion que existe entre la
actividad acuosa y el contenido de humedad de la muestra en el equilibrio a temperatura y
presion constantes. La forma de la isoterma de sorcion depende de factores como la
composicién quimica, estado fisicoquimico de los componentes y la estructura fisica del
material. La importancia de las isotermas de sorcidon en la tecnologia de envases radica en
qgue proporcionan informacion tedrica necesaria para predecir el contenido de humedad en
funcion de la temperatura del material en contacto con sistemas alimentarios envasados
bajo diferentes condiciones de humedad relativa. Mas alla de predecir la estabilidad fisico-

quimica o microbioldgica de los alimentos, la isoterma de sorcion es de utilidad (Chirife e
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Iglesias, 1982) para seleccionar un material de empaque segun sus propiedades de barrera

al vapor de agua.

Las isotermas de tipo sigmoidea son caracteristicas de la mayoria de los materiales y
se pueden obtener en dos direcciones: sorcion y desorcién. La isoterma de sorcion se obtiene
al colocar el material previamente seco en atmédsferas de humedad relativa creciente y
midiendo la ganancia en peso debido al agua incorporada por la matriz, mientras que para la
desorcion se coloca el material himedo a las mismas humedades relativas pero en forma
decreciente, y se mide la pérdida de peso del material.

El método comunmente utilizado para determinar las isotermas de sorcidon de agua
es el método estdtico de microclimas.

Para obtener la isoterma de sorcién, se prepararon distintas soluciones salinas
saturadas en un rango de actividades acuosas (a,) de 0,07 a 0,97. En la Tabla 2.1 se detallan
los valores de humedad relativa de cada una de las soluciones utilizadas para el ensayo

(Labuza, 1984).

Tabla 2.1 Humedades relativas caracteristicas de soluciones salinas saturadas a 20°C

Solucién salina HR a
saturada 20°C
Hidroxido de sodio 7,0
Cloruro de litio 11,2
Cloruro de magnesio 33,2
Carbonato de potasio 43,2
Bromuro de sodio 59,1
Cloruro de sodio 75,4
Cloruro de potasio 85,1
Cloruro de bario 90,7
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Las peliculas de quitosano fueron previamente deshidratadas en presencia de
pentdxido de fosforo (P,0s) durante 15 dias controlando sus pesos hasta que los mismos
alcanzaron valores constantes. Luego, las peliculas se dispusieron sobre soportes colocados
en recipientes con atmosferas equilibradas a diferentes humedades relativas con soluciones
salinas saturadas, asegurando que la sorcion de agua ocurriera en toda la superficie. Las
muestras se almacenaron durante 30 dias en una camara a una temperatura controlada de
20°C. En los recipientes con mayores humedades relativas se coloco timol para prevenir el
desarrollo de hongos durante todo el periodo de almacenamiento. Las peliculas se pesaron a
intervalos regulares de tiempo hasta que alcanzaron peso constante. Alcanzado el estado
estacionario se determind el contenido de humedad por el método de la AOAC (1984) y se
midieron las actividades acuosas de las peliculas, en un higrémetro Aqualab (Decagon,

EEUU) a 20°C. Las determinaciones se realizaron por triplicado.

2.3.11 Anadlisis estadistico
Para el analisis estadistico se empled el test de comparacion de medias de Fisher
(LSD) y de analisis de varianza (ANOVA), utilizando el paquete estadistico Systat® (Versién

10). El nivel de significacién usado fue 0,05.

2.4 ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS
2.4.1. Caracterizacion reologica de la soluciones de quitosano

El estudio del comportamiento de flujo de las soluciones filmogénicas permite
determinar las condiciones de procesamiento de los materiales. Asimismo, la caracterizacion
de las peliculas y recubrimientos biodegradables requiere el conocimiento previo de las
propiedades reoldgicas de las soluciones que hacen posible su obtencién. Es necesario traer
a colacion el problema de la concentracién del polimero utilizado para la formulacion de las
soluciones filmogénicas. Si la concentracién y por ende la viscosidad resultan demasiado
altas, la disolucion, el manejo y transporte pueden resultar muy dificiles, o aun imposibles.
Por el contrario, trabajar con soluciones excesivamente diluidas y poco viscosas derivara en
problemas asociados a la incapacidad de formar peliculas o recubrimientos que pudieran
adherirse al material a ser recubierto. Asimismo, el espesor de las peliculas esta

determinado por la viscosidad de la solucién, asi como también la relacion de moldeo. Las
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caracteristicas reolégicas también condicionan el secado y propiedades estructurales del
material como la densidad, presencia de poros y grietas asociados a la dificil eliminacion de
burbujas desde soluciones muy viscosas. COmo es bien sabido es necesario el desarrollo de
una matriz densa y sin defectos para obtener materiales con adecuadas propiedades

mecanicas y de barrera.
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Figura 2.4 Esfuerzo de corte (1) en funcion de la velocidad de corte (¥) de solucién
filmogénica de quitosano (Q75).

Los ensayos rotacionales de las muestras permitieron analizar el comportamiento
reologico de las soluciones filmogénicas de quitosano y sus mezclas con glicerol.

Como se observa en la Figura 2.4 el modelo de Ostwald de Waele (Ec 2.1) ajusté
satisfactoriamente los datos experimentales (r?>0,99). Los parametros de ajuste del modelo
fueron el indice de flujo (ny) y el coeficiente de consistencia (k,), presentados en la Tabla 2.2.
Las soluciones formadoras de pelicula mostraron un comportamiento no-newtoniano del
tipo pseudoplastico (ny <1) ligeramente tixotrépico. La presencia de glicerol no modificé el

perfil reolégico de las soluciones filmogénicas. El plastificante hasta una concentracién de
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0,5% (p/p) no produjo cambios significativos de la viscosidad aparente de la solucion de
quitosano (p>0,05), mientras que para mayores concentraciones los valores de viscosidad

difirieron significativamente (p<0,05) (Tabla 2.2).

Tabla 2.2 Caracterizacion reoldgica de las soluciones de quitosano con agregado de glicerol
como agente plastificante

Parametros del modelo de ajuste Ostwald

Concentracion de de Waele y coeficiente de correlacién’ Viscosidad
plastificante Indice de Indice de aparente
% (p/p) consistencia comportamiento 2 a 500 5™ (mPa.s)
(k) de flujo (ny)
0° 3,00 (0,14)° 0,607 (0,0004)° 0,999 256,06 (12,79)°
0,25 3,19 (0,10)° 0,602 (0,001)* 0,998 262,96 (9,84)°
0,5 3,19 (0,08)> 0,605 (0,0005)° 0,999 255,57 (11,12)°
0,75 3,26 (0,19)° 0,605 (0,001)° 0,998 274,41 (13,85)°
1,0 2,81 (0,14) 0,600 (0,0007)° 0,999 279,96 (12,29)°

Los valores informados corresponden a la rampa ascendente de la curva de comportamiento de fiujo. Los
valores entre paréntesis corresponden a la desviacion estandar. Letras diferentes dentro de una misma
columna indican diferencias significativas entre las muestras (p<0,05).

2.4.2 Propiedades de las peliculas de quitosano
2.4.2.1 Caracteristicas macroscopicas

A partir de las soluciones filmogénicas fue posible obtener peliculas transparentes y
de apariencia uniforme, las que se removieron facilmente de las placas de moldeo (Figura
2.5). El espesor promedio de las peliculas vario entre 42,5 y 58,9 um para las peliculas
control de Q y para las muestras con la mayor concentracion de glicerol, respectivamente; el
efecto del plastificante en el espesor promedio de las peliculas se observa en la Tabla 2.3. El
glicerol usado como agente plastificante no fue liberado de la matriz independientemente

de la concentracion utilizada, indicando una buena miscibilidad entre los componentes.
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Figura 2.5 Fotografia de la pelicula de quitosano

2.4.2.2 Propiedades microestructurales

Resulta interesante también examinar la matriz desde el punto de vista de la
microestructura. La técnica de SEM se utilizd para visualizar las secciones trasversales y la
topografia de la superficie de las peliculas de Q. El analisis microestructural indicé que la
superficie de las muestras fue lisa y uniforme, no presentd ningun tipo de grietas, poros e
imperfecciones. En las micrografias QP con una concentracién del 0,5% (Figura 2.6) también
se observa que el glicerol es compatible con la matriz de Q, encontrandose incluido en la
misma. Asimismo, no se encontraron cambios estructurales asociados a la migracion del

plastificante corroborando las observaciones visuales ya mencionadas.
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Figura 2.6 Micrografias obtenidas por SEM de secciones transversales y superficies de
peliculas de Q y QP. El aumento utilizado se muestra en las micrografias.

2.4.2.3 Permeabilidad al vapor de agua (PVA)

Las peliculas de quitosano presentaron una permeabilidad al vapor de agua de 1,08.
10" g m? s Pal Este valor resulté menor que los informados para otras peliculas
biodegradables como las de proteina de soja y de zeina (Lacroix y Cooksey, 2005), las de
almidén de maiz (Lépez y col., 2008) y las de mandioca reforzadas con nanocristales (Garcia
y col., 2011), siendo sin embargo mayor que los valores de las peliculas de metilcelulosa
(Pinotti y col., 2007) y de kefiran (Piermaria y col., 2011). En comparacion con los materiales

sintéticos, las peliculas de quitosano fueron menos eficientes como barreras al vapor de
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agua. En el caso del LDPE, un polimero ampliamente utilizado en el envasado de alimentos,
la PVA es de 7,2.10 2 g m™? s Pa™ (Lacroix y Cooksey, 2005).

En la Figura 2.7 se observa el efecto del agregado de plastificante sobre las
propiedades de barrera. La PVA de las peliculas plastificadas de Q aumentd
significativamente (p<0,05) para las formulaciones con concentraciones de glicerol mayores
al 0,25%. Arvanitoyannis y col. (1998) encontraron una tendencia similar y atribuyeron el
aumento en la permeabilidad al efecto plastificante del glicerol, el cual tiende a reducir la
densidad de empaque de las cadenas poliméricas, aumentando el volumen libre de la matriz
y favoreciendo la permeacién. Por otra parte, Cerqueira y col. (2012) y Clasen y col. (2006)
estudiaron el efecto plastificante del glicerol en matrices de quitosano y observaron

similares resultados.
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Figura 2.7 Permeabilidad al vapor de agua de peliculas de quitosano con diferentes
concentraciones de plastificante. Letras distintas indican diferencias significativas entre las
muestras (p<0,05).
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2.4.2.4 Propiedades mecdnicas

La Figura 2.8 muestra las curvas de esfuerzo (o,) en funcion de la deformacion
relativa (g,) obtenidas por DMA. Las peliculas de quitosano presentaron un comportamiento
tipico de materiales rigidos. Con el agregado de 0,25% y de 0,5% de glicerol se observé que
la matriz conservo las caracteristicas propias de un material ductil, con mayores valores de

deformacidn relativa, siendo los cambios mas evidentes para concentraciones superiores al

0,5%.
60
Modelo % (p/p) E.(MPa)
Glicerol
A Qo -0 2188,24°
50 ® 0,25 1513,19°
® 05 657,43¢
® 0,75 63,43°
2 40 + ® 7,39°
&
2
> 30
©

0,0 0,1 0,2 0,3 0.4

Figura 2.8 Curvas de esfuerzo (6,) en funcién de la deformacion relativa (g,) para peliculas
de Q con vy sin glicerol. Los puntos corresponden a los datos experimentales y las lineas al
modelo matematico.

Se observa en la Figura 2.8 un notable cambio en el perfil mecanico a partir de una
concentracion del 0,75%, ya que se obtuvieron materiales mas flexibles con mayores valores
de &,, en correspondencia con las concentraciones mas altas de glicerol. A partir de la Ec. 2.4
se pudieron estimar los parametros que permitieron caracterizar la zona elastica de las

curvas; la Tabla inserta en la Figura 2.8 muestra los valores de E; estimados. Las peliculas de
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Q presentaron los mayores valores de E, propios de la mayor resistencia del material,
mientras que en el caso de las peliculas plastificadas los valores disminuyeron con el
aumento de la concentracion de glicerol (Figura 2.8, Tabla inserta), resultando mas
evidentes los cambios a mayores concentraciones de plastificante. En comparacion con otros
materiales biodegradables los valores calculados de E. para las peliculas de quitosano
resultaron mayores que los obtenidos para matrices a base de gelano (Ledn y col., 2009),
medidos en las mismas condiciones y equipamiento que el utilizado en el presente trabajo.

A partir de los resultados obtenidos de propiedades mecanicas asi como de la
capacidad de barrera al vapor de agua de las peliculas de Q con adicién de plastificante, se
selecciond la concentracion del 0,5% de glicerol para los ensayos posteriores que involucren

a peliculas plastificadas.

2.4.2.5 Analisis térmico por MDSC

Las Figuras 2.9 y 2.11 muestran los termogramas correspondientes a la 3° corrida de
las muestras obtenidos por MDSC para peliculas de quitosano con distintas concentraciones
de glicerol. En el primer barrido de la muestra sélo se evidencié un evento endotérmico
durante el calentamiento asociado a la eliminacién de agua ligada a través de uniones
puente de hidrégeno.

En el inserto de la Figura 2.9 se puede visualizar la temperatura de transicion vitrea
del quitosano en su estado solido a 136,8°C, mientras que la T, de la pelicula de Q se localiz6
a 96°C (Figura 2.9). La T, ha sido estudiada por varios autores, quienes establecieron un
amplio rango de temperaturas en el cual se podia detectar esta transicion. A modo de
ejemplo, Sakurai y col. (2000) informaron un valor de 203°C determinado por DSC y anilisis
térmico dinamico mecanico (DMTA) en tanto Dong y col. {2004) hallaron un valor mas bajo,
alrededor de 140°C utilizando diferentes técnicas para su determinacién como DSC, Dl(/lTA,
espectroscopia estimulada térmicamente y dilatometria. Por otro lado, Fernandez Cervera y
col. (2004) establecieron la temperatura de transicidon vitrea del quitosano por DSC en el
rango de 130-139°C, mientras que Cheung y col. (2002) la hallaron a alrededor de 103°C. Las

discrepancias entre los diversos autores se deben fundamentalmente a que el quitosano es

un polimero natural con propiedades que dependen en gran medida de la fuente y/o
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método de extraccion, el peso molecular, el grado de desacetilacién y la cristalinidad, que

influyen significativamente en la ubicacion de esta transicion (Neto y col. 2005).

Capacidad Calorifca (J/g °C)
N
Flujo de calor reversible (W/g)

0 | i 1 1 L _0’5
0 50 100 150 200

Temperatura (°C)

Figura 2.9 Termograma de peliculas de quitosano. En las curvas se sefialan los cambios en la
linea de base registrado en las sefiales de flujo de calor reversible &—— y capacidad calorifica
) de la muestra. En el inserto se muestra el termograma correspondiente al quitosano en
estado sélido (polvo).

Por otro lado, en la Figura 2.10 se muestra el analisis térmico del glicerol puro,
evidencidndose claramente una transicion de segundo orden a una temperatura de -85,6°C
lo que concuerda con la T, informada por diferentes autores (Masciovecchio y col., 1998;

Quijada-Garrido y col., 2007; Reinsberg y col., 2001).
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Figura 2.10 Termograma obtenido para una muestra de glicerol, en el mismo se indica la
temperatura de transicion vitrea.

Asimismo, la incorporacion de glicerol modifico las propiedades térmicas de las
matrices ya que causé una pronunciada disminucién en la T; para concentraciones
superiores al 0,5% como puede observarse en la Figura 2.11. Es importante remarcar que el
agregado de plastificante afecta la Tg, y por ende la estructura de la pelicula alterando los
espacios de las secciones cristalinas (Donhowe y Fennema, 1993).

Contrariamente a lo esperado el agregado de concentraciones de 0,25% no produjo
un corrimiento de la T, del material. No obstante estos resultados se correlacionaron con los
hallados para PVA y las propiedades mecanicas analizadas, dado que las mismas no
evidenciaron cambios significativos para esa concentracion ensayada. En el mismo sentido,
Liu y col. (2006) informaron que la adicion de pequefias cantidades de plastificante no tuvo

un efecto significativo sobre la T en sistemas de poli(vinilpirrolidona) con sacarosa.
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Figura 2.11 Termogramas de peliculas de quitosano con diferentes concentraciones de
glicerol. En el grafico se indica el cambio en la linea de base registrado en la seiial de flujo de
calor reversible.

El contenido de humedad de las peliculas a base de Q aumenté significativamente
(p<0,05) con la concentracion de glicerol (Tabla 2.3), debido a su naturaleza hidrofilica que le
permite interactuar y retener moléculas de agua a través de enlaces de hidrogeno. Domjan y
col. (2009) estudiaron la influencia del glicerol en peliculas de quitosano y sefialaron la
ocurrencia de distintos tipos de plastificacion (externa o interna) de acuerdo a las uniones
establecidas con el polimero. Asimismo, Suyatma y col. (2005) trabajando con matrices de

quitosano plastificadas con glicerol observaron el mismo comportamiento.
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Tabla 2.3 Efecto del glicerol sobre el espesor, el contenido de humedad, y las propiedades
térmicas de peliculas de quitosano

Concentracién de Espesor (um) Contenido de humedad T, experimental’
glicerol % (p/p) (g /100 g pelicula)
0 42,5 (1,5)° 17,1 (0,80)° 96,0 (3,32)°
0,25 45,9 (1,6)° 22,58 (0,57)° 93,6 (2,73)°
0,5 50,7 (1,7)° 37,67 (1,06)° 60,7 (2,9)°
0,75 54,2 (1,6)° 41,49 (1,43)° 42,6 (2,4)°
1,0 59,2 (2,7)° 46,77 (1,15)° 20,8 (0,1)°

*
Valores de T, obtenidos por MDSC. Los valores entre paréntesis corresponden a la desviacién estandar. Letras
diferentes en una misma columna indican a diferencias significativas entre las muestras (p<0,05).

Varios modelos experimentales se han utilizado para predecir la Tg; para sistemas
binarios la ecuacidon de Gordon-Taylor ha sido ampliamente empleada (Ec.2.5). Esta Ec. se

puede aplicar a mezclas de polimeros con diluyentes.

ngXng‘+ng2Tg2 Ec. 2.5
X, +k, X,
donde,
Te1 Y T2 son la temperatura de transicion vitrea de los componentes puros; en este caso del
quitosano y del agua, X, y X; representan la fraccion en masa de los componentes en la fase
amorfa, los subindices 1 y 2 se refieren al solido y al agua, respectivamente, y k; es la
constante caracteristica del modelo que se determina mediante ajuste. Este parametro
representa la fuerza de la interaccidn entre los dos componentes del sistema, y por lo tanto
el efecto del plastificante (Buera y col., 1992).
De acuerdo con Couchman y Karasz (1978), la teoria termodinamica de la
temperatura de transicion vitrea de las mezclas relaciona los cambios de la capacidad

calorifica de los componentes con las T, de los componentes puros. La ecuacidn derivada de

75



CAPITULO 2

Estudio y caracterizacion de peliculas de quitosano

las consideraciones termodinamicas es similar a la ecuacion de Gordon y Taylor pero con un

valor de k; obtenido a partir de la Ec. 2.6.

AC
— L Ec. 2.6
¢ AC,

k

La prediccion de la plastificacion del agua mediante la ecuacién de Couchman vy
Karasz requiere que los cambios de las capacidades calorificas asociados a las T, de ambos
componentes sean conocidos. La ecuacién propuesta puede escribirse conbinando la Ec. 2.5,

y Ec. 2.6, donde los subindices 1y 2 se refieren al sélido y al agua, respectivamente.

r _XAC,T, +X,AC, T, s
£ X,AC, +X,AC,,

Por otro lado, Kalichevsky y Blanshard (1993) modificaron la Ec. 2.7 y extendieron su
uso para predecir la T, en mezclas ternarias. La ecuacion modificada utiliza las fracciones en
peso, las T, y los ACp de los componentes puros a los que se refieren los subindices 1, 2y 3
(Ec. 2.8).

Debido a que las peliculas de quitosano plastificadas constituyen un sistema ternario,
se considerd que el uso de la modificaciéon propuesta por Couchman y Karasz era el modelo
mas apropiado para estimar la temperatura de transicidon vitrea de estas peliculas. La

ecuacion utilizada fue la siguiente:

X,AC,T, +X,AC,,T,, + X,AC,,T,, e 23
X,AC, + X,AC,, + X;AC,,, o

T, (mezcla) =

donde,

la expresidn XAC,T, involucra a las propiedades del agua las del quitosano vy la

XZAszTg2

expresion XAC T las correspondientes al glicerol, X representa la fracciéon en peso de
3 Py g3

cada componente del sistema ternario, AC, es el cambio en la capacidad calorifica, siendo
AC;; la correspondiente al agua (1,94 ) glech, AC,, la del quitosano (0,17 J g °CY)y ACg;la

capacidad calorifica de glicerol (0,91 J g* °C). Los valores de Tg de los componentes puros
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utilizados fueron -135°C para el agua (Ghanbarzadeh y Oromiehi, 2009), 136,7 y -85,6°C,
para el quitosano y el glicerol, los cuales fueron determinados experimentalmente.

El modelo propuesto para estimar la Tg a partir de la Ec.2.8 no permitié un buen
ajuste de los datos experimentales para este tipo de matrices (Figura 2.11 y Tabla 2.3). Liuy
col. (2006) analizaron distintos sistemas y manifestaron que en algunos casos los valores de
Tg predichos tedricamente por las Ec. ya mencionadas no se correlacionan con los resultados
experimentales. La principal razén es que las Ec. asumen la idealidad de las mezclas, por lo
tanto los voliumenes libres son aditivos y que no hay interacciones entre los componentes
durante el mezclado. A pesar de que la adicidn de plastificantes aumenta el volumen libre
disponible para la movilidad molecular del polimero, la presencia de grupos hidrofilicos que
inducen la formacién de puentes de hidrégeno llevan a valores de T, mayores que los
predichos. En otros casos, las ramificaciones de los poliscaridos pueden actuar como
plastificantes internos, induciendo una disminucién en la T, comparado con las cadenas

lineales.

2.4.2.6 Andlisis Dindmico Mecanico

El DMA se empled para analizar el comportamiento mecdanico y los mecanismos de
relajacion del quitosano y sus mezclas con glicerol, con el fin de corroborar la informacion
obtenida a partir de estos ensayos con las observadas por MDSC.

El rango de viscoelasticidad lineal de las peliculas de Q se extendio hasta 15 um para
todas las formulaciones estudiadas, por lo que los ensayos de barridos de frecuencia en
funcion de la temperatura se realizaron a una amplitud constante de 7 um.

Como se observa en el espectro dindmico-mecdanico del quitosano (Figura 2.12), con
el aumento de la frecuencia se incrementa la temperatura de las relajaciones del material, es
decir sufren un corrimiento ya que las cadenas del polimero necesitan mas energia para
responder a las tensiones impuestas. A efectos de comparar los comportamientos de los
materiales desarrollados se seleccionara una frecuencia fija de analisis utilizada a lo largo del

presente trabajo de Tesis, en este caso de 5Hz.
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Figura 2.12 Espectro dindmico mecanico de peliculas de quitosano, efecto de la variacién de
la frecuencia de deformacidn aplicada al polimero.

La Figura 2.12 muestra la dependencia de los médulos E’, E” y la Tan §, con la
temperatura para las peliculas de quitosano. La asignacidon de los diferentes procesos de
relajacion en estos biopolimeros resulta compleja. En base a la bibliografia consultada el
patron dinamico mecanico de las peliculas de Q evidencio dos relajaciones con el aumento
de la temperatura. A bajas temperaturas la relajacion B y a altas la relajacion o. La relajacion
B se localizo alrededor de -10°C. Varios autores han informado que las peliculas de Q
mostraron un evento asociado a esta relajacion entre -20°C y -10°C, caracteristico del
movimiento local de los segmentos de la cadena polimérica del quitosano (Lazaridou vy
Biliaderis, 2002; Mucha y Pawlak, 2005; Neto y col., 2005). Los autores sefialaron que la
magnitud de la misma es mucho menor que la observada para la relajacién o. Otros
investigadores, como Krumova y col. (2000) y Lazaridou y col. (2003) la consideraron como
un evento asociado a los movimientos de las moléculas de agua en los materiales
hidrofilicos.

De acuerdo con la Figura 2.12 se observo un corrimiento de la relajacién B hacia

temperaturas menores con la concentracion de plastificante. Para una concentracién de 0,5
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% (p/p) presenté un maximo en -20°C, lo que muestra un desplazamiento significativo
respecto del valor hallado para el control de quitosano (-10°C). Este comportamiento se
atribuyé a los movimientos de las cadenas laterales o grupos laterales debidos a la
interaccion del quitosano con las moléculas de glicerol mediante uniones puente de
hidrégeno con los grupos -NH;, -CH,OH, -NH-CO-CHs; (Quijada-Garrido y col., 2007).
Asimismo, Domjan y col. (2009) encontraron que las moléculas de glicerol interaccionan
fuertemente con los grupos acetamida del quitosano, reduciendo su movilidad e impidiendo

las interacciones entre cadenas adyacentes del polimero.
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Figura 2.13 Espectros dinamico mecanico (DMA) de muestras de quitosano con y sin glicerol
en funcion de la temperatura, analizados a una frecuencia fija de ensayo de 5 Hz.
Quijada-Garrido y col. (2007) sefialaron que con el aumento de la concentracién de
glicerol aumenta la cooperatividad y la temperatura asociada a la relajacién B se desplaza
hacia valores cercanos a la T; del plastificante. Zhang y col. (2004) encontraron resultados

similares trabajando con peliculas de proteinas de trigo y polivinilalcohol.
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El segundo pico observado en las curvas de Tan § de los espectros de las peliculas de
Q con y sin glicerol corresponde a la relajacidn a, asociada a la temperatura de transicién
vitrea dinamica (T,). Esta relajacién es independiente de la frecuencia ensayada y refleja la
movilidad de los segmentos de las cadenas largas en los dominios amorfos del polimero
(Lazaridou y Biliaderis, 2002).

La T, de las peliculas formuladas s6lo con Q se localizo a una temperatura de 100°C,
valor similar al hallado mediante MDSC (96°C). En general, se observd una disminucidn de la
T, con el aumento de la concentracion de glicerol. Sin embargo con el agregado de 0,25% no
se produjeron cambios significativos en los espectros obtenidos mientras que con la adicion
de 0,5% de plastificante la T; se desplazé a valores cercano a 80°C (Figura 2.13), con un
notable aumento de la intensidad de la relajaciéon q. Para concentraciones mayores del
plastificante no fue posible determinar la T, por esta técnica, en las condiciones ensayadas,
debido a que los valores de E" cayeron por debajo del limite de sensibilidad del equipo

(Figura 2.13), sin llegar a detectar el maximo en las curvas de Tan 9.

2.4.2.7 Analisis por FTIR

En la Figura 2.14 se muestran los espectros correspondientes al quitosano polvo
(Q75) y a la pelicula obtenida a partir del mismo, conservandose los picos principales, ya
asignados en el Capitulo 1. Las diferencias mas notorias entre los espectros se evidencian en
la region comprendida entre 3600-3000 cm™, observandose un ensanchamiento de la banda
atribuido al mayor contenido de humedad presente en las peliculas en comparacion al

espectro de la muestra sélida (polvo) de quitosano.
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Figura 2.14 Espectros de FTIR de peliculas de quitosano (Q75) en estado sédlido y de la
pelicula de Q

La Figura 2.15a y b muestra los espectros de FTIR obtenidos para peliculas de Q con
diferentes concentraciones de plastificante. La banda localizada en la region comprendida
entre 3600 y 3000 cm’en presencia de concentraciones crecientes de glicerol experimentoé
un ensanchamiento como consecuencia de la mayor intensidad de uniones puente de
hidrégeno del polimero con el plastificante y con las moléculas de agua (Tabla 2.3).

Por otra parte, los picos localizados en la regién entre 3000 y 2800 cm*, asociados a
las vibraciones de estiramiento del C-H se tornaron equiparables en intensidad. La banda
ubicada a 1380 cm ' mostré una marcada disminucién con la concentracién creciente de

glicerol.
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Figura 2.15 Espectros de FTIR de: (a) peliculas de quitosano con distintas concentraciones de
glicerol; (b) se muestra magnificada la region comprendida entre 1680-800 cm *.
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En la region 1460-1455 em’! se observé la aparicion de un hombro, atribuido al
estiramiento del grupo CH; que se fue pronunciando con el aumento de la concentracién de
glicerol (Figura 2.15a y b). Whilhem y col. (2003) sefalaron que esta sefial indica que el
plastificante agregado resulté quimicamente enlazado por las cadenas poliméricas. Por otro
lado, se observé una disminucién del rea del pico 1565-1560cm™ asociado a la amida II.
Ademas, el plastificante afectd las bandas localizadas entre 1400-1200 cm’?, debidas a la
deformacion en el plano O-H. Se pudo observar una banda de absorcion amplia alrededor de
3270 cm?, asociada a los grupos oxhidrilo del glicerol acoplada con Ila absorcidn
caracteristica de los alcoholes primarios y secundarios, las cuales ocurren a 1030y 1100 cm’
! respectivamente. Asimismo la regién 1200-900 cm™ experimentd cambios y corrimientos
en las peliculas QP, ya que el espectro del glicerol puro exhibe bandas de gran intensidad en
la regién 1125-1000 cm™ atribuidas a la vibracién CH-OH y 1075-1000 cm™ a la vibracién
CH,-OH. Asimismo, se observd un corrimiento del pico localizado a 930 cm?en las peliculas
de Q, asociado con las vibraciones simétricas de estiramiento del grupo (C-O-C)
evidenciando la presencia de glicerol en la matriz (Cerqueira y col., 2012) (Figura 2.15).

Para simplificar se puede destacar que todos los cambios observados en los espectros
de las peliculas QP se atribuyeron a la mayor asociacion de la matriz con las moléculas de
agua debido al fuerte caracter hidrofilico del glicerol. Con concentraciones crecientes del

plastificante, las bandas del espectro del glicerol comenzaron a evidenciarse en el de Q.

2.4.2.8 Comportamiento de las peliculas de quitosano expuestas a diferentes humedades
relativas.
2.4.2.8.1 Isotermas de sorcion
Los envases o peliculas biodegradables tienen un rol importante en la conservacién
de alimentos, debido a que reducen el intercambio de agua entre el alimento y el medio
ambiente (Coupland y col.,, 2000). El estudio del comportamiento de las peliculas de
quitosano en cuanto a la capacidad de absorcidn de agua o hidrofilicidad se impone frente a
la necesidad de formular materiales que sean menos sensibles a los cambios de humedad.
En la Figura 2.16 se presentan las isotermas de sorcidn obtenidas para peliculas de Q.

Los datos experimentales mostrados corresponden a los que se obtuvieron por medida
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directa de ay, en el equipo Aqualab (método higrométrico) asi como los determinados por el
método gravimétrico. En este ultimo caso, se considera que la a,, de la pelicula puede
estimarse a partir de la humedad relativa de la atmésfera (HR) circundante, asumiendo que

se alcanzo el equilibrio termodinamico:

{pwj % HR
a, =|— | = Ec. 2.9

Pug 100

donde,

pw €s la presién parcial de vapor del agua en la muestra; pwo €s la presion de vapor del agua

pura a la misma temperatura.

Si bien generalmente se asume esta relacion en la mayoria de los trabajos referidos a
isotermas de sorcion de materiales biodegradables (Abugoch y col., 2011; Cho y Rhee, 2002;
Gennadios y Weller, 1994; Mali y col., 2005; Perdomo y col., 2009; Ludwiczak y Mucha,
2010), de acuerdo con Fennema (1996) esta suposicion generalmente no se cumple. Slade y
Levine (1991) senalaron criticamente que la actividad acuosa es un concepto de equilibrio
derivado del potencial quimico de un sistema y que es poco probable alcanzar esa
condicién, por lo que es conveniente medir el contenido de a,, de la muestra en vez de

estimarlo.
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Modelo de GAB

® Método gravimétrico
O Método higrométrico
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Figura 2.16 Isoterma de sorcidn para peliculas de quitosano obtenida a partir de los valores
experimentales y predichos por el modelo de GAB. Los datos experimentales corresponden a
los valores obtenidos a partir de la medicién del a,, por el método higrométrico y los
determinados por el método gravimétrico.

A fines de realizar una interpretacion teédrica de la isoterma de sorcidn de las

peliculas de Q se aplicaron modelos matematicos basados en criterios empiricos y tedricos

que describen la relacion entre el contenido de humedad de equilibrio y la ay. Los datos

experimentales obtenidos por ambos métodos se modelaron matematicamente con los

modelos de isotermas de sorcion presentados en la Tabla 2.4, empleando el programa

SIGMA Plot 10.0, a fin de estimar los valores de los parametros correspondientes y el

coeficiente de correlacién (r’) en cada caso.
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Tabla 2.4 Modelos matematicos utilizados para ajustar los datos experimentales de la
isoterma de sorcion de las peliculas de quitosano

ISOTERMA Modelo Ecuacion Referencias

BET X = Xm C aw/(1-aw)(1-aw+C ay) Ec. 2.10 Brunauery col.

(1938)

GAB X=XnKCauw/(1-Kay)(1-Ka,+CKa,) Ec.2.11  Vander Berg(1981)
Oswin X = by [aw/(1-a4)]™ Ec.2.12 Oswin (1946)
Smith X = by-b; In (1-ay) Ec. 2.13 Smith (1947)

Chirife e Iglesias X = b; [aw/(1-aw)]+b> Ec.2.14 Chirife e Iglesias
(1978)

Nomenclatura utilizada:

X = contenido de humedad expresado en base seca

a,, = actividad acuosa de la muestra

X, = valor de monocapa expresada en base seca (g agua / g muestra seca)

b,, by, C, K = constantes determinadas a través del ajuste del modelo a partir de los resultados experimentales

El primer modelo fue propuesto por Brunauer y col. (1938) y es conocido como el
modelo de BET. Se basa en conceptos fisicos tales como la energia de adsorcidn en sitios de
enlace, asi como el contenido de agua de la monocapa que es definida como la cantidad de
agua capaz de interaccionar con todos los sitios de adsorcion disponibles en un material
deshidratado. Los parametros obtenidos permiten estimar la cantidad de agua de
monocapa, también conocida como agua limite de hidratacién. El modelo de BET sdlo
describe adecuadamente los datos experimentales por debajo de a,= 0,5 (Van der Berg,
1985). Este modelo no fue adecuado para ajustar los datos experimentales de isotermas de
sorcion de peliculas de quitosano.

El modelo de GAB propuesto por Van der Berg (1981), basandose en los trabajos de
Guggenheim (1968), Anderson (1946) y De Boer (1953), es aplicable a la mayoria de los
alimentos en el intervalo de a,, de interés practico, esto es 0,10 y 0,90 (Wolf y col., 1985).
Otras ecuaciones que describen adecuadamente las isotermas de sorcidon de materiales de

envase son las de Chirife e Iglesias (1978), Oswin (1946) y Smith (1947). Los parametros
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calculados y el criterio de ajuste para los modelos semiempiricos propuestos se muestran en

la Tabla 2.5.

Tabla 2.5 Parametros estimados para el ajuste de distintos modelos de la isoterma de
sorcion de peliculas de quitosano.

Modelo Rango de Constantes de ajuste
matematico aw

GAB 0,1-0,9 Xo C K r’

A’ 0,105 2,44E+05 0,90 0,980

B’ 0,108 11,06 0,924 0,991
Smith 0,1-0,9 b b? r

A 0,189 0,084 0,955

B 0,250 0,015 0,978
Oswin 0,1-0,9 b? b’ r?

A 0,416 0,215 0,950

B 0,564 0,185 0,988
Chirife e Iglesias 0,1-0,9 b? b? r2

A 0,049 0,137 0,984

B 0,065 0,116 0,972

[ 3
Parametros obtenidos del ajuste de los datos obtenidos por el método gravimétrico (A) y por el método
higrométrico (B).

Los resultados obtenidos indicaron que el modelo de GAB describié con mayor
exactitud el contenido de humedad obtenido experimentalmente para las peliculas de Q
considerando el valor de r® obtenido (Figura 2.16, Tabla 2.5). Ademas permitié estimar
parametros con sentido fisico como C y K, siendo C una constante relacionada con el calor

de sorcion de la primera capa y K una constante relacionada con el calor de sorcion de las
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multicapas (Sablani y col., 2007). Se observé un mejor ajuste cuando se consideraron los
valores de a,, determinados mediante el método higrométrico respecto de los obtenidos por
el método gravimétrico, asimismo se hallaron valores mas adecuados de C, teniendo en
cuenta que este parametro tiene significado fisico. La Figura 2.17 muestra la correlacion
obtenida entre el contenido de humedad de las peliculas de Q y los valores predichos por el

modelo de GAB.

0,7

0,6

0,5

04 r

03

0,2

0,1

Contenido de humedad estimado (g / gm.s)

0 0 1 1 i | 1 | |
0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7

Contenido de humedad experimental (g / g m.s)

Figura 2.17 Contenido de humedad de las peliculas de quitosano determinado
gravimétricamente en funcion del contenido de humedad predicho por el modelo de GAB
(valores expresados en base seca).

2.4.2.8.2 Analisis térmico y espectroscopico
En la Figura 2.18 se presentan los termogramas obtenidos para muestras de peliculas
equilibradas a diferentes humedades relativas. Se observd un evento endotérmico asociado

a la remocidn del agua presente en la matriz (T,).
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Figura 2.18 Termogramas de peliculas de quitosano equilibradas a diferentes humedades
relativas.

Los termogramas mostraron que el area total del pico endotérmico aumento con el
contenido de humedad de las peliculas mientras que la temperatura del pico experimenté
un corrimiento hacia menores valores. La correlacion entre la entalpia y el contenido de
humedad de las peliculas de quitosano se muestra en la Figura 2.19.

Ef contenido de agua presente en la matriz tiene una significativa influencia en las
propiedades fisicas de las peliculas obtenidas a partir de polimeros biodegradables. La matriz
se ve afectada por el nUmero de grupos ionicos disponibles para interactuar en el material,

asi como su naturaleza.
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Figura 2.19 Entalpia total del evento endotérmico obtenida por DSC en funcién del
contenido de humedad de las peliculas de quitosano determinado gravimétricamente
(valores expresados en base seca).

En el caso del quitosano, los sitios mas importante para la unién de las moléculas de
agua son los grupos polares como los oxhidrilos y los grupos amino presentes en el polimero
(Neto y col., 2005). Rueda y col. (1999), realizando investigaciones por espectroscopia de
infrarrojo encontraron que la interaccion del agua con los grupos oxhidrilo es mas fuerte que
con los grupos amino. También informaron que la cantidad relativa de las moléculas de agua
unidas a los dos grupos polares cambia durante el proceso de absorcién. La Figura 2.20
muestra los espectros de IR para peliculas de Q acondicionadas a diferentes HR. Se observéd
que para bajos contenidos de humedad la intensidad de la banda correspondiente a las
vibraciones N-H fue mayor que la de la banda correspondiente a la vibracion del O-H (Neto y
col., 2005).

Los grupos OH-, cuando forman parte de enlaces hidrogeno absorben
aproximadamente a un numero de onda de 3400 cm™. Es necesario remarcar que la

absorcién en la regién 3600-3000 cm™ de las muestras con mayor contenido de humedad
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provocéd una saturacion de dicha banda como puede observarse en el espectro
correspondiente (Figura 2.20).

La zona comprendida entre 1700 y 1500 cm™ corresponde al modo de flexién de las
moléculas de agua presentes en la matriz polimérica (Rueda y Bayer, 1999). Esta banda
presentd un ligero desplazamiento hacia un nimero de onda mayor con el aumento de
humedad de la pelicula. El rango de absorcién varié desde 1640 cm™ para la muestra seca
acondicionada en P,0s hasta un valor aproximado de 1650 cm™ para la pelicula con mayor
contenido de humedad. Como era de esperar, con el aumento del contenido de agua de las
peliculas los cambios se hicieron visibles debido al incremento del area del pico.

Por otro lado las bandas de referencia propias de la matriz de quitosano se
mantuvieron fijas independientemente del contenido de humedad. La asignacion de los
grupos que absorben en las diferentes regiones ya han sido analizados en detalle

previamente en este Capitulo.
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El agua es el plastificante natural de los materiales hidrofilicos. Una de las
comprobaciones de las interacciones de las moléculas de agua con los componentes de la
matriz es a través de los corrimientos experimentados por'la Tg. (Ross, 1995). El modelo de
Gordon y Taylor para mezclas binarias (Ec. 2.5) se utiliz6 para ajustar los valores
experimentales de las T; obtenidos por MDSC de las peliculas de quitosano almacenadas a
diferentes humedades relativas (r2 0,97) (Figura 2.21), obteniéndose un kg de 1,051, la cual
es una constante que da idea de la fuerza de interaccién entre el agua y el polimero, como

ya se menciond.

160

® Tg experimental
140 g g &xp

— Modelo Gordon y

120 Taylor

100

0 L A4 | | | |

0 005 01 015 02 025 03 035 04
X2

Figura 2.21 Valores de T, obtenidos experimentalmente (®) y predichos (=) por el modelo
de Gordon y Taylor en funcion de la fraccion de agua (X;) de acuerdo con la Ec. 2.5.

Una tendencia similar fue descripta por diferentes autores para peliculas a base de
polimeros hidrofilicos (Ross, 1995; Lazaridou y Biliaderis, 2002; Lazaridou y col., 2003; Kristo
y Biliaderis, 2006; Mendieta-Taboada y col., 2008).
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Como conclusién parcial, las peliculas de quitosano presentaron una buena
apariencia e integridad estructural. Asimismo el agregado de glicerol a la matriz disminuyd la
resistencia, aumentando la elasticidad y permeabilidad al vapor de agua de las peliculas, con
una marcada disminucion en la temperatura de transicion vitrea y un aumento del contenido
de humedad con la concentracion de plastificante. El analisis detallado de los espectros de
FTIR sustentaron los cambios ocasionados por la presencia de glicerol en la matriz de
quitosano.

Por otra parte, el estudio de la interaccién del quitosano como matriz hidrofilica con
las moléculas de agua es importante para determinar la estabilidad y posibles aplicaciones
del material. Las isotermas de sorcion obtenidas por el método higrométrico y los valores
hallados de temperaturas de transicion vitrea resultaron complementarios y ayudarian a

predecir la estabilidad de las peliculas de quitosano bajo diferentes condiciones ambientales.
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La gelatina y el quitosano son biopolimeros que poseen buena afinidad y
compatibilidad, es decir, son capaces de producir mezclas miscibles ya que interactian a
nivel molecular permitiendo el desarrollo de peliculas compuestas (Arvanitoyannis y col.,
1998a; Sionkowska y col., 2004). El desarrollo y caracterizacién de estos materiales tienen
gran potencial de aplicacidon en el area farmacolégica, cosmética, médica y en el sector
agroalimentario (Arvanitoyannis y col., 1998a). De acuerdo con Kruif y Tuinier (2001) las
proteinas y los polisacaridos pueden formar interacciones del tipo segregativas en las que
ambos se repelen y por ende son incompatibles, o pueden establecer interacciones
atractivas o asociativas entre los polimeros dando lugar a la formacién de un sistema
estable. El fendmeno que tiene lugar cuando se mezclan dos biopolimeros con carga
opuesta, como la gelatina y el quitosano bajo determinadas condiciones es la formacion de
un coacervato.

Asi, la formulacién de peliculas compuestas de quitosano y gelatina constituye una
alternativa para modificar las propiedades de las matrices de quitosano e impartirles
funcionalidades especificas. Ademads, se ha demostrado que ambos biopolimeros
interactdan a nivel molecular principalmente a través de enlaces idnicos y de hidrégeno
(Taravel y Domard, 1995) afectando las propiedades fisicas de las mezclas y dando lugar a
nuevas aplicaciones para estos biomateriales.

Diversos autores (Arvanitoyannis y col.,, 1998a; Chiono y col., 2008; Gémez-Estaca y
col., 2010; Kolodziejska y col., 2006; Kolodziejska y Piotrowska, 2007; Liu y col., 2012; Pereda
y col., 2011; Sztuka y Kolodziejska, 2008) han llevado a cabo estudios donde evaluaron la
combinacién de ambos biopolimeros para producir peliculas biodegradables, caracterizando
sus propiedades. En el presente trabajo de Tesis se formularon peliculas compuestas de
gelatina y quitosano obtenidos a partir de subproductos de las industrias de la curtiembre y
pesquera, respectivamente. El aprovechamiento de estos recursos naturales renovables
representa una alternativa econdmicamente viable para el desarrollo de envases, confiriendo
valor agregado a estos productos y contribuyendo a la preservacién del medio ambiente, ya sea
por la reutilizacion de desechos o por la formulacién de materiales biodegradables.

En este contexto, el Capitulo se organizé en dos partes, una primera en la que se

estudiaron las peliculas de gelatina utilizada en los ensayos posteriores, y una segunda etapa
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en la que se desarrollaron diferentes materiales: sistemas compuestos, bicapa y laminados
como estrategias innovadoras para mejorar las propiedades mecanicas y fundamentalmente

las propiedades de barrera al vapor de agua.

PARTE I. PELICULAS DE GELATINA: OBTENCION Y CARACTERIZACION
3.1 INTRODUCCION

El colageno es la fibra mas abundante del tejido conectivo. La estructura basica del
coldgeno, la cual se denomina tropocolageno, es una proteina fibrosa de peso molecular
inferior a 300.000 Da. Cada molécula de tropocolageno esta compuesta de tres cadenas
polipeptidicas entrelazadas. Cada uno de estos polipéptidos se denomina cadena a y posee
un peso molecular de 90.000 Da, aproximadamente. Estas cadenas se entrelazan para
formar la triple hélice caracteristica del colageno. Las cadenas o difieren en su secuencia y
en el nimero de aminoacidos. Basandose en estas diferencias, se han encontrado hasta el
momento, 20 tipos distintos de moléculas de colageno.

Cuando los tejidos que contienen colageno se someten a procesos degradativos que,
usualmente, involucran hidrélisis alcalina o acida seguidos de una extraccidon acuosa en
caliente, la estructura fibrosa del colageno se rompe irreversiblemente y se obtiene la
gelatina. Por consiguiente, el proceso de manufactura involucra la destruccion de la
estructura terciaria, secundaria, y en alguna medida también la primaria del colageno nativo
(Ledward, 1986; Ward y Courts, 1977). En efecto, tres tipos predominantes de cadenas se
pueden encontrar después de la degradacion tropocolagénica, la o, compuesta por una sola
cadena peptidica, la B, formada por dos cadenas peptidicas conectadas y la ¥, que resulta del
vinculo entre tres cadenas.

La gelatina se puede extraer del colageno proveniente de diversas fuentes animales
tales como piel de vaca, cerdo o pescado, polvo de hueso y de otros recursos naturales de
menor uso (Ledward, 1986; Ward y Court, 1977). En principio, la composicidn en
aminodacidos de la gelatina obtenida es similar a la del material a partir del cual se obtiene vy,
por lo tanto, la diferencia de especies y de tipos de tejido da origen a materiales distintos.

Las caracteristicas del producto obtenido dependeran del tratamiento al cual fue

sometido el colageno durante el proceso de obtencién. El proceso alcalino que induce la
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remocidn de grupos amida, provee una gelatina Tipo B con una alta densidad de grupos
carboxilos, con un punto isoeléctrico (pl) relativamente bajo, alrededor de 4,8, por lo que a
pH neutro las cadenas estaran cargadas negativamente. Por el contrario, la naturaleza
eléctrica del coldgeno no es sustancialmente modificada mediante el proceso de extraccion
acido y como resultado se obtiene una gelatina Tipo A con un pl relativamente alto, entre 7-
9 (Ward y Courts, 1977).

La gelatina posee propiedades caracteristicas, forma una solucion de elevada
viscosidad en agua y produce un gel cuando esta solucidon se enfria. Asimismo, estas
macromoléculas en solucién se comportan como polianfolitos debido a la composicién de
aminoacidos basicos y acidos (Dobrynin y col., 2004). El estado conformacional de las
cadenas de gelatina es altamente dependiente del medio fisicoquimico en el que se
encuentran disueltas, teniendo en cuenta que estas moléculas se estabilizan mediante
diferentes tipos de fuerzas inter e intra-moleculares, en las que intervienen principalmente
los enlaces del tipo puente de hidrégeno (Bohidar y Jena, 1994; Bohidar, 1998; Herning y
col.,, 1991; Pezron y col., 1991; Tromp y col., 2002). Es un biopolimero con numerosas
aplicaciones, reconocido como GRAS y ampliamente utilizado como ingrediente en la
industria alimentaria, como en la elaboracién de mermeladas debido a su alta capacidad
para ligar agua, o en la fabricacion de helados como agente estabilizante. También es
utilizada por sus propiedades adhesivas, o como agente de compactacion.

Ademas, la industria farmacéutica hace un uso intensivo de la gelatina, empleando
aproximadamente el 10% del total de su produccidn destinada principalmente a la
fabricacidon de capsulas. Asimismo se han desarrollados hidrogeles a partir de gelatina los
que se han empleado como sistemas para la liberacion controlada de drogas. Otras
propiedades fisicas destacables son la adhesividad, gelificacidon, solvatacion y la capacidad
filmogénica.

Justamente, debido a esta ultima propiedad, en los ultimos afios ha crecido la
utilizacion de la gelatina en el campo de los materiales para el desarrollo de envases
biodegradables. Dado que es habitual que las peliculas de biopolimeros desarrollen matrices
rigidas susceptibles a la ruptura durante su manipuleo se incorporan agentes plastificantes

para mejorar sus caracteristicas (Arvanitoyannis y col., 1998b}). Como ya se ha discutido en el
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Capitulo 2, es de esperar que en matrices de gelatina el glicerol produzca un efecto similar
que en las peliculas de quitosano. Mendieta-Taboada y col. (2008), Sothornvit y Krochta
(2001) y Thomazine y col. (2005) sefialaron que el agregado de glicerol reduce las fuerzas
intermoleculares establecidas entre las cadenas polipeptidicas de la gelatina generando una
mayor movilidad de las mismas, acompafiado de una mejora en la flexibilidad de las
peliculas. El glicerol posee buena afinidad por las matrices hidrofilicas y ha sido ampliamente
estudiado como aditivo en la formulacion de peliculas de gelatina (Audic y Chaufer, 2005).
Asimismo, el conocimiento de la microestructura de las peliculas es de gran
importancia para la caracterizacion del material, ya que determina sus propiedades
fisicoquimicas, de barrera y mecanicas, las que dependen fundamentalmente del estado del
polimero. Por otra parte, como ya se ha explicado la temperatura de transicion vitrea (Tg) es
un parametro critico para seleccionar las condiciones de procesamiento y almacenamiento
de las peliculas y definir sus posibles aplicaciones industriales (Langmaier y col., 2008;

Mendieta-Taboada y col., 2008).

Los objetivos planteados para esta primera parte del Capitulo fueron:
¢ Caracterizar la gelatina utilizada.

> Desarrollar peliculas de gelatina con diferentes concentraciones de glicerol vy
caracterizar las peliculas desarrolladas.

¢ Establecer una correlacién entre las propiedades microestructurales y las
propiedades de barrera, térmicas y mecdnicas de las peliculas de gelatina como

etapa preliminar a la formulacion de las peliculas compuestas de gelatina y

quitosano.

3.1.1 MATERIALES

Se empled gelatina Tipo B de origen bovino suministrado por Gelico (Belo Horizonte,
Brazil), disponible en forma de polvo granulado.

Como agente plastificante se utilizé glicerol grado analitico, J.T. Baker (Xalostoc,

México).
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3.1.2 METODOS
3.1.2.1 Caracterizacidon de la gelatina de origen bovino
3.1.2.1.1 Determinacion del contenido de humedad y cenizas

Las determinaciones se realizaron mediante los métodos descriptos en el Capitulo 1y

3.1.2.1.2 Determinacion del contenido de proteinas

Para determinar el contenido de proteinas de la muestra de gelatina se utilizé el
método de Kjeldahl-Arnold-Gunning de acuerdo con el protocolo propuesto por la AOAC
(1999). Se pesaron aproximadamente 0,5 g de de gelatina y se procedid a la digestion de la
muestra. A partir del valor del contenido de nitrégeno obtenido, se puedo calcular el
contenido de proteinas de la gelatina utilizando el factor de conversién 5,5 g proteina/g
nitrégeno, especifico para esta proteina (AOAC, 1984). Las muestras se analizaron por

duplicado.

3.1.2.1.3 Determinacion de la fuerza del gel

Una de las técnicas normalizadas mas utilizadas a nivel industrial para estandarizar
muestras de gelatina es la determinacion de la fuerza de gel o ensayo de “Bloom” Este
ensayo de laboratorio, consiste en medir la fuerza necesaria (’g) para producir una
compresion de 4 mm de profundidad en un gel de 4 cm de didmetro y 4,5 cm de alto.

La fuerza del gel de la gelatina utilizada se determind de acuerdo con el método
descripto por Avena-Bustillos y col. (2006) con algunas modificaciones. Para el ensayo se
prepararon soluciones de gelatina al 6,67% (p/p) por solubilizacion en agua destilada a 60°C.
A partir de las soluciones se obtuvieron geles manteniendo los contenedores a 10°C durante
18 hs. La fuerza del gel de gelatina se midié a 10°C usando un texturometro TA.XT2i — Stable
Micro Systems (Surrey, Inglaterra) equipado con un punzén SMS P/0-5R de 12,5 mm de

didmetro.
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3.1.2.2 Preparacion de peliculas

Las peliculas se prepararon a partir de soluciones de gelatina de origen bovino tipo B
(G) por solubilizacion en agua destilada a 60°C. En un ensayo preliminar se evaluaron
distintas concentraciones del biopolimero (5, 7,5 y 10% p/v), a fin de seleccionar la
concentracion mas adecuada para los ensayos posteriores. Para la seleccidn se tuvieron en
cuenta las caracteristicas reoldgicas y las propiedades mecanicas de las peliculas
desarrolladas.

Las concentraciones de glicerol ensayadas fueron: 0,75, 1,5, 2,25, 3, 4,5, 6 y 7,5%
(p/p) de plastificante. Las peliculas de gelatina con y sin plastificante se obtuvieron por
moldeo de las soluciones en placas de acrilico. El secado se realizé en estufa a 37°C durante
24 hs, y el acondicionamiento de las peliculas se realizé a una humedad relativa (HR) del 65%

y a una temperatura de 20°C.

3.1.2.3 Caracterizacion fisicoquimica de las peliculas
El espesor de las peliculas se determind utilizando un medidor electrénico como se

describié previamente en el Capitulo 2.

3.1.2.4 Difraccién de rayos X
Los patrones de difraccidon de rayos X de las peliculas de gelatina sin plastificar y

plastificadas se obtuvieron como se describié en el Capitulo 1.

3.1.2.5 Propiedades térmicas de las peliculas
Las propiedades térmicas de las peliculas de gelatina con y sin plastificante fueron
determinadas usando un calorimetro diferencial de barrido (DSC) en el modo convencional

como se explico en el Capitulo 1.

Protocolo utilizado para el ensayo:

Se siguié un protocolo similar al desarrollado en el Capitulo 2, pero bajo el modo DSC
convencional, dado que no fue necesario modular la sefial para la deteccidon de la

temperatura de transicion vitrea de la gelatina. Los analisis térmicos de las muestras se
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efectuaron realizando dos ciclos de calentamiento sucesivos a una velocidad de
calentamiento de 10°C min en un intervalo de temperaturas de -80 a 250°C. Luego de que
el primer ciclo fue completado, la muestra se enfrié hasta -80°C y se registré una segunda
corrida sobre la misma muestra.

Los parametros vinculados al proceso se determinaron con el software Universal

Analysis V1.7F (TA Instruments) como se describidé anteriormente.

3.1.2.6 Permeabilidad al vapor de agua (PVA)

La permeabilidad al vapor de agua se determind como se describié en el Capitulo 2.

3.1.2.7 Propiedades mecanicas
3.1.2.7.1 Ensayos de traccion

Las propiedades mecdnicas se determinaron en un texturémetro TA.XT2i- Stable
Micro Systems (Inglaterra) mediante ensayos de traccidn con un sistema de pinzas de
tension A/TG segun la norma ASTM D638-01 (2001). Para los ensayos se utilizaron probetas
de 60 mm de longitud y 70 mm de ancho obtenidas de las peliculas; los ensayos se realizaron
con un minimo de seis probetas para cada formulacién. Previo al andlisis, las muestras
fueron acondicionadas como se describié previamente. La separacion de las mordazas de
traccion se fijo en 50 mm; mientras la mordaza inferior permanecio fija, la otra se desplazd a
una velocidad de 1 mm s hasta la rotura de la probeta. Las curvas de fuerza (N) en funcién
de la deformacién a la ruptura (mm) se registraron mediante el software Texture Expert
Exceed instalado en una PC conectada al equipo. De las curvas de fuerza en funcidn de la
deformacion se calcularon parametros como la fuerza maxima a la ruptura (N) y la
deformacion a la ruptura (mm). A partir de estos parametros se pudo calcular la resistencia a
la traccidn o el esfuerzo de tensién (N mm™) que es una medida de la capacidad del material
de resistir el esfuerzo de estiramiento. Se calcula dividiendo la fuerza necesaria para
provocar la ruptura de la probeta por el area de la seccion transversal (espesor por ancho de
la probeta). También se calculé el porcentaje de elongacion que se define como la variacion

de la longitud de las probetas respecto de la longitud inicial. Otro parametro que puede
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estimarse a partir de los perfiles mecanicos es el médulo eldstico, ME, que se define como la

relacion entre el esfuerzo aplicado y la deformacion del material.

3.1.2.7.2 Resistencia a la propagacion del rasgado

Este método de ensayo determina la fuerza necesaria para la propagacion del
rasgado de las peliculas, no siendo aplicable a materiales fragiles.

La resistencia a la propagacion del rasgado se determind usando el texturémetro
previamente descripto mediante ensayos de traccidén, segun el método estdndar ASTM
D1938-02. Para el ensayo se utilizaron probetas de 75 mm de largo y 25 mm de ancho. Con
fines comparativos se determind la resistencia a la propagacion del rasgado en peliculas
sintéticas de polietileno de baja densidad y de polipropileno. Para obtener las probetas de
ensayo, a las muestras se les realizé un corte longitudinal (en la mitad de su ancho) hasta
alcanzar 2/3 de su largo (Figura 3.1). De las curvas de fuerza (N) en funcién de la
deformacion (mm) obtenidas se determind el esfuerzo inicial para continuar la propagacién
del rasgado (MPa) considerando la seccién trasversal de la pelicula (mm?) y la deformacién

de extension (mm).

Carga maxima

Inicio del } 5 mm

rasgado
75 mm <
/

|
A |

Figura 3.1 Resistencia a la propagacion del rasgado. Patron caracteristico de un material
poco extensible (a) y de un material extensible (b); dimensiones y esquema de la probeta
utilizada para el ensayo.

—

25 mm
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3.1.2.8 Analisis estadistico

Para el analisis estadistico de resultados se utilizé el software Systat® (Version 10.0).
Se realizaron analisis de varianza (ANOVA) y de comparacion de medias mediante la prueba
de la diferencia minima significativa (LSD) de Fisher, con un nivel de significacién p=0,05.
También se empled el programa estadistico para el calculo de regresiones lineales y no

lineales.

3.1.3 ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS
3.1.3.1 Caracterizacion fisicoquimica de la gelatina

Debido a la diversidad de gelatinas que se pueden producir y ofrecer en el mercado,
resulta relevante desarrollar métodos que permitan caracterizarlas. La caracterizacién
fisicoquimica del colageno y la gelatina ha sido ampliamente estudiada (Arvanitoyannis y
col., 1998ab; Bigi y col., 2004; Eastoe y Leach, 1997; Johnston-Bancos, 1990). Para la gelatina
utilizada en el presente trabajo se obtuvo un contenido de proteinas del 82%, 0,52% de
cenizas y 12,7% de humedad. Estos valores resultaron comparables con los informados por
Carvalho y Grosso (2004), quienes trabajando con gelatina Tipo B, encontraron un contenido
de proteina de 88,9%, 0,78% de cenizas y 10,3% de humedad. De acuerdo con Eastoe y
Leach (1997) la humedad de muestras de gelatina varia normalmente entre 9 y 14%, el
contenido de cenizas es inferior al 2%, y el resto de la composicidon es proteina. El perfil de

aminodacidos de la gelatina utilizada se muestra en la Tabla 3.1.
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Tabla 3.1 Perfil de aminoacidos de la gelatina utilizada

Aminoacido mg/g proteina
Alanina 130
Arginina 82
Ac. Aspartico 60
Cisteina 59
Ac. Glutamico 151
Glicina 157
Histidina 12
Isoleucina 17
Leucina 27
Lisina 45
Metionina 22
Fenilalanina 23
Prolina 121
Serina 37
Treonina 27
Triptofano 23
Tirosina 19
Valina 6

"Determinado siguiendo la metodologia descripta en AOAC (1982)

Como se detallé anteriormente, los geles de gelatina pueden ser clasificados
mediante la determinacion de la fuerza requerida para su ruptura como fragiles, firmes,
débiles y eldsticos. Los ensayos realizados para caracterizar la gelatina utilizada indicaron
que la fuerza del gel fue de 220 g.

El fendmeno denominado gelificacion involucra una serie de eventos, los cuales
tienen sus propias caracteristicas distintivas. Cuando la solucion de gelatina se enfria se
produce la agregacion parcial de moléculas, la que tiene lugar auan si la solucidon es tan

diluida como para no formar gel (Bohidar y Jena, 1993). Durante la preparacion de la
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gelatina la estructura caracteristica de la triple hélice del colageno se pierde, pero puede
regenerarse por debajo de la temperatura de fusién del gel (Bigi y col., 2004; Yakimets y col.,
2005). La presencia de prolina en el perfil de aminodcidos de la gelatina es la responsable de
estabilizar la conformacion de la triple hélice (Avena-Bustillos y col., 2006; Gomez-Guillén y
col., 2002). La cinética de regeneracion de la triple hélice de las cadenas polipeptidicas de
gelatina es un mecanismo que involucra tres procesos simultaneos, el de nucleacidn,
crecimiento y estabilizacion. Dependiendo principalmente de la concentracion, tipo de
gelatina y de la temperatura, el proceso de maduracion de las soluciones de gelatina puede
generar diferentes estructuras macromoleculares, las cuales son el resultado de la reversion

de una conformacién desordenada a la estructura de triple hélice.

3.1.3.2 Caracterizacidn fisicoquimica de las peliculas

A partir de las caracteristicas reoldgicas y del estudio de las propiedades mecdnicas
se selecciond la concentracién de gelatina a utilizar en los estudios posteriores. Todas las
formulaciones ensayadas presentaron caracteristicas tipicas de un material rigido vy
guebradizo, este efecto se acentud con la concentracidon de polimero. Asi, la matriz que
presentd las mejores propiedades mecanicas fue la formulada con una concentracién del
7,5%, ya que las peliculas con 5% de gelatina exhibieron bajos valores de esfuerzo, siguiendo
un patron de comportamiento mecanico correspondiente a una matriz mdas débil. Sin
embargo, con concentraciones mayores al 7,5% las soluciones filmogénicas resultaron
dificiles de moldear debido a la rapida induccién a la formacién del gel asociado a la alta

concentracion polimérica (Figura 3.2).
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Figura 3.2 Propiedades mecanicas de peliculas con distinta concentracion de gelatina. Letras
distintas indican diferencias significativas entre las muestras (p<0,05).

La concentracion seleccionada en este trabajo fue similar a la utilizada por Avena-
Bustillos y col. (2006), quienes estudiaron propiedades de peliculas de gelatina y trabajaron
con 6,67%

Con esta concentracion de 7,5% (p/v) de gelatina se prepararon formulaciones con y
sin agregado de glicerol, obteniéndose peliculas transparentes y de apariencia uniforme. Las
mismas fueron facilmente removidas de las placas de moldeo obteniendo un espesor
promedio entre 60 y 110 um. Estos valores fueron similares a los reportados por Gennadios
y col. {1993) para peliculas plastificadas a base de proteina de gluten. No se observd
liberacion del glicerol usado como agente plastificante durante el tiempo empleado para el
analisis de las matrices, independientemente de la concentracién utilizada., resultados que
indicaron una buena miscibilidad entre los componentes.

La Tabla 3.2 muestra el efecto del agregado de glicerol sobre el contenido de
humedad de las peliculas de gelatina. Se registré una variacion del contenido de humedad

en el rango de 10,3 a 44,6% para peliculas sin plastificante y con la mayor concentracién de
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plastificante ensayada (7,5% de glicerol), respectivamente. Este comportamiento puede
explicarse considerando que el glicerol posee un fuerte caracter higroscopico. Similares
resultados fueron encontrados por Vanin y col. (2005) para peliculas de gelatina

plastificadas.

Tabla 3.2 Efecto del glicerol sobre el contenido de humedad y en el desplazamiento del
primer pico del patrén de difraccion de rayos X de peliculas de gelatina

Contenido de Contenido de humedad Desplazamiento del
glicerol (%) (g agua/ 100 g pelicula)  primer pico del patrén
de rayos-X (%)'

0 10,31 (0,69) 0
0,75 11,44 (0,52) 6,0
1,5 14,29 (0,44)° 7,3
3,0 25,16 (0,52)° 8,8
4,5 31,63 (0,43)° 15,3
6,0 36,84 (1,01)° 18,0
7,5 44,61 (1,02)f 19,3

" Relativo a la localizacion del primer pico del espectro de difraccion de rayos X de la pelicula de gelatina sin
plastificante. Las desviaciones estandar se indican entre paréntesis; letras distintas dentro de una misma
columna indican diferencias significativas (p<0,05).

3.1.3.3 Espectroscopia de difraccion de Rayos X

La gelatina en polvo tipo B utilizada en este trabajo de Tesis presenté un patrén de
difraccion caracteristico de un material esencialmente amorfo, con un pico amplio localizado
a 20 = 20° (Figura 3.3). De acuerdo con Crespo y col. (1995) el ancho de las reflexiones de los
patrones de difraccidon de muestras de gelatina indica un bajo grado de orden en la

estructura del polimero.
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Figura 3.3 Espectros de difraccion de rayos X de una muestra de gelatina en polvo.

Los difractogramas de las peliculas se pueden observar en la Figura 3.4. El espectro
de difraccion de la pelicula de gelatina sin glicerol exhibié un amplio pico localizado en la
region de 20 = 20,5-21,5° y otro pico en la region de 20 = 8° Pereda y col. (2011) también
observaron que las peliculas de gelatina presentaron mayor grado de cristalinidad que el
polvo debido a la cristalizacion parcial desarrollada durante el secado.

El agregado de glicerol provocd un desplazamiento en la posicion del primer pico (20
= 8°) como se muestra en la Tabla 3.2. Se observé un mayor corrimiento del pico con
concentraciones de plastificante entre 0 y 3% glicerol, siendo esta tendencia menos marcada
a concentraciones superiores a 4,5%. Langmaier y col. (2008) propusieron que estos cambios
estructurales podrian atribuirse a los efectos del plastificante debido a su elevada afinidad
por el agua y la interferencia que éste produce en la interaccion entre las cadenas
poliméricas. De acuerdo con Pereda y col. (2011) el pico localizo a 20 = 8° se atribuye a la
renaturalizacion de las cadenas de gelatina a la estructura triple hélice caracteristica del
colageno. Asimismo los autores asignaron la banda ubicada en 206 = 21° a la fase amorfa de

la gelatina.
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Figura 3.4 Espectros de difraccion de rayos X de peliculas de gelatina sin plastificar y
plastificadas con 1,5y 7,5% (p/p) de glicerol.

3.1.3.4 Permeabilidad al vapor de agua (PVA)

La Figura 3.5 muestra la PVA de peliculas con y sin plastificante. El efecto del glicerol
sobre las propiedades de barrera al vapor de agua de las peliculas de gelatina depende de la
concentracion utilizada. Los valores de PVA para concentraciones inferiores a 3% (p/p) de
glicerol fueron significativamente mas bajos (p<0,05) que los obtenidos para peliculas de G,
lo que podria atribuirse al desarrollo de un matriz mas compacta. Un comportamiento
similar fue descripto para peliculas de kefiran y almidén modificado (Piermaria y col., 2011;
Lopez y col., 2011).

Los valores de PVA aumentaron de 3,21.10%° a 3,87.10" g s! m? Pa? para
concentraciones de plastificante mayores al 3%. La eficiencia del glicerol esta asociada con
su peso molecular y su alta capacidad para interactuar con las moléculas de agua a través de
la formaciéon de puentes de hidrogeno, facilitando su solubilizacién (Cuq y col.,, 1997).

Anteriormente, en el Capitulo 2 hemos discutido el efecto del glicerol sobre otras matrices
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hidrofilicas como el quitosano. Asimismo, similares tendencias fueron encontradas para
peliculas a base de proteinas por Caoy col., 2007 y por Cho y Rhee, 2002.

Los mayores valores de permeabilidad al vapor de agua se registraron para
concentraciones de P superiores a 4,5%, no observandose diferencias significativas entre los

valores obtenidos a concentraciones mas altas (p>0,05), (Figura 3.5).
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Figura 3.5 Permeabilidad al vapor de agua de peliculas de gelatina en funcion del contenido
de glicerol. Letras distintas indican diferencias significativas entre las muestras (p<0,05).

3.1.3.5 Analisis de las propiedades térmicas de las peliculas de gelatina

La Figura 3.6 muestra el termograma correspondiente a la gelatina en polvo. La
primera corrida presento un pico endotérmico atribuido a la desnaturalizacidn de la gelatina,
correspondiente a la fusion de la estructura asociada a la triple hélice caracteristica,
mientras que en la segunda corrida se pudo estimar, a partir del cambio en la capacidad
calorifica, la Tg del polimero obteniéndose un valor de 183,5°C. Patil y col. (2000) informaron
un valor de 217°C para gelatina totalmente deshidratada, mientras que Ward y Courts
(1977) la encontraron cercana a 190°C y Martucci y col. (2006) a 195°C para gelatina bovina
Tipo B.
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Figura 3.6 Termograma obtenido por DSC para gelatina en polvo mostrando la primera y
segunda corrida.

Los termogramas de las peliculas se muestran en la Figura 3.7. Las peliculas sin
adicion de glicerol presentaron un pico endotérmico amplio con un minimo alrededor de
87°C y una alta entalpia asociada de 540 ) gl. Varios autores atribuyeron este pico
endotérmico al solapamiento de diferentes procesos tales como la evaporacion del agua,
fusion, desnaturalizacion y recristalizacion de la fraccidn cristalina constituida por cristalitos
pequeiios y/o imperfectos de la gelatina (Dai y col., 2006; Langmaier y col., 2008; Patil y col.,
2000). Cabe destacar que la temperatura de pico y la entalpia del proceso endotérmico
estan fuertemente relacionadas con las condiciones de secado de las peliculas; este efecto

ha sido estudiado por algunos autores, entre ellos Dai y col. (2006) y Chiou y col. (2008).
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Figura 3.7 Termogramas correspondientes a la primera corrida de DSC para peliculas de
gelatina. En cada curva se indica la concentracién de glicerol utilizada.

Como puede observarse, las curvas de flujo de calor en funcion de la temperatura
(Figura 3.7) de las peliculas plastificadas cambiaron progresivamente con la adicién de
glicerol; el pico endotérmico mostré un desdoblamiento en varios picos, a pesar de que la
entalpia de la transicidon se mantuvo aproximadamente constante. Este desdoblamiento fue
observado también por Rhaman y col. (2008) estudiando el efecto del contenido de agua en
peliculas de gelatina. La temperatura de pico se desplazé hacia valores mas altos con el
aumento de la concentracion del plastificante, hasta el 4,5%, permaneciendo casi invariable

a concentraciones mayores (6 y 7,5%), Tabla 3.3.

122



CAPITULO 3

Desarrollo y caracterizacion de peliculas compuestas, bicapa y laminadas

Tabla 3.3 Efecto del glicerol sobre los pardmetros térmicos determinados por DSC, de
peliculas de gelatina acondicionadas a 20°Cy 65% HR.

Contenido de Parametros térmicos
glicerol
Temperaturade Temperatura de transicion vitrea
0,
% (p/p) pico T, (°C) T, (°C)
Experimental Predicha
0 87,9 (1,8)° 137,5 (2,1)° 142,81

0,75 90,1 (1,9) 125,1(2,3)° 128,61
1,5 112,6 (0,9)° 111,0 (1,4)° 108,59
3,0 125,5 (1,5)° 56,5 (1,3)° 59,76
4,5 128,4 (1,8) 27,0 (1,0)° 32,38
6,0 134,3 (1,6)° 21,3 (0,3)f 9,12
7,5 132,4 (0,5)° 22,0 (1,0)" 1,99

" Valores entre paréntesis corresponden a la desviacion estandar, letras distintas en cada columna indican
diferencias significativas entre las muestras (p<0,05).

La T, (Tabla 3.3) se visualiz6 con mayor claridad en la segunda corrida de las curvas
de flujo de calor, ya que luego de la primera corrida se obtuvo un material completamente
amorfo. El efecto de la adicion de plastificante en los valores de T, se puede observar en la
Figura 3.8. Los resultados obtenidos para las peliculas de gelatina plastificadas siguieron la
misma tendencia que los obtenidos para matrices de quitosano con glicerol, mostrando una

disminucidn de la T, desde 137,5 a 22,0°C (Tabla 3.3).
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Figura 3.8 Termogramas obtenidos por DSC (segunda corrida) para peliculas de gelatina con
diferentes concentraciones de glicerol. Las flechas indican en el grafico la temperatura de
transicion vitrea para cada formulacion.

Como ya se describio en el Capitulo 2, varios modelos experimentales se han utilizado
para predecir la T;. Debido a que las peliculas de gelatina plastificadas constituyen un
sistema ternario, el uso de la modificacion propuesta por Couchman y Karasz fue el mas
apropiado para estimar la temperatura de transicion vitrea de estos materiales. Resulta

oportuno recordar la Ec. 2.8 utilizada en el Capitulo 2:
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donde,

la expresion y Ac T  involucra a las propiedades del agua, XAC T las de la gelatinayla
1 pl gl 27" py g2

expresion y A~ 1 las correspondientes al glicerol. X representa la fraccion en peso de
3 pr3 g3

cada componente del sistema ternario. AC, es el cambio en la capacidad calorifica, siendo
AC;; la correspondiente al agua (1,94 J glech, AC,; la de la gelatina (1,69 J glecly ACy3la
capacidad calorifica de glicerol (0,91 J g °C"). Los valores de T, de los componentes puros

utilizados fueron -135, 183,5 y -85,6°C para el agua, la gelatina y el glicerol, respectivamente.
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Figura 3.9 Valores experimentales (®) y predichos (—) de T; y contenido de humedad (e) de
peliculas de gelatina en funcién de la concentracion de glicerol.

La Figura 3.9 y la Tabla 3.3 muestran los datos de T, experimentales predichos por la
Ec. 2.8. A diferencia de lo ocurrido con el sistema ternario de quitosano-glicerol-agua, en
este caso el andlisis estadistico indicé que se obtuvo un buen ajuste para las peliculas de

gelatina que contenian hasta 4,5% de glicerol (r> 0,998). Ghanbarzadeh y Oromiehi (2009)
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también informaron un ajuste satisfactorio entre los valores obtenidos experimentalmente y
aquellos predichos por el modelo para peliculas de zeina y proteina de suero plastificadas
con 23y 33% de glicerol por cada 100 g de proteina.

Para concentraciones de glicerol superiores al 4,5%, las diferencias entre los valores
experimentales y los predichos fueron mas marcadas (Tabla 3.3). Este resultado puede
atribuirse a la saturacién de la matriz proteica, y en consecuencia a una disminucidon de la
miscibilidad entre el plastificante y la gelatina.

Por otro lado, los valores de T, obtenidos correlacionaron inversamente con el
contenido de humedad de las peliculas de gelatina plastificadas (Tabla 3.2, Figura 3.9). Como
era predecible, la humedad aumentd con la concentracién de plastificante mientras los
valores de T, disminuyeron. De acuerdo con Dai y col. (2006) el agua libre plastifica la fase
amorfa de la matriz, lo que contribuye a la disminucidon de la T; del material. Estos
resultados fueron similares a los encontrados en las matrices de quitosano plastificadas con

diferentes concentraciones de glicerol como se analizé en el Capitulo 2.

3.1.3.6 Propiedades mecanicas

Para estudiar las propiedades mecanicas de las peliculas de gelatina se determiné el
esfuerzo de tension (MPa), la deformacién o elongacion (%), el modulo de elasticidad (MPa)
y la resistencia a la propagacién del rasgado. Las peliculas de gelatina sin plastificar
presentaron un patron de comportamiento a la traccion correspondiente a una matriz rigida
con altos valores de resistencia y bajos valores de deformacién (Figura 3.10a). Una tendencia
similar fue informada por Cao y col. (2009) trabajando con peliculas de gelatina Tipo B. Otros
investigadores hallaron un comportamiento analogo trabajando con peliculas de otros
biopolimeros hidrofilicos como el caseinato de sodio o mezclas de gelatina-almidon
(Arvanitoyannis y col., 1998c).

La Figura 3.10a muestra los perfiles de comportamiento mecanico de los materiales
ensayados. Las peliculas con concentraciones de 0,75% y 1,5% de glicerol exhibieron valores
de elongacion (%) en el rango de 4,7 a 21,4 % respectivamente (Figura 3.10a y b). Mayores
concentraciones de plastificante modificaron el patron mecanico de los materiales

obteniéndose un comportamiento correspondiente a un material ductil y flexible (Figura
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3.10b). El esfuerzo disminuyd 11 veces en las peliculas con 4,5% de glicerol, mientras que la
elongacién aumentd 61 veces en comparacion con las muestras sin plastificar (Figura 3.10b).
Una tendencia similar fue observada por Thomazine y col. (2005) estudiando peliculas de
gelatina con mezclas de glicerol y sorbitol. En estos materiales ductiles, el esfuerzo aumenté
contir(nuamente hasta el limite de elasticidad y disminuyd drasticamente en el punto de
ruptura (Figura 3.10b).

El mdédulo de elasticidad (ME) presentd una tendencia similar al esfuerzo (Tabla 3.4).
Comparando los materiales sintéticos con las peliculas de gelatina desarrolladas, los valores
de esfuerzo y elongacion a la ruptura de las peliculas con 4,5% de plastificante estuvieron
dentro del rango de los correspondientes a las peliculas de polietileno de baja densidad,
LDPE (Smith , 1986).

Las peliculas de gelatina con 4,5, 6 y 7,5% de glicerol no mostraron diferencias
significativas (p>0,05) en cuanto al esfuerzo, sin embargo la elongacién aumento,
alcanzando un valor de 190% para la mayor concentracion de plastificante. Estos resultados
podrian explicarse debido a la saturacion de la matriz polimérica por parte del plastificante;
este comportamiento también fue descripto por Audic y Chaufer (2005) para peliculas de

caseinato de sodio plastificadas.
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Figura 3.10 Propiedades mecdnicas de peliculas de gelatina con y sin plastificante: (a) perfil
mecanico de las muestras, esfuerzo en funcién de la deformacion del material (%), (b)
resistencia a la traccién y elongacion a la ruptura en funcion de la concentracion de glicerol;
(c) resistencia a la propagacidn del rasgado. Letras diferentes indican diferencias
significativas entre las muestras (p<0,05)

Con el objeto de correlacionar las modificaciones estructurales ocasionadas por el
agregado de glicerol con las propiedades mecanicas de las peliculas de gelatina se analizaron
conjuntamente el médulo elastico, ME y la T,. Las Tablas 3.3 y 3.4 muestran que las
propiedades mecanicas y térmicas estan fuertemente relacionadas, dado que tanto el ME
como la T; presentaron una tendencia similar. Nuevamente, dos zonas bien definidas
pueden observarse: hasta una concentracién de 3% de glicerol, los mayores valores de T, se
corresponden con los mayores valores de ME. Con mayores concentraciones de glicerol el
ME disminuyd alcanzando un valor constante alrededor de 0,04 MPa para peliculas con el
agregado del 6%, mientras que para la temperatura de transicion vitrea se observé un

comportamiento andlogo al aproximarse a valores cercanos a la temperatura ambiente.
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Tabla 3.4. Efecto del glicerol sobre las propiedades mecanicas estudiadas a través de
ensayos de traccion y de resistencia a la propagacién del rasgado de peliculas de gelatina

Propiedades mecanicas

Concentracién Test de resistencia a la propagacion del Test de tension
de glicerol % rasgado
(p/p)
Esfuerzo inicial Deformacion Moédulo elastico
(MPa) (mm) (MPa)

0 na’ na 37,69 (2,37)°

0,75 na na 22,56 (0,60)°

1,5 0,94 (0,05)° 52,29 (6,08)° 12,16 (0,77)°

3,0 0,59 (0,03)° 85,60 (2,04)° 0,76 (0,03)°

4,5 0,47 (0.02)" 102,20 (2,48)° 0,18 (0,03)°

6,0 0,45 (0,03)° 105,83 (7,15)° 0,04 (0,002)f

7,5 0,47 (0,02)" 114,15 (5,42)° 0,04 (0,004)f

*
" No aplicable. Letras distintas en cada columna indican diferencias significativas entre las muestras (p<0,05).

Por otro lado, la resistencia a la propagacion del rasgado se evalué en peliculas de
gelatina plastificadas. Las peliculas sin plastificante y aquellas con 0,75% de plastificante no
fueron sometidas al ensayo ya que, como se describié previamente, este método no es
aplicable para materiales fragiles. El patron de resistencia a la propagacion del rasgado sufrid
un cambio aproximadamente a la misma concentracién de glicerol que en los ensayos de
traccion. La Figura 3.10c muestra las curvas de fuerza-deformacién obtenidas para
concentraciones de glicerol de 1,5 y 4,5%. Las peliculas de gelatina con un contenido de
plastificante hasta 3% podrian considerarse como materiales poco extensibles, mientras que
aquellas con mayores concentraciones se asociaron a materiales extensibles. La Tabla 3.4
muestra los valores de esfuerzo inicial y la deformacion que definen la resistencia al rasgado

del material ensayado. Con el aumento de la concentracion de glicerol disminuyd la fuerza
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necesaria para propagar el rasgado del material y aumentaron los valores de extensibilidad
de las peliculas de 52,3 a 114,1%.

Respecto de los materiales sintéticos ensayados, el LDPE que es considerado como
un material extensible, exhibié una fuerza media (0,54 N) y una elongacion (138,6%), es
decir un valor mayor que las peliculas de gelatina con 4,5% de glicerol (Figura 3.9c). Mientras
que el polipropileno, un material poco extensible, presenté una fuerza media menor (0,14 N)
y una mayor elongacion (72,2 %) en comparacion con las peliculas de gelatina plastificadas

con 1,5% de glicerol (Figura 3.10c).

Como conclusion, se establecid6 una correlacion entre las propiedades
microestructurales de las peliculas de gelatina desarrolladas y sus propiedades de barrera al
vapor de agua, propiedades térmicas y mecdnicas, analizando el efecto de la concentracion
de glicerol en las mismas.

En las peliculas con una concentracion de glicerol superior a 4,5% se observé un
punto de inflexion en las propiedades estudiadas. Los estudios de difraccién de rayos X y los
ensayos de DSC mostraron que las peliculas presentaron un cambio estructural con el
agregado de glicerol, evidenciado en la PVA y las propiedades mecanicas, permaneciendo
sus valores practicamente constantes.

Las peliculas exhibieron patrones de difraccion de rayos X similares
independientemente de la concentracion de glicerol. Sin embargo, se mostré un
desplazamiento en la posicidn del pico situado a 26 = 8°, observindose el valor maximo para
la mayor concentracion de glicerol estudiada.

Los valores de T, experimentales se ajustaron satisfactoriamente mediante la
modificacion al modelo de Couchman y Karasz propuesta por Kalichevsky y Blanshard para
una concentracion de glicerol hasta 4,5%. Los valores de T, obtenidos se correlacionaron
inversamente con el contenido de humedad de las peliculas, mientras que mostraron una
dependencia directa con el mdédulo de elasticidad.

Fue posible establecer relaciones entre las propiedades fisicas y la concentracion de
glicerol de las peliculas de gelatina, lo que permitiria seleccionar las condiciones dptimas

para desarrollar y manejar la formulacién de las peliculas de acuerdo a las condiciones de
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proceso y de almacenamiento requeridas, asi como definir las aplicaciones especificas de las

mismas.
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PARTE li: DESARROLLO DE PELICULAS COMPUESTAS DE QUITOSANO Y GELATINA, SISTEMAS
BICAPA Y LAMINADOS
3.1.1 INTRODUCCION

El objetivo de emplear mezclas entre biopolimeros para la elaboracién de peliculas
biodegradables es contrarrestar las deficiencias propias de cada componente y asi
perfeccionar las propiedades y caracteristicas del material obtenido combinando las
propiedades funcionales de cada uno (Tharanathan, 2003). Principalmente se busca mejorar
las propiedades mecanicas y de barrera, las que dependen del tipo de material utilizado y
especialmente de su cohesion estructural. La cohesion es el resultado de la habilidad de un
polimero para formar numerosos enlaces moleculares entre sus cadenas, dificultando asi su
separacion (Guilbert y col., 1996). Teniendo en cuenta que una de las posibles aplicaciones
de estos materiales puede ser el desarrollo de envases alimentarios, es necesario que las
mismas sean resistentes para proteger al producto envasado y facilitar su manejo, pero a su
vez deben ser flexibles para adaptarse a posibles deformaciones por el manipuleo del
producto.

Mientras que biopolimeros tales como proteinas y polisacaridos proveen una matriz
de soporte, los lipidos otorgan buenas propiedades de barrera al vapor de agua (Baldwin y
col., 1997; Garcia y col., 2000; Anker y col., 2001).

Biliaderis y Lazaridou (2002) desarrollaron matrices compuestas por mezclas de
polisacaridos, especificamente de pululano-quitosano, y de almiddn-quitosano. La propiedad
catiénica del quitosano le confiere multiples funcionalidades y aplicaciones para interactuar
con otros componentes. Polimeros con cargas opuestas pueden interaccionar
electrostaticamente modificando sustancialmente las propiedades funcionales de las
matrices obtenidas. Las peliculas formuladas con alginato y quitosano son ejemplos de estos
sistemas. Es necesario resaltar que en la bibliografia consultada se ha investigado
extensamente los sistemas compuestos por polisacaridos; sin embargo matrices compuestas
por proteina y polisacarido requieren estudios mas profundos ya que han sido escasamente
estudiadas.

Por otra parte ademas de las peliculas compuestas, existen otras alternativas para

mejorar las propiedades de los materiales, como la obtencién de sistemas bicapa a partir de
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las peliculas individuales. Varios investigadores definen las peliculas bicapa como sistemas
formados principalmente por deposicion de una capa lipidica sobre un soporte de
polisacarido o proteico (Kamper y Fennema, 1984; Greener y Fennema, 1989; Weller y col.,
1998; Perez-Gago y Krochta, 2005). Sin embargo, no hay referencias que consideren un
sistema bicapa formado por dos capas de diferentes hidrocoloides.

Ademas, si bien el laminado es una técnica habitualmente utilizada en la formulacién
de envases sintéticos no hay estudios previos que incluyan la formulacion de sistemas
laminados con peliculas a base de biopolimeros (Vidal y col., 2007). En los trabajos de
investigacion realizados hasta el presente no se habia distinguido entre sistemas bicapa y
sistemas laminados y estos términos se habian empleado en forma indistinta (Park y col.,
1994; Cho y col., 2002). En el presente trabajo de Tesis se realizé la distincion entre ambos
sistemas; se denominé bicapa al sistema preparado por la técnica de moldeo mediante un
procedimiento de dos etapas y laminado al sistema formado por peliculas individuales,

colocadas una sobre la otra.

Los objetivos planteados para esta parte del Capitulo fueron:
% Formular soluciones filmogénicas compuestas a partir de quitosano y gelatina.
¢ Caracterizar las propiedades de las peliculas compuestas, con especial énfasis
en las propiedades de barrera al vapor de agua.
% Desarrollar sistemas bicapa y laminados a base de gelatina y quitosano, y
analizar el efecto de las diferentes técnicas de preparacion sobre las

propiedades microestructurales, mecdanicas y de barrera, en comparaciéon con

las peliculas compuestas por mezclas de ambos componentes.

3.11.2 MATERIALES Y METODOS
3.11.2.1 Preparacion de las soluciones fimogénicas compuestas

Para la formulacidn de las soluciones filmogénicas se utilizo gelatina de origen bovino
Tipo B (G), con una concentracién de 7,5% (p/v) solubilizada en agua destilada a 60°C, y
quitosano con un DD de 85% (SIGMA, EEUU) al 1% (p/v) que se preparé como se describié en
el Capitulo 2.
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Se utilizd glicerol como plastificante (P) en una concentracion 1% (p/p). Se
prepararon soluciones compuestas por G y Q en una proporcion 50:50 (p/p), con o sin el

agregado de glicerol como agente plastificante.

3.11.2.2 Preparacion de las peliculas a base de hidrocoloides

En la Figura 3.10 se muestra un esquema de los diferentes tipos de peliculas
obtenidas: peliculas compuestas, sistemas bicapa y laminados.

La nomenclatura utilizada fue: peliculas de gelatina con (GP) y sin plastificante (G); y
peliculas compuestas formuladas con gelatina y quitosano con (GQP) y sin plastificante (GQ).
También fueron objeto de analisis peliculas sélo de quitosano (Q).

Asimismo, se prepararon peliculas de gelatina (G) y de quitosano (Q) con distintos
espesores. Para ello se extendieron soluciones de hidrocoloides con diferentes relaciones de
moldeo (g solucién filmogénica/ area placa de moldeo), con el fin de evaluar el efecto del
espesor en la permeabilidad al vapor de agua de las peliculas.

Como se describid en el Capitulo 2 las soluciones filmogénicas se extendieron sobre
placas de acrilico y se secaron a 37°C hasta alcanzar un peso constante; las peliculas
obtenidas se almacenaron y acondicionaron a 20°Cy 65 % de HR.

Para el desarrollo de los sistemas bicapa se necesitaron dos etapas; en primer lugar
se prepararon peliculas sélo de gelatina y compuestas, las que se secaron en estufa a 37°C
hasta que se obtuvo una matriz con una superficie firme pero que todavia conservaba
propiedades adhesivas al tacto. En todas las formulaciones ensayadas para la preparacién de
los sistemas bicapa, se agregd una segunda capa de solucion de Q sobre la pelicula
previamente formada y finalmente el sistema se secé completamente en estufa a 37°C.

La nomenclatura asignada para los sistemas bicapa fue G-Q, GP-Q y GQ-Q, donde el
guion (-) indica la composicién de cada una de las capas que conforman el sistema, asi G-Q
corresponde al sistema constituido por la deposicion de una capa de Gy otra de Q.

Ademas, se estudiaron los sistemas laminados a fin de compararlos con las peliculas
compuestas y con los sistemas bicapa. En este caso se colocaron las peliculas individuales

una sobre la otra para efectuar las determinaciones, sin utilizar ninguna sustancia adhesiva.
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La nomenclatura utilizada para los sistemas laminados fue: G+Q, GP+Q, GQ+Q, es decir una

pelicula de Qy otra de G, GP o GQ.

En la figura 3.11 se esquematizan los materiales desarrollados.

SISTEMAS BICAPA (-) SISTEMAS LAMINADOS (+)

Pelicula de gelatina (G)

G-Q Peliculas de quitosano (Q)

Peliculas compuestas

\ S

GP GQ GQP GP+Q o GQ+Q

Figura 3.11 Esquema representativo de la preparacion de sistemas compuestos, bicapa y
laminados.

3.11.2.3 Caracterizacion de las peliculas
3.11.2.3.1 Determinacion del espesor

El espesor de las peliculas se determind como se describid en el Capitulo 2. En forma
complementaria se midié el espesor de las muestras por SEM, a través de las observaciones

de las secciones transversales de las peliculas.
3.11.2.3.2 Determinacion del contenido de humedad

El contenido de humedad de las peliculas se determind de acuerdo al protocolo

descripto en el Capitulo 2.
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3.11.2.3.3 Propiedades dpticas de las peliculas

El color de las peliculas se midié usando un colorimetro Minolta Serie CR 300 (Osaka,
Japon) calibrado con un estandar (Y =93.2, x=0.3133, y = 0.3192). Se utilizé la escala CIELab,
y se midid, L, que describe la luminosidad (100 para el blanco y O para el negro) y los
parametros a* (rojo — verde) y b* (amarillo — azul) que describen las coordenadas de
cromaticidad (Figura 3.12). Los ensayos se realizaron colocando las peliculas sobre el
estdndar. Los andlisis se realizaron por triplicado, registrando cinco medidas para cada
pelicula.

A partir de la siguiente ecuacion se calcularon las diferencias de color (AE) de las

peliculas:
AE= (ALY +(8a’)! +(8b): £e.3.1
donde,
AL =T - I,
Ad"=a - a(;
Ab =b —b,
Siendo,

* * * , , * » *
Ly, ay, by los valores de los parametros de color del estandar y L, a, b, los

correspondientes a las peliculas.

Figura 3.12 Esquema representativo de los atributos de color: luminosidad y pardmetros de
cromaticidad a* y b*
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La opacidad de las peliculas se determiné mediante el procedimiento descripto por
Cho y Rhee (2004) y la transparencia siguiendo el método propuesto por Zhang y Han (2006).
Las muestras se cortaron en rectangulos acorde a las dimensiones de la celda
espectofotométrica, registrandose el espectro de absorcion en la region del visible (400-700
nm) usando un espectofotémetro Beckman DU650 (Palo Alto, CA, EEUU). La opacidad se
defini® como el area bajo la curva calculada por integraciéon y se expresé en unidades de
absorbancia por nandmetro dividido por el espesor de las peliculas (AU x nm mm’Y). La
transparencia se calculd a través de la relacion entre la absorbancia a 600 nm (Aggo) v el
espesor de las peliculas, expresada como (Aseo mm’?). Las muestras fueron analizadas por

triplicado.

3.11.2.3.4 Caracterizacion de la microestructura

La morfologia de las peliculas se analizé mediante SEM con un microscopio
electrénico (modelo Philips SEM 505, Fuji, Japdn) equipado con el Soft Imaging System ADDA
II. Con el empleo de este equipo fue necesario el metalizado de las peliculas el cual fue
realizado con el fin de hacer mas conductora a la superficie, y eliminar la electricidad
estatica, minimizar el dafio por radiacion y aumentar la reflectividad electrénica. Para
metalizar se utilizdé oro en presencia de una atmodsfera ionizante de argdn y se aplico una
capa de 40-50 nm de espesor para permitir la observaciéon de la superficie y la seccion
transversal de las peliculas. Las observaciones se efectuaron usando los siguientes

aumentos: 200, 500, 1000 y 2000x.

3.11.2.3.5 Permeabilidad al vapor de agua (PVA)

La PVA se determiné como se describié en el Capitulo 2 segin una modificacion de la
norma ASTM E96 (Mali y col., 2002). Las muestras se colocaron en celdas de acrilico, y éstas
en recipientes herméticos a una HR del 75%. Se graficé el cambio de peso de la celda en
funcion del tiempo. Los datos se regresionaron linealmente y de la pendiente se calculd la
velocidad de transmision de vapor de agua (VTVA) teniendo en cuenta el area expuesta (g s
m™). La permeancia (g Pa™ s* m?) se calculé como la VTVA dividido por el gradiente de

presién parcial de vapor de agua a través de la pelicula. La PVA se pudo calcular como el
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producto de los valores de permeancia obtenidos y el espesor de las peliculas (m), y se
expresé como g Patstml.

Los valores de VTVA para los sistemas bicapa se calcularon de acuerdo con Cooksey y
col. (1999), usando la siguiente ecuacion:

1/VTVAg = 1/VTVA, + 1/VTVA, Ec.3.2

donde, la VTVAg (g s m™) es la velocidad de transmision de vapor de agua de los sistemas
bicapa, y los subindices 1 y 2 indican la capa de Q y de una pelicula formada sdlo por G o
compuesta (GQ, GP, GQP), respectivamente.

Las propiedades de barrera al vapor de agua de los sistemas laminados se analizaron
colocando las peliculas individuales una sobre la otra en la celda de permeabilidad, es decir
siempre se us® una matriz de Q, y otra de G, GP o GQ; se evaluaron ambas posiciones

relativas de las peliculas en la celda.

3.11.2.3.6 Propiedades mecanicas
Las propiedades mecanicas de las peliculas se determinaron de acuerdo a la

metodologia descripta en la primera parte del presente Capitulo.

3.11.3 ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

3.11.3.1 Caracterizacion de las peliculas desarrolladas

Las peliculas se removieron facilmente de las placas de moldeo, independientemente
de la formulacidn, las mismas presentaron superficies suaves al tacto. Las peliculas
individuales de gelatina y quitosano, asi como las compuestas con (GQP) y sin plastificante
(GQ) se caracterizaron por ser transparentes, flexibles, y homogéneas como puede
observarse en la Figura 3.13. Las peliculas formuladas a partir de G con o sin glicerol como
plastificante presentaron un espesor entre 60 y 90 um, mientras que las peliculas de Q
tuvieron un espesor entre 30 y 45 um. En el caso de los sistemas bicapa los valores

obtenidos variaron desde 60 a 100 um.
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Figura 3.13 Fotografia de una pelicula formulada con gelatina y plastificante (GP) y otra
compuesta por gelatina y quitosano (GQ).

La Tabla 3.5 muestra que las peliculas tanto de un sélo componente (G o0 Q) como las

peliculas compuestas alcanzaron valores bajos de humedad luego de |a etapa de secado.

Tabla 3.5 Caracterizacion fisicoquimica de peliculas de G, Q y GQ con y sin plastificante

Propiedades opticas Color superficial
Formulacion Contenido ) ) ] ] .
Transparencia Opacidad Diferencia de Parametro de
de humedad | icidad
(‘y) (AGOO mm-l) (Au X nm um-l) color cromaticiaa
(1]
*
(AE) b
G 10,31 (0,69)° 0,62 (0,04) 0,18 (0,01)° 2,11(0,17)* 3,41 (0,18)°
GQ 10,31 (0,52)° 0,8 (0,04)° 0,39(0,02)°  2,32(0,18)° 3,63(0,11)°
GP 11,44 (0,52)° 0,65 (0,05 0,17 (0,001)° 1,32(0,04)° 2,71 (0,38)°
GQP 10,19 (0,92)° 0,82(0,08)° 0,39(0,02)° 1,82(0,23) 3,08 (0,29)®
Q 8,49 (0,42)° 1,13(0,05°  0,54(0,01)° 1,66 (0,15)° 3,04 (0,32)®

. ’ . . .7 ’ . . . .
Valores entre paréntesis corresponden a la desviacion estandar, letras distintas en cada columna indican
diferencias significativas entre las muestras (p<0,05).
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Las propiedades dpticas se presentan en la Tabla 3.5. La transparencia de las peliculas
de G fue de 0,6 Agio mm™’; el agregado de glicerol no modificé esta propiedad del material,
mientras que la presencia de Q aumenté los valores de transparencia de las peliculas
compuestas. Los resultados obtenidos indicaron que las peliculas a base de gelatina
mostraron valores de transparencia mas bajos que otras matrices biodegradables
plastificadas (Zhang y Han, 2006). Los materiales sintéticos tales como el polietileno de baja
densidad (LDPE) y el polipropileno orientado (PP) presentan valores de 3,05 y 1,67 Aggo pm’™
respectivamente.

La opacidad de las muestras no mostré diferencias significativas (p>0,05). Los valores
obtenidos fueron mas bajos que los hallados por Cho y Rhee (2004) para peliculas de
proteinas de soja, y que los informados por Park y col. (2008). Estos resultados son de gran
relevancia ya que la opacidad es una propiedad critica para la aplicacidon de estos materiales
como recubrimientos alimentarios o para mejorar la apariencia de los alimentos a ser
envasados, en comparacién con los materiales sintéticos.

Respecto a los parametros de color estudiados, la luminosidad (L) no vario
significativamente (p>0,05) independientemente de la formulacién de la pelicula, exhibiendo
un valor promedio de 95,77. Los parametros a* y b* presentaron una tendencia similar y
disminuyeron con el agregado de glicerol y de quitosano cuando se desarrollaron peliculas

compuestas (Tabla 3.5).

3.11.3.2 Microscopia electronica de barrido

Para todas las formulaciones ensayadas las micrografias de las peliculas obtenidas
por SEM revelaron que las muestras presentaron superficies homogéneas y uniformes en
toda su extensién, sin poros y con una buena integridad estructural.

A diferencia de las peliculas de Q, descriptas en el Capitulo 2, el corte transversal de
la pelicula de G mostré una estructura de aspecto multilaminar (Figura 3.14a). La micrografia
de la pelicula compuesta con gelatina y quitosano (GQ) presenté una estructura mas
compacta, uniforme, densa y de apariencia homogénea (Figura 3.14b), indicando una buena
compatibilidad y miscibilidad entre los componentes. Este resultado se debio a la interaccién

entre los componentes del sistema; los grupos funcionales presentes en ambos polimeros
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son capaces de formar fuertes enlaces e interacciones puente de hidrégeno. Asimismo la
formacion de complejos polianidn-policatién entre la gelatina y el quitosano,
respectivamente, juegan un papel importante en el entrecruzamiento de la red (Liu y col.,
2012). En forma similar, Pereda y col. (2011) atribuyeron la microestructura de las peliculas
compuestas a la formacidn de un complejo polielectrolitico a través de interacciones

electrostaticas entre los grupos NH3* del quitosano y los grupos COO™ de la gelatina.

Figura 3.14 Microscopia SEM de cortes transversales de peliculas de: (a) gelatina (G), (b)
compuesta de gelatina y quitosano (GQ), (c) gelatina con plastificante (GP) y (d) compuesta
de gelatina y quitosano con plastificante (GQP). Escala: 50 um entre marcas.
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En la micrografia 3.14d correspondiente a las peliculas compuestas de GQP podria
evidenciarse una migracidn de plastificante de la matriz, si bien macroscépicamente no se
detectd. Aider (2010) atribuyd este fendmeno a la fuerte interaccidén establecida entre las
moléculas de proteinas y las de quitosano lo que induce a la migracidn del glicerol hacia la
superficie. Sin embargo cuando el plastificante es agregado a cada uno de los polimeros
individualmente este comportamiento no fue observado.

La Figura 3.15a y b muestra los cortes transversales de las peliculas bicapa, donde se
observa que los sistemas G-Q y GQ-Q presentan una estructura menos uniforme que la de
las peliculas compuestas (Figura 3.15c y d). Esto podria atribuirse a una ligera interaccidon en
la interfase entre los componentes del sistema (G y Q o GQ y Q). Resultdé importante el
aporte de las micrografias para visualizar los componentes individuales del sistema, es decir
se pudieron distinguir cada una de las capas que lo conforman (G-Q o GQ-Q), confirmando

entonces la formacion de un sistema constituido por la deposicién de dos capas sucesivas.

Figura 3.15 Microscopia SEM de cortes transversales de peliculas bicapa de gelatina. (a)
sistema G-Q constituido por una capa de Q (8) y una de G (g) y (b) sistema GQ-Q formado
por una capa de quitosano y gelatina (x) y una de G (g). Escala: 50 um entre marcas.
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3.11.3.4 Propiedades de barrera al vapor de agua
3.11.3.3.1 Efecto del espesor en la permeabilidad al vapor de agua (PVA)

En los materiales poliméricos ideales la permeabilidad al vapor de agua es
independiente del espesor de la pelicula. Sin embargo, los valores de PVA de las peliculas
preparadas a partir de biopolimeros dependen de su espesor, debido a su naturaleza
hidrofilica, encontrandose una relacién lineal entre la PVA y el espesor. McHugh y col. (1993)
y Gennadios y col. (1994) consideran que a medida que el espesor de las peliculas aumenta,
se incrementa la resistencia a la transferencia de masa a través de ella. En consecuencia, la
presion parcial de vapor de agua de equilibrio en la superficie de la pelicula se incrementa.
Otros autores atribuyen este efecto a cambios en la estructura de la pelicula ocasionados
por el hinchamiento que provoca el agua en la matriz hidrofilica (Park y col., 1993).

El efecto del espesor en las propiedades de barrera al vapor de agua se analizé en las
peliculas de un sélo componente (Q o G). La ganancia en peso de las peliculas de gelatina
medida a un tiempo constante (6 hs), disminuyo linealmente con el espesor hasta un valor
de aproximadamente 130 um (Figura 3.16a). En peliculas de G con espesores mayores que
200 um, la ganancia de peso llegd a ser independiente del espesor del material (a las 6 hs),
con una zona de pendiente decreciente entre ambos valores extremos. Por lo tanto cuando
se considera el espesor en los calculos de PVA fuera de la zona de linealidad, se produce un
aumento ficticio en dicha propiedad, el cual no se debe a un aumento real de la ganancia de
peso de agua. En estos casos la PVA varid entre 3,32.10%° Y 5,16.10° g st mtpa’l para
espesores en el rango entre 210 y 410 um, respectivamente. A partir de los resultados
obtenidos, se decidio trabajar con peliculas cuyos espesores fuesen inferiores a 90 um, para
evitar este efecto ficticio de incremento de permeabilidad debido en realidad al aumento del

espesor.
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Figura 3.16 Ganancia de peso de: (a) peliculas de gelatina, (b) y de peliculas de quitosano en
funcion del espesor determinadas a tiempo constante (6 hs). Las barras de error
corresponden a la desviacion estandar.
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Para analizar desde el punto de vista fenomenoldgico el problema del hinchamiento
de la matriz es necesario insistir en el concepto de que del espesor no afecta la
permeabilidad al vapor de agua de los polimeros ideales. Las desviaciones del
comportamiento ideal indican que la pelicula no estaria actuando como una barrera simple,
presentandose un transporte difusional que podria atribuirse a asociaciones entre las
moléculas de agua y los grupos funcionales de la matriz polimérica. Estas asociaciones entre
el agua y la pelicula provocan hinchamiento y cambios estructurales que facilitan la difusion
del vapor de agua (McHugh y col., 1993). Bertuzzi y col. (2007), trabajando con peliculas de
almiddn de alto contenido en amilosa encontraron que cuando las peliculas se expusieron a
humedades relativas mayores al 52%, el hinchamiento de la pelicula fue notable y la matriz
polimérica se expandio facilitandose el transporte de agua a través de ella.

En el caso de las peliculas de quitosano, la ganancia de peso medida a tiempo
constante (6 hs) disminuyd linealmente para todos los espesores ensayados en el rango
entre 20 y 60 um (Figura 3.16b); los valores de PVA no mostraron diferencias significativas
(p>0,05) en el rango de los espesores estudiados, siendo 6,351+ 1,3 10! gs'mtpa’l.

Estos resultados mostraron que el efecto del espesor fue critico en el caso de
peliculas de gelatina debido al caracter hidrofilico de este polimero, pero no resulté tan
dramatico para el caso de Q, dado que el espesor de estas matrices normalmente no excede
los valores en que se manifestaron las desviaciones de la linealidad. Por lo tanto, es esencial
con fines comparativos de los valores de permeabilidad al vapor de agua obtener peliculas
con espesores dentro de los rangos establecidos para cada formulacion.

En este punto conviene detenerse para remarcar la importancia del espesor en
peliculas con fuerte caracter hidrofilico acondicionadas a distintas HR y su directa influencia
sobre la permeabilidad al vapor de agua.

El anadlisis de la desviacidon a la ley de Fick en el transporte de agua a través de la
pelicula, se explica teniendo en cuenta que la misma va a absorber o liberar parte de su
propia humedad (debido a su caracter hidrofilico) segun la HR a la que se acondicione en
relacion a la HR a la cual se va a realizar el ensayo. Cuanto mas difieran dichos valores entre
si, mayor serd el tiempo necesario para alcanzar el estado de equilibrio. Si la pelicula se

acondiciona a HR por encima del 75% (valor al cual se realizaron las determinaciones) libera

146



CAPITULO 3

Desarrollo y caracterizacion de peliculas compuestas, bicapa y laminadas

parte de su propia humedad, por el contrario si se acondiciona por debajo de éste valor la
absorbe. Asimismo, el tiempo necesario para alcanzar el equilibrio sera mayor cuanto mayor
sea el espesor de las peliculas, y en consecuencia el proceso podra ser visualizado mas
facilmente. En el caso de peliculas de G o GP las desviaciones de la idealidad se produjeron
para espesores mayores a 130 um. Para matrices de Q, aun con espesores del orden de 60
um, las diferencias encontradas no fueron significativas (p>0,05).

Para realizar los ensayos se prepararon peliculas de Q, G y GP como se ha descripto
anteriormente pero con mayor relacién peso de solucidn/ area, de manera que fue posible
obtener espesores significativos. Las peliculas se acondicionaron a 20°C y distintas
humedades relativas (43, 75 y 85%).

Para corroborar que las desviaciones halladas se debian a la capacidad de las
matrices para retener o liberar parte del agua que aportaba el medio externo y poder
cuantificar la diferencia entre el peso de agua de la pelicula y el peso retenido en la silica, se
hizo una modificacion de la celda original, que permitié ponderar por separado ambas
contribuciones (Figura 3.17). Para evitar errores durante la pesada la pelicula ensamblada en
medio de dos coronas de acrilico se cubrié con una tapa (1) y un fondo, mientras la parte
inferior conteniendo la silica también cubridé con la tapa (2) para evitar la transferencia de
masa, como se puede visualizar en la Figura 3.17. Es decir, para cada tiempo se registraron
dos pesos distintos, el peso de agua <ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>