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Resumen

La celulosa se considera una alternativa para la creciente demanda del desarrollo
de nuevos envases alimentarios ecoldgicos y biocompatibles. El objetivo de este estudio
fue desarrollar peliculas a base de celulosa, tanto de origen vegetal como bacteriano. Las
peliculas a base de celulosa vegetal se obtuvieron disolviendo celulosa microcristalina
mediante el método de disolucion de NaOH/urea, seguido de un proceso de coagulacién
en solucién de &cido acético. Las peliculas a base de celulosa bacteriana se obtuvieron
por fermentacion de la bacteria acética Komagataeibacter xylinus en un medio de cultivo
comercial. Las peliculas a base de celulosa se combinaron con alcohol polivinilico
(PVOH) y quitosano con el objetivo de reforzar las propiedades mecénicas y Opticas. Se
obtuvieron modelos polinomiales para describir el efecto de la formulacidon sobre las
propiedades mecanicas (resistencia a la rotura, porcentaje de elasticidad, tenacidad,
modulo de Young, resistencia a la puncion y elongacion de puncion), permeabilidad al
vapor de agua, adsorcion de agua, solubilidad y propiedades épticas. La morfologia, las
propiedades estructurales y térmicas de las peliculas se evaluaron mediante microscopia
electrénica de barrido, analisis espectral (FT-IR y UV-VIS-NIR) y calorimetria diferencial
de barrido. Ademas, se analiz6 el efecto del contenido de humedad sobre las propiedades

mecanicas, de barrera y opticas.

Los resultados mostraron una mejora significativa de las propiedades mecanicas
y Opticas mediante la adicion de quitosano y alcohol polivinilico. Se observé una
disminucién en los valores de permeabilidad al vapor de agua de las peliculas
compuestas con respecto a los polimeros puros. La calorimetria diferencial de barrido
mostré que las interacciones que tuvieron lugar entre celulosa-quitosano-alcohol
polivinilico aumentaron la estabilidad térmica del compuesto polimérico. Debido a la
porosidad de las peliculas de celulosa, el quitosano y el PVOH penetraron en la matriz
de celulosa, promoviendo una estructura mas compacta, aumentando la resistencia
mecanica y mejorando la transparencia y la opacidad de las peliculas a base de celulosa.
Las diferencias en la conformacion y organizacion de las fibras de celulosa a nivel de

microestructura entre la celulosa bacteriana y la celulosa regenerada, afectaron a la
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interaccion y difusion de quitosano y PVOH a través de la matriz de celulosa. La
estructura tridimensional de la celulosa bacteriana, con mayor porosidad y superficie de
contacto con respecto a la celulosa regenerada, facilitd la difusion del quitosano y el
PVOH a través de la estructura, observando un mayor efecto de refuerzo del quitosano y
PVOH en la matriz celulosica. Debido a estas diferencias estructurales, se observd un
mayor efecto del quitosano y PVOH sobre las propiedades mecénicas y Opticas de las
peliculas a base de celulosa bacteriana que sobre las peliculas a base de celulosa
regenerada. En ambos casos, fue posible desarrollar peliculas con valores optimos de
transparencia, manteniendo bajos valores de transmitancia en la region de luz

ultravioleta, mostrando propiedades extraordinarias de barrera contra la radiacién UV.

Debido a la naturaleza hidrofilica de los materiales, se observo una modificacion
de las propiedades mecéanicas, de permeabilidad y Opticas en funcién del contenido de
humedad de las muestras. Los resultados permiten predecir el comportamiento de las

peliculas en funcién de la humedad relativa del ambiente que rodea a la pelicula.

Los resultados mostraron que es factible obtener peliculas a base de celulosa con
propiedades mecanicas y de barrera adecuadas y excelentes propiedades de proteccion
contra la radiaciéon UV. Estos materiales podrian ser Utiles para posibles aplicaciones de

envasado en la industria alimentaria 0 como alternativa parcial a las peliculas sintéticas.
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Abstract

Cellulose is considered an alternative to the growing demand for the development
of new biodegradable and biocompatible food packaging. The purpose of this study was
to develop cellulose-based films, both of vegetable and bacterial origin. The vegetable
cellulose-based films were obtained by dissolving microcrystalline cellulose, using the
NaOH/urea dissolution method, followed by a coagulation process in acetic acid solution.
Bacterial cellulose-based films were obtained by fermentation of the acetic bacteria
Komagataeibacter xylinus in a commercial culture media. The cellulose-based films were
combined with polyvinyl alcohol (PVOH) and chitosan in order to reinforce the mechanical
and optical properties of the composite films. Polynomial models were obtained to
describe the effect of the formulation on the mechanical properties (tensile strength,
percentage of elongation, toughness, Young's modulus, burst strength and distance to
burst), water vapor permeability, water adsorption, solubility and optical properties. The
morphology, the structural and thermal properties of the films were evaluated by scanning
electron microscopy, spectral analysis (FT-IR and UV-VIS-NIR) and differential scanning
calorimetry. In addition, the effect of moisture content on mechanical, barrier and optical

properties was analyzed.

The results showed a significant improvement of the mechanical and optical
properties by adding chitosan and polyvinyl alcohol. A decrease in the water vapor
permeability values of the composite films was observed with respect to the pure
polymers. Differential scanning calorimetry showed that the interactions that took place
between cellulose-chitosan-polyvinyl alcohol increased the thermal stability of the polymer
blend. Due to the porosity of the cellulose films, chitosan and PVOH penetrated the
cellulose matrix, promoting a more compact structure, increasing mechanical resistance
and improving the transparency and opacity of cellulose-based films. The differences in
the conformation and organization of the cellulose fibers at the microstructure level
between bacterial cellulose and regenerated cellulose affected the interaction and
diffusion of chitosan and PVOH through the cellulose matrix. The three-dimensional

structure of bacterial cellulose, with greater porosity and contact surface with respect to
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regenerated cellulose, facilitated the diffusion of chitosan and PVOH through the
structure, observing a greater reinforcing effect of chitosan and PVOH in the cellulosic
matrix. Due to these structural differences, a greater effect of chitosan and PVOH was
observed on the mechanical and optical properties of bacterial cellulose based films than
on regenerated cellulose-based films. In both cases, it was possible to develop films with
optimal transparency values, keeping low transmittance values in the ultraviolet light

region, showing extraordinary barrier properties against UV radiation.

Due to the hydrophilic nature of the materials, a modification of the mechanical,
permeability and optical properties was observed depending on the moisture content of
the samples. The results allow predicting the behavior of the films based on the relative

humidity of the environment surrounding the film.

The results showed that it is feasible to obtain cellulose based films with adequate
mechanical and barrier properties and excellent protection properties against UV
radiation. These materials could be useful for possible packaging applications in the food

industry or as a partial alternative to synthetic films.
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Revisién de la literatura. Introduccién

1.1. Introduccion. Polimeros biodegradables

En las ultimas décadas, la produccion y uso de peliculas sintéticas para envasado
de alimentos ha crecido rapidamente. En 2012, la produccion mundial de plastico alcanzo
los 288 millones de toneladas, lo que supone un aumento del 620% desde 1975 (Jambeck
et al., 2015). El significativo aumento de consumo de envases plasticos en las Ultimas
décadas se debe a las propiedades adecuadas para varias aplicaciones, principalmente,
como envase de alimentos. Los plasticos sintéticos son de bajo costo con excelentes
propiedades de barrera de oxigeno/vapor de agua, apariencia visual y propiedades
mecanicas adecuadas para mantener la integridad del envase durante su vida Gtil (Cazon
et al., 2017; Trinetta, 2016). Sin embargo, la compleja gestiéon de los desechos de los
envases de plastico ha dado lugar a graves problemas medio ambientales, debido a que
estos materiales no son biodegradables (Andrady, 2011; Jambeck et al., 2015). Ademas,
los materiales destinados a embalaje en industria alimentaria presentan algunas
dificultades que no siempre permiten su reciclaje. Menos del 3% de los 500,000 millones
de bolsas de plastico que se distribuyen en el mercado cada afio se reciclan (Trinetta,
2016). Por otro lado, hay una creciente preocupacién ambiental por los micro plasticos. La
degradacion de los desechos plasticos no controlados provoca la reduccién de su tamafio,
convirtiéndolos en pequefios fragmentos de plastico. Los pequefios fragmentos de plastico
pueden incorporarse a la cadena alimentaria y suponen un potencial riesgo para la salud
de los seres humanos (Andrady, 2011; Cole et al., 2011; Jambeck et al.,, 2015). La
presencia de estos micro plasticos en productos alimenticios se observé recientemente en
un trabajo publicado que informaba de la presencia de micro plastico en las sales de mesa

comerciales (lfiguez et al., 2017).

Como resultado de los problemas ambientales derivados del uso incontrolado de
plasticos sintéticos no biodegradables, los consumidores demandan el desarrollo de
nuevos materiales biodegradables como una alternativa a los plasticos usados en la
industria alimentaria. Atendiendo a esta necesidad de la sociedad, en las ultimas décadas
cientificos especializados en ciencia y tecnologia de los alimentos han desarrollado nuevos

materiales para obtener peliculas comestibles y biodegradables. Estas peliculas estan
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basadas principalmente en materiales de fuentes renovables que abundan en la naturaleza
(Persin et al., 2011) o polimeros sintéticos con propiedades biodegradables (Kronenthal,
1975). Los biopolimeros de fuentes renovables deben ser materiales baratos y, por este
motivo, estd aumentando el interés por utilizar desechos o subproductos de la industria
agroalimentaria como materia primas para obtener biopolimeros (Kim, Son, Kim, Weller, &
Hanna, 2006). De esta manera, las aplicaciones de peliculas basadas en polisacéridos en
los productos alimenticios podrian ofrecer oportunidades para desarrollar nuevos sistemas

de envasado de alimentos mas sostenibles con el medio ambiente.

Se ha estudiado la capacidad de formacién de pelicula de varios polisacaridos, entre
ellos la celulosa, el quitosano, el almidén, la pectina, el alginato, la carragenina, el pululano
y el kefiran (Cazon et al., 2017; Elsabee & Abdou, 2013; Espitia, Du, Avena-Bustillos,
Soares, & McHugh, 2014; Galus & Kadzinska, 2015; Jiménez, Fabra, Talens, & Chiralt,
2012; Motedayen, Khodaiyan, & Salehi, 2013; Xu, Chen, Rosswurm, Yao, & Janaswamy,
2016; Zolfi, Khodaiyan, Mousavi, & Hashemi, 2014). En la mayoria de los casos, se requiere
la adicion de plastificantes para obtener peliculas a base de polisacaridos. Sin la adicion
de un plastificante, las peliculas obtenidas de varios polisacaridos son fragiles, debido
generalmente a las interacciones entre las cadenas de polimeros (Vieira et al., 2011). El
plastificante actia como lubricante, reduciendo la friccion intermolecular que permite
aumentar la deformabilidad de un polimero. El plastificante también puede reducir la
cohesion dentro de la red de la pelicula al debilitar las fuerzas intermoleculares entre los
polimeros adyacentes (Espitia et al., 2014; Marcos et al., 2010; Shtarkman & Razinskaya,
1983). De esta manera, los plastificantes modifican o mejoran las propiedades mecanicas,
reducen la tension de la deformacion, la dureza, la densidad y la viscosidad y aumentan la
flexibilidad de la cadena de polimeros, asi como la resistencia a la fisura (Vieira et al., 2011).
Sin embargo, en los materiales hidrofilos, los plastificantes modifican las propiedades de
barrera y suelen aumentar la permeabilidad al vapor de agua. La adicion de plastificantes
hidrofébicos podria dar lugar a una disminucion de la interaccion entre las moléculas de

agua y la matriz polimérica (Espitia et al., 2014; Han, 2014; Vieira et al., 2011).

Entre los plastificantes utilizados comianmente se encuentran los polioles (glicerol,

sorbitol y polietilenglicol), los azucares (glucosa, sacarosa) y los lipidos (monoglicéridos,
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fosfolipidos y surfactantes) (Espitia et al., 2014). El uso de plastificantes de origen natural,
como los triglicéridos de los aceites vegetales o los ésteres de acidos grasos, esta
aumentando debido a su baja toxicidad y baja migracién (Vieira et al., 2011).

Por otro lado, existen polimeros sintéticos biodegradables que pueden combinarse
con materiales naturales para aumentar las potenciales aplicaciones de las mezclas y
manteniendo su biodegradabilidad. Entre estos materiales se encuentran el alcohol
polivinilico (PVOH) y las policaprolactonas (Baker et al., 2012; Benedict et al., 1983), siendo
el PVOH, el polimero sintético mas utilizado para mezclarse con otros materiales de origen

natural para obtener compuestos biodegradables con propiedades mejoradas.

1.2. Peliculas abase de polisacaridos para el envasado de alimentos

Una pelicula biodegradable podria definirse como un embalaje primario elaborado a
partir de polimeros biodegradables y aditivos de grado alimentario. Se puede formar una
fina capa de material biodegradable en una pelicula y se puede utilizar como empaque de
alimentos sin cambiar los ingredientes originales o el método de procesamiento. Se han
utilizado diferentes peliculas biodegradables para la proteccién de los alimentos y la

prolongacion de su vida util (Galus & Kadzinska, 2015; Han, 2014).

Para la elaboracién de las peliculas biodegradables, las materias primas deben ser
disueltas o dispersadas usando un solvente como el agua, el alcohol, una mezcla de agua
y alcohol o una mezcla de otros solventes. En este proceso se pueden afadir plastificantes,
agentes antimicrobianos, colorantes o aromatizantes para reforzar las propiedades de las
peliculas. En ocasiones, puede ser necesario ajustar el pH, calentar las soluciones y/u otros
pasos adicionales para facilitar la solubilidad de algunos biopolimeros. A continuacion, la
solucion formadora de pelicula se vierte en un molde y se deja secar a la temperatura y
condiciones de humedad especificas o deseadas para obtener las peliculas. Ademas de
utilizar el polisacarido en forma de pelicula, es posible su aplicacion en forma de
recubrimiento de los alimentos, por ejemplo, por inmersion del producto en la solucion del
polimero, o por atomizacion de la solucion formadora de pelicula sobre el producto
(Bourtoom, 2008).
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Trabajos previos han demostrado la viabilidad de usar polisacaridos como la
celulosa y sus derivados, el quitosano, los almidones y las gomas como materias primas
para elaborar peliculas y recubrimientos comestibles que pueden utilizarse como material
de envasado para la conservacion de alimentos (Aider, 2010; Elsabee & Abdou, 2013;
Espitia et al., 2014; Han, 2014; Jiménez et al., 2012; Klemm, Heublein, Fink, & Bohn, 2005;
Psomiadou, Arvanitoyannis, & Yamamoto, 1996; Vargas & Gonzalez-Martinez, 2010;
Zhang, Liu, & Han, 2008). Los materiales de embalaje a base de polisacéridos deben tener
un bajo costo, disponibilidad y algunas propiedades funcionales o especificas que ayuden
a la conservacion de los alimentos. Los tipos de polisacaridos y la amplia gama de aditivos
qgue podrian incorporarse durante la preparacion de peliculas biodegradables podrian

permitir aumentar la vida util de los alimentos listos para el consumo.

1.2.1. Celulosa

La celulosa constituye el recurso polimérico renovable mas abundante de la
naturaleza. En la literatura se puede encontrar multiples trabajos en los que se evalla la
celulosa como materia prima para desarrollar peliculas biodegradables, principalmente
debido a su bajo costo, no toxicidad, biocompatibilidad, biodegradabilidad, estabilidad
guimica y disponibilidad en la naturaleza (Wang et al., 2016). La celulosa puede ser aislada
de la madera, el algoddn, el cafiamo y otros materiales vegetales (Xu et al., 2016). Ademas,
la celulosa también es producida por tunicados, varias especies de algas y por algunas
especies de bacterias como Acetobacter, Agrobacterium, Pseudomonas, Rhizobium,
Sarcina. Komagataeibacter xylinus, inicialmente denominada Acetobacter xylinum, mas
difundida como Gluconoacetobacter xylinus (Szymanska-Chargot et al., 2017; Yamada et
al., 2012).

La celulosa obtenida de fuentes vegetales puede contener restos de otros
compuestos naturales, como la lignina y la hemicelulosa. La celulosa sintetizada por
microorganismos, denominada celulosa bacteriana, esta libre de otros compuestos (Esa et
al., 2014; Klemm et al., 2005; Nguyen et al., 2008). La celulosa bacteriana es sintetizada
extracelularmente en forma de fibrillas por varias bacterias, utilizando principalmente la

glucosa como fuente de carbono, como se muestra en la Figura 1 (Cacicedo et al., 2016).
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Figura 1. Esquema de la produccidn extracelular de fibras de celulosa. Fuente (Cacicedo et al., 2016).

La celulosa de origen vegetal y microbiano tienen la misma estructura quimica que
consiste en una cadena lineal con dos anillos de anhidroglucosa ((CeH100s)n), unidos
covalentemente a través de un oxigeno en un enlace glucosidico p-1-4, como muestra la
Figura 2 (Klemm et al., 2005). El nimero de unidades repetidas por cadena depende de la
fuente (Wang et al., 2016). A pesar de tener estructura quimica igual, la celulosa bacteriana
presenta una estructura tridimensional con mayor superficie de contacto, porosa, con alta
cristalinidad y pureza. Por este motivo, la celulosa bacteriana tiene varias ventajas frente a
la celulosa vegetal, como mayor resistencia mecanica y afinidad por el agua (Rozenberga
et al., 2016).
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Figura 2. Estructura quimica de la celulosa. Fuente: (Klemm et al., 2005).
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Las moléculas de celulosa se organizan en microfibras, en las que hay extensos
enlaces de hidrégeno entre las cadenas de celulosa, produciendo una fuerte estructura
cristalina. La celulosa es insoluble en disolventes polares comunes, pero es soluble en
algunos disolventes que no tienen propiedades quimicas similares entre ellos. La
insolubilidad de la celulosa en el agua ha sido el foco principal de varias investigaciones y
hasta ahora, hay dos hipo6tesis principales. Una de las hipétesis afirma que la insolubilidad
en agua se debe a la longitud relativamente alta de la cadena molecular de la celulosa 'y a
su estrecho empaqguetamiento a través de numerosos puentes de hidrégeno (Wang et al.,
2016). Otros autores explican la insolubilidad teniendo en cuenta la cristalinidad de la
celulosa (Lindman et al., 2010). Investigaciones previas indicaron que los grupos hidroxilo
en Cz, C3y Cs contribuyen a la formacién de diversos tipos de enlaces de hidrégeno inter
e intramoleculares, que tienen una gran influencia sobre las propiedades fisicas de la
celulosa (solubilidad, reactividad de los grupos hidroxilos, cristalinidad) y sobre las
propiedades mecanicas (Fan et al., 2012). El médulo cristalino de la celulosa nativa con y
sin los puentes de hidrégeno intramoleculares se calculd, siendo 172.9 GPa y 70.8 GPa,
respectivamente (Tashiro & Kobayashi, 1985). Este resultado demostré que los puentes de
hidrogeno juegan un papel importante en el mecanismo de deformacion de la cadena

polimérica.

Dado que la celulosa es una potencial materia prima para desarrollar peliculas
biodegradables y el interés que suscita este material, se han desarrollado varios métodos
para disolverla como paso previo al proceso de producciéon de peliculas. En algunos de
estos métodos se utilizan disolventes como el 6xido de N-metilmorfolina, liquidos idnicos,
LiCI/N,N-dimetilacetamida, soluciobn acuosa de NaOH, &lcali/urea, solucion acuosa de
NaOH/tiourea, sistema de fluoruro de tetrabutilamonio/dimetil sulfoxido y otras soluciones
mas complejas, como las soluciones acuosas de metal compuestas de iones de metales
de transicion y ligandos nitrosos, incluyendo el hidroxido de cupramonio (Cuam:
[Cu(NH3)4](OH)2]) e hidréxido de cuprilendiamina (Cuen: [Cu(H2N(CHz2)2NH2)2](OH)2]) (Isik
et al., 2014; Lindman et al., 2010; Wang et al., 2016).

Entre los disolventes desarrollados, el sistema de monohidrato de N- metilmorfolina-

N-6xido (NMMO) es el mas eficaz. Sin embargo, el sistema NMMO/H20 tiene varias
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desventajas principalmente debido a que requiere altas temperaturas para la disolucion de
la celulosa, la necesidad de antioxidantes para evitar las reacciones secundarias de los
disolventes y evitar la degradacién de la celulosa asi como los altos costos (Zhang, Li, Yu,
& Hsieh, 2010). Por otro lado, el sistema acuoso de NaOH es uno de los solventes de
celulosa mas baratos. La celulosa puede ser disuelta en una solucion acuosa de 7-9% de
NaOH a bajas temperaturas (4°C), en la que los puentes intermoleculares de hidrogeno se
debilitan. Sin embargo, este método solo se utiliza para la celulosa de bajo peso molecular,
lo que limita el proceso, las aplicaciones y las propiedades mecanicas de los productos
obtenidos (Zhou & Zhang, 2000). En sistemas acuosos de NaOHy/celulosa, al aumentar la
temperatura de la solucion, se produce una desestabilizacion de la solucion, convirtiéndose
en un gel. Los investigadores demostraron que al afiadir urea, el cambio a gel no se
produce cuando aumenta la temperatura, o que mejora la estabilidad de la solucién de

celulosa y mejora la dispersion de la celulosa (Zhou & Zhang, 2000).

El método de disolucion del NaOH/urea se basa en que el NaOH puede penetrar
entre los cristales y romper los enlaces de hidrégeno inter e intramoleculares entre las
cadenas de celulosa. La urea actiia como donante y receptor de hidrogenos para prevenir
la reasociacion de las cadenas moleculares de la celulosa y mejorar la estabilidad de la
solucion (Zhang et al., 2010; Zhou, Zhang, & Cai, 2004). La disolucion de la celulosa con
el método NaOH/urea requiere temperaturas por debajo de -10°C. El efecto a bajas
temperaturas ha sido analizado por la entalpia total de la disolucion de la celulosa

(Ecuacion 1):
AHpisolucion = AHrusion + AHtransicion + AHinteraccion + AHmezcla (Ec.1)

La disolucién de la celulosa cristalina en dispersion molecular se divide en varias
etapas: primero, la transiciéon del polimero sélido a un hipotético estado liquido altamente
elastico que corresponde a la desintegracién de las regiones cristalinas (AHzusion) Y la
transicion de las regiones amorfas de un estado vitreo a un estado altamente elastico
(AHtransition); segundo, la disolucion de las moléculas del polimero (AHinteraction); Y tercero, la
mezcla de la disolucién de las moléculas del polimero para dar una solucién infinitamente

diluida (AHmezcia). El Unico término endotérmico de la ecuacion es AHrusion asociado con la
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rotura de los puentes de hidrégeno en las regiones cristalinas. Todos los demas términos
estan relacionados con las interacciones entre los grupos hidroxilo de la celulosa y el
sistema de disolventes, y son exotérmicos. El proceso general de disolucién de la celulosa
es exotérmico y se ve favorecido por la baja temperatura (Zhang et al., 2010). Durante el
tiempo de almacenamiento, la celulosa en solucién sufre un ligero proceso de degradacion
(Zhou & Zhang, 2000).

Las peliculas de celulosa regenerada pura se obtienen mediante el método de
vaciado en placa (casting) seguido de un proceso de regeneracion por medio de un bafio
de acido, entre otros, acido acético, H2SO4, H2SO4/Na2S04, Na2SO4 y (NH4)2S04 (Zhang,
Mao, Zhou, & Cai, 2005). Para ello, se vierte un volumen determinado de celulosa disuelta
en NaOH/urea en una placa de Petri, y luego se sumerge en un bafo coagulante de una
solucion acida. En el bafio acido se produce una pelicula de celulosa regenerada, que

necesita lavarse con abundante agua destilada.

Otra alternativa para utilizar la celulosa como materia prima para diferentes
aplicaciones o como peliculas biodegradables, es el uso de derivados de la celulosa
solubles en agua. Los tres grupos hidroxilos presentes en la unidad de anhidroglucosa
pueden reaccionar parcial o totalmente con diversos reactivos para formar derivados
solubles en el agua, como los ésteres de celulosa (acetato de celulosa, triacetato de
celulosa y butirato de celulosa) y los éteres de celulosa (metilcelulosa,
hidroxipropilmetilcelulosa, etilcelulosa, hidroxietilcelulosa, carboximetilcelulosa e
hidroxietilcelulosa) (Bourtoom, 2008; Paunonen, 2013). Las peliculas obtenidas de estos
derivados de la celulosa son generalmente transparentes, solubles en agua, inodoras,
insipidas, flexibles, con una fuerza moderada y resistencia a los compuestos lipidicos
(Dhall, 2013).

La metilcelulosa es el derivado de la celulosa mas hidréfilo y soluble en agua.
También es mas economico y facil de conseguir (Erdohan & Turhan, 2005). Las peliculas
a base de hidroxipropilcelulosa y metilcelulosa son muy eficientes como barrera al oxigeno,
diéxido de carbono y lipidos, pero presentan pobres propiedades de barrera al vapor de

agua. Sin embargo, las propiedades de barrera al vapor de agua pueden mejorarse
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afiadiendo materiales hidrofébicos, como lipidos, a la solucién formadora de pelicula
(Villalobos et al., 2005). Por otro lado, la metilcelulosa y la hidroxipropilmetilcelulosa tienen
la capacidad de formar un recubrimiento inducido térmicamente que se ha utilizado para
cubrir productos fritos (Varela & Fiszman, 2011). La hidroxipropil celulosa presenta
propiedades termoplasticas, o que permite que se pueda extruir para formar peliculas
(Bourtoom, 2008).

Otro derivado de la celulosa, desarrollado a principios del siglo XX, y el mas utilizado
en los envases de alimentos, es el celofan. Durante el proceso de fabricacion del celofan,
la celulosa se deriva primero con disulfuro de carbono e hidroxido de sodio a un xantato de
celulosa sodica soluble en élcali, que se disuelve posteriormente en hidréxido de sodio
diluido. Las pulpas disolventes se utilizan a menudo como materia prima. El liquido viscoso
se extrae en un bafio de acido sulfarico y sulfato de sodio para convertirlo en celulosa
sélida. Este proceso tradicional genera subproductos peligrosos (CSz y H2S) durante la
fabricacion. El celofan tiene pobres propiedades de barrera al vapor de agua (alta
permeabilidad al vapor de agua) en comparacion con los polimeros sintéticos (Bedane, Eic,
et al., 2015; Paunonen, 2013).

1.2.2. Quitosano

El quitosano es uno de los polisacaridos mas estudiados. Desde 2016 hasta
mediados de 2019 se han publicado mas de 9000 articulos sobre peliculas de quitosano
(ScienceDirect®). El quitosano es un derivado de la quitina y es el segundo polisacéarido
mas abundante en la naturaleza después de la celulosa. La quitina se aisla principalmente
de los desechos de los crustaceos (camarones y cangrejos). Fuentes alternativas de quitina
0 quitosano son los hongos y los insectos, aunque su aplicacion industrial es limitada. El
guitosano se obtiene mediante la desacetilacion alcalina parcial de la quitina. Se trata de
un polimero natural catidénico de alto peso molecular compuesto de cadenas distribuidas
aleatoriamente de [(-(1-4) b-glucosamina (unidades desacetiladas) y N-acetil-p-
glucosamina (unidad acetilada) (Figura 3). El quitosano no se identifica con una Unica
sustancia, sino que se utiliza para describir una serie de polimeros de quitosano con

diferentes pesos moleculares (50-2000 kDa) y grados de desacetilacion (40-98%) (Broek
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Van Den, Knoop, Kappen, & Boeriu, 2015; Chenite, Buschmann, Wang, Chaput, & Kandani,
2001; Kerch & Korkhov, 2011; Kim et al., 2006; Rinaudo, 2006).
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Figura 3. Estructura quimica del quitosano. Fuente:(Broek Van Den et al., 2015).

El quitosano posee propiedades interesantes ya que es no toxico, biodegradable,
biofuncional y biocompatible (Dutta et al., 2009). Ademas, el quitosano ha atraido la
atencién como potencial conservador de alimentos debido a su actividad antimicrobiana
contra una amplia gama de hongos, levaduras y bacterias (Aider, 2010; Coma et al., 2002).
La hipotesis mas aceptada es un cambio en la permeabilidad de las células por apilamiento
electrostatico de la superficie celular. El quitosano, debido a la carga positiva del grupo
amino en C2 por debajo de su pKa (pH 6,3), crea una estructura policatidnica, que interactla
con las membranas celulares microbianas (carga negativa). Esta interaccién conduce a la
fuga de componentes proteinicos y otros componentes intracelulares. Otra hipétesis
propuesta es la capacidad de penetracidon del quitosano en el nucleo de la célula debido a
su bajo peso molecular, blogueando la transcripcién del ADN al ARN debido a la adhesién
a las moléculas de ADN. La ultima hipotesis propuesta se basa en el hecho de que el
guitosano puede actuar como agente quelante de nutrientes esenciales, inhibiendo la
produccion de toxinas y el crecimiento microbiano (Broek Van Den et al., 2015; Helander
et al., 2001; No et al., 2007; Vartiainen et al., 2004).

El quitosano es insoluble en agua y en disolventes organicos comunes. Sin
embargo, la solubilidad depende del grado de N-acetilacion (DA) y del peso molecular (Mw).

El quitosano puede disolverse facilmente en soluciones acidas de pH inferior a 6.3, aunque
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a concentraciones superiores al 2% (p/p), la solucion resultante se vuelve muy viscosa
(Broek Van Den et al., 2015; Kaur & Dhillon, 2014; Yeul & Rayalu, 2013).

Se han reportado varios métodos para obtener peliculas basadas en el quitosano.
En el método de “casting”, el quitosano se disuelve en disolventes adecuados o en agua
ligeramente acidificada y, si es necesario, se afiade un plastificante. La solucion se vierte
sobre una superficie plana y se deja evaporar a determinadas condiciones de temperatura
y humedad (Leceta et al., 2013; Priyadarshi et al., 2018; Suyatma et al., 2005).

Para obtener laminas, la extrusion es la opcidon mas econdmica (Broek Van Den et
al.,, 2015). En la extrusion, se utilizan uno o dos tornillos giratorios para aumentar
progresivamente la presion y mezclar los ingredientes durante la fabricacion de las
peliculas. Al final de los tornillos, la mezcla se expande después de pasar por un dado
(Espitia et al., 2014). Pero en este caso, el quitosano presenta la desventaja de no ser
termoplastico, por lo que, a diferencia de los polimeros termoplasticos convencionales, el
quitosano no puede ser extruido o moldeado, y las peliculas no pueden ser selladas por
calor. Este comportamiento limita la produccién de peliculas de quitosano a nivel comercial
y reduce las aplicaciones (Pelissari et al., 2011). La mezcla de quitosano con polimeros
termoplasticos, como el polisuccinato de butileno, el poliadipato de butilentereftalato, el
polisuccinato de butileno adipato, representa una alternativa para mejorar las propiedades
térmicas de este material (Broek Van Den et al., 2015).

Las buenas propiedades de formacion de peliculas del quitosano permiten la
produccion de peliculas y materiales de recubrimiento con buenas propiedades mecénicas
y una permeabilidad selectiva al CO2 y al O2. Sin embargo, las peliculas de quitosano son
muy permeables al vapor de agua, lo que limita su uso en los productos alimenticios porque,
por lo general, un control eficaz de la transferencia de humedad es una propiedad
importante para la preservacion de la calidad de los alimentos, especialmente en entornos
de alta humedad relativa (Aider, 2010).

Por esta razon, se han propuesto varias estrategias para mejorar las propiedades
funcionales de las peliculas de quitosano. Por ejemplo, modificaciones del grado de

desacetilacion, pH, tipo de disolvente o de los plastificantes. La mezcla con otros
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componentes (proteinas o polisacaridos) puede mejorar las propiedades funcionales de las
peliculas de quitosano (Elsabee & Abdou, 2013). Sin embargo, la alta sensibilidad del
quitosano a la humedad limita la aplicacion para el envasado de alimentos, ya que las
peliculas de quitosano pueden seguir siendo sensibles al agua o incluso solubles en ella.
Como alternativa, se ha propuesto la reticulacién del quitosano con varios reactivos como
la genipina, el glutaraldehido o el formaldehido para evitar la disolucién y/o la hinchazén de
las peliculas de quitosano en contacto con la humedad (Dutta et al., 2009).

1.3. Polimeros sintéticos biodegradables

Los polimeros sintéticos biodegradables, como el alcohol polivinilico (PVOH), se han
desarrollado principalmente para aplicaciones biomédicas como lentes de contacto,
pancreas artificial, y hemodialisis, asi como para material de implantes médicos para
reemplazar tejidos de cartilago y menisco (Baker et al., 2012). Debido a sus propiedades y
a su compatibilidad con los materiales naturales, esté creciendo la estrategia de combinar
ambos materiales para mejorar las propiedades finales de los compuestos con respecto a
los polimeros puros. Ademas, esta estrategia permite el desarrollo de nuevos materiales
activos de envasado con propiedades que mejoran la calidad, la vida util y la seguridad de

los productos alimenticios.

1.3.1. Alcohol polivinilico

El PVOH es el plastico soluble en agua de mayor importancia comercial en uso. Es
un polimero atractivo con muchas propiedades dutiles, como baja toxicidad,
biocompatibilidad, alta hidrofilicidad, buena estabilidad quimica y excelentes propiedades
de formacién de pelicula. En multiples estudios se ha evaluado el potencial de este material
para combinarse con biopolimeros para mejorar principalmente las propiedades elasticas,

Opticas y térmicas (Hajji et al., 2016).

El PVOH es un polimero sintético gomoso que se prepara por hidrolisis de acetato
de polivinilo en solucién alcohdlica. El PVOH es soluble en agua, ligeramente soluble en

etanol, pero insoluble en otros solventes organicos. Es insipido, inodoro, biodegradable y
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biocompatible. Su solubilidad en agua facilita la combinacion con varios polimeros de
origen natural. En la industria alimentaria, el PVOH se utiliza como agente adhesivo y de
recubrimiento, por ejemplo, para proteger los componentes activos y otros ingredientes del
efecto del Oz (Goodship & Jacobs, 2008; Tian et al., 2012).

El PVOH tiene estructura cristalina, esto es inusual ya que es un polimero lineal con
grupos secundarios de alcohol en posiciones aleatorias. Esto se debe a que los grupos
hidroxilo no interrumpen la estructura de la red cristalina, debido a su pequefio tamafo. Sin
embargo, la presencia de grupos residuales de acetato disminuye en gran medida la
formacion de cristales. Por esta razon, las propiedades del PVOH dependen del grado de

polimerizacién e hidrélisis (Goodship & Jacobs, 2008; Tian et al., 2012).

Las peliculas de PVOH tienen excelentes propiedades de barrera de O2, CO2 y Na.
Sin embargo, debido a su afinidad por el agua, las peliculas de PVOH muestran una alta
permeabilidad al vapor de agua. Esta propiedad limita los productos alimenticios en los que

se pueden aplicar las peliculas de PVOH (Goodship & Jacobs, 2008).

1.4. Propiedades de las peliculas

Peliculas flexibles, transparentes, con estabilidad térmica, resistencia mecanica,
biodegradables, con propiedades de barrera a diversos gases y propiedades de barrera a
la radiacién UV, entre otras, son demandadas para varias aplicaciones mas alla del
embalaje. Una estrategia viable para mejorar las propiedades de los biopolimeros es la
combinacion de diferentes polimeros biodegradables o la adicion de otros componentes
como plastificantes u otros compuestos activos. Entre las propiedades mas estudiadas de
los nuevos biopolimeros se encuentran las propiedades mecanicas, la permeabilidad al
vapor de agua, las propiedades opticas y las isotermas de adsorcion de agua (Bedane,
Xiao, et al., 2015).

1.4.1. Propiedades mecéanicas

El analisis de las propiedades mecanicas es importante para evaluar y predecir el

comportamiento de los polimeros desarrollados cuando se encuentran sometidos a
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tensiones externas, o conocer su capacidad para mantener su integridad durante la
manipulacion, el transporte y el almacenamiento (Hosseini et al., 2013). De esta manera,
la medicién de las propiedades mecénicas permite predecir como se comportara el material
bajo diferentes condiciones de procesamiento de alimentos y compararlo con los polimeros
comerciales. Entre las principales propiedades mecanicas estudiadas, la resistencia a la
tension (TS) y el porcentaje de elongacion (%E) ayuda a predecir el comportamiento y la
integridad del material durante su vida util. Ademas, aunque no es habitual, también es
importante analizar las propiedades mecéanicas axiales, como la fuerza de puncion (BS) y
la deformacion de la puncién (DB), que permiten predecir la resistencia del material cuando
se encuentra bajo presion externa de protuberancias (Campos et al., 2011; Leceta et al.,
2013; Vieira et al., 2011).

Los valores de TS de las peliculas basadas en polisacaridos son similares a los
valores de los polimeros sintéticos. Las diferencias mas importantes se observan en los
valores de %E, como se muestra en la Tabla 1. Los valores presentados en la Tabla 1 son
indicativos, porque las propiedades mecénicas de las peliculas dependen de varias
condiciones externas, como las condiciones de almacenamiento y de medicion. Para fines

comparativos, la Tabla 2 muestra los valores de TS y %E de algunos polimeros sintéticos.

El TS del acetato de celulosa oscila entre 41 y 87 MPa, y el mddulo elastico entre
1.9 y 3.8 GPa (Paunonen, 2013). En las peliculas de metilcelulosa, el aumento de la
concentracion de metilcelulosa produjo la disminucion de los valores de TS y %E,
obteniendo valores de 33 + 3y 14 + 1% con una concentracion de metilcelulosa de 1.5%.
Los valores fueron 8 £ 1y 6 + 2% usando una concentracion de 6% de metilcelulosa. La
disminucion de las propiedades mecéanicas al aumentar la concentracion de metilcelulosa
puede explicarse por su insolubilidad parcial a altas concentraciones. Por otro lado, la
adicién de un agente plastificante (PEG400) produjo la disminucion de los valores de TSy
el aumento de los valores de %E (Turhan & $Sahbaz, 2004). En las peliculas de quitosano,
las propiedades mecanicas se vieron afectadas por el grado de desacetilacion, el disolvente
empleado, el pH y el peso molecular del quitosano. Las peliculas de quitosano con acido
férmico o lactico mostraron valores de TS menores en comparacion con las peliculas

preparadas con acido acético o propiénico (Kim et al., 2006; Park, Marsh, & Rhim, 2002).
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Los valores de TS disminuyeron significativamente cuando el pH aumenté. Las peliculas
de quitosano con elevado grado de desacetilacién fueron muy sensibles a los cambios de
pH en comparacion con las peliculas de quitosano de bajo grado de desacetilacion.
Ademas, el grado de disociacion del quitosano disminuy6é cuando aumento el pH (Kim et
al., 2006). El aumento del peso molecular del quitosano utilizado para producir peliculas
provoco el aumento de los valores de TS y %E cuando se utilizo el 4cido acético como
disolvente.

Tabla 1. Propiedades de tension y elongacion hasta la rotura de varias peliculas de polisacéaridos.

Resistencia  Porcentaje de
Composicion alatension elasticidad Referencia
MPa (%)
Metilcelulosa y etanol con/sin i i (Turhan & Sahbaz,
polietilenglicol 25-33 29-14 2004)
Hidroxipropilmetilcelulosa
con/sin nanoparticulas de 51.0-28.3 - (De Moura et al., 2012)
plata
(Abugoch et al., 2011;
Quitosano 22.2-39.6 13-73.6 Shen & Kamdem,
2015)
Quitosano de diferentes
pesos moleculares y con 6.7 - 150.2 4.1-117.8 (Park et al., 2002)
diferentes solventes
Quitosano con diferentes 0.56 - 19.2 22-494.8  (Kim et al., 2006)
solventes y pH
Quinoa-quitosano 2.3-8.3 273 -117.4 (Abugoch et al., 2011)
Q'IH‘O'?O” con glicerol and 5.06 - 44.3 24-70.7  (Muscat etal., 2012)
Almidén con/sin glicerol 30 - 68 3-5 (Sessini et al., 2016)
Goma tara con sorbitol y
glicerol con/sin 4cido oleico 26.8-57.4 85-27 (Ma et al., 2016)
Goma_l tara con glicerol y 58.44 - 44 - 46 (Antoniou et al., 2015)
con/sin quitosano 22.71
Goma brea con glicerol y 1.64 - 7.58 8.22-4.85  (Spottietal., 2016)
con/sin cera
Pectina con/sin 58.5-2607  291-0.94  (Lorevice etal., 2016)
nanoparticulas de quitosano
Alginato con sorbitol o (Olivas & Barbosa-
glicerol 18.4-64.7 25-739 Canovas, 2008)
Alginato de sodio 33.6-75.8 3.4-14.0 (Rhim, 2004)
Agar con/sin nanoparticulas 515 - 46.38 33.02 - 33.64 (Rhim, Wang, & Hong,
de plata 2013)
Quitosano con alcohol 13.40 - i
polivinilico 16.88 25.50 - 116 (Hayjji et al., 2016)
Alcohol polivinilico 53.58 454 (Hajji et al., 2016)
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Sin embargo, se observaron valores menores en las propiedades mecénicas cuando
se utilizé acido citrico como disolvente (Chen, Zheng, Wang, Lee, & Park, 2002; Zivanovic,
Chi, & Draughon, 2005). Los factores de acondicionamiento de las peliculas como la
temperatura y la humedad relativa ejercieron una mayor influencia sobre los parametros de
TS y %E, mientras que el periodo de almacenamiento mostré una influencia moderada
(Kerch & Korkhov, 2011).

Tabla 2. Resistencia a la tension y alargamiento hasta la rotura de varios polimeros sintéticos.

Resistencia a Porcentaje de

Pelicula la tension . 0 Referencia

(MPa) elasticidad (%)
Polietileno de alta
densidad 29.3 859 (Su & Zhang, 2016)
Polipropileno 31-38 - (Pérez-Gago & Rhim, 2013)
Polietileno de baja 20 633 (AlMaadeed et al., 2014; Boldt et
densidad al., 2016)
Acetato de 1.43 : (Goetz et al., 2016)
celulosa

Las peliculas de quitosano tienen valores de %E significativamente més altos en
comparacién con las peliculas elaboradas con otros biopolimeros como el gluten de trigo,

la proteina de maiz y el aislado de proteina de soja (Cunningham et al., 2000).

La adicion de proteina a la matriz de quitosano ha significado una disminucion de
los valores de TS y un aumento de los valores de %E. Por ejemplo, la adicion de proteina
de quinoa disminuyo los valores de TS de 22.2 a 2.3 MPa 'y aumento el %E de 73.6 a 237%,
en comparacion con las peliculas control sin quinoa (Abugoch et al., 2011). En el caso de
peliculas de quitosano con almidén, no se observaron diferencias significativas en las
propiedades mecanicas de las peliculas de quitosano con la adicion de almiddn, obteniendo
valores de TS de 9.27 y 10.61 MPa para el almidon de patata y el de mandioca,

respectivamente (Santacruz et al., 2015).
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En las peliculas de hidroxipropilmetilcelulosa con celulosa microcristalina como
agente de relleno, el TS de la pelicula de control preparada con una solucion de
hidroxipropilmetilcelulosa al 3% (p/p) aument6 de 29.7 £ 1.6 a 70.1 £ 7.9 MPa con la adicion
de particulas de celulosa microcristalina de 500 nm. Mientras que solo se observo un
aumento hasta 37.4 + 5.5 MPa con la adicion de particulas de un tamafo de 3 um (Dogan
& McHugh, 2007).

En trabajos anteriores se ha observado que la combinacion de quitosano y PVOH
puede tener efectos beneficiosos en las propiedades fisicoquimicas de las peliculas
resultantes (Costa-Juanior et al., 2009). Los resultados sugirieron que las interacciones entre
el quitosano y PVOH pueden mejorar las propiedades de resistencia mecanica del
quitosano puro, alcanzando valores de hasta 46.88 MPa y 116% de elongacion en las

peliculas de quitosano con un 70% de PVOH (Hajji et al., 2016).

En cuanto a las peliculas a base de PVOH, se han desarrollado peliculas con
propiedades de barrera contra la radiacion UV y propiedades mecanicas mejoradas
afadiendo bio-aceite y glicerol. El maximo valor de %E alcanzado en presencia de bio-
aceite y glicerol fue de 470.56%, con un valor de TS de 33.90 MPa (Morales et al., 2019).
La adicion de nanoparticulas de celulosa con un tamafio entre 5.9 y 10.9 nm se utiliz6 para
aumentar el %E de las peliculas de PVOH, alcanzando valores de hasta el 100% (Ibrahim
et al., 2010).

Por otra parte, la prueba de puncion determina la resistencia de la pelicula a la
penetracion de una sonda cilindrica a velocidad constante (fuerza de puncion, N/mm) vy la
distancia recorrida o elasticidad de puncién hasta el punto de rotura (deformacién de la
puncion, mm) (Spotti et al., 2016). En la literatura no se encuentran muchos datos de la
prueba de perforaciones de peliculas a base de hidrocoloides. Sin embargo, es importante
conocer estos valores para predecir la resistencia de las peliculas a las protuberancias de
los productos alimenticios o envases. Las peliculas a base de metilcelulosa con aceite
vegetal y glicerol mostraron valores de resistencia a la puncién y deformacion por puncion
de 147 N/mm y 3.46 mm, respectivamente. Nanoparticulas de celulosa se afiadieron para

mejorar los valores de resistencia a la puncién (Khan et al., 2010). Peliculas obtenidas a
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partir de una mezcla de gelatina y PVOH mostraron valores de fuerzas de puncion que
oscilaban entre 9.2 y 25.9 N y la deformacion por puncién oscil6 entre el 2.2 y el 18.0%
(Carvalho et al., 2009). Las peliculas puras de carboximetilcelulosa y PVOH mostraron
valores iniciales de fuerza de puncion de 0.9y 1.5 N, respectivamente. La fuerza de puncién
de las peliculas compuestas fue mayor en el rango de 1.1 - 3.9 N, como resultado de las
interacciones carboximetilcelulosa-PVOH (Muppalla et al., 2014). Se notificaron valores de
fuerza de puncion de 520.69 N/mm y deformacion por puncion de 1.20 mm en peliculas
obtenidas de una solucion de quitosano de bajo peso molecular al 1% p/p (~150 kDa) en
acido acético al 1% vl/v, previamente acondicionada a 25°C y 20% de humedad relativa (Li,
Zivanovic, Davidson, & Kit, 2010). Peliculas de quitosano puro elaboradas a partir de un
quitosano de 2.5% (p/p) disuelto en &cido acético de 1.25% (p/p) mostro valores de fuerza
de puncién en el rango de 8.87-10.23 N y la deformacion oscil6 entre 1.82 y 3.66 mm (Bof
et al., 2015).

1.4.2. Permeabilidad del vapor de agua

La eficacia de barrera al vapor de agua de las peliculas es importante para retardar
la deshidratacién de los productos frescos, o la pérdida de textura crujiente en los productos
secos cuando se utiliza el material de envasado para evitar la adsorcién de humedad. Se
sabe que las peliculas biodegradables basadas en polisacaridos son una barrera eficaz
para la transferencia de gases como el Oz y el CO2 (Bertuzzi et al., 2007), aunque estos
materiales son generalmente muy hidrofilos, lo que da lugar a pobres propiedades de
barrera al vapor de agua. La permeabilidad a otros gases como el Oz también es importante
porque permite controlar la maduracion de las frutas o reducir la oxidacion de algunos
componentes de los alimentos como las grasas poliinsaturadas. Ademas, las propiedades
de barrera a gases de las peliculas basadas en polisacaridos son importantes para retardar
la pérdida de vapores organicos, como los compuestos aromaticos, durante el
almacenamiento o para evitar la penetracion de disolventes en los alimentos, lo que podria
dar lugar a toxicidad o pérdida de calidad (Dutta et al., 2009; Vieira et al., 2011).

Aungue algunos polisacaridos tienen escasas propiedades de barrera al vapor de

agua, como el alginato y la carragenina, estos materiales pueden aplicarse como peliculas
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relativamente gruesas en la superficie de los alimentos para adsorber agua,
proporcionando proteccion temporal para una mayor pérdida de humedad de los alimentos.
De esta manera, el producto no pierde mucha humedad mientras el revestimiento se
deshidrata (Bourtoom, 2008; Embuscado & Kerry, 2009).

Los polisacaridos forman una red responsable de las buenas propiedades
mecanicas, pero tiene una pobre barrera para la transferencia de vapor de agua. La adicion
de lipidos permite obtener excelentes propiedades de barrera al vapor de agua, pero las
peliculas obtenidas suelen ser opacas, inestables, quebradizas y tienen un sabor ceroso
(Rubilar et al., 2015).

Por lo general, las peliculas basadas en polisacaridos tienen valores mas altos de
permeabilidad al vapor de agua (WVP) que los materiales sintéticos comerciales. A efectos
comparativos, la Tabla 3 muestra la permeabilidad al vapor de agua de algunas peliculas
a base de polisacéaridos. Los datos varian segun las condiciones de medicién, los métodos
de obtencion de las peliculas y demas factores externos. La Tabla 4 muestra los valores
de permeabilidad al vapor de agua de varios polimeros sintéticos con fines comparativos
(Gennadios et al., 1994).

Las peliculas biodegradables basadas en derivados de la celulosa son barreras muy
eficientes para el oxigeno y los compuestos aromaticos. Entre los derivados de la celulosa,
la metilcelulosa es uno de los mas estudiados (Turhan & Sahbaz, 2004). Los estudios sobre
el efecto de la concentracion de metilcelulosa sobre las propiedades de barrera de vapor
de agua no informaron de ninguna variacion significativa en el WVP, obteniendo valores de
0.525-101° 2 0.598-1019 (g/s-m-Pa) para concentraciones que oscilan entre el 1.5y el 6%,
y peliculas con un grosor que variaba entre 0.01 y 0.024 mm. Estos valores podrian
explicarse por la caracteristica hidréfila de las peliculas como resultado de la presencia de
grupos hidroxilo en la cadena del polimero. Ademas, cuando se utilizé el etanol como
disolvente, los valores de WVP aumentaron considerablemente al aumentar la
concentracion de etanol. Se observd el mismo comportamiento con la adicion de
plastificantes a la matriz del polimero, lo que dio lugar a un aumento de la WVP (Turhan &
Sahbaz, 2004).
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los valores de WVP se vieron

considerablemente afectados por el grado de desacetilacién del quitosano, el pH de los

disolventes y el tipo de acido (Kim et al., 2006). En el rango de pH 3 - 4, los valores de WVP

aumentaron con el pH.

Tabla 3. La permeabilidad al vapor de agua (WVP) de varias peliculas de polisacaridos.

Composicion de la pelicula

WVP
(g/m s Pa)

Referencia

Derivados de celulosa (metilcelulosa e
hidroxipropilmetilcelulosa) con
polietilenglicol y acido esteérico/palmitico
con una capa superficial de cera

Metilcelulosa con etanol

Metilcelulosa con/sin nanocelulosa
Hidroxipropilmetilcelulosa con/sin
nanoparticulas de plata

Agar con/sin nanoparticulas de plata
Quitosano

Mezclas de quitosano y almidén

Quitosano con diferente peso molecular y
solventes

Quitosano con diferentes solventes y pH
Mezcla de quitosano y almidén de tapioca

Almidon de tapioca

Almidén de mandioca con glicerol
Goma Tara con sorbitol and glicerol
Goma Tara con glicerol y con/sin
quitosano

Goma Brean con glicerol y cera
Almidén con glicerol y xilitol

Alginato con/sin polietilenglicol

Agar con/sin nanoparticulas de plata
Mezcla de quinoa y quitosano

6.61-10*%- 1.63-10*

0.51-101°-1.08-101°
5.44.10t-7.29-10'1*
1.54.10%0-2.22.101°

1.67-10°-1.97-10°
1.05-10%°

1.18:101°- 1.55.101°

0.32:10°-0.51-10°

1.77-10°- 2.26-10%

2.8:10%°-6.7-101°

12.1-10%°

1.8:101°- 2.8.101°
0.52:1071°- 0.69-101°

9.91-101*-1.28-10%°

2.5-10-4.75-10"
1.94-10%-1.77-101%°

6.5-10%°- 0.93-10°

1.67-10°-1.97-10°
2.61-101°

(Kester & Fennema,
1989)

(Turhan & Sahbaz,
2004)
(Khan et al., 2010)

(De Moura et al., 2012)

(Rhim et al., 2013)
(Abugoch et al., 2011)

(Santacruz et al., 2015)
(Park et al., 2002)
(Kim et al., 2006)
(Vasconez et al., 2009)

(Vasconez et al., 2009)

(Seligra et al., 2016)
(Ma et al., 2016)

(Antoniou et al., 2015)

(Spotti et al., 2016)
(Muscat et al., 2012)
(Olivas & Barbosa-
Céanovas, 2008)
(Rhim et al., 2013)
(Abugoch et al., 2011)
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En cuanto al efecto de los disolventes, los valores de WVP de las peliculas a base
de quitosano obtenidas con &cido férmico o lactico como disolventes fueron de 3.04-10° o
2.34-10° g/m-h-Pa, respectivamente. Estos valores fueron significativamente mas
elevados que los obtenidos en peliculas a base de quitosano que utilizan acido acético o
propidnico como disolventes. La adicion de almidon al quitosano produjo una disminucion
de los valores de WVP (Santacruz et al.,, 2015). En cuanto al efecto del grado de
desacetilacion, las peliculas a base de quitosano de bajo grado de desacetilacion
mostraron valores de WVP menores en comparacion con las peliculas con base de
guitosano de elevado grado de desacetilacion (Kim et al.,, 2006). En cuanto al peso
molecular del quitosano, no se observé un efecto significativo en los valores de WVP, pero
si en las propiedades mecanicas (Kerch & Korkhov, 2011; Park et al., 2002).

Tabla 4. Permeabilidad al vapor de agua (WVP) de varios polimeros sintéticos. Modificado de (Gennadios,
Weller, & Gooding, 1994).

Pelicula WVP (g/m-s-Pa)
Cloruro de polivinilideno 0.7-1013-2.4.1013
Polietileno de alta densidad 2.4-1013
Polipropileno 49-1013
Polietileno de baja densidad 7.3:10-9.7.108
Etileno acetato de vinilo 2.4-10%2-4.9-10*2
Poliéster 1.2-1012-15.101
Acetato de celulosa 0.5-101-1.6-101

Por otra parte, se han evaluado los cambios en la estructura y propiedades de la
pelicula cuando se afiaden otros componentes a la matriz de quitosano. Se ha reportado
un aumento de los valores de WVP en las peliculas de quitosano que contienen proteinas
(gelatina de pescado, proteina de quinoa, proteina de suero). Los resultados mostraron
gue las peliculas de proteina-quitosano obtenidas eran mas hidrofilicas que las peliculas

de quitosano puro (Abugoch et al., 2011; Hosseini et al., 2013).

Se ha evaluado la adicion de lipidos para disminuir los valores de WVP (Zivanovic
et al., 2005). Al combinar la metilcelulosa y la hidroxipropilmetilcelulosa con acidos grasos
estedrico/palmitico y cera se obtuvieron valores bajos de WVP (6.61-101° g/s-m-Pa)
(Kester & Fennema, 1989), en el mismo orden de magnitud que los valores de
permeabilidad de los polimeros sintéticos. Estas peliculas laminadas con cera mostraron
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potenciales aplicaciones sobre productos alimentarios en las que ocurra una migracion de
humedad no deseable (Kester & Fennema, 1989). Otros ejemplos son la adicién de aceite
esencial de citronela y de madera de cedro a la matriz de quitosano (Shen & Kamdem,
2015).

Recientemente, ha surgido un nuevo enfoque en la aplicacion de nanoparticulas
para mejorar las propiedades de barrera de las peliculas, como por ejemplo la adicion de
nanoparticulas de arcilla en peliculas a base de polisacéridos (Chivrac et al., 2009). Por
otro lado, los polisacaridos se han utilizado como materia prima para preparar rellenos en
forma de nanoparticulas. Los polisacaridos mas comunes utilizados para la produccion de
nanoparticulas en peliculas biodegradables son la celulosa, el almidén y el quitosano
(Mondal, 2017; Wahyuningsih et al., 2016). Las nanoparticulas de quitosano pueden
producirse a partir de la gelificacion idénica como resultado de la reticulacion inter- e
intramolecular de los grupos de amino protonados del quitosano por polianiones
multivalentes. El tripolifosfato de sodio (TPP) es un polianion muy popular porque no es
toxico y forma geles con propiedades deseables. Las nanoparticulas de quitosano se han
utilizado con éxito como relleno para mejorar las propiedades mecéanicas y de barrera, asi
como la termoestabilidad de las peliculas, para disminuir la solubilidad y producir materiales

mas compactos y densos (Antoniou et al., 2015).

También se ha estudiado el efecto de las nanoparticulas de celulosay sus derivados
en matrices poliméricas para modificar las propiedades de barrera, por ejemplo peliculas
de hidroxipropilmetilcelulosa con celulosa microcristalina (Dogan & McHugh, 2007),
metilcelulosa con nanocelulosa (Khan et al., 2010), peliculas de goma tara con
nanocristales de celulosa (Ma et al., 2016), peliculas de nanocompuestos de gelatina que
contienen nanocristales de celulosa bacteriana (George & Siddaramaiah, 2012). En estos
casos, los resultados mostraron un cambio no significativo en los valores de WVP con la
adicion de estos rellenos. Otros materiales estudiados son el hidroxipropilmetilcelulosa con
nanoparticulas de plata (De Moura et al., 2012), quitosano con nanoparticulas de plata,
guitosano con nanoparticulas de éxido de zinc (Youssef et al., 2015) y quitosano con

nanocompuesto encapsulado de éxido de plata (Tripathi et al., 2011).

41



Revisién de la literatura. Introduccién

En cuanto al PVOH, se ha evaluado el efecto de relleno de nanocristales de celulosa
en la matriz de PVOH, utilizando poli-&cido acrilico como agente reticulante para mejorar
las propiedades de barrera al agua del PVOH (Paralikar et al., 2008).

1.4.3. Propiedades Opticas

El desarrollo de peliculas con buenas propiedades de barrera en el rango de la luz
UV (200-280 nm) permite obtener peliculas que protejan los alimentos de oxidaciones
lipidicas, de vitaminas, degradacion de proteinas o pérdida de color debido a las reacciones
UV, que afectan a las propiedades organolépticas y de calidad de los alimentos,
disminuyendo su vida util (Guo et al., 2014). Ademas, un parametro importante de las
propiedades Opticas es la transparencia, que tiene un impacto directo sobre la aceptacion
del producto por parte del consumidor. Los consumidores prefieren envases transparentes
gue les permitan ver el contenido y observar la calidad del producto (Vilela et al., 2017).
Por lo tanto, es importante formular peliculas que actien como buenas barreras protectoras

contra la radiaciéon UV, manteniendo al mismo tiempo una transparencia adecuada.

Los espectros UV-visibles de las peliculas de quitosano puro y PVOH muestran una
transmitancia del 88-93% en el rango visible (400-700 nm), siendo peliculas con
propiedades de transparencia optimas (Hajji et al., 2016; Vilela et al., 2017). Ademas, las
peliculas a base de quitosano exhiben valores de transmitancia bajos en la region UV,
debido a una notable absorcién de este tipo de radiacion por parte de las cadenas de
guitosano. La capacidad de absorcion de la radiacion observada en la banda comprendida
entre 270 - 280 nm se debe a los enlaces C — O presentes en estos materiales (Hajji et al.,
2016; Vilela et al., 2017). Las propiedades de barrera a la radiacion UV de las peliculas a
base de PVOH se mejoraron mediante la adicion de bio-aceite en la matriz de PVOH
(Morales et al., 2019). Es necesario tener en cuenta estas propiedades en las posibles
combinaciones que se realicen con quitosano y otros polimeros u componentes para

desarrollar nuevos polimeros con propiedades Opticas adecuadas.
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1.4.4. Las isotermas de adsorcion de humedad

El agua es un componente importante de casi todos los materiales alimentarios,
desempefiando un papel decisivo en las propiedades fisicas, de calidad, degradacion
microbiana, quimica y bioquimica de materiales alimentarios (Figura & Teixeira, 2007). En
el caso de las peliculas comestibles biodegradables, el agua es un importante plastificante
que tiene la capacidad de aumentar el volumen libre y la flexibilidad de la matriz polimérica.
El agua como plastificante, ademas de tener efectos sobre las propiedades mecénicas,
puede modificar otras propiedades como la permeabilidad al vapor de agua y las
propiedades Opticas (Sothornvit & Krochta, 2005). Por lo tanto, es importante evaluar la
interaccion y la afinidad de los materiales con el agua. La forma en que las moléculas de
agua interaccionan con la estructura interna de los alimentos o peliculas a partir de
hidrocoloides, el grado de disponibilidad para actuar como disolvente, evaporar o congelar,
o el grado en que esta quimicamente ligada e indisponible puede reflejarse en la actividad
del agua (aw) del material alimentario. Es posible correlacionar la aw de un material
hidrofilico con la humedad relativa de equilibrio (RHeq) del ambiente en el que se encuentra
almacenado el material. Cuando la muestra de material alcanza el equilibrio con la
atmosfera que la rodea, la aw de la muestra de material se equilibra con la RHeq de la
atmosfera que la rodea (Figura & Teixeira, 2007). A través de las isotermas de adsorcidn
de agua es posible conocer la relacion entre el contenido de agua y la aw analizada a

temperatura constante (Lewicki, 1997).

El modelo de adsorcibn multicapa desarrollado por Brunauer, Emmett y Teller
(modelo BET) ha tenido gran aplicacién para describir la adsorcion de agua por los
alimentos y los productos alimenticios, a pesar de las limitaciones que presenta el modelo,
con aw hasta 0,4. El modelo BET tiene dos constantes, el contenido de humedad en la
monocapa (Xm) Yy la constante de energia (C) (Lewicki, 1997; Timmermann et al., 2001). El
modelo BET es una herramienta muy util para estimar el contenido de humedad en la
monocapa, en el limite de la superficie de los materiales (Figura & Teixeira, 2007).
Posteriormente, se desarrollé la ecuaciéon de Guggenheim, Anderson y de Boer (modelo
GAB), que ha sido ampliamente utilizada para describir el comportamiento de adsorcién o

desorcion de vapor de agua en los alimentos. La ecuacion de GAB permite representar
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adecuadamente los datos experimentales en un amplio rango de aw, hasta valores de 0.9
(Lewicki, 1997; Timmermann et al., 2001). EI modelo matemético de GAB ha sido
recomendado por el Grupo del Proyecto Europeo COST 90 sobre Propiedades Fisicas de
los Alimentos como la ecuacién fundamental para la caracterizacion de la adsorcion de
agua de los alimentos (Wolf et al., 1985). En el modelo GAB, ademas del contenido de
humedad en la monocapa, hay dos parametros mas. El parametro “C” es una constante
gue se relaciona con la fuerza de los enlaces de agua en los sitios de adsorcion primarios,
y “K” se relaciona con el calor de adsorcion en la multicapa (Bedane et al., 2015). Por lo
tanto, el modelo GAB introduce una segunda etapa de adsorcion para las moléculas de
agua. Esta suposicion introduce un grado de libertad adicional (una constante adicional,
“K”) por la cual el modelo GAB tiene mayor versatilidad (Timmermann et al., 2001). La
mayoria de las isotermas de adsorcion de agua de alimentos tienen una forma sigmoidal,
con tres regiones diferenciadas. A bajas actividades de agua, se produce una adsorcion
fisica localizada, a la que sigue una adsorcion multicapa al ir aumentando el valor actividad
de agua. A mayores actividades de agua, la pendiente de la isoterma experimenta un
drastico aumento debido a la condensacion capilar de las moléculas de agua (Lewicki,
1997).

Debido al efecto del contenido de humedad sobre las propiedades de los materiales
hidréfilos, los trabajos de investigacion previos han estudiado la relacién entre el contenido
de humedad del material y la aw. EI comportamiento de la absorcion de agua se ha
analizado para diferentes peliculas a base de celulosa microfibrilada (Mericer et al., 2017),
diferentes gomas y maltodextrina (Pérez-Alonso et al., 2006), quitosano carboximetilico de
diferentes fuentes de quitosano (Tantala et al., 2019), celulosa microcristalina (Zografi et
al., 1984), mezclas de quitosano con hidroxipropilcelulosa, 6xido de polietileno, PVOH y

almidon (Ludwiczak & Mucha, 2010), entre otros.

1.5. Aplicacidn

Se han aplicado peliculas comestibles de polisacaridos o mezcla de polisacaridos
con varios compuestos, incluidos otros polisacéaridos, proteinas, lipidos y aditivos, para
prolongar la vida util y preservar la calidad de los alimentos. Las peliculas y los
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recubrimientos pueden obtenerse a partir de la misma formulacion, la principal diferencia
radica en que los recubrimientos se obtienen aplicando en forma liquida la disolucion
polimérica sobre el alimento. En caso de las peliculas, primero se obtiene la lamina a partir
de la disolucién polimérica y luego se aplica sobre el alimento (Galus & Kadzinska, 2015).
El desarrollo de las peliculas de polisacaridos conllevdo al aumento del nimero de
aplicaciones para este tipo de componentes y del nUmero de productos que pueden tratarse
para prolongar su vida util. Las peliculas de polisacaridos tienen en general buenas
propiedades de barrera a gases y también tienen buena adherencia sobre las superficies
cortadas de frutas o verduras. Sin embargo, su naturaleza hidrofila hacen que tengan
pobres propiedades de barrera al vapor de agua (Baldwin et al., 1995; Falguera et al.,
2011). Las propiedades de permeabilidad a los gases podrian dar lugar a condiciones
atmosféricas modificadas deseables que aumenten la vida util del producto sin crear
condiciones anaerobicas, a diferencia de las peliculas a base de lipidos, que podrian
promover las condiciones anaerdbicas (Cutter, 2006). Por ejemplo, peliculas a base de
celulosa se han utilizado como portadora de antioxidantes, acidulantes y conservantes para
prolongar la vida de almacenamiento de la manzana y patatas cortadas durante una
semana a 4°C (Baldwin et al., 1995).

Peliculas a base de quitosano se han estudiado para proteger melocotones de la
podredumbre parda al disminuir la incidencia, prolongar el periodo de incubacién y reducir
el area de la podredumbre durante la postcosecha (Li & Yu, 2001). También se han utilizado
recubrimientos de quitosano para aumentar el tiempo de conservacion del fruto del litchi
pelado, que tiene una vida Util corta. Los resultados demostraron que la aplicacion de
recubrimientos de quitosano mantenia eficazmente los atributos de calidad y prolongaba la
vida util de la fruta pelada. Los recubrimientos de quitosano retrasaron la pérdida de peso
y la disminucién de la calidad sensorial, manteniendo un mayor contenido de sélidos
solubles totales, &acido titulable y 4cido ascorbico; asi mismo, suprimieron la actividad de la

polifenol oxidasa y la peroxidasa (Dong et al., 2004).

También se utilizaron recubrimientos comestibles de quitosano para tratar la pulpa
de mango, que tiene una vida util corta. El mango cortado se tratdé con diferentes

concentraciones de soluciones acuosas de quitosano (0, 0.5, 1 o 2 % de quitosano), se
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colocé en bandejas de plastico y se envolvié con una pelicula sintética comercial y se
almacend a 6°C. Los resultados mostraron que el quitosano retrasaba la pérdida de agua
y la disminucion de la calidad sensorial, aumentando el contenido de sdlidos solubles, la
acidez valorable y el contenido de acido ascérbico. Ademas, se observé una inhibicién del
crecimiento de microorganismos, por lo que se concluyo que la aplicacion de una capa de
quitosano prolonga efectivamente los atributos de calidad y prolonga la vida util de los frutos
de mango cortados en rodajas (Chien et al., 2007). También se evalud la conservacion de
mangos usando peliculas de quitosano, los frutos se guardaban en una caja cubierta con
una pelicula de quitosano y utilizando pelicula de polietileno de baja densidad como control
positivo. Se estudiaron varios parametros de calidad, como el color, la clorofila, la acidez,
la vitamina C, el contenido de carotenoides y el contenido de azlcar, durante el
almacenamiento de 9 dias. Los resultados mostraron la viabilidad de utilizar peliculas de
guitosano para mejorar la calidad del almacenamiento y prolongar la vida Gtil de frutas como

el mango (Srinivasa, Baskaran, Ramesh, Harish Prashanth, & Tharanathan, 2002).

También se estudio el efecto del quitosano como recubrimiento antimicrobiano en el
brécoli refrigerado. Se evalué el efecto antimicrobiano del quitosano en la microflora nativa
y en Escherichia coli O157:H7 inoculada en el brocoli. Los tratamientos con quitosano
dieron lugar a una reduccion significativa de los recuentos totales de bacterias mesofilas y
psicotrépicas con respecto a las muestras de control durante todo el periodo de
almacenamiento. Hubo una actividad de descontaminacion inmediata del quitosano. Este
trabajo demostré que el uso de la capa de quitosano es una alternativa viable para controlar
la microbiota presente en productos alimenticios minimamente procesados como el brocoli
(Moreira et al., 2011).
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Estructura. Justificacion

2.1. Justificacion

La celulosa constituye el recurso polimérico renovable mas abundante de la
naturaleza. Las propiedades de la celulosa, entre ellas su bajo costo, no toxicidad,
biocompatibilidad, estabilidad quimica y ser una materia prima biodegradable proveniente
de fuentes renovables, convierten a la celulosa en un potencial material para el desarrollo
de nuevos biopolimeros funcionales con posibles aplicaciones en la industria alimentaria
y una alternativa parcial a los polimeros sintéticos. Sin embargo, la celulosa presenta
algunos inconvenientes como poca elasticidad o suficiente resistencia que limitan sus
aplicaciones. Una estrategia viable para mejorar las propiedades de los biopolimeros es
la combinacién de diferentes polimeros biodegradables o la adicibn de otros
componentes como plastificantes o compuestos activos que permitan obtener materiales
compuestos con propiedades mejoradas con respecto a los materiales de origen. Debido
a las diferencias a nivel estructural de la celulosa regenerada de origen vegetal y la
celulosa bacteriana, con respecto a la conformaciéon de las cadenas de celulosa para
formar la matriz, hacen que ambos materiales, a pesar de tener la misma estructura
quimica, tengan propiedades diferentes como porosidad, superficie de contacto o
resistencia mecanica. La conformacion de las cadenas de celulosa y su interaccion con
los agentes de refuerzo o plastificantes tendra un efecto diferente en funcion del origen
de la celulosa, siendo necesario la evaluacion de ambos tipos de celulosa. Por otro lado,
las propiedades de barrera a la radiacion ultravioleta que presenta la celulosa y la
presencia de quitosano, que posee propiedades antimicrobianas ampliamente
estudiadas, permitiran el desarrollo de peliculas con posibles aplicaciones como envase
activo biodegradable. El alcohol polivinilico mejorara el aspecto visual de las peliculas

gracias a sus propiedades opticas.
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2.2. Objetivos del proyecto

2.2.1. Objetivo general

Desarrollar y caracterizar peliculas biodegradables a base de celulosa vegetal y
microbiana, con propiedades mejoradas por la combinacion con alcohol polivinilico y

quitosano.

2.2.2. Objetivos especificos

- Evaluar el efecto del alcohol polivinilico y el quitosano sobre las propiedades
funcionales y la estructura de las peliculas a base de celulosa regenerada de

origen vegetal.

- Analizar el efecto del contenido de humedad sobre las propiedades mecanicas,
de permeabilidad y 6pticas de las peliculas desarrolladas a base de celulosa

regenerada - alcohol polivinilico - quitosano.

- Evaluar el efecto del alcohol polivinilico y el quitosano sobre las propiedades

funcionales y la estructura de las peliculas a base de celulosa bacteriana.

- Analizar el efecto del contenido de humedad sobre las propiedades mecénicas,
de permeabilidad y épticas de las peliculas desarrolladas a base de celulosa
bacteriana - alcohol polivinilico - quitosano.
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2.3. Hipbtesis

Es posible desarrollar nuevas peliculas biodegradables basadas en celulosa
vegetal y microbiana con aplicaciones potenciales en la industria alimentaria. La mezcla
de quitosano y alcohol polivinilico como agente de refuerzo de las peliculas de celulosa
mejorara las propiedades de las peliculas compuestas.

50



3. Materiales y métodos




Materiales y métodos

3.1. Materiales

La celulosa microcristalina extra pura, con tamafio medio de particulas de 90 um,
urea (99,5%), hidroxido sédico (98%), bromuro de sodio anhidrido extra puro (99%), acido
acético (99,5%) y monohidrato de D(+)-glucosa (99% extra puro) se adquirieron de “Acros
Organics” (Geel, Bélgica). El alcohol polivinilico con grado de hidrdlisis 298 y peso
molecular (Mw) aprox. 30000 se obtuvo de “Merck KGaA” (Darmstadt, Alemania). El
quitosano (Mw 100000-300000) se obtuvo de “Acros Organics” (Geel, Bélgica). La silica
gel de 2.5-6 mm, carbonato de potasio extra puro, cloruro de litio extra puro, cloruro de
bario dihidratado extra puro, sulfato de potasio extra puro, acetato de potasio, cloruro de
sodio con grado de reactivo y el extracto de levadura fueron suministrados por “Scharlau
Microbiology” (Barcelona, Espafa). Komagateibacter xylinus fue facilitado por la

"Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo" (CECT, Valencia, Espafia).

3.2. Elaboracion de las peliculas a base de celulosa regenerada

combinadas con alcohol polivinilico y quitosano

El método de disolucion NaOH/urea se usoé para disolver la celulosa microcristalina
y las peliculas de celulosa pura se elaboraron siguiendo el método previamente publicado
(Zhang et al., 2005) con algunas modificaciones. La Figura 4 muestra el diagrama de flujo
del proceso. Se utilizé como disolvente la solucién acuosa NaOH/urea/H20 en una
proporcion de 7:14:79 (p/p). La cantidad de celulosa determinada en funcién de la
concentracion final deseada se dispersé en la mezcla NaOH/urea a temperatura
ambiente. La suspension se mantuvo en agitacion vigorosa durante 1 h para hidratar la
celulosa microcristalina. A continuacion, la suspension de celulosa se congel6 a -20°C
durante 24 h. Transcurrido este tiempo, la mezcla se descongel6 a temperatura ambiente
manteniendo agitacién vigorosa durante 1 h, obteniendo una solucién transparente de

celulosa (Figura 5).

Una vez obtenida la soluciéon transparente, se vertié sobre una placa Petri hasta

alcanzar una capa de 0.5 mm de espesor. La placa Petri con la solucién de celulosa se
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sumergié en un bafio coagulante con &cido acético al 4% (v/v) para regenerarse por
precipitacion de la celulosa. Las peliculas de celulosa regenerada se lavaron con agua

destilada hasta que el agua de lavado tuviese pH 7.

NaOH/Urea
(714 % plp) ——> Mezcla y agitacion Congelacion por Mezcla y agitacion
Celulosa ——> TA/1 h debajo de -20°C, 24 h TA/1 h
Microcristalina
(3%0,4%,5% p/p)
Lavado con agua Bario coagulante Formacion pelicula
hasta pH 7 TA/30 min (Método ““casting’)
Inmersion en bafio Secado
Quitosano:PVOH TA/48 h
TA/1 h

Figura 4. Esquema proceso de obtencion de peliculas a base de celulosa regenerada con quitosano y
alcohol polivinilico (PVOH). TA: temperatura ambiente.

Las peliculas de celulosa regenerada (CR) se sumergieron en un bafio con
concentraciones definidas de quitosano y PVOH durante 1 h. La solucién de quitosano
se prepard a partir de una solucion acuosa de acido acético al 1% (v/v) a temperatura
ambiente con una agitacién vigorosa. La solucion de PVOH se preparo a partir de una
solucién acuosa calentada a 90°C con una agitacion vigorosa durante 2 h. Finalmente,
las peliculas de celulosa regenerada con quitosano y PVOH se secaron a temperatura
ambiente durante 2 dias. Las peliculas secas se despegaron de la placa Petri y se
cortaron con un tamafio especifico en funcibn de cada prueba. Las muestras se
almacenaron en desecadores durante 5 dias al 57% o0 0% HR segun el requerimiento de

las pruebas a realizarles.
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Figura 5. Solucion transparente de celulosa microcristalina en NaOH/Urea sobre una placa Petri para
obtener peliculas de celulosa regenerada.

3.3. Elaboracion de peliculas a base de celulosa bacteriana

combinadas con alcohol polivinilico y quitosano

Las peliculas a base de celulosa bacteriana (CB) se obtuvieron por fermentacion
de la bacteria K. xylinus en un medio rico en glucosa. El medio de cultivo inicial se preparé
a partir de un 10% (p/p) de glucosa y un 1% (p/p) de extracto de levadura y se esterilizé
a 121°C durante 15 min. Se preparé un precultivo transfiriendo 5 mL de un cultivo de cepa
a 300 mL de medio en una placa Petriy se incubé estaticamente a 30°C durante 48 horas.
Luego, se prepararon placas Petri con 75 ml de medio de cultivo y se inocularon 5 mL del
precultivo previamente inoculado. Las placas Petri fueron almacenadas a 30°C durante 8
dias. Transcurrido este tiempo, se form6 una pelicula homogénea de celulosa suspendida

entre la interfaz aire-liquido. Se retiraron las peliculas de celulosa pura y se trataron con
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1% (p/v) de NaOH a 90°C durante 1 h para eliminar las células bacterianas. A
continuacion, se lavaron con agua destilada hasta alcanzar pH 7. Finalmente, las
peliculas de CB se secaron a temperatura ambiente durante 48 h. El proceso de
preparacion se muestra en la Figura 6. Las peliculas bacterianas resultantes se colocaron
entre dos hojas de papel de filtro para eliminar el exceso de agua. Luego, se sumergieron

en un bafo de la mezcla quitosano-PVOH.

Finalmente, las peliculas de CB-PVOH-quitosano se secaron en una placa de Petri
a temperatura ambiente durante 2 dias. Las peliculas secas fueron cortadas a tamafios
especificos para cada prueba. Las muestras se almacenaron en desecadores con sal
saturada de bromuro de sodio o silice gel durante 5 dias, segun se requiriera para cada

prueba a realizarle.

3.4. Medicion del espesor de la pelicula

El espesor (mm) fue medido en 5 puntos de cada pelicula usando un medidor de
espesor ET115S (Etari GmbH, Stuttgart, Alemania). Se realizaron mediciones antes de

las pruebas de caracterizacidon y se calcularon los valores medios para cada muestra.

55



Materiales y métodos

75 ml de disolucion
en placa Petri

H,0(2.5L)
Glucosa (10 % p/p) —=
Extracto de levadura

Medio de cultivo Esterilizacion en autoclave
Mezlca y agitacion — 121°C. 15 min
T* ambiente

(1%p/p)
300ml de solucionen placa Petri
Gluconacetobacter _ _ Inc_ubacic’m
xvlinus 5 ml de preindluco sin agitacion a 30°C48h
Gluconacetobacter
xylinus 5 ml de preinéluco
Incubacién

sin agitacion a 30°C 8 dias

Peliculas de
celulosa pura

Tratamiento con 1% NaOH
90°C,1h

Tratamiento con agua destilada
hasta pH 7

Secado a T* ambiente
durante 48 h

Figura 6. Esquema resumen del proceso de produccién de peliculas de celulosa bacteriana.

3.5. Contenido de humedad en equilibrio

El contenido de humedad de las muestras en condiciones estandar de andlisis de
las propiedades mecénicas se calcul6 siguiendo un método gravimétrico. Muestras con
una dimensién de 3x3 cm? se almacenaron en desecadores con una disolucién saturada
de bromuro de sodio durante 5 dias. Transcurrido este tiempo, inmediatamente las
muestras se pesaron con ayuda de una balanza de precision de 0.0001 g, siendo este el
peso inicial de las muestras. A continuacion, las muestras se secaron en 105 °C en una
estufa durante 24 h hasta peso constante, obteniendo asi el peso de la muestra seca.

Las muestras fueron analizadas por triplicado para cada formulacion.
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El contenido de humedad de equilibrio (%) se calcul6é usando la Ecuacion 2.

Contenido de humedad en equilibrio (%) = Peso ictal=Peso 59 100 (Ec. 2)

Peso inicial

3.6. Isotermas de adsorcion de humedad

Las isotermas de adsorcién de humedad de las peliculas a base de celulosa con
quitosano y PVOH se determinaron siguiendo el método gravimétrico estatico estandar
desarrollado por el Proyecto de Cooperacion Europea COST 90 (Wolf et al., 1985) con
algunas modificaciones. Muestras de pelicula de 3x3 cm? fueron almacenadas en
recipientes herméticos previamente acondicionados a determinada HR. Cada uno de los
recipientes contenia una solucion salina saturada especifica para obtener una
determinada HR de equilibrio (HReq). Las HReq evaluadas fueron 11.5, 32.7, 43.8, 57.7,
75.4y 90.6%, utilizando soluciones salinas supersaturadas de LiCl, MgClz, K2.COs, NaBr,
NaCl y BaClz, respectivamente. Los recipientes herméticos con las muestras se
almacenaron dentro de una estufa a 30°C durante 10 dias para garantizar que las
muestras alcanzaran el equilibrio de contenido de humedad. Es importante colocar las
muestras sin gue se toquen unas con otras y permitir que las muestras estén en contacto
con las moléculas de vapor de agua por ambos lados de la muestra (Aguirre-Loredo et
al., 2016).

Alcanzado el equilibrio de humedad, el contenido de agua de las muestras se
determind gravimétricamente. Las muestras se pesaron en una balanza de presion con
una precision de 0.0001 g, obteniendo asi el peso inicial de la muestra. A continuacion,
las muestras se secaron a 105 °C en un horno de vacio durante 24 h hasta alcanzar peso
constante, siendo este el peso seco. La prueba se realizé por triplicado para cada
condicion de HR. El contenido de humedad en equilibrio (X) se calculé utilizando la

Ecuacion 3.
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Contenido de humedad en equilibrio (X) = Peso Iniclal"Peso seco » 100 (Ec. 3)

Peso inicial

El modelo GAB (Guggenheim-Anderson-De Boer) (Ecuacion 4) se utilizé para

interpolar y graficar los datos de las isotermas de adsorcion (Wolf et al., 1985).

_ Xm-C-K-ay
T (1-K-aw)-(1-K-ay+C-K-ay)

X

(Ec. 4)

Donde Xm es el contenido de humedad en la monocapa, C es una constante
relacionada con la fuerza de los enlaces de agua a los sitios de adsorcion primarios y K
esta relacionada con el calor de la adsorcién multicapa (Bedane, Ei¢, et al., 2015). Los
constantes del modelo de GAB (Xm, C y K) fueron calculados utilizando el método de

regresion no lineal.

3.7. Propiedades mecanicas

Las propiedades mecanicas de las peliculas se midieron a través de pruebas de
tensidon y pruebas de puncion. Las pruebas de tensién de las peliculas de celulosa se
realizaron a temperatura ambiente utilizando un texturémetro con una celda de carga de
30 kg y el software Exponent version 6.1.12.0 (TA-XTplus, Stable Micro System, UK),
siguiendo el método estandarizado ASTM D882 (“ASTM D882 Standard Test Method for
Tensile Properties of Thin Plastic Sheeting, ASTM International,” 2018), con algunas
modificaciones. Se midi6 la resistencia a la tension (TS), el porcentaje de elongacion en

el punto de rotura (%E), el médulo de Young (YM) y la tenacidad (T).

Para llevar a cabo la prueba, se establecié una separacion inicial de 40 mm entre
las pinzas y una velocidad constante de separacion del brazo mévil de 4 mm/s.
Previamente, de las peliculas de cada formulacion se cortaron diez muestras con una
dimension de 15x100 mm y se almacenaron en desecadores al 57% de HR durante 5

dias. Las peliculas se fijaron a ambos extremos de las pinzas mecanicas y las curvas de
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fuerza (MPa) en funcion de la deformacién (%) fueron registradas automaticamente por
el software del texturbmetro. Los valores de TS, %E, YM y T se calcularon a partir de las
curvas tension-deformacion segun el método ASTM D882. TS y %E se calcularon

utilizando las Ecuaciones 5y 6, respectivamente (Antoniou et al., 2015).

TS (MPa) = % (Ec. 5)

%E (%) = % x 100 (Ec. 6)

En la Ecuacion 5, F es la fuerza maxima antes de la rotura (N), L es el ancho de
la pelicula (mm) y x es el espesor (mm). En la Ecuacién 6, 11 es la longitud inicial (mm) y
| es la longitud de la pelicula (mm) en el punto de rotura. El mddulo de Young se calculo
a partir de la pendiente de la curva de tension-deformacion en la region viscoelastica. El
pardmetro T mide la capacidad del material de absorber energia durante la deformacion
hasta la fractura (Zhang & Zhang, 2012). Segun esta definicion, la dureza abarca la
energia necesaria tanto para crear la grieta como para permitir que ésta se propague
hasta la fractura (Zhang & Zhang, 2012). T se calcul6 a partir del diagrama de tension-
deformacion, como el area bajo la curva por volumen de muestra, siguiendo la Ecuacién
7.

= 292 — [ pde (Ec. 7)

- Volumen

Donde ¢f es la maxima deformacion, o es la tension maxima antes de la rotura y

de es el derivado en funcién de la tension.

Por otro lado, se calculo la fuerza de puncion de las peliculas que es un parametro
atil para evaluar la fuerza mecanica de la pelicula sometida a diferentes fuerzas a la vez.

Las peliculas deben tener buenas propiedades mecanicas uniaxiales para mantener la
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integridad de la pelicula durante el transporte, la manipulacion y el almacenamiento del
producto empaquetado con protuberancias. Se espera que las peliculas con mayor
resistencia tengan mejores propiedades mecanicas (Campos et al., 2011; Leceta et al.,
2013). Através de las pruebas de puncion, se calculé la resistencia a la rotura por puncién
(BS) y la distancia a la rotura por puncion (DB), también denominadas fuerza de puncion
y deformacion de la puncion, respectivamente. Cuatro muestras cuadradas de cada
pelicula (30 mm de lado) fueron almacenadas en desecadores al 57% HR durante 5 dias.
Las muestras se fijaron en una plataforma de soporte de pelicula (HDP/FSR) y se
sometieron a la perforaciéon de una sonda cilindrica (d = 3 mm), a una velocidad constante
de 60 mm/min hasta la rotura. Se registraron las curvas de fuerza (g) en funcion de la
deformacion (mm). La fuerza maxima del pico se registré como BS y la distancia al pico

se registr6 como BD.

La evaluacién del efecto de la actividad de agua de las peliculas sobre las
propiedades mecanicas se llevd a cabo acondicionando las peliculas antes de cada
prueba en recipientes herméticos con diferentes soluciones salinas saturadas para
obtener microclimas entre 0 y 90% HReq. LOS recipientes con las muestras se equilibraron
en una estufa a 30°C durante 10 dias. A continuacion, cada prueba mecanica se llevé a
cabo como se ha descrito previamente.

3.8. Permeabilidad del vapor de agua a condiciones estandar

Los valores de permeabilidad del vapor de agua se midieron gravimétricamente
siguiendo el método estandarizado ASTM E96 (Standard Test Methods for Water Vapor
Transmission of Materials, n.d.). Para la prueba de permeabilidad al vapor de agua se
requirid de una celda de permeabilidad especialmente disefiada con una boca ancha de
5.10°° m2. La celda se llen6é con 100 mL de agua destilada y se sellé con la pelicula. La
prueba se llevé a cabo a 20°C dentro de un desecador con silice o a 30°C dentro de una
camara de doble fondo con silice, especialmente disefiada para adaptarse sobre una
balanza de precision y dejar el plato de la balanza libre para colocar la celda de

permeabilidad. El gradiente de presion parcial entre ambos lados de la pelicula produjo
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una fuerza motriz para el flujo de vapor de agua a través de la pelicula. El flujo de agua
resultd en una disminucion del peso de la celda con la pelicula. En caso de utilizar celdas
dentro de desecadores, se tomo el peso de cada celda cada 24 h durante 5 dias.
Utilizando el disefio de camara adaptada a una balanza de precision, los datos se
tomaron en forma automética durante 8 horas, tiempo suficiente para alcanzar el

equilibrio.

A partir de los datos de variacion de peso de la celda con el tiempo se calculo la
pendiente de la grafica del peso vs. el tiempo mediante una regresion lineal (r? > 0,99).
La velocidad de transmision de vapor de agua (WVTR) se calculé como la relacion entre

la pendiente (g/s) y el area de la boca de la célula sellada con la pelicula (m?).

La permeabilidad al vapor de agua (WVP) se calcul6 segun las leyes combinadas
de Fick y Henry para la difusion de gases a través de las peliculas, utilizando la Ecuacién
8.

WVP = WVTR - (Ec. 8)

Donde x (m) es el espesor de la pelicula 'y AP (Pa) es el diferencial de la presién
del vapor de agua a través de la pelicula (Bedane, Ei¢, et al., 2015). Se utilizé una fuerza
motriz de 2339 Pa como presion diferencial de vapor de agua a 20°C o de 4245 Pa a

30°C (Wexler, 1976). Cada prueba se realiz6 por triplicado.

Para evaluar la permeabilidad de las peliculas en un amplio rango de aw, se siguio
el método establecido por Aguirre-Loredo et al., (2016). En este caso, la celda de
permeabilidad contenia 100 mL de solucién salina saturada especifica para obtener una
cierta HReq (11.5 - 100%). La HR recreada en el interior de la celda de permeabilidad se
denomin6 humedad relativa interna (HRint). El segundo ambiente se obtuvo con una doble
camara disefiada para contener silice (camara seca) o una solucion salina saturada
(cdmara humeda). La humedad recreada en esta camara se denominé humedad externa
(HRext). La cAmara seca o humeda se coloco sobre una balanza de precision, dejando

libre el plato de la balanza en el centro de la camara. La cAmara permanecié cerraday a
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temperatura constante de 30°C durante la prueba. La diferencia entre HRint Yy HRext
produjo una fuerza motriz para el flujo de vapor de agua a través de la pelicula, que dio
lugar a un aumento o disminucion del peso de la celda de permeabilidad. Los datos de
variacion de peso se trataron como se indicaron anteriormente para calcular los valores

de WVP de las peliculas a diferentes aw.

3.9. Capacidad de retencién de agua

La adsorcion de agua se determind siguiendo un método gravimétrico. Tres
muestras de cada pelicula fueron cortadas en cuadrados de 3x3 cm y almacenadas en
desecadores con silice durante 5 dias. Se pesaron las muestras secas (Wseco) cOn ayuda
de una balanza de precisién. A continuacion, cada muestra se sumergio en un recipiente
cerrado con 100 mL de agua destilada y se almacen6é a 20°C durante 24 h, tiempo
suficiente para que las muestras alcanzaran el equilibrio. Transcurrido este tiempo, se
extrajeron las muestras con ayuda de una pinza y se eliminé el exceso de agua de la
superficie con ayuda de papel de filtro. Las muestras de peliculas himedas se pesaron
en la balanza de precision (Whamedo) ¥ se calculd el contenido de humedad (%W) de las
peliculas mediante la Ecuacion 9. Cada prueba se realiz6 por triplicado (Takara et al.,
2015).

%W = Wh"‘mv‘;cs‘zc‘:"sec" % 100 (Ec. 9)

3.10. Solubilidad de las peliculas en el agua (%S)

La solubilidad en agua de los componentes fue determinada siguiendo un metodo
gravimétrico. Muestras de cada formulaciéon con una dimensién de 3x3 cm? se cortaron
y secaron a 105°C durante 24 h. Se tomaron los pesos de las muestras secas (Wo) con
ayuda de una balanza de precisién de 0.0001 g. Las muestras secas se introdujeron en
recipientes con 100 mL de agua destilada y se agitaron suavemente a 25°C durante 24

h. A continuacion, las muestras no disueltas se secaron a 105°C durante 24 h hasta peso
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constante para determinar el peso seco final (Wr) (Gomez-Estaca, Lépez de Lacey,
Lépez-Caballero, Gémez-Guillén, & Montero, 2010; Rhim, 2004). Las pruebas para cada
tipo de pelicula se realizaron por triplicado. La solubilidad en el agua (%) se calculo

usando la Ecuacion 10.

Wo

7 % 100 (Ec. 10)
Wo

%S (%) =

3.11. Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Las peliculas fueron recubiertas con oro en portaobjetos con cinta adhesiva de
carbono y observadas con un microscopio de alto vacio (JEOL JSM-6360LV, Jeol Ltd,

Tokio, Japdn) a un voltaje de aceleracién de 20kV.

3.12. Espectroscopiainfrarroja por transformada de Fourier (FT-IR)

Los espectros FT-IR de las peliculas se obtuvieron con ayuda de un equipo FT-IR
ABB Bomen 102 (ABB Ltd, Zurich Suiza) equipado con un accesorio de reflectancia total
atenuada universal (UATR) SPECAC Golden Gate con cristal de diamante que se utilizé
para recoger los espectros FTIR de las peliculas. Las muestras se acondicionaron a una
humedad relativa del 65 + 2% y 21 + 1°C durante al menos 48 h antes de la prueba. Los
espectros FTIR se recogieron con una resolucion espectral de 4 cm™ en el rango de 400
a 4000 cm™™,

3.13. Propiedades 6pticas y de barreraalaluz

Se utiliz6 un espectrofotometro V-670 (Jasco Inc., Japdn) para analizar las
propiedades de barrera a la radiacion ultravioleta y a la luz visible de la pelicula, utilizando
el modo de transmitancia a intervalos de 2 nm en las regiones UV-VIS-NIR (190 - 2500
nm). La transparencia de las peliculas se calcul6 a partir del porcentaje de transmision

de luz a 600 nm, siguiendo la Ecuacion 11 (Han & Floros, 1997).
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Log %T600

Transparencia = .

(Ec. 11)

Donde %Ts00 €s el porcentaje de transmision a 600 nm y x es el espesor de la
pelicula (mm). La prueba se realiz6 por duplicado para cada muestra. La opacidad de las
peliculas se calculé a partir de la absorcion de la luz a 500 nm, siguiendo la Ecuacion 12
(Kanatt et al., 2012).

Abs500

Opacidad = (Ec. 12)

Donde Abs500 es la absorbancia de las muestras a 500 nm de longitud de onda y

X es el espesor de la pelicula (mm).

Se evaluo el efecto de la actividad de agua sobre las propiedades 6pticas de las
peliculas desarrolladas. Para ello, las muestras se acondicionaron antes de la prueba en
recipientes herméticos con diferentes soluciones salinas saturadas para obtener
microclimas de entre 0 y 90% HReq. LOS recipientes con las muestras se equilibraron en
una estufa a 30°C durante 10 dias. A continuacién, cada prueba mecénica se llevé a cabo

como se ha descrito previamente.

3.14. Analisis térmico

Se analizaron las propiedades térmicas de las peliculas de celulosa con quitosano
y PVOH a través de la calorimetria diferencial de barrido, utilizando un equipo Q1000 (TA
instruments, New Castle, DE, USA). Las muestras se acondicionaron en charolas
herméticas de aluminio, con un peso de muestra de unos 2-4 mg. La prueba se llevé a
cabo estableciendo una tasa de calentamiento de 10°C/min de 50 a 400°C, en una

atmosfera de N2 (50 mL/min).
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3.15. Disefio y andlisis estadistico

El conjunto de experimentos siguié un disefio factorial de segundo orden,
incompleto. En el caso de peliculas a base de celulosa regenerada, las concentraciones
de celulosa, quitosano y PVOH se consideraron variables operativas (denominadas A, B
y C, respectivamente). Para peliculas a base de celulosa bacteriana, la concentracion de
PVOH y de quitosano se consideraron variables independientes (denominadas A’ y B’,
respectivamente). Se calcul6 y evaluo el efecto de las variables independientes sobre la
variable dependiente seleccionadas para cada estudio (TS, %E, YM, T, BS, DB, WVP y
%W). El conjunto de experimentos siguid el disefio de Box-Behnken (Box & Behnken,
1960). Este disefio se formd combinando disefios factoriales de dos niveles con disefios
de bloques incompletos. La Tabla 5 muestra el disefio del experimento. La distancia de
Cook se utilizé para detectar los valores atipicos (Cook, 1977) y la transformacion de
datos de Box-Cox se utilizo para reducir las anomalias (Sakia, 1992). Se utilizo el analisis
multifactorial de varianza (ANOVA). El analisis estadistico se realiz6 con el software
Design Expert® 10.0.6 (Stat-Ease, Inc., Minneapolis, MN, USA).

En la evaluacion de las isotermas de adsorcion, la ecuacion de GAB y los
parametros de GAB se calcularon mediante regresion no lineal usando el médulo de
Solver en Microsoft Excel® 2010. El analisis de varianza (ANOVA) se utilizé para evaluar
el efecto de la condicién de humedad relativa sobre las propiedades de las peliculas. La
comparacion de medias fue realizada por la prueba de Tukey en p < 0,05. En este caso,

los andlisis se realizaron con el programa Statistica 7.0 (StatSoft Inc.).
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4.1. Caracterizacion de peliculas compuestas a base de celulosa

regenerada combinadas con quitosano y alcohol polivinilico

Se prepararon peliculas biodegradables utilizando celulosa regenerada, quitosano
y PVOH con diferentes concentraciones siguiendo el disefio experimental mostrado en la
Tabla 5.

La concentracion de celulosa oscild entre el 3 'y el 5% (p/p), para conseguir una
disolucion completa de la celulosa utilizando el método NaOH/urea. Los bafios de
quitosano-PVOH se prepararon a partir de disoluciones de quitosano con
concentraciones entre 0-1% (p/p) y disoluciones de PVOH con concentraciones entre O-
4% (p/p). A concentraciones mayores de quitosano y PVOH, el bafio obtenido era muy

viscoso, lo que dificultaba su manejo y producia peliculas demasiado gruesas.

Los resultados de las variables dependientes TS, %E, YM y T, calculadas a partir
de las pruebas de tensién se muestran en la Tabla 5. La Tabla 6 muestra los resultados
obtenidos de las variables dependientes obtenidas a partir de las pruebas de puncién (BS
y DB), estudio de la permeabilidad al vapor de agua (WVP) y la capacidad de retencion
de agua (%W). La relacion entre las variables independientes (concentracién de celulosa,
quitosano y PVOH) y las variables dependientes de las peliculas se model6 utilizando

una ecuacién polinébmica de segundo orden o ecuaciones polinémicas parciales.
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Tabla 5. Formulacion ensayada para el estudio de peliculas de celulosa reforzadas con quitosano y alcohol polivinilico

(PVOH) y resultados experimentales de las propiedades mecdnicas obtenidas a partir de las pruebas de tension de las peliculas

logradas. TS es la resistencia a la tension, %E es la elongacion hasta la rotura, YM es el modulo de Young y T es tenacidad.

Exp. Celulosa Quitosano PVOH TS %E YM T
% (p/p) % (p/p) % (p/p) MPa % MPa MJ/m?

1 5.00 0.00 2.00 47.16 2.23 4217.25 1.29
2 4.00 1.00 0.00 44.63 2.08 3262.49 0.61
3 5.00 0.50 4.00 78.48 3.61 3752.91 1.74
4 4.00 1.00 4.00 67.16 12.82 2727.04 8.01
5 5.00 1.00 2.00 66.53 6.09 3150.48 7.63
6 3.00 0.00 2.00 27.75 1.57 3681.91 0.52
7 3.00 0.50 0.00 44.45 1.90 3599.97 0.47
8 4.00 0.50 2.00 57.27 3.48 3718.31 1.67
9 5.00 0.50 0.00 55.44 2.59 3750 1.52
10 3.00 1.00 2.00 48.66 3.04 3230.38 1.73
11 4.00 0.00 4.00 33.10 2.94 2833.9 1.78
12 4.00 0.50 2.00 29.76 0.98 3531.45 1.67
13 3.00 0.50 4.00 45.58 2.82 3318.12 1.45
14 4.00 0.00 0.00 38.30 1.55 3153.93 291
15 4.00 0.50 2.00 43.99 1.64 3554.6 2.82
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Tabla 6. Formulaciones ensayadas para el estudio de peliculas de celulosa reforzadas con quitosano y alcohol polivinilico
(PVOH) y resultados experimentales de las propiedades de puncion y de interaccion con el agua de laspeliculas logradas. BS es la
resistencia a la rotura por puncion, DB es la distancia a la rotura por puncién, WVP es permeabilidad al vapor de agua y %W es
capacidad de retencion de agua.

Exp. Celulosa Quitosano PVOH BS DB WVP %W
% (p/p) % (p/p) % (p/p) g mm  g/smPa % (p/p)
1 5.00 0.00 2.00 2137.63 1.42 4.00-1011 84.60
2 4.00 1.00 0.00 1611.18 1.25 2.57-10 84.71
3 5.00 0.50 4.00 2444.47 1.40 2.76-101 126.35
4 4.00 1.00 4.00 6290.70 2.52 3.84-10 139.78
5 5.00 1.00 2.00 5049.09 2.16 2.98-10 143.56
6 3.00 0.00 2.00 1750.02 1.48 1.78-101! 85.20
7 3.00 0.50 0.00 929.55 2.38 1.86-101 65.76
8 4.00 0.50 2.00 2448.91 1.70 2.89-10% 54.87
9 5.00 0.50 0.00 2018.82 1.42 3.95-101 52.30
10 3.00 1.00 2.00 2295.26 1.66 4.24-1011 109.09
11 4.00 0.00 4.00 1824.09 1.55 2.82-101 122.39
12 4.00 0.50 2.00 3250.23 1.72 2.59-10 84.80
13 3.00 0.50 4.00 2703.32 1.46 3.60-10 134.08
14 4.00 0.00 0.00 1608.03 1.58 2.85-10 55.45
15 4.00 0.50 2.00 3230.46 1.83 2.63-10 87.96
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4.1.1. Efecto sobre las propiedades mecanicas a condiciones estandar

Las peliculas obtenidas mostraron valores de TS en el rango de 27.75 a 78.48
MPa. Los datos experimentales se ajustaron bien a un modelo lineal. El experimento 12
fue ignorado porque se detecté como un valor atipico. El analisis multifactorial de varianza
(ANOVA) se muestra en la Tabla 7.

Tabla 7. Andlisis de varianza (ANOVA) para cada una de las variables dependientes del estudio de las propiedades
mecdnicas obtenidas a partir de las pruebas de tension. TS es la resistencia a la tension, %E es la elongacion hasta la rotura, YM
es el médulo de Young y T es tenacidad.

TS %E YM T
Fuente Fvalor p-valor Fvalor p-valor Fvalor p-valor Fvalor p-valor
Modelo 9.48 0.0029 441 0.037 6.271 0.0146 4.04 0.0366
A-Celulosa 12.64 0.0052 0.95 0.3610 3.49 0.1039 3.45 0.1003
B-Quitosano 12.48 0.0054 11.89 0.0107 24.55 0.0016 7.08 0.0288
C-PVOH 3.31 0.0991 2.23 0.1794 0.58 0.4717 3.00 0.1213
AB 0.40 0.5451 2.44 0.1621 2.84 0.1307
AC 8.35-:10* 0.9778 0.52 0.4930 0.06 0.8101
BC 9.33 0.0185 13.71 0.0076 7.81 0.0234
Falta de Ajuste 0.71 0.7341 2.55 0.3050 4.83 0.1804 6.66 0.1363

El valor F fue de 9.48 (p = 0.0029), lo que implica que el modelo fue significativo
con un valor de r? de 0.74. La precisién adecuada es una relaciéon sefial/ruido y es un
parametro estadistico utilizado para evaluar la importancia de un modelo. Compara el

rango de los valores predichos en los puntos de disefio con el error de prediccion
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promedio. Las proporciones superiores a 4 indican una discriminacion adecuada del
modelo (Rouhi et al., 2017). En este caso, la precision adecuada obtenida fue de 9.38, lo

gue indica una sefal adecuada.

La evaluacion de los valores F de las tres variables confirmé que el TS se vio
afectado por el efecto lineal de la concentracion de celulosa y quitosano. La concentracion
de PVOH afect6 ligeramente a las propiedades del TS.

La Ecuacién 13 predice la respuesta de TS.

TS (MPa) = —5.97 + 10.15 - Celulosa(%) + 20.17 - Quitosano(%) + 2.59 -
PVOH (%) (Ec. 13)

La superficie de respuesta que describe el efecto de la concentracion de celulosa,
quitosano y PVOH sobre TS se muestra en la Figura 7. En general, los valores de TS
aumentan al aumentar la concentracion de celulosa y quitosano. La concentracion de
PVOH también afect6 a este valor, aunque en menor grado, alcanzando valores de TS
mas altos a una mayor concentracion de celulosa, quitosano y PVOH. Manteniendo
constante la concentraciéon de quitosano y PVOH, al aumentar la concentracion de
celulosa, el valor de TS aument6 de 45.58 a 78.48 MPa. Por otro lado, manteniendo
constante la concentracion de celulosa y quitosano, los valores de TS aumentaron de
55.44 a 78.48 MPa al aumentar la concentracion de PVOH. Se observo un efecto similar
al mantener constante la concentracion de celulosa y de PVOH a medida que los valores

de TS de la concentracién de quitosano cambiaban de 47.16 a 66.53 MPa.
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Figura 7. Superficie de respuesta del efecto de la concentracion de celulosa y quitosano sobre la resistencia
de la tension (TS) de las peliculas desarrolladas. A) Peliculas con 0% (p/p) de PVOH; B) Peliculas con 2% (p/p) de
PVOH; C) Peliculas con 4% (p/p) de PVOH.

En comparacién con los datos publicados, se observaron valores de TS de 25.64
MPa para las peliculas de PVOH preparadas a partir de una disolucion del 2.3% (p/v) (P.
C. Srinivasa et al., 2003). Las peliculas con PVOH al 5% (p/p) mostraron un TS que
oscilaba entre 40 y 50 MPa (Paralikar et al., 2008). Las peliculas de quitosano preparadas
con 1-2% (p/v) mostraron valores de TS que oscilaban entre 22.2 y 79 MPa (Abugoch et
al., 2011; Fernandes et al., 2010; Khan et al., 2012; Srinivasa et al., 2003; Thakhiew,

Devahastin, & Soponronnarit, 2010). Las variaciones de los valores de TS en las peliculas
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de quitosano podrian deberse a varios factores, entre ellos la composicion del quitosano,
la fuente de quitosano, la preparacion y el almacenamiento de las peliculas (Thakhiew et
al., 2010). Las peliculas a base de celulosa regenerada a partir de una concentracion de
4% (p/p) utilizando NaOH/tiourea como disolvente y H2SO4 como bafio coagulante,
mostraron valores de TS de 68.10 MPa (Xiao et al., 2003). Las peliculas de celulosa de
una solucion al 5% (p/p), utilizando NaOH/urea como disolvente y acido acético como
bafio de coagulacién, mostraron valores de TS de 60 a 90 MPa en funcién del peso
molecular (2.2:10% - 8.2-10 g/mol) (Zhang, Ruan, & Zhou, 2001).

Los valores de TS obtenidos en este trabajo se encuentran en el mismo rango de
aguellos reportados en la literatura. EI modelo polinomial obtenido sugiere que la
resistencia a la tension de las peliculas de mezcla estaba dominada por la celulosa. Las
interacciones entre la celulosa y el quitosano en concentraciones mas altas dieron como
resultado valores de TS més altos. Este comportamiento puede explicarse por la
formacién de enlaces de hidrogeno entre ambas cadenas poliméricas. Las peliculas de
mezcla de celulosa y quitosano, preparadas con 6xido de N-metilmorfolina como
disolvente, también mostraron un aumento de los valores de TS al aumentar la
concentracion de quitosano (Shih et al., 2009). Los mismos autores informaron de valores
de TS més bajos para las peliculas de celulosa que utilizan 6xido de N-metilmorfolina
como disolvente de celulosa en comparacion con los valores obtenidos en este estudio.
Las propiedades mecanicas dependen del disolvente empleado y del peso molecular de

la celulosa utilizada como materia prima (Chen, Chen, You, Wang, & Xu, 2015).

Las peliculas mostraron valores de %E en el rango de 0.98% a 12.82%. Los datos
experimentales se ajustaron bien a una ecuacion de interaccion de dos factores. El
experimento 11 fue ignorado porque fue detectado como valor atipico. El anélisis ANOVA
se muestra en la Tabla 7. El valor F de la ecuacion cuadratica fue 4.41 (valor p = 0.0365),
lo que implica que el modelo fue significativo. El valor de r? fue de 0.79. La relacién de
precision adecuada obtenida (7.51) fue superior a 4, lo que indica una sefial adecuada.

Los valores F de las tres variables confirmaron que el %E estaba muy afectado

por el efecto lineal de la concentracion de quitosano, y el efecto de la interaccion
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quitosano-PVOH, seguido por el efecto lineal de la concentracion de PVOH. Se observé
un pequefio efecto de la concentracidén de celulosa. La interaccion celulosa-PVOH fue

insignificante. La Ecuacion 14 predice la respuesta en %E.

%E (%) = 2.73 — 0.025 - Celulosa(%) — 6.79 - Quitosano(%) — 1.29 - PVOH (%) +
1.19 - Celulosa(%) - Quitosano(%) + 0.014 - Celulosa(%) - PVOH(%) + 3.60 -
Quitosano(%) - PVOH (%) (Ec. 14)

La superficie de respuesta del modelo se muestra en la Figura 8. EI aumento
general de la concentraciéon de PVOH y quitosano produjo un aumento de los valores de
%E. El valor maximo de %E (12.82%) se alcanzd con la concentracibn mas alta de
quitosano y PVOH, lo que refleja el efecto de la interaccion entre estos dos polimeros.
Aumentando la concentracion de celulosa a una menor concentracién de quitosano y
PVOH, el valor de %E aumentd ligeramente de 3.04 a 6.09 %.

En investigaciones anteriores, las peliculas a base de celulosa en una solucion al
5% (p/p), utilizando NaOH/urea como disolvente y &cido acético como bafio de
coagulacion, mostraron valores de %E del 2 al 5%, en funcién del peso molecular (2.2-10%
- 8.2:10% g/mol) (Zhang et al., 2001). Las peliculas a base de celulosa de una solucion al
4% (p/p) utilizando NaOH/tiourea como disolvente y H2SO4 como bafio coagulante,
mostraron un valor %E de 6.98% (Xiao et al., 2003). Las peliculas de celulosa en una
solucién al 4% (p/p) mostraron valores que oscilaban entre el 1.9y el 2.9% en funcion del
peso molecular utilizando NaOH/urea, el sistema LiCI/DMAc y NMMO vy liquidos iénicos
como disolvente (Chen et al., 2015). En el caso de otros polimeros biodegradables, se
publicaron valores de %E de 105.47% para peliculas preparadas a partir de una solucion
de 2.3% (p/v) de PVOH, similar a los valores entre 100 y 115% han sido reportado para
las peliculas de PVOH al 5% (p/p) (Paralikar et al., 2008; Srinivasa et al., 2003). Al
comparar el %E de las peliculas de quitosano en la literatura, varios estudios reportaron

valores de %E para las peliculas de quitosano puro en el rango de 13 a 53.85%, la
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mayoria de ellos en los valores mas bajos (Fernandes et al., 2010; Martins, Cerqueira, &
Vicente, 2012; Ojagh, Rezaei, Razavi, & Hosseini, 2010; Thakhiew et al., 2010). La
variabilidad de los valores puede deberse a la composicion del quitosano, la fuente de

quitosano, el método de elaboracion de la pelicula y las condiciones de almacenamiento.

%E

Figura 8. Prediccion del modelo para el efecto de la celulosa, el quitosano y el alcohol polivinilico (PVOH)
sobre la elongacion de rotura (%E). A) Peliculas con un 3% (p/p) de celulosa; B) Peliculas con un 4% (p/p) de
celulosa; C) Peliculas con un 5% (p/p) de celulosa.

El PVOH mostré un efecto plastificante, dando lugar a la formacion de puentes de

hidrégeno intermoleculares entre el PVOH y las moléculas de celulosa, debilitando los
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puentes de hidrégeno entre las cadenas de celulosa. La interaccion con el PVOH facilito
la movilidad de las cadenas de celulosa. Este efecto plastificante se observo también en
peliculas de celulosa regenerada bafadas con glicerol (Xiao et al., 2003; Zhang, Ruan,
& Gao, 2002).

El PVOH y el quitosano mejoraron las propiedades elasticas de las peliculas de
celulosa alcanzando valores de %E superiores a los del celofan, un derivado comercial
de la celulosa. Sin embargo, los valores de %E estan lejos de los de los polimeros
sintéticos (633-859%) (Cazon et al., 2017).

Las peliculas mostraron valores de YM entre 2727.04 y 4217.25 MPa. El
experimento 11 se detect6 como valor atipico por lo que fue ignorado. Los datos
experimentales se ajustaron con un modelo cuadratico. El andlisis ANOVA se muestra
en la Tabla 7. El valor F obtenido fue de 6.27 con valor p = 0.0146, lo que implica que el
modelo es significativo. El valor de r? calculado fue de 0.84. La relacién de precision
adecuada obtenida (10.52) fue superior a 4, lo que indica una adecuada sefial.

Los valores F de las tres variables mostraron que YM fue afectado por el efecto
lineal de la concentracion de quitosano, seguido de la interaccion quitosano-PVOH. La
concentracion de celulosa y la interaccién celulosa-quitosano también mostraron un
efecto importante sobre los valores del médulo de Young, pero el efecto fue menor que
el observado por la concentracion de quitosano y la interaccién quitosano-PVOH. Por
altimo, el efecto de la concentracién de PVOH y de la interaccién celulosa-PVOH no fue
significativo. La Ecuacion 15 predice la respuesta de YM en funcién de la concentracion

de la celulosa, quitosano y PVOH.

MY (MPa) = 2562.98 + 212.65 - Celulosa(%) + 1362.86 - Quitosano(%) +
116.49 - PVOH (%) — 307.62 - Celulosa(%) - Quitosano(%) + 35.60 - Celulosa(%) -
PVOH (%) — 457.65 - Quitosano(%) - PVOH (%) (Ec. 15)
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La superficie de respuesta del modelo se muestra en la Figura 9. Los valores del
moédulo de Young de las peliculas desarrolladas dependen principalmente de la
interaccion entre el quitosano y el PVOH. Los valores maximos se obtuvieron cuando se

utilizé PVOH o quitosano en la formulacion del bafio.

Se observo una interaccion negativa entre el quitosano y el PVOH que disminuyé
los valores del modulo de Young. Por consiguiente, al aumentar la concentracion de
quitosano y de PVOH, los valores del médulo de Young disminuyeron de 4217.25 MPa
(sin quitosano) y 3750 MPa (sin PVOH) a 3150.48 MPa cuando se afiadieron ambos
polimeros a la formulacion. Las formulaciones con PVOH mostraron valores de madulo
de Young mas altos que las formulaciones con quitosano. Ademas, en las formulaciones
gue contienen PVOH, al aumentar la concentracién de celulosa se incrementaron los

valores del médulo de Young.

Se observo el efecto contrario combinando el quitosano con la celulosa, lo que dio
lugar a una disminucion de los valores del médulo de Young. Los valores maximos del
modulo de Young se observaron en peliculas de formulacibn que contenian una

concentracion maxima de PVOH y celulosa.

En la literatura, los valores del médulo de Young de las peliculas de quitosano de
1-2 % (p/p) de las soluciones oscilan entre 1874 y 3000 MPa (Fernandes et al., 2010).
Las variaciones en los valores del médulo de Young de las peliculas de quitosano
dependen de la concentracion, el peso molecular, el grado de polimerizacion, las
condiciones de almacenamiento y el método de preparacion. Ademas, la disminucion del
grado de polimerizacién afectdé negativamente al médulo de Young de las peliculas de

quitosano (Fernandes et al., 2010).
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Figura 9. Prediccion del modelo para el efecto de la celulosa, el quitosano y el alcohol polivinilico (PVOH)
en el médulo de Young (YM). A) Peliculas con un 3% (p/p) de celulosa; B) Peliculas con un 4% (p/p) de celulosa; C)
Peliculas con un 5% (p/p) de celulosa.

Las peliculas de PVOH al 5% (p/p) mostraron los valores del médulo de Young en
el rango de 1000-1500 MPa (Paralikar et al., 2008; Roohani et al., 2008). La celulosa
regenerada, utilizando como disolvente el cloruro de 1-butil-3-metilimidazolio liquido
ionico, mostré un valor de médulo de Young de 1800 MPa (Mahmoudian et al., 2012).
Las peliculas de celulosa regenerada de una solucién de celulosa al 6% (p/p) mezclada

con NaOH, urea, ZnO y agua destilada, mostraron un valor de médulo de Young de 6100
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MPay 3700 MPa para las peliculas de celulosa de una solucion de celulosa al 7% (p/p)
con NaOH y urea (Yang et al., 2011), lo que indica que los valores de médulo de Young
de las peliculas de celulosa regenerada dependen de la concentracion de celulosa, el
método de disolvente y las condiciones de preparacion. Las peliculas de celulosa
regenerada mostraron valores de modulo de Young mas altos que los de las peliculas de
quitosano y PVOH, lo que sugiere que las propiedades mecénicas de las peliculas
obtenidas son mejoradas por el contenido de celulosa. El aumento de la concentracion
de PVOH o quitosano permitid obtener valores mas altos del modulo de Young. Este
comportamiento podria explicarse por los puentes de hidrégeno intermoleculares
formados entre la PVOH y la celulosa, o el quitosano y la celulosa. Se obtuvieron valores
de médulo de Young més altos mezclando la celulosa-PVOH que la celulosa-quitosano.
Sin embargo, el uso de PVOH y quitosano en la formulacién dio lugar a valores mas bajos
del médulo de Young. Probablemente, la interaccion entre la PVOH y el quitosano no era

tan fuerte como la interaccion de cada polimero por si solo con la celulosa.

Las peliculas obtenidas mostraron valores de tenacidad en el rango de 0.47 a 8.01
MJ/m3. Los datos experimentales se ajustaron a un modelo matematico de interaccion de
dos factores. El analisis ANOVA se muestra en la Tabla 7. El valor F del modelo fue de
4.04 (valor p < 0.0366), obteniendo un modelo significativo. El valor de r? calculado fue

0.75. La precision adecuada obtenida fue de 6.85, lo que indica una sefial adecuada.

De acuerdo con los valores F de cada variable, es posible analizar el efecto del
pardmetro en las variables dependientes. Por consiguiente, los valores F de las tres
variables confirmaron que la tenacidad fue afectada principalmente por la interaccion
quitosano-PVOH y el efecto lineal de la concentracién del quitosano, seguido por el efecto
lineal de las concentraciones de celulosa y PVOH vy la interaccién celulosa-quitosano.
Finalmente, la interaccién entre la celulosa y el PVOH, produjo un efecto insignificante
segun el valor F. La Ecuacion 16 predice la respuesta de tenacidad considerando el rango

de concentraciones establecido para las variables.
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T(%) = 2.52-0.09 - Celulosa(%) — 11.7 - Quitosano(%) — 0.22 - PVOH (%) +

2.57 - Celulosa(%) - Quitosano(%) — 0.09 - Celulosa(%) - PVOH (%) — 2.13 -
Quitosano(%) - PVOH (%) (Ec. 16)

La superficie de respuesta que describe el efecto de la concentracion de celulosa,
quitosano y PVOH sobre la T se muestra en la Figura 10. Se observé un importante efecto
de la PVOH sobre la T. En las peliculas de celulosa regenerada sin quitosano y PVOH,
la variacion de la T en funciébn de la concentracion de celulosa fue minima. Este
comportamiento indica que el aumento de la concentracion de celulosa del 3 al 5% no
fue suficiente para modificar la estructura de las peliculas de celulosa pura para mejorar
la capacidad de absorcién de energia sin ocasionar fracturas. La variacion de los valores
de T dependié de las concentraciones de quitosano y de PVOH. El aumento de la
concentracion de uno de los dos polimeros (quitosano o PVOH), dio lugar a una
disminucién de los valores de T. Este efecto fue mas notorio a baja concentracion de
celulosa. Probablemente, a concentraciones de celulosa mas bajas, las interacciones
entre la celulosa quitosano o la celulosa PVOH redujeron la flexibilidad, mientras que, a
concentraciones de celulosa mas altas, la interaccion entre las cadenas de celulosa dio

lugar a valores de T mas bajos.

Por otro lado, las peliculas de celulosa combinadas con ambos polimeros
(quitosano y PVOH) manifestaron un comportamiento diferente. Los valores de T
aumentaron a medida que las concentraciones de quitosano y PVOH aumentaron
especialmente a concentraciones mas altas de PVOH. Estos resultados muestran el
importante efecto de la PVOH sobre los valores de T en presencia de quitosano (de 0.61
MJ/m?3 a 8.01 MJ/m?3 a una concentracién constante de celulosa y quitosano). Ademas, al
aumentar la concentracion de celulosa, en presencia de quitosano y PVOH, aumentaron
los valores de T. El PVOH y el quitosano mejoraron la flexibilidad y ductilidad de las
peliculas de celulosa, probablemente debido a la reticulacion entre el quitosano-PVOH

que reduce la fragilidad de las peliculas.
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Figura 10. Prediccion del modelo para el efecto de la celulosa, el quitosano y el alcohol polivinilico (PVOH)
sobre la tenacidad (T). A) Peliculas con un 3% (p/p) de celulosa, B) Peliculas con un 4% (p/p) de celulosa, C)
Peliculas con un 5% (p/p) de celulosa.

Estudios previos han reportado valores de T que oscilan entre 3.0y 15.1 MJ/m3 en
funcién del grado de polimerizacion de la celulosa microfibrilada (Henriksson et al., 2008).
Las peliculas compuestas de celulosa nanofibrilada, hidroxietilcelulosa cationica y glicerol
mostraron valores T de 4.9 MJ/m3y 16.9 MJ/m?3 en funcién de la formulacién (Spoljaric et
al., 2015). Los valores de T reportados para las peliculas de PVOH y quitosano fueron de
34.2 MJ/m3 y 16.8 MJ/m?, respectivamente. En este caso, las peliculas de mezcla de
quitosano y PVOH mostraron una reduccién de los valores de T cuando el contenido de

quitosano aumentd. Los autores explicaron este comportamiento mediante la formacién
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de enlaces covalentes que resultan en una pelicula més rigida y quebradiza (Costa-Junior
et al., 2009).

Los valores obtenidos en el presente estudio fueron coherentes con los valores T
de diferentes polimeros que figuran en la literatura. Ademas, los valores obtenidos
estuvieron dominados por la presencia de celulosa y mejorados por la interaccion

quitosano-PVOH.

Las peliculas mostraron valores de BS (resistencia a la puncién) en el rango de
929 a 6291 g. Los datos experimentales se ajustaron a un modelo de interaccion de dos
factores. El andlisis de ANOVA se muestra en la Tabla 8. El valor F del modelo obtenido
fue 7.21 (valor p < 0.007), lo que implica que el modelo fue significativo. El valor de r? fue
0.84 y el valor de precisién adecuada fue 9.48, lo que indica una sefal adecuada. Los
valores F indican que el efecto lineal de las concentraciones de quitosano y PVOH fueron
los principales términos significativos, seguidos de la interaccion quitosano-PVOH. Las
interacciones celulosa-quitosano y celulosa-PVOH, y el efecto lineal de las

concentraciones de celulosa tuvieron un menor impacto sobre los valores de BS.

La Ecuacion 17 predice la respuesta de la resistencia de puncién en funcion de los

valores reales de concentracion de los componentes.

BS (g) = 910 + 242 - Celulosa(%) — 4982 - Quitosano(%) + 560 - PVOH(%) +
1183 - Celulosa(%) - Quitosano(%) — 168 - Celulosa(%) - PVOH(%) + 1116 -
Quitosano(%) - PVOH(%) (Ec. 17)
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Tabla 8. Andlisis de varianza (ANOVA) para cada una de las variables dependientes de estudio de las
propiedades de funcién, permeabilidad y retencién de agua. BS es la resistencia a la rotura por puncién, DB es la distancia
a la rotura por puncion, WVP es permeabilidad al vapor de agua y %W es capacidad de retencion de agua.

BS DB WVP %W

Fuente Fvalor p-valor Fvalor p-valor Fvalor p-valor Fvalor p-valor
Modelo 7.21 0.0068 15.62 0.0089 13.75 0.0008 12.13 0.0008
A-Celulosa 3.72 0.0899 9.92 0.0346 6.97 0.0297 0.07 0.8001
B-Quitosano 14.81 0.0049 23.61 0.0083 6.73 0.0319 7.03 0.0226
C-PVOH 11.87 0.0088 28.85 0.0058 4.64 0.0634 29.28 0.0002
AB 2.64 0.1429 6.27 0.0665 34.67 0.0004

AC 0.86 0.3817 71.93 0.0011 24.69 0.0011

BC 9.39 0.0155 32.89 0.0046 4.83 0.0593

A? 6.10 0.0690

B? 12.42 0.0244

c? 10.15 0.0333

Falta de Ajuste 3.05 0.2673 4.63 0.1777 4.19 0.2055 0.87 0.6400

La Figura 11 muestra la respuesta de superficie obtenida del efecto de la
concentracion de celulosa, quitosano y PVOH sobre la resistencia de puncion de las
peliculas. Las peliculas de celulosa regenerada pura mostraron valores de BS con ligeras
variaciones en funcion de la concentracion de celulosa. Sin embargo, la celulosa mostro
un importante efecto sobre la BS en presencia de quitosano o PVOH. Por lo tanto, el
comportamiento de las peliculas dependié principalmente de la combinacién celulosa-
quitosano, celulosa-PVOH y la combinacion de celulosa con ambos polimeros.

Mezclando celulosa con quitosano, a una menor concentracion de celulosa, los valores
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de BS disminuyeron ligeramente cuando la concentracion de quitosano aumenté. Este
comportamiento cambi6 a mayores concentraciones de celulosa, aumentando
ligeramente los valores de BS al aumentar la concentracion de quitosano. Se observa un
efecto similar al mezclar celulosa con PVOH. Los resultados indican que la interaccion
entre el quitosano-celulosa o la celulosa-PVOH en alta concentracion de celulosa, mejoré
la resistencia a la perforacion de las peliculas aumentando de 1608 a 2138 g. Los valores
fueron acordes con los previamente publicados para las peliculas de quitosano puro,
siendo de 1234 y 1981 g para peliculas de quitosano de bajo y alto peso molecular,
respectivamente (Leceta et al., 2013). La mezcla de peliculas de celulosa con quitosano
y PVOH aument6 significativamente los valores de BS. Este efecto fue mas notable a una
alta concentracion de celulosa, ya que las peliculas alcanzaron valores de 6291 g, casi
seis veces mas altos que el valor minimo obtenido. El efecto del quitosano y el PVOH fue
mas significativo cuando se utilizaron ambos polimeros, probablemente debido a que la
interaccion quitosano-PVOH generd nuevos enlaces que aumentaron la resistencia a la
perforacion. Otros autores han observado también efectos similares para las peliculas a
base de PVOH y quitosano. La mejora de la resistencia a la perforacién por puncién ha
sido reportada previamente en peliculas a base de carboximetilcelulosa y en peliculas a
base de gelatina con PVOH (Carvalho et al., 2009; Muppalla et al., 2014).

Ademas, el quitosano desempefi6 un papel de refuerzo en las peliculas de kefiran,
mejorando las propiedades mecéanicas cuando la concentracion de quitosano aumentaba.
Los autores explicaron este comportamiento debido a la capacidad del quitosano para

promover los puentes de hidrégeno en la matriz de la pelicula (Sabaghi et al., 2015).
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Figura 11. Superficie de respuesta de efecto de la concentracion de las peliculas en la resistencia a la
puncién (BS). A) Peliculas con un 3% (p/p) de celulosa, B) Peliculas con un 4% (p/p) de celulosa, C) Peliculas con un
5% (p/p) de celulosa.

Las peliculas mostraron valores de DB (elasticidad de puncion) de 1.25 a 2.52 mm.
Los datos experimentales se ajustaron siguiendo un modelo cuadratico. ElI experimento
3 se descartd al detectarse como un valor atipico. El analisis ANOVA se muestra en la
Tabla 8. El valor F fue de 15.6 y p < 0.009, lo que implica que el modelo es significativo.
El valor de r? calculado fue 0.97 y el valor de precision adecuada fue 12.3, indicando una
sefal adecuada. Los valores F indican que la interaccion celulosa-PVOH tuvo mayor
efecto, seguido de la interaccién quitosano-PVOH vy el efecto lineal de la concentracion
de quitosano y PVOH. El efecto cuadratico de la concentracién de quitosano y PVOH,
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junto con el efecto lineal de la concentracion de celulosa tuvo un menor efecto sobre la
DB. Por dltimo, la interaccion celulosa-quitosano y el efecto cuadratico de la
concentracion de celulosa tuvo un efecto no significativo sobre los valores DB. La
Ecuacion 18 predice la respuesta en DB usando valores reales de concentracion para los

componentes de la pelicula.

DB (mm) = 6.85 — 1.96 - Celulosa(%) — 0.47 - Quitosano(%) — 1.60 - PVOH (%) +
0.28 - Celulosa(%) - Quitosano(%) + 0.34 - Celulosa(%) - PVOH (%) + 0.32 -
Quitosano(%) - PVOH (%) + 0.16 - Celulosa?(%) — 0.92 - Quitosano?(%) + 0.05 -
PVOH?(%) (Ec. 18)

La respuesta de la superficie al efecto de la concentracion de celulosa, quitosano
y PVOH sobre la elasticidad de puncion de las peliculas se muestra en la Figura 12. Las
concentraciones de PVOH y de celulosa mostraron el mayor efecto sobre la propiedad
de la DB. En las peliculas que no contenian quitosano o PVOH, el aumento de la celulosa
dio lugar a una disminucion de los valores de DB, lo que sugiere que el alto contenido de
celulosa disminuy6 la movilidad de las cadenas, lo que dio lugar a una mayor resistencia
a la deformacion por puncién. La mezcla de celulosa con quitosano y PVOH cambio el
comportamiento de las peliculas sometidas a una deformacién por puncion. La respuesta
fue diferente cuando se combinaron los polimeros, es decir, celulosa-quitosano, celulosa-
PVOH o la mezcla de celulosa con ambos polimeros. En las peliculas formuladas con
celulosa y quitosano, los valores de DB dependieron del contenido de celulosa. En las
peliculas de celulosa, el aumento de la concentracion de quitosano disminuyé los valores
de DB. Este efecto fue mas notable a una menor concentraciéon de celulosa. Los valores
de DB publicados para pelicula de quitosano puro fueron de 2 mm (Garcia, Pinotti,
Martino, & Zaritzky, 2004), de acuerdo con los valores de resistencia a la deformacién
por puncién obtenidos en el presente trabajo. Segun los datos obtenidos, se promovieron
nuevas interacciones entre quitosano y celulosa a un mayor contenido de celulosa. En
peliculas a base de kefiran, se observo una mejora de la deformacion por puncion con la
presencia de PVOH (Sabaghi et al., 2015).
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Figura 12. Prediccion del modelo para el efecto de la celulosa, el quitosano y el alcohol polivinilico (PVOH)
en la elasticidad de puncion (DB) de las peliculas comestibles. A) Peliculas con 0% (p/p) de quitosano. B) Peliculas
con 0,5% (p/p) de quitosano. C) Peliculas con 1% (p/p) de quitosano.

Las peliculas de kefirdn-PVOH mostraron valores de DB similares a los
observados en las peliculas de celulosa y quitosano del presente estudio. En las peliculas
de celulosa-PVOH, la concentracién de celulosa modifico la resistencia a la perforacion
de las peliculas. A bajas concentraciones de celulosa, los valores de DB disminuyeron
cuando el contenido de PVOH aumentd. A mayores concentraciones de celulosa, los
valores de la DB aumentaron cuando aumenté el PVOH. Por lo tanto, debido a la buena

extensibilidad de las peliculas puras de PVOH, se observo un efecto plastificante del
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PVOH en la pelicula de celulosa, aumentando los valores de deformacion (Silva et al.,
2008). La deformacion por puncion en peliculas a base de gelatina mejoré al afiadir PVOH
(Alves et al., 2011; Carvalho et al., 2009). El efecto plastificante del PVOH en la pelicula

de celulosa se mejoro cuando se afiadié también quitosano.

4.1.2. Efecto sobre la permeabilidad al vapor de agua.

Las peliculas obtenidas mostraron valores de WVP en el rango de 1.78-10!! a
4.24-10'* g/m-s-Pa. Los datos experimentales se ajustaron bien usando una ecuacion
cuadratica. El analisis ANOVA se muestra en la Tabla 8. El valor F del modelo matematico
obtenido fue 13.75 y el valor p = 0.0008, siendo un modelo significativo. El valor de r? fue
de 0.91. Larelacion de precisién adecuada obtenida (11.35) fue superior a 4, lo que indico
una sefal adecuada. Los valores F de las tres variables mostraron que la permeabilidad
al vapor de agua se vio principalmente afectada por las interacciones entre la celulosa y
el quitosano y la celulosa y el PVOH. El efecto lineal de la concentracion de celulosa,
quitosano, PVOH vy la interaccién quitosano-PVOH mostraron un efecto menor sobre la
permeabilidad del vapor de agua. La Ecuacion 19 predice la respuesta a la permeabilidad

del vapor de agua dependiendo de la concentracion de los componentes de la pelicula.

WVP (g/m-s - Pa) = —4.66 - 10~ + 1.88 - 10~ - Celulosa(%) + 6.85 - 10~11 -
Quitosano(%) + 1.42-1071 - PVOH (%) — 1.74 - 10711 - Celulosa(%) -
Quitosano(%)—3.67 - 10711 Celulosa(%) - PVOH (%) + 3.24 - 10712 . Quitosano(%) -
PVOH (%) (Ec. 19)

El modelo de la superficie de respuesta se muestra en la Figura 13. La
permeabilidad al vapor de agua de las peliculas dependié principalmente de la interaccion
celulosa-quitosano y celulosa-PVOH. Las peliculas obtenidas de una combinacion de
celulosa con quitosano o PVOH, a bajas concentraciones de quitosano o PVOH, el
aumento de la concentracion de celulosa dio lugar a valores mas altos de WVP (de
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1.86-10! a 3.95:10*! g/m-s-Pa). Por el contrario, a altas concentraciones de quitosano
y PVOH, el aumento de la concentracion de celulosa provocé una disminucion de los
valores de WVP. Manteniendo constante la concentracion de celulosa, el aumento del
quitosano y de la PVOH dio lugar a ligeros incrementos de los valores de WVP. Este
aumento fue menos significativo que el efecto debido al aumento de la concentracion de
celulosa. El efecto de la celulosa sobre la WVP fue menor cuando se afiadié quitosano o
PVOH a la formulacion de la pelicula. Al afiadir tanto el quitosano como el PVOH en la
formulacion, los valores de VWP aumentaron especialmente a una menor concentracion

de celulosa.

Los resultados obtenidos concuerdan con los valores que figuran en la literatura.
Las peliculas de la solucién de quitosano al 1% (p/v), mostraron valores de WVP en el
rango de 1.5-101°-6.9-101° g/m-s-Pa, dependiendo del peso molecular y el disolvente
utilizado (Bonilla, Fortunati, Atarés, Chiralt, & Kenny, 2014; Park et al., 2002; Srinivasa,
Ramesh, & Tharanathan, 2007). Las peliculas de PVOH mostraron valores de WVP entre
1.2:101 y 1.7-10'** g/m-s-Pa (Bonilla et al., 2014; Jipa et al., 2012). Las peliculas de
gelatina de pescado también mostraron valores de WVP similares (3.8:10"'! g/m-s-Pa)
(Da Silva E Silva et al., 2018).

La WVP de las peliculas biodegradables depende de varios factores, entre ellos la
estructura, la proporcién entre zonas cristalinas y amorfas, las propiedades hidrofilicas e
hidrofobas, la interaccion entre las principales cadenas poliméricas y la presencia de
plastificantes u otros aditivos (Elsabee & Abdou, 2013). Los valores de WVP observados
en las peliculas compuestas desarrolladas estuvieron determinados por las propiedades
de permeabilidad de la celulosa.
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Figura 13. Prediccion del modelo del efecto de la concentracion de celulosa, quitosano y alcohol polivinilico
(PVOH) sobre la permeabilidad al vapor de agua (WVP). A) Peliculas con 0% (p/p) de PVOH; B) Peliculas con 2%
(p/p) de PVOH; C) Peliculas con 4% (p/p) de PVOH.

Los valores de WVP aumentaron cuando la concentracion de quitosano y de
PVOH se increment6 debido a la alta permeabilidad de estos componentes hidrofilos con
respecto a la celulosa. La permeabilidad de la celulosa depende de su cristalinidad, ya
gue las regiones de alta cristalinidad son inaccesibles para las moléculas de agua. La
celulosa también contiene un componente paracristalino (area amorfa) que es accesible
para las moléculas de agua, impartiendo propiedades hidrofilas a este material (Bedane,
Ei¢, et al., 2015). Las moléculas de agua se difunden preferentemente a través de las
areas amorfas de la matriz polimérica, por lo que el grado de cristalinidad también es

importante en el comportamiento de permeabilidad de las peliculas (Khan et al., 2012).
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El aumento de la concentracién de celulosa dio lugar a valores mas altos de WVP,
probablemente debido al aumento de las areas amorfas que promueven la difusién de

las moléculas de agua.

Se han reportado valores de WVP en el rango de (1.0 - 1.5)10% y de 3-:10* a
4-10'4 g/m-s-Pa para las peliculas de polietileno de baja densidad (LDPE) y de polietileno
de alta densidad (HDPE), respectivamente, a 90% HR y 38°C. Los valores de
permeabilidad al vapor de agua de las peliculas de celulosa obtenidos fueron de hasta 2
ordenes de magnitud superiores a los de las peliculas de polietileno (Bedane et al., 2015).
Por otro lado, los valores de WVP de las peliculas obtenidas en este trabajo se
encuentran en el mismo rango que los del celofan (8.4-10-'! g/m-s-Pa), debido a la similar

estructura quimica de ambos polimeros (Garcia, Pinotti, Martino, & Zaritzky, 2009).

4.1.3. Efecto sobre laretencidén o adsorcién de agua (%W)

Los valores de %W de las peliculas desarrolladas oscilaron entre 52.30 y 143.56%.
Los datos experimentales se ajustaron bien en un modelo lineal. El analisis ANOVA se
muestra en la Tabla 8. El valor F del modelo fue 12.1 y el valor p < 0.0008, lo que implic
que el modelo sea significativo. El valor de r? fue de 0.77 y la precisién adecuada fue de

11, lo que indica una sefal adecuada.

La concentracién de PVOH fue el principal término que afect6 al valor %W. La
concentracion de quitosano tuvo un efecto lineal menor en %W vy el efecto lineal de la
concentracion de celulosa tuvo un efecto no significativo de acuerdo con los valores de F

para cada componente. La Ecuacién 20 predice la respuesta de %W.

%W = 39.8 + 1.58 - Celulosa(%) + 32.4 - Quitosano(%) + 16.5 - PVOH (%) (Ec. 20)

De acuerdo con la superficie de respuesta (Figura 14), la presencia de PVOH y
guitosano aumentaron la capacidad de adsorcion de agua, probablemente debido a la

naturaleza hidrdfila de estos polimeros (Bonilla et al., 2014; Zhuang et al., 2012).
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Figura 14. Prediccion del efecto de las concentraciones de celulosa, quitosano y alcohol polivinilico (PVOH)
en la adsorcién de agua. A) Peliculas con un 3% (p/p) de celulosa, B) Peliculas con un 4% (p/p) de celulosa, C)
Peliculas con un 5% (p/p) de celulosa.

El contenido de PVOH afecté significativamente a las propiedades de %W,

aumentando los valores desde 55.45 hasta 122.39 % cuando se afadié el PVOH al 4%.

Observando valores previamente publicados para peliculas biodegradables, se ha

reportado un valor de 260% de adsorcion de agua de peliculas a base de gelatina-PVOH
(Pal et al., 2007) y de 110% para las peliculas de almidén-PVOH (Tang et al., 2008).

En ausencia de PVOH, el quitosano aumentd ligeramente la adsorcién de agua

desde 55.45 hasta 84.71%. El efecto del quitosano y el PVOH sobre la adsorcion de agua

fue mayor en presencia de ambos polimeros, alcanzando el valor maximo de 143.56%.

92



Resultados. Caracterizacion de peliculas compuestas a base de celulosa regenerada combinadas con

quitosano y alcohol polivinilico

Se ha reportado un valor de adsorcion de agua del 195% para las peliculas de quitosano
puro (Khan et al., 2012), lo que demuestra el alto caracter hidrofilo de este polisacéarido.

Los valores de adsorcidon de agua obtenidos en el presente estudio fueron
inferiores a los de las peliculas de quitosano debido principalmente a que los polimeros
de celulosa tienen una estructura altamente cristalina, inaccesible a las moléculas de
agua, lo que reduce el caracter hidréfilo de las peliculas desarrolladas. Por otro lado, para
las peliculas de celulosa pura, el valor de %W mostré un ligero aumento en funcion de la
concentracion de celulosa, probablemente debido a que la celulosa también tiene una
region paracristalina o amorfa sensible a las moléculas de agua. Es posible que la region
amorfa haya aumentado al aumentar el contenido de celulosa (Bedane, Ei¢, et al., 2015).

4.1.4. Microestructura de las peliculas

La microestructura de las peliculas fue analizada a través de las imagenes SEM
de la superficie y de la seccion transversal. La Figura 15 y Figura 16 muestran las
imagenes SEM de las peliculas obtenidas en los experimentos 1, 5y 6 y la Figura 17

muestra la transparencia de las peliculas obtenidas.

Exp 1. C 5%, Q 0%, Exp5.C5%,Q 1%, Exp6.C 3%, Q 0%,
PVOH 2% PVOH 2% PVOH 2%

X1,088 18um

Figura 15. Imagenes obtenidas por microscopia electronica de barrido (SEM) de la seccién transversal de
las peliculas obtenidas a base de celulosa regenerada combinadas con quitosano y alcohol polivinilico (PVOH) a
diferentes concentraciones de celulosa y quitosano.
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Figura 16. Imagenes de la superficie superior (Top) e inferior (Bottom) de las peliculas a base de celulosa
regenerada-quitosano-alcohol polivinilico obtenidas con diferentes concentraciones de quitosano (Ch.) y celulosa (C),
manteniendo constante la concentracién de alcohol polivinilico (PVA).
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Figura 17. Aspecto visual de las peliculas de celulosa regenerada-quitosano-alcohol polivinilico.

Los experimentos seleccionados permitieron analizar el efecto de la celulosa (3%
0 5%) y el quitosano (0% o 1%) en la superficie e interior a una concentracion constante
de PVOH (2%). La parte superficial inferior mostré una superficie mas suavizada y
continua. Puede ser debido a que este es el lado en contacto con la placa de Petri cuando
se formaron las peliculas. Las peliculas mostraron una matriz continua y no se detectaron
poros o grietas, lo que indica una estructura densa. La superficie de las peliculas con
menor concentracion de celulosa parecia mas homogénea que las peliculas con mayor
contenido de celulosa que tienen una superficie mas rugosa. La superficie rugosa de las

peliculas compuestas con mayor contenido de celulosa se redujo al afiadir quitosano.

Estudios anteriores en los que se utilizaron diferentes medios y condiciones de
coagulacion mostraron también una disminucion de la presencia de poros y grietas al
aumentar la concentracion de PVOH y quitosano (Zhang et al., 2005). En cuanto a las
imagenes de la seccion transversal, se observd que el grosor de las peliculas aumento
con el incremento de la concentracion de quitosano y celulosa. La seccion transversal de
las peliculas mostro una estructura densa y compacta. Se observdé como a una menor

concentracion de celulosa, se facilitd la organizacion de las fibras de celulosa, dejando
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menos huecos. Las peliculas de celulosa pura tenian un color ahumado, pero en las

formulaciones con PVOH las peliculas tenian un aspecto translucido y brillante.

4.1.5. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR)

Las interacciones entre la celulosa, el quitosano y el PVOH se analizaron mediante
mediciones FT-IR. Los espectros FT-IR de las peliculas desarrolladas del experimento 2,
4, 11 y 14 se muestran en la Figura 18. Los experimentos seleccionados permitieron
analizar el efecto del quitosano (1%) (Exp. 2), el PVOH (4%) (Exp. 11), y la interaccion
quitosano (1%)-PVOH (4%) (Exp. 4) en peliculas de celulosa regenerada (4%) (Exp. 14).
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Figura 18. Perfil FT-IR Spectra de las peliculas seleccionadas. Composicion: Todas las muestras de
celulosa (4%), Exp 2 (1% de quitosano, 0% de PVOH), Exp 4 (1% de quitosano, 4% de PVOH), Exp 11 (0% de
quitosano, 4% de PVOH), Exp 14 (0% de quitosano, 0% de PVOH).

Las muestras seleccionadas permitieron observar la interaccion entre los
componentes de la pelicula a nivel estructural. Los espectros FT-IR mostraron similitudes
entre ellos. El pico observado a 3458 cm™ se atribuye a las regiones de vibraciéon de
estiramiento del grupo -OH. Este pico se agudizé y se desplaz6é a un mayor niumero de
onda con la adicion de PVOH a las peliculas de celulosa pura, debido al aumento de los
grupos -OH y su tendencia a formar puentes de hidrogeno, produciendo el desplazaron
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el nimero de onda. Sin embargo, en la regién entre 3600-3000 cm™, las peliculas con
quitosano mostraron un pico mas bajo y se desplazaron a un nimero de onda mas alto.
Los picos de -NH también aparecieron en el mismo rango indicando una combinacion
con el grupo -OH (Ul-Islam et al., 2011). Las bandas de vibracién alrededor de 2900 cm-
! se atribuyen al grupo alifatico C-H que se extiende desde los grupos alquilicos. Las
bandas para el experimento 14 a 2900 cm! se desplazaron a nimeros de onda mas altos
gue para los experimentos 4 y 11 como resultado de la interaccion entre el PVOH con el
-CH2 de la celulosa (Xiao et al., 2003). Los espectros FT-IR de los experimentos 2 y 4
mostraron un pico caracteristico a 1555 cm™, que corresponde a la vibracién de
deformacion del NHz, indicando la presencia de quitosano (Ul-Islam et al., 2011; Zhuang
et al., 2012). Se observo el pico caracteristico de la celulosa a 1055 cm, debido al anillo
de piranosa C-O-C produciendo las vibraciones de los alcoholes alifaticos primarios y

secundarios de la celulosa (Rouhi et al., 2017).

4.1.6. Propiedades de barrera de luz y transparencia

Las peliculas biodegradables con buenas barreras a la luz UV y una adecuada
transparencia son idéneas para aplicaciones en alimentos. El bajo nivel de transmitancia
en el rango de la regibn UV puede hacer de estas peliculas una excelente barrera,
ayudando a prevenir la oxidacion de lipidos por accion de la luz UV. La oxidacion de los
lipidos produce sabores indeseables que disminuyen la vida util de los productos. Por lo
tanto, los materiales de empaque contra la luz UV han recibido una gran atencién.
Ademas, los polimeros preferidos por los consumidores son aquellos que poseen una
mayor transparencia que permita ver los alimentos (Garavand et al., 2017; Guo et al.,
2014). Los espectros de transmitancia en el rango de UV, luz visible e infrarrojo cercano
de 190 nm a 2300 nm de muestras seleccionadas se muestran en la Figura 19. Las
muestras seleccionadas permitieron observar el efecto del quitosano y el PVOH sobre
las propiedades opticas. El rango de transmision de la luz ultravioleta esta entre 100 y
400 nm. En el rango de 180 a 400 nm, las peliculas de celulosa pura regenerada

mostraron valores de transmitancia muy bajos por debajo del 8.5%.
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Figura 19. Perfil del espectro UV-VIS-NIR de las peliculas seleccionadas. Transmittance: transmitancia;
wavelength: longuitud de onda. Composicion: Todas las muestras de celulosa (4%), Exp 2 (1% de quitosano, 0% de
PVOH), Exp 4 (1% de quitosano, 4% de PVOH), Exp 11 (0% de quitosano, 4% de PVOH), Exp 14 (0% de quitosano,

0% de PVOH).

La presencia de quitosano disminuyé la transmision de la luz ultravioleta por

debajo del 4.9%. Sin embargo, el PVOH aument6 la transmision de luz UV de las

peliculas hasta el 55%. Una vez mas, la adiccién de quitosano facilité la disminucién de

los valores de transmitancia en peliculas con PVOH, hasta valores medios de 29%. Por
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otro lado, los valores de transparencia obtenidos para el experimento 2, 4, 11 y 14 fueron
11.91, 14.68, 24.50 y 13.94, respectivamente. El PVOH aumenta la transparencia de las
peliculas y, por el contrario, el quitosano aumenta la opacidad de las peliculas. Las
peliculas desarrolladas mostraron valores oOptimos de transparencia, similares a los

valores de los polimeros sintéticos (Han & Floros, 1997; Lee et al., 2008).

4.1.7. Analisis térmico de las peliculas

Se midieron las propiedades térmicas de las peliculas con la formulacién
correspondiente al experimento 2, 4, 11 y 14, para analizar el efecto del quitosano y el
PVOH sobre la estabilidad térmica de las peliculas. La Figura 20 muestra los perfiles DSC
de las peliculas seleccionadas. El primer pico endotérmico comienza a 60°C, que
corresponde a la volatilizacién del agua de las muestras de las peliculas (Garavand et al.,
2017). El pico endotérmico a unos 220 °C en las curvas DSC del experimento 4 y 11,
corresponde a la degradacion térmica del PVOH (Bonilla et al., 2014). Este pico fue mayor
y mas agudo para el experimento 4, debido a la presencia de PVOH vy la interaccion
quitosano-PVOH. Los picos entre 250 y 350 °C corresponden a la temperatura de inicio
de la degradacion térmica de la celulosa (Liu et al., 2011). La presencia de PVOH
aumentd la estabilidad térmica de las peliculas, lo que se atribuye al aumento de la
interaccion entre los plastificantes y las peliculas de celulosa (Morgado et al., 2011).
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Figura 20. Termograma obtenido por calorimetria diferencial de barrido de peliculas seleccionadas.
Composicion: Todas las muestras de celulosa (4%), Exp 2 (1% de quitosano, 0% de PVOH), Exp 4 (1% de quitosano,
4% de PVOH), Exp 11 (0% de quitosano, 4% de PVOH), Exp 14 (0% de quitosano, 0% de PVOH).
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4.2. Caracterizacion de peliculas compuestas a base de celulosa

bacteriana combinadas con quitosano y alcohol polivinilico

Se obtuvieron peliculas biodegradables utilizando celulosa bacteriana, PVOH y
quitosano en varias concentraciones, siguiendo el disefio experimental que se muestra
en la Tabla 9. La concentracion de PVOH en el bafio oscil6 entre el 0 y 4% (p/p) y la de
quitosano entre el 0 y 1% (p/p). A mayores concentraciones de quitosano y PVOH, el
bafio era muy viscoso, lo que producia peliculas demasiado gruesas. El espesor medio
de las peliculas y los resultados obtenidos para las variables dependientes de las pruebas
de contenido de humedad en equilibrio y pruebas de tension (TS, %E, YM y T) se
muestran en la Tabla 9. En la Tabla 10 se muestran los resultados obtenidos para las
variables dependientes obtenidas en las pruebas de puncion (BS y DB), pruebas de
permeabilidad (WVP), retencidén de agua (%W) y solubilidad (%S). El efecto del PVOH y
del quitosano sobre las variables dependientes se modelaron utilizando una ecuacion
polindmica de segundo orden. Los resultados del ANOVA de las variables dependientes
se muestran en la Tabla 11 - 14, que también muestran los valores estadisticos de ajuste
de r?, el r? predicho, el r? ajustado y la precisién adecuada para cada variable dependiente

analizada.
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Tabla 9. Disefio de experimentos para el estudio de peliculas a base de celulosa bacteriana combinadas con
quitosano y alcohol polivinilico (PVOH). Resultados experimentales de las propiedades de espesor, contenido de
humedad en equilibrio y propiedades de tensién. MC es el contenido de humedad en el equilibrio de cada muestra
después de haber sido almacenada en desecadores con sal saturada de bromuro de sodio durante 5 dias, TS es la
resistencia a la tension, %E es el porcentaje de elasticidad hasta la rotura, YM es el médulo de Young y T es tenacidad.

Quitosano PVOH Espesor MC TS %E YM T
Exp.
% (p/p) % (p/p) Mm % MPa % MPa MJ/m3

1 0 0 2.08-10* 1.82 20.76 2.28 1043.88 0.26
2 0 2 5.07-10 8.58 30.59 4.60 1595.16 1.16
3 0 4 6.62:102 8.06 27.50 9.99 1055.57 2.48
4 0.5 0 2.36:102 6.41 33.37 4.60 1443.45 1.12
5 0.5 2 3.98:102 8.73 38.89 4.71 2247.82 1.29
6 0.5 4 5.04-102 8.46 38.29 5.57 1825.22 5.94
7 1 0 2.99-10 12.55 39.28 7.08 1579.59 1.92
8 1 2 5.17-10* 10.68 41.65 13.20 1363.63 3.41
9 1 4 5.71-10* 9.89 36.81 21.82 1174.37 7.18
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Tabla 10. Disefio de experimento para el estudio de peliculas bacterianas a base de celulosa bacteriana
combinadas con quitosano y alcohol polivinilico (PVOH). Resultados experimentales de las pruebas de puncion,
permeabilidad, retencion de agua y solubilidad. T es la tenacidad, BS es la resistencia a la puncion, DB es la
elasticidad de puncién, WVP es la permeabilidad al vapor de agua, %W es la adsorcion o retencién de agua y %S es
el porcentaje de solubilidad de las peliculas.

Quitosano PVOH BS DB WVP %W %S
Exp.
% (p/p) % (p/p) g mm g/msPa % %
1 0 0 58.88 0.39 2.38-10 364.78 9.37
2 0 2.0 543.02 0.97 1.47-101 224.52 46.91
3 0 4.0 1054.04 1.37 1.85-101! 164.49 41.96
4 0.5 0 489.98 1.31 2.46-101 157.79 4.53
5 0.5 2.0 1312.33 1.60 2.06-101! 345.99 32.08
6 0.5 4.0 2878.19 2.75 2.21-101 368.35 36.82
7 1.0 0 1067.35 1.71 2.79-1011 96.16 8.14
8 1.0 2.0 2640.13 2.36 2.68-101 478.73 29.71
9 1.0 4.0 3234.62 3.24 3.40-10%! 397.09 33.13

4.2.1. Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Las superficies de ambos lados y la seccidn transversal de las peliculas obtenidas
en los experimentos 1, 3, 5, 6, 7, 8 y 9 fueron observadas por microscopia electrénica de
barrido (SEM). La Figura 21 y Figura 22 muestran la superficie superior e inferior de las
peliculas, asi como la seccion transversal. Los experimentos 1, 3y 7 permitieron analizar
el efecto del PVOH y del quitosano por separado sobre la microestructura de las peliculas
de celulosa bacteriana. Los experimentos 1, 5, 6, 8 y 9 permitieron analizar las
modificaciones en la microestructura de la celulosa bacteriana debido a la adicion

conjunta de PVOH y quitosano.
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Como se muestra en la Figura 2l1a, las peliculas de celulosa bacteriana
presentaron una matriz continua con una superficie porosa. La parte inferior mostraba
una superficie mas densa y una capa rugosa en el lado opuesto. Probablemente, la
diferencia entre ambos lados dependié del proceso de fermentacion, siendo la capa
menos densa y mas porosa la ultima capa de formacion. La seccion transversal de las
peliculas de celulosa bacteriana (Figura 21a) mostraron una estructura laminada,
formada capa por capa. En general, la adicion de PVOH y quitosano dio lugar a un
suavizado la superficie, disminuyendo la rugosidad y la porosidad (Figura 21b y Figura
21c).

Los lados inferiores fueron mas lisos que los superiores porque estuvieron en
contacto directo con la placa de Petri durante el secado. De acuerdo con las imagenes
SEM de la seccidn transversal del experimento 3 (Figura 21b) y 7 (Figura 21c), el PVOH
y el quitosano aumentaron el grosor y la densidad de la pelicula promoviendo una
estructura mas compacta. El aumento del espesor fue mas importante en las
formulaciones que contenian PVOH que en las que contenian quitosano. El quitosano y
el PVOH tuvieron un efecto similar sobre la superficie y sobre la microestructura que el

de las peliculas de celulosa regenerada previamente estudiadas.
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Superior Inferior Seccion

Figura 21. Imagenes obtenidas por microscopia electronica de barrido de las peliculas de los experimentos
1, 3y 7. A) Muestra de celulosa bacteriana pura. B) Celulosa bacteriana-alcohol polivinilico 4% (p/p). C) Celulosa
bacteriana-quitosano 1% (p/p).

La adicion simultdnea de quitosano y PVOH dio lugar a una superficie lisa,
disminuyendo la rugosidad y la porosidad (Figura 22b-e). Este efecto fue mas notable a
una concentracion mas alta de PVOH en presencia de quitosano (Figura 22c y Figura
22e). Como se observo en los experimentos anteriores, los lados inferiores fueron mas
lisos que los superiores porque estaban en contacto con la placa de Petri durante el
proceso de secado.
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Top Bottom Cross-section

X1,888  18un

Figura 22. Microscopia electrénica de barrido de la parte superior, inferior y transversal de las muestras 1, 5,
6, 8 y 9 de las peliculas. A) Celulosa bacteriana pura. B) Celulosa bacteriana, quitosano (0,5% p/p) y alcohol polivinilico
(2% p/p). C) Celulosa bacteriana, quitosano (0,5% p/p) y alcohol polivinilico (4% p/p). D) Celulosa bacteriana, quitosano
(1% p/p) y alcohoal polivinilico (2% p/p). E) Celulosa bacteriana, quitosano (1% p/p) y alcohol polivinilico (4% p/p).
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De acuerdo con las imdgenes SEM de la seccion transversal, el PVOH vy el
quitosano aumentaron notablemente el grosor y la densidad de la pelicula promoviendo
una estructura mas compacta. En altas concentraciones de quitosano y en presencia de
PVOH, la formacién de un revestimiento en los lados inferior y superior fue mas evidente
(Figura 22d y Figura 22e). Este revestimiento de las peliculas de CB no era tan evidente
a bajas concentraciones de quitosano. El aumento del contenido de quitosano permitié
mejorar las interacciones entre el quitosano y el PVOH, lo que dio lugar a una retencién

homogénea de los polimeros en la superficie del CB.

4.2.2. Efecto sobre el espesor de la pelicula

La formulacion de las peliculas afecto el grosor de las peliculas compuestas. Los
valores de espesor variaron entre 2.08:10% a 5.71:102 mm. Los datos se ajustaron bien
a un modelo matemaético lineal. El valor F del modelo fue de 15.03 y p < 0.05, siendo
significativo. Los valores F y p de los términos permiten determinar qué componente tiene
mayor efecto en la respuesta. De acuerdo con los valores p de los términos del modelo,
s6lo la concentracion de PVOH mostré un efecto significativo sobre el espesor de la

pelicula (p < 0.05). La concentracién de quitosano no fue significativa.

Tabla 11. El andlisis de varianza (ANOVA) para cada una de las variables dependientes del estudio. PVOH
es alcohol polivinilico, MC es el contenido de humedad de equilibrio de cada muestra después de haber sido
almacenada en desecadores con sal saturada de bromuro de sodio durante 5 dias, TS es la resistencia a la tension,
%E es el porcentaje de elongacion hasta la rotura 'y YM es el médulo de Young.

Espesor MC TS %E YM
Fuente F valor p-valor Fvalor p-valor Fvalor p-valor Fvalor p-valor Fvalor p-valor
Modelo 15.03 0.0046 9.04 0.0184 30.63 0.0089 9.80 0.0129  302.83 0.0033
A-Quitosano 0.003 0.9574 1596 0.0104 107.55 0.0019 10.39 0.0181 63.87 0.0153
B-PVOH 30.06 0.0015 2.35 0.1862 5.98 0.0920 9.21 0.0230  153.05 0.0065
AB 8.81 0.0312 9.05 0.0573 79.11 0.0124
A? 14.23 0.0326 1054.5 0.0009
B2 16.35 0.0272 655.51 0.0015
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La Tabla 12 muestra los valores estadisticos de ajuste de r?, el r? predicho, el r?

ajustado y la precisién adecuada para cada variable. El r? ajustado compara la bondad

de ajuste de los modelos de regresion que contienen diferentes variables independientes.

La prediccion de r? es una medida de la capacidad del modelo para predecir un valor de

respuesta. El r? ajustado y el r? predicho deben estar dentro de un margen de

aproximadamente 0.20 entre si para estar en un acuerdo razonable. El valor de r? fue de

0.83 y el r?2 predicho estuvo en razonable acuerdo con el r? ajustado. La relacion de la

precision adecuada indicé una sefial adecuada.

Tabla 12. Parametros estadisticos de ajuste del modelo para los parametros de espesor, contenido de
humedad en equilibrio y propiedades de tension. MC es el contenido de humedad en el equilibrio de cada muestra
después de haber sido almacenada en desecadores con sal saturada de bromuro de sodio durante 5 dias, TS es la
resistencia a la tension, %E es el porcentaje de elasticidad hasta la rotura y YM es el médulo de Young.

Espesor MC TS %E YM
r? 0.83 0.98 0.98 0.77 0.99
Predicho r? 0.62 0.97 0.95 0.69 0.99
Ajustado r? 0.78 0.95 0.79 0.45 0.98
Adecuada precision 7.83 25.55 16.94 8.85 48.82

La Ecuacion 21 predice los valores de espesor de las peliculas de CB-quitosano-

PVOH en funcion de las concentraciones experimentales de quitosano y PVOH.

Espesor (mm) = 2.66 - 1072 + 3.37 - 10~* - Quitosano (%) + 8.29 - 1073 -

PVOH (%)

(Ec. 21)

De acuerdo con la superficie de respuesta (Figura 23), el PVOH aumento el grosor

de las peliculas de CB como se observo en las imagenes SEM. El analisis estadistico
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demostré que el efecto del quitosano no fue significativo. Sin embargo, las imagenes SEM
mostraron que un mayor contenido de quitosano promovia la retencién homogénea de

ambos polimeros, quitosano y PVOH, en ambos lados de las peliculas.

Espesor (mm)

PVOH (%)

Figura 23. Modelo predictivo del efecto del alcohol polivinilico (PVOH) y el quitosano en el espesor de las
peliculas a base de celulosa bacteriana.

4.2.3. Efecto sobre el contenido de humedad en el equilibrio

Se analiz6 el contenido de la humedad de las muestras. La celulosa bacteriana, el
quitosano y el PVOH son componentes hidrofilos, pero con diferente afinidad y capacidad
de interaccionar con el agua. El contenido de humedad puede modificar las propiedades
de las peliculas, principalmente las propiedades mecénicas. Por lo tanto, la determinacién
del contenido de humedad de cada formulacion puede ayudar a interpretar las otras
pruebas. El contenido de humedad de las peliculas reveladas acondicionadas en
desecadores con solucion saturada de bromuro de sodio durante 5 dias oscild entre el

1.82y el 12.55%. Los datos se ajustaron a un modelo matematico de interaccion de dos
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factores. La prueba 2 fue ignorada ya que fue detectada como un valor atipico en la
prueba de distancia de Cook. El valor F del modelo fue 9.04 y p < 0.05 lo que indica que
el modelo fue significativo. El valor de r? fue de 0.98. En este caso, la diferencia entre el
r2 predicho (0.97) y el r? ajustado (0.95) fue inferior a 0.2, lo que es razonable. La precision

adecuada obtenida fue de 25.65, lo que implica una sefal adecuada.

Los valores F de los términos del modelo indicaron que el contenido de humedad
de las muestras se veia afectado principalmente por la concentracion de quitosano,
seguida de la interaccién entre el quitosano y el PVOH. La Ecuacién 22 predice el
contenido de humedad de las peliculas de celulosa bacteriana en funciéon de las
concentraciones de quitosano y PVOH.

Contenido de humedad (%) = 1.72 + 10.57 - Quitosano(%) + 1.58 - PVOH (%) —
2.22 - Quitosano(%) - PVOH (%) (Ec. 22)

De acuerdo con la superficie de respuesta (Figura 24), la presencia de quitosano
o PVOH en las peliculas de celulosa bacteriana aumenta el contenido de humedad. El
quitosano y el PVOH son de naturaleza hidrofilica; sin embargo, el quitosano fue el
principal responsable del aumento del contenido de humedad debido a la gran cantidad
de grupos aminos e hidrofilicos. El comportamiento de adsorcién de humedad de las
mezclas de quitosano y PVOH en diferentes ambientes de humedad se investigé en
estudios anteriores (Liu et al., 2018). Los resultados de este estudio demostraron un
mayor contenido de humedad de los compuestos al aumentar la concentracion de

guitosano.
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Contenido humedad (%)

0.6
0.4 Quitosano (%)

2
1 0.2

PVOH (%) 00

Figura 24. Modelo predictivo del efecto sobre el contenido de humedad en equilibrio de las peliculas a base
de celulosa bacteriana combinadas con quitosano y alcohol polivinilico (PVOH)

4.2.4. Efecto sobre las propiedades mecanicas a condiciones estandar

Los valores de TS oscilaron entre 20.76 y 41.65 MPa. Los datos se ajustaron
siguiendo una ecuacién cuadratica. El valor F del modelo fue de 30.63, lo que indica que
el modelo es significativo. Todos los términos del modelo cuadrético fueron significativos
(p < 0.05). El valor de r? fue de 0.98 y el r? predicho estaba en razonable acuerdo con el
r2 ajustado. La precision adecuada obtenida fue de 16.94, lo que implica una sefial
adecuada. Los valores F de los términos del modelo indicé que los valores de TS estaba
muy afectados por el contenido de quitosano. La Ecuacion 23 predice los valores de TS
en funcidn de las concentraciones de quitosano y PVOH.

TS(MPa) = 20.99 + 33.90 - Quitosano (%) + 6.29 - PVOH (%) — 2.30 -
Quitosano(%) - PVOH (%) — 16.33 - Quitosano(%)? — 1.09 - PVOH (%)? (Ec. 23)
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La Figura 25 muestra el efecto de quitosano y el PVOH sobre los valores de TS
de las peliculas desarrolladas. En el caso de peliculas a base de celulosa regenerada
pura se observaron valores de TS de 38.30 MPa a partir de una disolucion de un 4% de
celulosa microcristalina. En el caso de peliculas a base de CB pura se observaron valores
de TS de 20.76 MPa. Las peliculas de CB mostraron valores de TS mas bajos que las
peliculas de celulosa regenerada, a pesar de que CB tiene mayor cristalinidad, porque
en su estructura no hay restos de estructuras amorfas. Hay dos razones principales que
explican esta diferencia en los valores de TS. Una razon es la variacion del espesor. La
celulosa regenerada pura estudiada era tres veces mas gruesa que las peliculas puras
de CB. Un menor grosor podria implicar una menor interaccion entre las fibras de
celulosa. Como se observo en el estudio de las peliculas de celulosa regenerada, los
valores de TS de las peliculas de celulosa regenerada dependian de la concentracion de
celulosa. Ademas, la celulosa bacteriana tiene una estructura menos empaquetada que

la celulosa regenerada, como se muestra en las imagenes del SEM.

Estas diferencias en la microestructura podrian afectar a la resistencia a la rotura,
pero también podrian promover la interaccién con otros polimeros de la mezcla.
Probablemente, un mayor tiempo de fermentacién de las bacterias acéticas para obtener
peliculas mas gruesas, podria ayudar a aumentar las interacciones de puentes de
hidrégeno y aumentar los valores de TS. En la literatura, se han publicado valores de TS
entre 5 y 96 MPa para peliculas puras de CB (Cai & Kim, 2010; Phisalaphong &
Jatupaiboon, 2008; Saibuatong & Phisalaphong, 2010; Szymanska-Chargot et al., 2017).
El amplio rango de valores de TS podria explicarse porque las propiedades de la celulosa
dependen del ensamblaje especifico y del orden supramolecular controlado por el medio
de cultivo, las condiciones de fermentacion y el tratamiento de la celulosa. Las
condiciones de medicion o el contenido de humedad de las muestras también afectan a

los valores obtenidos (Hu et al., 2014).
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TR

Figura 25. Modelo predictivo para el efecto del alcohol polivinilico (PVOH) y quitosano en las peliculas a
base de celulosa bacteriana.

Por otro lado, analizando la interaccion con otros polimeros, la adicion de
quitosano y/o PVOH aumenta en general los valores de TS de las peliculas. Los valores
de TS publicados para las peliculas de quitosano puro elaboradas a partir de una solucion
acuosa de acido acético y condiciones de almacenamiento similares oscilaron entre 50 y
70 MPa (Leceta et al., 2013; Li, Zivanovic, Davidson, & Kit, 2010; Liu et al., 2018). En
cuanto a las peliculas de PVOH puro, los valores de TS reportados oscilaron entre 40 y
50 MPa (Hu & Wang, 2016; Liu et al., 2018; Lu, Wang, & Drzal, 2008). Ambos polimeros
reportaron valores de TS mas altos que el CB puro. Asi, las peliculas fueron reforzadas
después de combinar CB con polimeros con valores de TS mayores. Se produjeron
nuevas interacciones fisicas entre los componentes, debido a la posible interaccion entre
los grupos -OH y -NH2 en estos polimeros. Estas nuevas interacciones fisicas fueron

capaces de mejorar las propiedades mecanicas de las peliculas basadas en la mezcla
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(Bahrami et al., 2003). Ademas, como se observa en las imagenes SEM, la presencia de
PVOH y quitosano aumento la densidad de la estructura, obteniendo una estructura mas
compacta, lo que explica el aumento de TS. Sin embargo, en las concentraciones mas
altas de quitosano y PVOH, el TS disminuyo ligeramente, pero mantuvo valores mas altos
que los del CB puro. Este cambio se debié al aumento del contenido de humedad de las
muestras debido a la naturaleza hidroéfila del quitosano y el PVOH. Las moléculas de agua
muestran un efecto plastificante en los polimeros, promoviendo la movilidad de las
cadenas poliméricas (Liu et al., 2018). En trabajos previamente publicados, se observa
como el tiempo de incubacion (14 dias) y el proceso de liofilizaciéon (-40°C durante 3 dias),
modificaron la estructura de las peliculas de quitosano-BC, modificando las propiedades

mecanicas y obteniendo valores de TS de 450 MPa (Kim et al., 2011).

En cuanto a las propiedades de elasticidad, los valores de %E oscilaron entre 2.28
y 21.82%. Los datos se ajustaron a un modelo matematico lineal. El grafico de Box-Cox
recomendo transformar los datos a base logaritmica decimal para obtener un mejor ajuste
de la ecuacion. El valor F del modelo fue de 9.80, obteniendo un modelo significativo.
Sdlo hay un 1.29% de posibilidades de que el valor F se deba al ruido. Todos los términos
del modelo fueron significativos (p < 0.05) y el valor de r? fue 0.77. En este caso, el r?
predicho de 0.6948 se alejé ligeramente del r? ajustado de 0.4569. Sin embargo, la
precisibn adecuada obtenida fue de 8.85, lo que indica una relacién sefal-ruido
adecuada. Los valores F de los términos del modelo indicaron que el quitosano produjo
un efecto ligeramente superior en el %E. La Ecuacion 24 predice la respuesta del %E en

funcién de las concentraciones de quitosano y de PVOH.

Logqo(%E) = 0.41 + 0.43 - Quitosano (%) + 0.10 - PVOH (%) (Ec. 24)

En la literatura, los valores de %E publicados para el CB pura varian de 0.6 a 5%
(Cai & Kim, 2010). De acuerdo con la superficie de respuesta (Figura 26), la presencia
de quitosano o PVOH en las peliculas de CB aumentd los valores de %E. Este
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comportamiento fue mas significativo en las formulaciones que contenian quitosano y
PVOH. El %E de peliculas puras de CB obtenido fue 2.28%, valor mayor al obtenido para
peliculas de celulosa pura regenerada (1.55%). El mayor %E para las muestras de CB
permiti6 una manipulaciéon mas facil de las muestras que en el caso de la celulosa
regenerada. Las peliculas desarrolladas en este estudio aumentaron significativamente
la elasticidad hasta un valor maximo de 21.82% cuando se afiadié quitosano y PVOH,
facilitando la manipulacion de las peliculas. Por otro lado, la adicion de quitosano y PVOH
aumento el contenido de humedad de las muestras, promoviendo un efecto plastificante
de las peliculas debido al incremento de las moléculas de agua en la estructura (Liu et
al., 2018; Suyatma, Tighzert, Copinet, & Coma, 2005). Probablemente, la interaccion de
las fibras de celulosa con el PVOH y las moléculas de agua redujo las fuerzas de friccion
entre las cadenas poliméricas, facilitando su movilidad. Las peliculas de celulosa
regenerada combinadas con quitosano y PVOH alcanzaron una elasticidad maxima del
12.82%, valor inferior al alcanzado por las peliculas a base de celulosa bacteriana. Este
resultado sugiri6 que la estructura tridimensional mas abierta de la CB promovié la

interaccidn entre los polimeros de la pelicula compuesta.

Por otra parte, el porcentaje de elongacion a la rotura de las peliculas compuestas
fue superior al componente individual, probablemente promovido por la interaccion fisica

del quitosano-PVOH en las mezclas (Liu et al., 2018).
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Figura 26. Modelo predictivo del efecto del contenido de quitosano y alcohol polivinilico en las propiedades
de elasticidad (%E) de las peliculas a base de celulosa bacteriana.

Los valores del médulo de Young obtenidos se encontraron en el rango de 1043.88
a 2247.82 MPa. Los datos se ajustaron utilizando una ecuacion cuadratica. La muestra 7
se descart6 porque fue identificada como un valor atipico por la prueba de distancia de
Cook. El valor F del modelo fue 302.83 con un valor p = 0.0033. Estos parametros
estadisticos indicaron que el modelo matematico fue significativo. El valor de r? fue de
0.99y el r? ajustado (0.99) estaba en razonable acuerdo con el r? previsto (0.98). El valor
de precisién adecuado fue superior a 4 (48.82), lo que implicd una relacion sefal-ruido
adecuada. Los valores F indicaron que el efecto cuadrético del contenido de quitosano y
PVOH tuvo el efecto mas importante en la respuesta del %E, seguido del efecto lineal del
PVOH. La Ecuacion 25 predice la respuesta en el médulo de Young en funcién de los

componentes de quitosano y PVOH.
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Mbdulo de Young(MPa) = 1034.58 + 2301.07 - Quitosano (%) + 579.66 -
PVOH (%) + 189.12 - Quitosano(%) - PVOH (%) — 2929.43 - Quitosano(%)? — 144.35 -
PVOH (%)? (Ec. 25)

De acuerdo con la superficie de respuesta (Figura 27), los valores de YM
aumentaron cuando la concentracion de quitosano y PVOH aumenté hasta valores

intermedios.
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Figura 27. Modelo predictivo del efecto de la concentracion del quitosano y alcohol polivinilico (PVOH) en
los valores del médulo de Young para peliculas a base de celulosa bacteriana.

Este comportamiento podria explicarse por los puentes de hidrégeno formados
entre los componentes de la pelicula. Se observaron resultados similares en peliculas a
base de celulosa regenerada combinada con quitosano y PVOH. Sin embargo, el
aumento de los valores de concentracion de quitosano y de PVOH produjo una

disminucién de los valores obtenidos de YM, especialmente con el aumento del
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quitosano. Ademas, el aumento del contenido de humedad en las peliculas ocasion6 una
disminucion significativa de los valores de YM. El efecto de la humedad en YM ha sido
previamente estudiado en las peliculas de quitosano-PVOH. En general, los valores de
YM de la pelicula de quitosano puro oscilan entre 1500 y 3000 MPa, dependiendo de la
concentracion de quitosano, el peso molecular, el disolvente, el grado de desacetilacidén
y las condiciones de almacenamiento (Fernandes et al., 2010; Liu et al., 2018). Los
valores de YM para las peliculas puras de PVOH oscilan entre 500-1000- MPa (Paralikar
et al., 2008; Roohani et al., 2008). Sin embargo, peliculas de quitosano y PVOH
acondicionadas a altas humedades relativas (75% RH), manifestaron una disminucion de
los valores de YM hasta valores de 60 MPay 5 MPa, respectivamente. Al aumentar las
condiciones de HR se produjo un aumento del contenido de humedad de las muestras
de quitosano y PVOH. El agua adsorbida en la estructura de las peliculas manifesté un
efecto plastificante, lo que se tradujo en una disminucion de los valores de YM (Liu et al.,
2018).

Los valores de tenacidad oscilaron entre 0.26 y 7.18 MJ/m3. Los datos se ajustaron
bien usando un modelo lineal. El valor F del modelo fue de 16.23 y el p < 0.05, siendo un
modelo significativo (Tabla 13). En este caso, tanto el PVOH como el quitosano fueron
términos significativos en el modelo (p < 0.05). El valor de r? fue de 0.84 y el r? predicho
estaba en razonable acuerdo con el r?2 ajustado (Tabla 14). La proporcién de la precision
adecuada fue superior a 4, lo que indic6 una sefial adecuada. La Ecuacién 26 predice los
valores de tenacidad de las peliculas de CB en funciébn de las concentraciones

experimentales de quitosano y PVOH.

Tenacidad (M]/m3) = —0.74 + 2.87 - Quitosano (%) + 1.03 - PVOH (%) (Ec. 26)

La superficie de respuesta (Figura 28) indica que el quitosano y el PVOH

aumentaron la tenacidad de las peliculas compuestas a base de BC.
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Tabla 13. Andlisis de varianza (ANOVA) para las variables dependientes del estudio de las propiedades de
puncién, permeabilidad e interaccion con el agua. PVOH es el alcohol polivinilico, T es tenacidad, BS es la
resistencia a la puncién, DB es la elasticidad de puncién, WVP es la permeabilidad al vapor de agua, %W es la
adsorcion o retencion de agua y %S es el porcentaje de solubilidad de las peliculas.

T BS DB
Fuente F valor p-valor F valor p-valor F valor p-valor
Modelo 16.23 0.0038 82.25 < 0.0001 57.93 0.0001
A-Quitosano 10.68 0.0171 79.1 0.0001 66.19 0.0002
B-PVOH 21.77 0.0034 85.4 < 0.0001 49.67 0.0004

WVP %W %S
Fuente F valor p-valor F valor p-valor F valor p-valor
Modelo 20.11 0.0163 10.46 0.023 53.77 0.0184
A-Quitosano 68.39 0.0037 9.74 0.0355 26.14 0.0362
B-PVOH 0.19 0.6905 13.23 0.022 158.45 0.0063
AB 13.08 0.0363 9.33 0.0925
A? 2.78 0.1942 9.87 0.0881
B2 16.13 0.0277 31.61 0.0302

Las muestras de CB pura tuvieron valores de tenacidad de 0.26 MJ/m3. Los valores
calculados para las peliculas a base de celulosa regenerada pura fueron de 2.91 MJ/m3,
exhibiendo una mayor capacidad de absorcion de energia hasta el punto de rotura. Las
diferencias estructurales y de espesor entre las peliculas de CB y las de celulosa
regenerada podrian ser la causa principal de la diferencia en los valores de T. Las
peliculas de celulosa regenerada pura son tres veces mas gruesas que las peliculas

puras de CB. El grosor puede estar relacionado con la cantidad de fibras de celulosa que
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estan interactuando. Al disminuir el grosor, el nimero de fibras que interactian también
disminuye, modificando la resistencia mecanica de las peliculas. Ademas, las peliculas

puras de CB mostraron una estructura no compacta que podria afectar la resistencia.

Tabla 14. Parametros estadisticos de ajuste de modelo de las variables dependientes del estudio de las
propiedades de puncién, permeabilidad e interaccion con el agua. T es tenacidad, BS es la resistencia a la puncion,
DB es la elasticidad de puncién, WVP es la permeabilidad al vapor de agua, %W es la adsorcion o retencién de agua
y %S es el porcentaje de solubilidad de las peliculas.

T BS DB WVP %W %S
r? 0.84 0.97 0.95 0.99 0.89 0.99
Predicho r? 0.65 0.91 0.89 0.99 0.41 0.85
Ajustado r? 0.79 0.95 0.93 0.95 0.80 0.97
Adecuada precisiéon 11.22 25.65 21.47 39.39 8.03 19.49

En peliculas de celulosa preparadas a partir de madera blanda se demostré una
disminucién de la tenacidad con el aumento de porosidad (Henriksson et al., 2008). Sin
embargo, en este estudio, la estructura porosa fue una ventaja para la combinacién de
las peliculas de celulosa con PVOH y quitosano por inmersion. La microestructura de la
CB facilito la interaccién entre los componentes y la penetracion de los componentes de
refuerzo a través de los poros. De este modo, la adicién de quitosano o PVOH aumenté
los valores de dureza o tenacidad, siendo mas significativo el efecto CB-PVOH o la
presencia de ambos polimeros (CB-quitosano-PVOH). En la literatura, las peliculas de
quitosano puro o de PVOH mostraron valores de T de 16.8 o 34.3 MJ/m?3,

respectivamente (Costa-Junior et al., 2009).
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Figura 28. Modelo predictivo de efecto del quitosano y alcohol polivinilico en la tenacidad de las peliculas a
base de celulosa microbiana.

En este estudio, los polimeros con altos valores de T produjeron un efecto de
refuerzo en las peliculas basadas en CB. Ademas, el quitosano y el PVOH son miscibles,
probablemente debido a los puentes de hidrégeno intermoleculares entre ambos
polimeros. Estas interacciones aumentaron las fuerzas de Van der Waals en la matriz de
CB, lo que dio lugar a un aumento de los valores de T. El efecto de refuerzo sobre las
propiedades mecanicas debido a la formacién de puentes de hidrogeno ha sido reportado
en peliculas de kefiran-quitosano (Sabaghi et al., 2015), peliculas de almidén de trigo-
quitosano (Bonilla et al., 2013) y peliculas de PVOH-quitosano (Bonilla et al., 2014; Hajji
et al.,, 2016). Se alcanzaron valores maximos de T similares a los de las peliculas de
celulosa regenerada con PVOH 4% (p/p) y quitosano 1% (p/p) en la pelicula de CB. De
acuerdo con los resultados obtenidos, se observé una mejora de la resistencia en los
hidrogeles de CB combinados con poliacrilamida y gelatina por inmersion (Yasuda et al.,
2005).

En cuanto a las propiedades de puncion, los valores de BS oscilaron entre 58.88
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y 3234.62 g. Los datos se ajustaron siguiendo un modelo lineal. El grafico de Box-Cox
recomendd transformar los datos a la raiz cuadrada de BS para obtener un mejor ajuste
de la ecuacion. El valor F del modelo fue de 82.25 y p < 0.0001, siendo significativo.
Todos los términos del modelo fueron significativos (p < 0.0001). El valor de r? fue de 0.97
y el r? previsto estaba en razonable acuerdo con el r? ajustado. La proporcién de la
precision adecuada fue superior a 4, lo que indica una sefial adecuada. La Ecuacién 27
estima la respuesta en la BS en funcion de la concentracion de quitosano y PVOH en las

peliculas de celulosa bacteriana.

VBS (g) = 8.82 + 25.83 - Quitosano (%) + 6.71 - PVOH (%) (Ec. 27)

La Figura 29 muestra un comportamiento similar de BS en comparacién con el T,
observando un aumento de los valores debido a la presencia de quitosano y PVOH. El
aumento fue mas notable cuando se afiadieron los dos polimeros, probablemente debido

a la interaccion CB-quitosano-PVOH en la matriz de la pelicula.

Las peliculas de quitosano puro mostraron un valor de BS que oscilaba entre 1234
y 1892 g, en funcion del peso molecular (Leceta et al., 2013). Han sido publicado valores
de BS para peliculas de PVOH puras entre 2703 y 3295 g (Silva et al., 2008). En el
presente estudio, el valor maximo alcanzado fue de 3234.62 g combinando las peliculas
de celulosa con un bafio de 1% de quitosano y 4% de PVOH, lo que indica la buena
interaccidn entre el CB, quitosano y el PVOH. Este efecto fue mas notable en la celulosa
regenerada, alcanzando valores de 6291 g, casi el doble de la resistencia a la puncion.
Los valores obtenidos fueron superiores a los publicados en trabajos encontrados en la
literatura para otros biopolimeros, por ejemplo, peliculas de gelatina (8.5 - 10.7 Q)
(Gomez-Estaca et al., 2009), peliculas de almidon y kefiran (380 - 253 g) (Motedayen et
al., 2013) o peliculas de carboximetilcelulosa-PVOH (112.2 - 397.8 g) (Muppalla et al.,
2014).
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Figura 29. Modelo predictivo del efecto del contenido de quitosano y alcohol polivinilico (PVOH) en la
resistencia a la puncioén de las peliculas a base de celulosa bacteriana.

En cuanto a los pardmetros de elasticidad de las peliculas sometidas a una
deformacion por puncion, los valores de DB oscilaron entre 0.39 y 3.24 mm. Los datos se
ajustaron a un modelo matematico lineal. El valor F del modelo fue 57.93 y p < 0.0001,
siendo el modelo significativo. Todos los términos del modelo fueron significativos (p <
0.0001). El valor de r? fue de 0.95 y el r? predicho estaba en razonable acuerdo con el r?
ajustado. La relacion de la precision adecuada indicaba una sefial adecuada (mayor de
4). La Ecuacion 28 predice los valores de DB en funcién de las concentraciones de
quitosano y PVOH.

DB (mm) = 0.32 + 1.52 - Quitosano (%) + 0.33 - PVOH (%) (Ec. 28)

El quitosano y el PVOH tuvieron un efecto similar (Figura 30) al observado en las

demas propiedades mecanicas.
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Figura 30. Modelo predictivo del contenido de quitosano y alcohol polivinilico en la elasticidad de las
peliculas a base de celulosa bacteriana sometidas a una fuerza de puncion.

Los valores de DB aumentaron cuando la concentracién de quitosano y PVOH se
incremento, siendo mas significativo el aumento de la presencia de ambos polimeros.
Debido a la buena extensibilidad de las peliculas de PVOH y quitosano puro, se observé
un efecto plastificante de los polimeros en las peliculas de BC, aumentando los valores
de deformacion (Garcia et al., 2004; Leceta et al., 2013; Silva et al., 2008). Las peliculas
de celulosa regenerada con quitosano mostraron una deformaciéon de puncién maxima
de 2.52 mm, inferior a la observada en las peliculas de BC-quitosano. La estructura de
las peliculas de CB promovio la interaccion entre los polimeros, mejorando el efecto
plastificante del PVOH y el quitosano en las peliculas de BC, permitiendo una mayor
deformacion de la pelicula. El efecto plastificante también se observo cuando se afiadié
PVOH a las peliculas de gelatina (Silva et al., 2008) o a las peliculas a base de quitosano

plastificadas con glicerol (Leceta et al., 2013).
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4.2.5. Efecto sobre la permeabilidad al vapor de agua

Los valores de WVP variaron entre 1.47-1011 y 3.40-10''! g/m-s-Pa. Los datos se
ajustaron siguiendo un modelo cuadratico. El experimento 3 se ignoré porque fue
identificado como un valor atipico por la prueba de la distancia de Cook. El valor F del
modelo fue de 20.11 con un valor p de 0.0163, lo que indicé que el modelo matematico
fue significativo. El valor de r? fue de 0.99 y el r? predicho (0.95) estaba en razonable
acuerdo con el r? ajustado (0,.99). La precision adecuada fue superior a 4 (39.39), lo que
implicé una sefal adecuada. Los valores F indican que el quitosano tuvo el efecto mas
importante sobre la respuesta del WVP, seguido de la interaccion quitosano-PVOH. La
Ecuacion 29 predice la respuesta en la WVP en funcién del quitosano y la PVOH.

WVP (g/m-s-Pa)=238-10"11 +4.71- 10713 - Quitosano (%) — 6.23 - 10712 .
PVOH (%) + 4.30 - 10712 . Quitosano(%) - PVOH (%) + 3.45 - 10712 . Quitosano(%)? +
8.65 - 1013 - PVOH (%)? (Ec. 29)

Como se muestra en la superficie de respuesta (Figura 31), el comportamiento de
WVP dependié de los componentes incorporados a la matriz de CB. Los valores de
permeabilidad aumentaron en las peliculas de quitosano-CB al aumentar el contenido de
quitosano. La propiedad hidréfila del quitosano podria explicar el aumento del WVP. Por
el contrario, las peliculas de CB-PVOH mostraron menores valores de permeabilidad que
las peliculas de celulosa pura. Los datos experimentales indicaron que las peliculas puras
de CB tuvieron valores de WVP de 2.38-10!! (g/m-s-Pa) y de acuerdo con los datos
publicados, las peliculas puras de PVOH mostraron valores de WVP de 1.70-10'%
g/m-s-Pa a 30°C (Mihaela Jipa et al., 2012).
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Figura 31. Efecto del contenido de quitosano y alcohol polivinilico (PVOH) en la permeabilidad al vapor de
agua (WVP) de las peliculas a base de celulosa bacteriana.

Las peliculas puras de CB tienen una estructura porosa abierta que facilita la
difusién de las moléculas de agua a través de las fibras de celulosa. El PVOH rellené los
huecos entre las fibras de celulosa, disminuyendo la porosidad y obstaculizando la
difusién de las moléculas de agua a través de la matriz. EI PVOH es un polimero hidrofilo,
pero su capacidad de interaccion con el agua es inferior a la del quitosano (Liu et al.,
2018). Por esta razon, las peliculas de CB-PVOH mostraron valores de WVP mas bajos
que los de las peliculas de celulosa bacteriana de quitosano. Sin embargo, este
comportamiento cambio6 con la presencia simultdnea de quitosano y PVOH, produciendo
un mayor aumento de la permeabilidad cuando aumentd la concentracion de ambos
polimeros. Este efecto ha sido reportado en estudios previos ya que las peliculas de
quitosano-PVOH manifiestan valores de WVP mas altos que las peliculas de quitosano
puro o PVOH. Los autores explicaron este efecto por la formaciéon de una matriz mas
abierta. Las capas de hidratacion del quitosano dieron como resultado una menor
densidad de la matriz polimérica. Esta estructura facilito la transferencia de las moléculas
de agua a través de la red (Bonilla et al., 2014). Las peliculas de celulosa-quitosano-

PVOH regeneradas mostraron el mismo efecto sobre los valores de WVP.
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4.2.6. Efecto sobre la propiedad de retencién o adsorcién de agua de las
peliculas

Los valores de adsorcion o retencion de agua obtenidos oscilaron entre 96.16 y
478.73%. Los datos se ajustaron siguiendo un modelo matematico de interaccion de dos
factores. La prueba 9 fue descartada porque se detecté como valor atipico por la prueba
de distancia de Cook. El valor F del modelo fue de 10.46 y p < 0.05, siendo el modelo
significativo. Todos los términos del modelo fueron significativos (p < 0.05). El valor de r?
fue de 0.89. En este caso, el r? predicho de 0.41 se alej6 ligeramente del r? ajustado de
0.80. Sin embargo, la precisién adecuada obtenida fue superior a 4, lo que indica una
adecuada relacion sefial-ruido. Utilizando la Ecuacion 30 es posible estimar los valores
del %W, en funcion del quitosano y la PVOH.

%W (%) = 335.28 — 235.20 - Quitosano (%) — 51.05 - PVOH(%) + 211.30 -
Quitosano (%) - PVOH (%) (Ec. 30)

El comportamiento de la capacidad de retencion de agua de las peliculas se ve
afectado por varios factores, entre ellos la densidad de la red o la capacidad de
hidratacion de los polimeros (Pavaloiu et al., 2014). La capacidad de retencion de agua
de la CB pura fue unas 5 veces su peso seco, permitiendo obtener una capacidad de
adsorciéon de agua del 364.78%, capacidad superior a la de otras peliculas de
hidrocoloides (Lin, Lopez-Sanchez, Li, & Li, 2014). La estructura porosa Yy tridimensional
de la CB permite un mayor contacto superficial, facilitando el atrapamiento fisico de las
moléculas de agua dentro de la matriz de celulosa. De acuerdo con la superficie de
respuesta (Figura 32), el comportamiento de adsorcion fue influenciado principalmente
por el quitosano. La capacidad se redujo drasticamente de 364.78% (peliculas de CB
puro) a 96.16% (pelicula de CB-quitosano 1%) cuando la concentracion de quitosano
aumento6 en la composicion. Como se mostro en las imagenes del SEM, la incorporacion

del quitosano dio como resultado una estructura mas compacta y redujo la porosidad. La
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estructura de CB-quitosano obstaculiz6 el atrapamiento de las moléculas de agua dentro
de la matriz de celulosa, disminuyendo la capacidad de retencién de agua.
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Figura 32. Modelo predictivo del efecto de la concentracion de quitosano y alcohol polivinilico (PVOH) en la
capacidad de adsorcion de agua en las peliculas a base de celulosa bacteriana.

El PVOH también disminuyé la capacidad de retencion de agua, pero en menor
medida que el quitosano. La capacidad de retencién de la CB pura se redujo a la mitad
al combinarse con un 4% de PVOH. Por el contrario, la presencia de ambos polimeros,
debido a las interacciones quitosano-PVOH, aumenté la retencion de agua hasta valores
similares a los de las peliculas de quitosano puro. Los puentes de hidrégeno intra e
intermoleculares que se producen entre la cadena de PVOH y el quitosano favorecieron
la capacidad de hinchamiento. Los resultados coincidieron con estudios anteriores sobre

las membranas de CB-quitosano para aplicaciones en apositos (Lin, Lien, Yeh, Yu, &
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Hsu, 2013) y las mezclas de quitosano-PVOH (Costa-Junior et al., 2009; Haijji et al.,
2016).

4.2.7. Efecto sobre la solubilidad de la pelicula

El porcentaje de la solubilidad de la pelicula de CB-quitosano-PVOH en el agua
oscil6 entre 9.37 y 46.91%. Los datos se ajustaron siguiendo un modelo cuadrético. Los
resultados obtenidos en la prueba 3 se ignoraron para el andlisis del ANOVA porque fue
detectada como un valor atipico en la prueba de distancia de Cook. El valor F del modelo
fue 53.77 y p < 0.05, siendo significativo. El quitosano, el PVOH y el efecto cuadratico del
PVOH fueron términos significativos del modelo. El valor de r? fue de 0.99 y el r? predicho
estaba en razonable acuerdo con el r? ajustado. La relacion de la precision adecuada
indicaba una sefal adecuada. La Ecuacion 31 predice los valores de la solubilidad de la
pelicula en funcién de las concentraciones de quitosano y PVOH de las peliculas

compuestas.

%S (%) = 10.80 — 27.97 - Quitosano (%) + 23.0 - PVOH(%) — 5.80 -
Quitosano (%) - PVOH (%) + 25.30 - Quitosano (%)% — 2.83 - PVOH (%)? (Ec. 31)

La superficie de respuesta (Figura 33) muestra que la solubilidad de la pelicula se
vio influida principalmente por el contenido de PVOH.

Debido a su naturaleza hidrdfila y su solubilidad en agua, parte del PVOH se
disolvié en la prueba. Un estudio previo indicd un 65.5% de solubilidad para peliculas de
PVOH puro (Hajji et al., 2016). Las peliculas de CB pura mostraron un valor de solubilidad
bajo del 9%. La celulosa es insoluble en el agua (Cazon et al., 2017), por lo que el valor
obtenido para la CB pura se debid probablemente a la presencia de solidos solubles del
medio de cultivo que quedaron retenidos en las muestras. Las peliculas de CB-quitosano
no mostraron cambios significativos en los valores de solubilidad en comparacion con las

muestras de CB pura. El quitosano fue retenido en la pelicula porque es soluble a un pH
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ligeramente &cido. Las muestras de CB-quitosano-PVOH mostraron una ligera
disminucion en el porcentaje de materia soluble en comparacion con las peliculas de CB-
PVOH. Probablemente, la reticulaciéon entre la amina y el hidroxilo dio lugar a una
estructura de empaquetamiento entre la PVOH y el quitosano, limitando las interacciones
con el agua y reduciendo la solubilidad de la PVOH (Hajji et al., 2016)

Solubilidad (%)
3]
o

0.6

PVOH (%) 0.4 Quitosano (%)

Figura 33. Modelo predictivo del efecto de la concentracion de quitosano y alcohol polivinilico (PVOH) en la
solubilidad de las peliculas compuestas a base de celulosa bacteriana.

4.2.8. Propiedades de barrera de luz, transparencia y opacidad

Uno de los principales objetivos del envasado activo es mantener la calidad de los
alimentos y aumentar su vida util. Por lo tanto, desarrollar biopeliculas con buenas
propiedades de barrera dptica en la region de la radiaciéon UV es una estrategia factible.

La luz ultravioleta es la principal responsable de la aparicion del oxigeno singlete, la causa
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mas comun de la oxidacion de lipidos. Esta reaccion oxidativa altera el olor, el sabor y el
color de los alimentos, disminuyendo sus cualidades organolépticas, lo que afecta a la
aceptabilidad de los alimentos por parte de los consumidores (Goudarzi et al., 2017; Vilela
et al., 2017). Por otro lado, las peliculas biodegradables con propiedades de barrera a la
luz UV deben tener una transparencia adecuada. Los biopolimeros con buenos valores
de transparencia aplicados directamente sobre los alimentos proporcionan un buen
aspecto visual, lo que aumenta su aceptacion por parte de los consumidores. Los lipidos
son mas susceptibles a las reacciones oxidativas en la region de 200 a 280 nm de longitud

de onda.

La Figura 34 muestra la transmitancia de los experimentos 1, 3y 7 en el rango
UV de 200-280 nm. Las muestras seleccionadas permiten analizar las propiedades
Opticas de la CB pura (Exp. 1) y el efecto del PVOH (Exp. 3, CB-PVOH 4%) y el quitosano
(Exp. 7, CB-quitosano 1%) en las peliculas compuestas. Por otro lado, la Figura 35
muestra los valores de transmitancia de los experimentos 1, 5 (CB - quitosano 0,5% -
PVOH 2%), 6 (CB - quitosano 0,5% - PVOH 4%), 8 (CB - quitosano 1% - PVOH 2%) y 9
(CB - quitosano 1% -PVOH 4%) que permitieron analizar el efecto de las interacciones

quitosano-PVOH sobre las propiedades 6pticas de la CB pura.

En la region UV, la CB pura mostré valores de transmitancia del 0% hasta una
longitud de onda de 230 nm, aumentando luego hasta el 2%. Las peliculas de celulosa
bacteriana pura mostraron valores de transmitancia mas bajos que la celulosa pura
regenerada, que oscilaban entre 0.4 y 5.3%. Esta diferencia se debe probablemente a la
pureza del CB y a las diferencias estructurales entre las peliculas. La adicion de PVOH
aumento la transmitancia a 280 nm hasta el 11.65%.
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Figura 34. Perfil de transmitancia en la region UV-VIS de las peliculas de los experimentos 1, 3y 7: Exp 1)
Muestra de celulosa bacteriana pura; Exp 3) Celulosa bacteriana-alcohol polivinilico 4% (p/p); Exp 7) Celulosa
bacteriana-quitosano 1% (p/p).

Los espectros del quitosano-CB mostraron que los valores de transmitancia se
mantuvieron bajos, sin diferencias significativas en comparacion con la celulosa
bacteriana pura. En estudios anteriores, se han reportado bajos valores de transmitancia
de las peliculas de quitosano en la region UV, indicando la capacidad de adsorcion de
radiacion UV del quitosano (Kalaycioglu et al., 2017). Por este motivo, dada la capacidad
de adsorcion de radiacion UV y los bajos valores observado para las peliculas de CB pura
y quitosano, al combinar ambos polimeros siguieron manteniendo bajos valores de
transmitancia. En peliculas con quitosano y PVOH se observé un aumento de los valores
de transmitancia en estas regiones a medida que aumentaba la longitud de onda. El valor
maximo elevado en la region UV-C (200-280 nm) fue 12.67% de la transmitancia para el
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Figura 35. Transmitancia en la region UV-VIS de las muestras de las peliculas de celulosa bacteriana-
quitosano-alcohol polivinilico (PVOH) de los experimentos 1, 5, 6, 8 y 9. Experimento 1) Celulosa bacteriana pura.
Experimento 5) Celulosa bacteriana, quitosano (0,5% p/p) y alcohol polivinilico (2% p/p). Experimento 6) Celulosa
bacteriana, quitosano (0,5% p/p) y alcohol polivinilico (4% p/p). Experimento 8) Celulosa bacteriana, quitosano (1%
p/p) y alcohol polivinilico (2% p/p). Experimento 9) Celulosa bacteriana, quitosano (1% p/p) y alcohol polivinilico (4%
p/p).

Sin embargo, cuando la concentracion de quitosano alcanzo el 1% (p/p) (Exp. 8)
la transmitancia se redujo a 4.80%. Las propiedades de barrera del quitosano contra los
rayos UV fueron mas notables a concentraciones del 1%. Las muestras con mayor

contenido de quitosano y menor PVOH alcanzaron el valor minimo de transmitancia en
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peliculas con la presencia quitosano-PVOH, el 9.2%. En la region UV-C para peliculas
CB-quitosano-PVOH, las muestras 6 (0.5% quitosano — 4% PVOH) y 8 (1% quitosano —
2% PVOH) mostraron de nuevo los valores maximos y minimos de transmitancia, siendo
35.1% y 21.6%, respectivamente, indicando que el quitosano reforzé las barreras de

radiacion UV de la celulosa pura combinada con PVOH.

En la region UV-VIS (280- 800 nm), las peliculas puras de CB mantuvieron bajos
valores de transmitancia, con una transmitancia maxima del 11%. La adicion de PVOH a
CB dio como resultado el mayor efecto sobre la transmisién, aumentando el valor en un
46.6%. Sin embargo, en las muestras de CB-quitosano, la transmitancia aumenté
constantemente con la longitud de onda, hasta el 32%. Este aumento de la transmitancia
afecté a las propiedades visuales aumentando la transparencia y disminuyendo la

opacidad de las peliculas.

Los experimentos 9y 6 mostraron valores de 58.9 y 47.9 % de transmitancia a una
longitud de onda de 800 nm, respectivamente. A concentraciones mas bajas de PVOH
(2% pl/p), la variacidbn del contenido de quitosano no afecté significativamente al
porcentaje de transmitancia, observando una diferencia de valores inferior a 1% entre las
muestras 5 y 8. Al aumentar la concentracion de PVOH y quitosano, es posible que
aumente el niamero de sitios activos (grupos hidroxilo, principalmente), lo que conlleva el
aumento de las interacciones entre PVOH-quitosano. El aumento de las interacciones
entre PVOH-quitosano pudo facilitar la retencion homogénea de PVOH por ambos lados
de la pelicula y dentro de la matriz, aumentando los valores de transmitancia de la
pelicula, debido a las propiedades 6pticas del PVOH, mejorando las propiedades Opticas
en la region UV-VIS. Las peliculas de celulosa regenerada con quitosano (1% p/p) y
PVOH (4% p/p) mostraron un valor de transmitancia del 38.31% a 800 nm, inferior al de
las peliculas CB. La estructura Unica de la celulosa bacteriana facilité la interaccion
celulosa-quitosano-PVOH, lo que dio lugar a una mejora de las propiedades Opticas en
la region UV-VIS en comparacion con la celulosa vegetal.

Las peliculas de celulosa pura mostraron un color ahumado. Al combinar estas

peliculas con PVOH, el resultado fueron muestras con un aspecto visual transltcido y
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brillante, como se puede ver en la Figura 36. Sin embargo, los resultado obtenidos para
las muestras de CB pura (Exp. 1), CB-PVOH 4% (Exp. 7) y CB-quitosano 1% (Exp. 7)
fueron 47.6, 24.5 y 48.0, respectivamente, indicando que las muestras con mayor
transparencia (mayor transmitancia en la region VIS), fueron las peliculas de CB puras y
CB-quitosano. Esto se debe a que los resultados de transparencia obtenidos se ven
fuertemente afectados por el espesor de la muestra, siendo en este caso las muestras
de CB-PVOH hasta 3 veces mayor a las peliculas de CB y CB-quitosano, afectando a los
valores de transparencia. Los bajos valores de transmitancia en la region UV observados
para las peliculas de CB y quitosano, y la mejora del aspecto visual debido al PVOH,
podrian hacer de estos compuestos una excelente opciéon para aplicarlos como un
envase activo para alimentos con propiedades de barrera a la luz adecuadas para

prevenir la oxidacion de lipidos inducida por la luz ultravioleta.

A) B)

9)

Figura 36. Aspecto visual de la muestra de A) celulosa bacteriana pura, B) celulosa bacteriana-alcohol
polivinilico 4% (p/p) y C) celulosa bacteriana-quitosano 1% (p/p).
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4.2.9. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR)

Las interacciones entre el BC-quitosano-PVOH a nivel estructural se evaluaron
mediante mediciones FT-IR. La Figura 37 muestra los espectros FT-IR del experimento
1, 3y 7. Los espectros muestran las bandas de absorcion caracteristicas de BC, PVOH

y quitosano.
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Figura 37. Espectro FT-IR de las peliculas de los experimentos 1, 3y 7: Exp 1) Muestra de celulosa bacteriana
pura; Exp 3) Celulosa bacteriana-alcohol polivinilico 4% (p/p); Exp 7) Celulosa bacteriana-quitosano 1% (p/p).

La banda ancha en la regién de 3000-3600 cm™* se atribuye a la unién
intermolecular del hidrégeno y a las vibraciones de estiramiento de -OH en CB y PVOH.
La adicion de PVOH dio lugar a un ligero desplazamiento de este pico en un numero de
onda mayor, probablemente debido al aumento de los grupos -OH y a la formacién de
puentes de hidrogeno. Este aumento de la absorbancia también podria estar asociado a
la interaccion con el grupo -OH (Pavaloiu et al., 2014). Una sefial débil a 2920 cm™

aparecio en las tres muestras, debido al estiramiento de -CH.
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Los picos de absorbancia observados alrededor de 1550 cm! se asignaron a la
vibracion de deformacion -NHz del quitosano (Zhao et al., 2018). Sin embargo, los
espectros FT-IR de las peliculas puras de CB y BC-PVOH mostraron un pico de
absorbancia a 1550 cm, con menor intensidad. Probablemente, debido a la presencia
de residuos del medio de cultivo que no pudieron ser eliminados completamente durante
el proceso de lavado, ya que las peliculas elaboradas con celulosa regenerada no
mostraron absorbancia en esta longitud de onda. Las bandas de absorcién con un
maximo de 1055 cm y 1020 cm™! estan asignadas a las vibraciones de estiramiento del
anillo piramidal C-O-C y a la deformacion del anillo C-H, respectivamente. En esta region,
las bandas de BC-PVOH estan desplazadas en comparacion con los espectros puros de
BC, lo que indica una asociacion polimérica a través de la union de hidrogeno (Pereira et
al., 2015).

4.2.10. Propiedades térmicas de las peliculas TGA-DSC

El analisis termogravimétrico y la calorimetria diferencial de barrido de las
muestras de los experimentos 1, 3y 7 (Figura 38) permitieron evaluar la estabilidad de
las peliculas a base de CB pura y el efecto de la adicion de PVOH y quitosano en la
estabilidad térmica de las peliculas. Se observé un primer pico endotérmico (Exp. 1y
Exp. 3) en la region entre 60-110°C correspondiente a la volatilizacion del agua de las
muestras de las peliculas (Martins et al., 2009). De acuerdo con los datos obtenidos en
la medicion del contenido de humedad en equilibrio, este primer pico dio lugar a una

pérdida de peso entre 3 y 5%, para las peliculas analizadas.

En la Figura 38, el pico endotérmico a 250°C que se observa en el termograma
del Exp. 1y Exp. 3, correspondi6 a la temperatura de inicio de la degradacion térmica de
la celulosa, de acuerdo con los datos observados en trabajos anteriores
(Mohammadkazemi et al., 2015). A 400°C la descomposicion del CB correspondié al
66.7% de la pérdida de peso. El termograma de las muestras de BC-PVOH (Exp.3)
mostraba dos picos endotérmicos en la segunda region. El primer pico endotérmico, a

unos 220°C, corresponde a la degradacién térmica del PVOH (Bonilla et al., 2014). En el
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rango de 200 a 240°C, el porcentaje de la pérdida de peso fue de 5.2-7.2% del peso inicial
total. La pérdida de peso en este intervalo no fue significativa, lo que indicaba que parte
de la PVOH se degradé a temperaturas mas altas probablemente debido a la interaccion
con la celulosa. El segundo pico endotérmico, a 260-340°C, correspondio a la pérdida de
peso del (11.1-74.4)% del peso inicial. Los datos sugieren que la interaccion BC-PVOH
aumentd la estabilidad térmica de las peliculas, aumentando la temperatura de
degradacion del PVOH y del CB. Por otra parte, en presencia de quitosano, la
temperatura de inicio de la degradacion de la muestra se encontré en la regién de 260-
270°C. La presencia de quitosano aumento la temperatura de degradacion de la muestra
en comparacion con la de la CB pura. En la region de 260 a 340°C, la pérdida de peso
fue de 12.7 a 45.0%, alcanzando una pérdida de peso de 55.1% hasta una temperatura
de 400°C, lo que indica que la interaccion BC-quitosano aumentd la estabilidad térmica
de la muestra. La celulosa regenerada con PVOH y la celulosa regenerada con quitosano
también mostraron este aumento de la estabilidad térmica debido a la interaccion entre

los polimeros.

La Figura 39 muestra los andlisis térmicos de las muestras de los experimentos 5,
6, 8 y 9 que permitieron evaluar el efecto de lainteraccion PVOH-quitosano sobre la
estabilidad térmica de las peliculas. En la region de 220°C, el pico endotérmico fue mayor
y mas agudo cuando aumentaba la concentracion de PVOH, y se suavizaban al aumentar
el contenido de quitosano. A 220°C la descomposicion de las muestras oscilo entre el 4
y el 6%, siendo no significativa. Ademas, al aumentar la concentracion de PVOH,
manteniendo constante el contenido de quitosano, la proporcién de materia degradada
disminuyd ligeramente, lo que indica que parte del PVOH se degrad6 a temperaturas mas
altas. Probablemente, la interaccion entre ambos polimeros aumentd la estabilidad
térmica del PVOH de las muestras a 220°C. La presencia de quitosano y PVOH en las
peliculas de CB aumentd la estabilidad térmica de las mismas. El tercer punto
endotérmico se desplazd de 250°C hasta 260°C, aumentando la temperatura de
degradacion de los polimeros. A 340°C, la pérdida de peso se situ6 entre el 56.8 y el
65.4%, alcanzando valores mas bajos a una mayor concentracion de PVOH y quitosano,

lo que indica que la interaccion CB-PVOH-quitosano aumento la estabilidad térmica de
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las muestras. La celulosa regenerada combinada con PVOH-quitosano también mostré

este aumento de la estabilidad térmica debido a la interaccion entre los polimeros.
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Figura 38. Termogravimetria (linea azul) y calorimetria diferencial de barrido (linea naranja) de los
experimentos 1, 3y 7: 1) Muestra de celulosa bacteriana pura; 3) Celulosa bacteriana-alcohol polivinilico 4% (p/p); 7)
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Celulosa bacteriana-quitosano 1% (p/p).
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Figura 39. Termogravimetria y calorimetria diferencial de barrido de los experimentos 5, 6, 8, y 9. A) Celulosa
bacteriana, quitosano (0,5% p/p) y alcohol polivinilico (2% p/p). B) Celulosa bacteriana, quitosano (0,5% p/p) y alcohol
polivinilico (4% p/p). C) Celulosa bacteriana, quitosano (1% p/p) y alcohol polivinilico (2% p/p). D) Celulosa bacteriana,
quitosano (1% p/p) y alcohol polivinilico (4% p/p).

140



Resultados. Peliculas de celulosa regenerada con quitosano y alcohol polivinilico: Efecto del contenido de

humedad en las propiedades de barrera, mecénicas y épticas

4.3. Peliculas de celulosa regenerada con quitosano y alcohol
polivinilico: Efecto del contenido de humedad en las

propiedades de barrera, mecanicas y 6pticas

A partir de los resultados obtenidos en la caracterizacion previa de las peliculas a
base de celulosa regenerada combinada con quitosano y PVOH, se selecciond la
formulacién con mejores propiedades funcionales, como mejores propiedades elasticas
manteniendo buenos valores de resistencia tanto a la tensiébn como a la puncién, buenas
propiedades Opticas y apariencia visual, para evaluar el efecto plastificante del agua
adsorbida en la estructura de la pelicula. Para ello, se elaboraron peliculas a partir de una
solucion del 4% (p/p) de celulosa microcristalina combinadas con quitosano y PVOH por
inmersion en un bafio con una disolucion de 1% (p/p) de quitosano y un 4% (p/p) de
PVOH.

4.3.1. Evaluacién de las isotermas de absorcion de humedad

Los datos experimentales de adsorcién de humedad y el ajuste GAB de la isoterma
a 30°C para peliculas de celulosa regenerada combinadas con quitosano y PVOH se
muestran en la Figura 40. Las isotermas de absorcion de humedad relacionan la actividad
del agua con el contenido de humedad. En muchos casos, el efecto del agua sobre las
propiedades del material hidrofilo se explica mejor por la actividad del agua que por el

contenido de humedad.

Las muestras de pelicula alcanzaron el mayor contenido de humedad del 27.53%
a aw = 0.9. En estudios previos, el contenido de humedad de las peliculas de celulosa
pura regenerada oscilaba entre el 10 y el 16% a 0.9 aw y 25°C, dependiendo de la fuente
de celulosa (Bedane, Ei¢, et al., 2015). Datos publicados para peliculas de quitosano puro
(1% p/p) indican valores de contenido de humedad de hasta el 40% cuando se
acondiciono a 0.9 aw y 30°C (Aguirre-Loredo et al., 2016). Las mezclas de quitosano (2%,

p/v) y PVOH (2,3%, p/v) permitieron obtener contenidos de humedad que oscilaron entre
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el 25 y el 35%, dependiendo de la proporcion de los polimeros (Srinivasa et al., 2003).
Asi, las peliculas de celulosa regenerada combinadas con quitosano y PVOH mostraron
valores maximos de contenido de humedad superiores a los obtenidos para la celulosa
pura, pero inferiores a los observados en las peliculas de quitosano y quitosano-PVOH
en condiciones similares. Los resultados sugieren que la adicion de quitosano y PVOH
aumentd el contenido de humedad en las peliculas de celulosa regenerada debido a su
naturaleza hidrdéfila. Este aumento se debid a los grupos hidroxilo y amino con una alta
afinidad por las moléculas de agua del medio ambiente (Liu et al., 2018; Vargas, Chiralt,
Albors, & Gonzalez-Martinez, 2009). Por otro lado, la presencia de celulosa limit6 la
cantidad de agua que interaccion6 con la matriz a consecuencia de las interacciones que
se establecieron entre celulosa-quitosano-PVOH y la reduccion del numero de sitios

disponibles para la adsorcion de agua.
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Figura 40. Isoterma de adsorcion de agua de peliculas de celulosa regenerada, quitosano y alcohol polivinilico
a 30°C. La linea soélida muestra el ajuste obtenido con el modelo GAB. X es el contenido de humedad de equilibrio de
las muestras.
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La isoterma de adsorcién de humedad mostré una curva con forma sigmoidal,
tipica de polimeros sensibles al vapor de agua (Aguirre-Loredo et al., 2016; Bertuzzi et
al., 2007; Moreira et al., 2011; Rivero, Damonte, Garcia, & Pinotti, 2016; Srinivasa et al.,
2003). En la literatura se describen tres regiones principales para este tipo de isotermas.
La primera region de la curva (aw< 0.2) corresponde a la adsorcién de moléculas de agua
en la monocapa mediante puentes de hidrégeno en los grupos polares de la pelicula. La
segunda region, una region lineal (0.2 < aw < 0.6) corresponde a la adsorcién de
moléculas de agua en las multicapas. En la tercera region (aw> 0.6), ocurre un drastico
aumento de la pendiente debido a la condensacién de agua en los poros de la matriz,
produciendo la hidratacion e hinchamiento de los polimeros hidroéfilos (Srinivasa et al.,
2003; Su et al., 2010).

Los datos experimentales de adsorcion de humedad se ajustaron al modelo
matematico de GAB (r? > 0.99). Los parametros de GAB, Xm, C y K calculados fueron
5.93, 11.00 y 0.88, respectivamente. Estudios publicados han reportado valores de
contenido de humedad en la monocapa para peliculas de celulosa regenerada de Xm =
7.16 y, para peliculas quitosano-PVOH en diferentes proporciones, valores entre 7.86 y
12.76 (Bedane, Ei¢, et al., 2015b; Srinivasa et al., 2003). Comparando los valores
obtenidos en el presente trabajo, con los valores previamente publicados e indicados, se
esperaba un valor de contenido de humedad en la monocapa mayor que el publicado
para las peliculas de celulosa regenerada pura. Sin embargo, las peliculas desarrolladas
de celulosa regenerada combinadas con quitosano y PVOH mostré valores menores.
Aunque la presencia de quitosano y PVOH proporciond mayor nimero de sitios mas
activos, debido al aumento de los grupos hidroxilo y amino en la superficie de la pelicula,
el contenido de humedad en la monocapa fue menor. Probablemente, las interacciones
entre los componentes de la pelicula compuesta limitaron la disponibilidad de estos sitios
de union. Ademas, la presencia de quitosano y PVOH modifico la superficie de la celulosa
regenerada, reduciendo los huecos disponibles para la retencion de las moléculas de

agua.
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Siguiendo las clasificaciones de Brunauer, las peliculas a base de celulosa
regenerada combinada con quitosano y PVOH mostraron una isoterma de sorcion de tipo
I (0 =K=<1yC >2), laisoterma de sorcibn mas comun de los materiales de origen

bioldgicos y alimenticios (Blahovec, 2004; Hazaveh et al., 2015).

4.3.2. Permeabilidad del vapor de agua a diferentes actividades de agua

La permeabilidad al vapor de agua de las peliculas con la formulacién
seleccionada para el estudio (celulosa 4%-quitosano 1%-PVOH 4%) se analiz0 a
diferentes contenidos de humedad, calculados a partir de la isoterma de adsorcion de
humedad a 30°C. Como se muestra en la Figura 41, los valores de WVP de las muestras
aumentaron a medida que el contenido de humedad de las peliculas aumento,
obteniendo valores de permeabilidad entre 6.86-101? a 6.34-10"1! g/ m-s-Pa. Por lo que
la permeabilidad al vapor de agua de las peliculas dependi6 del contenido de humedad
de cada muestra. Los valores de permeabilidad permanecieron bajos hasta un valor de
aw de aproximadamente 0.3, mostrando un fuerte aumento de aw > 0.35 (Figura 41).

En los materiales sintéticos e hidréfobos, las propiedades de permeabilidad son
independiente del contenido de agua. Sin embargo, en el caso de los materiales
hidréfilos, como la celulosa, el quitosano y el PVOH, los grupos polares (grupos amino e
hidroxilo) interactian con las moléculas de agua, lo que da lugar a importantes cambios
estructurales. Estos cambios estructurales modifican la difusion de las moléculas de agua
a través de la matriz de la pelicula, lo que conduce a variaciones en los valores de WVP
(Bedane, Ei¢, et al., 2015; Chinnan & Park, 1995; Roy et al., 2000). Durante el proceso
de plastificacion, las moléculas de agua aumentan el volumen libre en el polimero debido
a la hidratacion e hinchamiento del material, perdiendo la estructura empaquetada. El
hinchamiento de las peliculas mejora la movilidad de las cadenas poliméricas, facilitando
la difusiéon del agua a través de la matriz polimérica. Como resultado, se produce un
aumento de la permeabilidad del vapor de agua, que es mas evidente cuando hay un alto
contenido de humedad (Bedane, Ei¢, et al., 2015b; Chinnan & Park, 1995; Roy et al.,
2000; Su et al., 2010; Wiles, Vergano, Barron, Bunn, & Testin, 2000). Se ha observado
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un comportamiento similar en otras peliculas basadas en biopolimeros hidréfilos como el
quitosano (Aguirre-Loredo et al., 2016).
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Figura 41. Permeabilidad al vapor de agua de las peliculas a base de celulosa regenerada, quitosano y
alcohol polivinilico medida a 30°C en funcion de la aw. La linea sélida muestra la isoterma obtenida con el modelo
GAB. X es el contenido de humedad de equilibrio de las muestras.

4.3.3. Propiedades mecanicas a diferentes actividades de agua

Las propiedades mecanicas de tension y puncion de las peliculas de celulosa
regenerada con quitosano y PVOH se evaluaron en un amplio rango de condiciones de
HReq para analizar los cambios de las propiedades mecénicas en funcion del contenido
de humedad o la actividad del agua. Como se muestra en la Figuras 42 y Figura 43, las
propiedades mecanicas de la pelicula evaluadas fueron significativamente afectadas por

el contenido de humedad (p < 0.05).

En cuanto a las propiedades mecanicas de tension, los valores de TS oscilaron
entre 8.63 y 72.77 MPa. Se observaron principalmente dos regiones (Figura 42a); en
primer lugar, hasta aw=0.32, la TS aumenté al aumentar la HR y, por lo tanto, el contenido
de humedad de la pelicula, seguido de una disminucién continua de los valores de TS

para muestras acondicionadas a valores de aw > 0.32. Los valores de %E (Figura 42b)
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aumentaron ligeramente de 2.65 a 7.51% cuando la aw aument6 a 0.57. Para valores de
aw > 0.57, los valores del porcentaje de elongaciébn mostraron un aumento mas intenso,
aumentando de 5.49% hasta un valor maximo de 31.43% para peliculas acondicionadas
al maximo valor de aw evaluado. El modulo de Young (Figura 42c) se situ6 entre 40 y
3224.67 MPa. La disminucién con la mayor pendiente se produjo entre 0.43 < aw < 0.75,
disminuyendo el valor de YM de 2224.60 a 361.42 MPa.

Los grupos hidréfilos polares en el quitosano y el PVOH promovieron la absorcion
de humedad en las peliculas (Liu et al., 2018). La naturaleza higroscopica del quitosano
y el PVOH permitid incorporar agua adicional en la matriz de la pelicula. Las moléculas
de agua adsorbidas cambiaron la estructura interna de las peliculas compuestas,
convirtiéndose en materiales poliméricos blandos y elasticos (Chang, Abd Karim, & Seow,
2006; Liu et al.,, 2018). El agua ejerci6 un efecto plastificante en las peliculas
desarrolladas, mejorando la movilidad de las cadenas poliméricas. El bajo peso molecular
de las moléculas de agua facilita la movilidad molecular de los polimeros amorfos y
parcialmente cristalinos (Mali et al., 2005). Estos cambios estructurales en la pelicula,
como resultado del efecto plastificante del agua, se reflejaron en las propiedades
mecanicas, disminuyendo los valores de TS y YM y un consecuente aumento del %E
(Sothornvit & Krochta, 2005).

En la prueba de puncién, los valores de BS (Figura 43a) oscilaron entre 378.07 y
4370.50 g. La resistencia a la rotura por puncion aumentd cuando la actividad del agua
incremento, alcanzando el valor maximo a aw = 0.57. En el rango de 0.57 < aw < 0.75 los

valores permanecieron en el rango de 3940.03 a 4370.50 g, con pequefias variaciones.

Los resultados indican que, en general, el contenido de agua de la pelicula mejoré
las propiedades de resistencia a las fuerzas axiales. El efecto plastificante aumenté la
movilidad de las cadenas del polimero, como se mencion6 en el andlisis de las
propiedades de tension. Este efecto facilito la reorganizacion de las cadenas poliméricas
durante la deformacion por perforacion, reduciendo la fragilidad y aumentando los valores
de BS. Este comportamiento coincide con el efecto observado del contenido de agua

sobre la propiedad de la DB (elasticidad de puncion), aumentando la elasticidad de las
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peliculas al aumentar el contenido de humedad de las muestras. Los valores de la DB
aumentaron de 0.50 mm (aw = 0) a un valor méximo de 4.18 mm (aw = 0.90). El efecto
plastificante de las moléculas de agua en los materiales hidrofilos y su impacto en las
propiedades mecanicas también se han reportado en estudios previos (Aguirre-Loredo et
al., 2016; Liu et al., 2018; Mali et al., 2005; Zhang & Han, 2008).
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Figura 42. Propiedades mecanicas de las peliculas de celulosa regenerada, quitosano y alcohol polivinilico
a 30 °C en funcidn de la aw. A) Efecto de las moléculas de agua sobre la resistencia a la tension. B) Efecto de las
moléculas de agua sobre el porcentaje de elasticidad. C) Efecto de las moléculas de agua en el médulo de Young.
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Figura 43. Propiedades de puncion de peliculas de celulosa regenerada, quitosano y alcohol polivinilico a
30°C en funcidn de la aw. A) Efecto de las moléculas de agua sobre la resistencia a la puncién. B) Efecto de las

moléculas de agua en la elasticidad de puncion.

4.3.4. Propiedades Opticas a diferentes actividades de agua

Las propiedades Opticas como el color, la transparencia y la opacidad son

parametros importantes en términos de apariencia, ya que los consumidores esperan que
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el producto envasado sea agradable. Ademas, las peliculas con buenas propiedades de
barrera a los rayos ultravioleta permiten ampliar la vida util de los productos envasados,
retrasando la degradacion de los componentes que afectan a su calidad. Las propiedades
opticas pueden sufrir modificaciones dependiendo de las condiciones de humedad
durante el almacenamiento debido a la afinidad del agua con los componentes de la
pelicula. La Figura 44a muestra las propiedades de barrera de luz de las peliculas por los

valores de transmitancia de las muestras en la regién UV de 200 a 400 nm.

En el Tabla 15 se resumen los resultados obtenidos del andlisis de las propiedades
Opticas de las peliculas. Segun los datos de las propiedades de barrera a la radiacion UV,
la actividad del agua de la pelicula disminuyé la transmitancia de las muestras en la region
UV. La presencia de moléculas de agua disminuy6 la transmitancia de 16.34 a 7.95 %,
de 12.06 a 5.03 % y de 5.28 a 2.38 % en la region UV-A, UV-B y UVC. Por lo tanto, los
datos indicaron que la presencia de agua mejoré las propiedades de barrera UV de las
peliculas desarrolladas. Esta mejora podria ser el resultado de multiples factores, entre
ellos las propiedades 6pticas del agua (Litjens et al., 1999; Quickenden & Irvin, 1980), las
modificaciones en la estructura y el aumento del espesor debido al efecto plastificante del
agua (Bertuzzi et al., 2007). Se evalu6 el efecto del contenido de agua sobre los
parametros CIE L*, a* y b*, los valores de transparencia y opacidad. En la Tabla 15 se
resumen los resultados obtenidos del analisis de las propiedades 6pticas de las peliculas.
La principal diferencia fue la disminucion de la luminosidad (valor L*) de las muestras a
medida que aumentaba la actividad del agua. Ademas, las moléculas de agua produjeron
un ligero aumento del color amarillento (valor b*). Los valores de b* fueron similares a los
obtenidos para otras peliculas con quitosano (Thakhiew et al., 2010). En el caso del
pardmetro a*, los valores oscilaban entre 0.16 y 0.57 y no se observo una tendencia clara
de la variacién de los valores en funcion de la actividad del agua. Finalmente, el aumento
del contenido de agua de las muestras produjo una disminucién de los valores de
transparencia y, en consecuencia, un aumento de la opacidad. Los resultados mostraron
Optimas propiedades de barrera UV del compuesto desarrollado con un buen aspecto

visual que podria tener aplicaciones potenciales en productos alimenticios.
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Tabla 15. Parametros de color, valores de transmitancia porcentual promedio en cada regién de radiacion de
luz ultravioleta UV-A (320-400 nm), UV-B (280-320 nm) y UV-C (190-280 nm) y propiedades Opticas de las muestras

preacondicionadas a diferentes humedades relativas y a 30°C.

(UV-A) (UV-B) (UV-C)
a L* a* b*
%T %T %T
0 53.55 0.20 2.79 16.34 12.06 5.28
0.11 4831 0.45 4.16 11.00 7.94 4.04
0.32 50.06 0.33 3.27 13.78 10.50 5.18
0.43 43.70 0.57 4.36 9.20 6.59 3.29
0.57 43.43 0.36 3.07 10.00 7.58 3.87
.074 43.00 0.16 341 8.20 5.11 2.48
0.96 4193 0.34 3.89 7.95 5.03 2.38
Espesor
aw T600 %T600 Abs500 Transparencia Opacidad
mm
0 0.22 22.09 0.67 14.94 7.49 0.09
0.11 0.17 17.25 0.79 13.30 8.48 0.09
0.32 0.19 19.36 0.75 15.69 9.16 0.08
0.43 0.14 14.08 0.88 12.35 9.51 0.09
0.57 0.13 13.48 0.88 12.15 9.45 0.09
0.74 0.13 13.14 0.91 11.19 9.13 0.10
0.96 0.13 12.79 0.92 11.07 9.16 0.10
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4.4. Peliculas de celulosa bacteriana con quitosano y alcohol
polivinilico: Efecto del contenido de humedad en las

propiedades de barrera, mecanicas y opticas

El estudio previo de la caracterizacion de las peliculas de BC-quitosano-PVOH con
diferentes concentraciones de quitosano y PVOH, permitié optimizar la formulacion con
las propiedades funcionales mas idéneas. Se seleccioné la formulacion de las peliculas
con buenas propiedades de flexibilidad y apariencia (Figura 45) para evaluar el efecto
plastificante del agua adsorbida. Por lo tanto, el presente trabajo evaluo los resultados

obtenidos de las peliculas basadas en una solucion de quitosano 1% (p/p) y PVOH 4%
(P/p).

Figura 45. Peliculas de celulosa bacteriana combinadas con quitosano 1% (p/p) y alcohol polivinilico
(PVOH) 4% (p/p).

4.4.1. Evaluaciéon de las isotermas de adsorcion de humedad

La isoterma de adsorcién de humedad de un material representa la relaciéon de
equilibrio entre el contenido de humedad y la actividad del agua (aw) a una temperatura
determinada (Tantala et al., 2019). La Figura 46 muestra la isoterma de adsorcion de
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humedad de la pelicula de CB combinada con quitosano 1% (p/p) y PVOH 4% (p/p)
acondicionadas en diferentes HReq a 30°C. La isoterma sigmoidal de esta muestra
podrian clasificarse como de tipo Il, segun la clasificacion de Brunauer (Blahovec, 2004;
Hazaveh et al., 2015).

GAB Model 4 X i

X (g agua/100 g materia seca)

Figura 46. Isoterma de adsorcion de humedad de las peliculas de celulosa bacteriana, quitosano y alcohol
polivinilico a 30°C. La linea sélida muestra el ajuste obtenido con el modelo GAB. X es el contenido de humedad de
equilibrio de las muestras.

La isoterma mostré una region convexa inicial hasta aw= 0.27, correspondiente a
la adsorcion monocapa de moléculas de agua promovida por la presencia de sitios
polares en la superficie de la pelicula. A partir de aw > 0.27, se observo una regién lineal
con un aumento constante del contenido de humedad con la actividad de agua hasta aw
= 0.55, que corresponde a la adsorcion de las moléculas de agua en multicapas. Luego,
se produjo un rapido aumento del contenido de humedad cuando aw aumento indicando
la presencia de agua de estado libre. En esta region se produjo un fenbmeno de
hinchamiento de la pelicula a medida que aumentaba la actividad del agua, asociado a
la presencia de agua libre dentro de los poros (Imran, El-Fahmy, Revol-Junelles, &
Desobry, 2010; Srinivasa et al., 2003; Su et al., 2010).
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La isoterma de adsorcion de humedad fue similar a otras isotermas calculadas
para biopolimeros con propiedades hidréfilas observadas en trabajos publicados
anteriormente (Aguirre-Loredo et al., 2016; Bertuzzi et al., 2007; Moreira et al., 2011;
Rivero et al., 2016; Srinivasa et al., 2003; Tantala et al., 2019).

Los datos experimentales de adsorcion se ajustaron bien usando la ecuacion GAB
(r> > 0.99), obteniendo los valores de los pardmetros del GAB Xm =6.74, C=10.24y K =
0.88. El parametro Xm es til para evaluar las caracteristicas higroscopicas de las
peliculas. Este parametro indica la cantidad méaxima de humedad adsorbida en una sola
capa en un sustrato. En estudios anteriores se publicaron valores de contenido de
humedad en la monocapa de peliculas biodegradables basadas en celulosa regenerada
pura que oscilaban entre 6.31 y 7.16 (Bedane, Ei¢, et al., 2015; Sun et al., 2010), el
quitosano puro 9.25 (Aguirre-Loredo et al., 2016), y la mezcla de quitosano y PVOH
oscilaba entre 7.86 y 12.76 (Srinivasa et al., 2003). Se esperaba obtener un valor Xm
similar al registrado en las peliculas de quitosano puro o de quitosano-PVOH. La
microscopia electronica de barrido evidencié la formaciébn de un recubrimiento de
quitosano-PVOH en las caras inferior y superior de las peliculas de celulosa bacteriana.
El quitosano y el PVOH poseen un mayor contenido de grupos hidroxilo y amino que
podrian interactuar con las moléculas de agua. Por esta razon, podria suponerse que la
capacidad de retener la humedad en la monocapa se veria considerablemente influida
por la presencia de quitosano y PVOH. Sin embargo, el CB-quitosano-PVOH mostré
valores de Xm menores, similares a los valores reportados para la celulosa pura
regenerada (Sun et al.,, 2010). El bajo valor obtenido para Xm podria deberse a la
interaccién entre los componentes de la pelicula, formando nuevos enlaces y limitando
los sitios activos de unién donde pueden interactuar las moléculas de agua. Ademas, el
quitosano y el PVOH pueden reducir la rugosidad y la porosidad de las peliculas,

disminuyendo la superficie activa.

Las muestras de CB-quitosano-PVOH alcanzaron el contenido mas alto de
humedad del 31.16% a aw = 0.9, siendo superiores a los valores publicados para la

celulosa regenerada pura (Bedane, Eic, et al., 2015). La presencia de quitosano y PVOH
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produjo un aumento del contenido de humedad en las peliculas basadas en CB debido
al incremento de grupos hidroxilo y amino con alta afinidad por las moléculas de agua
(Liu et al.,, 2018; Vargas, Albors, Chiralt, & Gonzalez-Martinez, 2009). Aunque la
presencia de celulosa disminuyé el contenido de humedad en relacion con el quitosano

puro (Aguirre-Loredo et al., 2016).

4.4.2. Permeabilidad del vapor de agua (WVP)

En este estudio, la WVP de las peliculas de CB-quitosano-PVOH se midié en un
amplio rango de aw a 30°C. En la literatura, el proceso de permeacion de las moléculas
de agua a través de un polimero se describe en cuatro pasos: 1) adsorcién de vapor de
agua en la superficie del polimero; 2) solubilizacion dentro de la matriz del polimero; 3)
difusién a través de la matriz del polimero; 4) desorcion del vapor de agua en el otro lado
de la superficie del polimero. Cuando no hay interacciones entre el polimero y el agua,
como en el caso de las peliculas hidrofébicas como los polimeros sintéticos, el coeficiente
de permeabilidad es independiente de la aw (Roy et al., 2000). Sin embargo, como se
muestra en la Figura 47, el WVP de las peliculas de CB-quitosano-PVOH depende de la
actividad del agua o del HReq. L0Os resultados permitieron analizar las variaciones de las
propiedades de la barrera de vapor de agua de las peliculas bajo diferentes entornos de
HReq. Los valores de WVP oscilaron entre 1.86-10*?y 1.17-10"1* g/m-s-Pa, aumentando
a medida que aumentaba la HReq en el medio ambiente o la actividad del agua de la
pelicula. Por lo tanto, la WVP del CB-quitosano-PVOH dependia del contenido de
humedad de las muestras y de las condiciones ambientales. Como se muestra en la
Figura 47, los valores de permeabilidad permanecieron bajos y sin variaciones
importantes hasta que se alcanzo un valor de aw = 0.45.
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Figura 47. Permeabilidad al vapor de agua de las peliculas de celulosa bacteriana, quitosano y alcohol
polivinilico a 30°C en funcion de la aw. La linea sé6lida muestra la isoterma obtenida con el modelo GAB. X es el
contenido de humedad de equilibrio de las muestras.

De acuerdo con las isotermas de adsorciéon de humedad, en esta region se
completé la adsorcion de agua en la monocapa y se inicié la adsorcion de humedad en
la multicapa. A partir de aw > 0.45, la WVP incrementé en forma importante cuando aw
aumento. Los principales componentes de la pelicula tienen grupos amino e hidroxilo,
que son sitios de unién de las moléculas de agua y proporcionan propiedades hidrofilicas.
Debido a la naturaleza hidréfila de estas peliculas, a mayor HR en el ambiente, el
contenido de humedad de las muestras aumentd. Las moléculas de agua adsorbidas
plastificaron las areas amorfas, promoviendo una reorganizacion interna de la estructura
debido a la hidratacion de la matriz (Bedane, Ei¢, et al., 2015a; Chinnan & Park, 1995;
Roy et al., 2000; Su et al., 2010). Como resultado, las cadenas de celulosa hidratadas
estdn mas separadas, con menos interacciones entre las cadenas. Esta hidratacion
aumento el volumen libre de la matriz, facilitando la difusién del vapor de agua a través

de la pelicula. Ademas, esta hidratacion podria causar variaciones en el grosor de la
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pelicula (Vargas, Chiralt, et al.,, 2009; Wiles et al., 2000). Los datos se calcularon
considerando el espesor de la pelicula seca antes del acondicionamiento, lo que puede
afectar a los valores de permeabilidad. Relacionando los datos de permeabilidad
obtenidos con las isotermas de adsorcidn, se observé que el proceso de hinchamiento
tuvo lugar en la regién de adsorcién de moléculas de agua en la multicapa. En esta region
se observé un aumento significativo de la permeabilidad debido a los cambios en la
estructura de los polimeros (Bertuzzi et al., 2007). Se observé un comportamiento similar
en peliculas de polisacaridos como el almidon (Bertuzzi et al.,, 2007) y el quitosano
(Aguirre-Loredo et al., 2016), cuyas principales propiedades funcionales dependen del
contenido de aguay, por tanto, de la humedad circundante.

4.4.3. Propiedades mecanicas a diferentes actividades de agua

Se evaluo el efecto del contenido de humedad sobre las propiedades mecanicas
de las peliculas de CB-quitosano-PVOH. Se estudiaron las propiedades mecanicas de
tension y puncion de las peliculas previamente acondicionadas en diferentes condiciones
de HReq. Los resultados se muestran en la Figura 48 y Figura 49. Los resultados
mostraron que el comportamiento mecanico de las peliculas fue significativamente

afectado por la aw (p < 0.05).

Los valores de TS oscilaron entre 99.76 y 19.33 MPa. EI TS disminuy6 al aumentar
la aw, siendo mas significativo en la region de 0.32 < aw < 0.57. En esta region, los valores
de TS disminuyeron desde 74.76 hasta 38.56 MPa. El mddulo de Young mostré una
tendencia similar a la de TS, como se muestra en la Figura 48c. Los valores del modulo
de Young oscilaron entre 3133.46 y 30.71 MPa, mostrando una drastica disminucion
cuando la aw aumento. La disminucion mas significativa tuvo lugar entre 0.43 < aw < 0.75,
disminuyendo los valores del mddulo de Young de 2686.92 a 415.37 MPa. Por otro lado,
los resultados de %E mostraron tres regiones (Figura 48b). En primer lugar, hasta aw <
0.43, la elongacion de las peliculas no sufrid variaciones significativas cuando aw,
aumento. Los valores oscilaron entre el 3.25y el 5.01 %. En el rango de 0.43 < aw < 0.75,

los valores de %E tuvieron un aumento significativo desde 4.31 hasta 35.33%.
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Finalmente, en la dltima region de aw > 0.75, los valores de %E mostraron un ligero
aumento hasta el 36.55%. De acuerdo con los resultados obtenidos en las isotermas y
las propiedades de permeabilidad, los grupos polares del quitosano, el PVOH y el CB
promovieron la absorcién de humedad en las peliculas (Liu et al., 2018; Mali et al., 2005).
Durante la adsorcion de las moléculas de agua en la monocapa, no se produjeron
modificaciones estructurales importantes, ya que no se observaron cambios drasticos en
la elasticidad de la pelicula. Sin embargo, en las peliculas acondicionadas a mayor HReq,
una vez que se completd la adsorcion en la monocapa, se produjo la adsorcion en la
multicapa y las moléculas de agua adsorbidas causaron un reordenamiento de las
cadenas de la estructura interna debido a la hidratacion. Esta modificacion de la
estructura dio como resultado un material mas suave y elastico debido al efecto
plastificante de las moléculas de agua (Aguirre-Loredo et al., 2016; Chang et al., 2006).
A valores de HReq mayores (aw > 0.70), las variaciones de TS, %E y YM fueron leves. En
esta region, las moléculas de agua adsorbidas estaban libres, llenando los huecos vacios
de la matriz. En este estado, las moléculas de agua actuaron como lubricante para facilitar
el movimiento de la cadena de polimeros debido a su bajo peso molecular (Sothornvit &
Krochta, 2005). Sin embargo, el efecto plastificante no fue significativo en esta region
como en la region de las moléculas de agua de adsorcidn en la multicapa como resultado

de las modificaciones estructurales.

En cuanto a la prueba de puncion (Figura 49a), los resultados mostraron que las
propiedades de elasticidad seguian una tendencia similar a las propiedades de tension,
manifestando un aumento constante de los valores de DB al aumentar los valores de aw.
Como se muestra en la Figura 49b, los valores de DB aumentaron de 0.64 mm (aw = 0)
hasta el valor maximo de 5.12 mm (aw = 0.90). Indicando que el efecto plastificante mejoré
la movilidad de las cadenas de polimeros. El aumento mas significativo tuvo lugar en la
region de la adsorcion de humedad en la multicapa en la matriz de la pelicula, que segun
los resultados obtenidos en el analisis de las isotermas y las propiedades de
permeabilidad, se encuentra entre 0.32 < aw < 0.56. . Sin embargo, en el caso de la
resistencia a la puncién, se observaron dos regiones principales en los que los valores

de BS sufrieron las principales modificaciones, primero una tendencia de aumento,
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seguida de una disminucion de los valores, como se muestra en la Figura 49a. En la
primera region, hasta aw = 0.56, se observé un aumento en los valores de BS de 538.80
a 4607.00 g. Aumentando la resistencia a la perforacion con el aumento de la actividad
del agua. El efecto plastificante y la consiguiente reorganizacion de la estructura mejoro
la resistencia a la deformacion axial, aumentando los valores de BS. Este comportamiento
esta de acuerdo con el efecto de la actividad del agua en la propiedad de DB al aumentar
la elasticidad de las peliculas a medida que aumenta la aw de las muestras. Por el
contrario, se observo una disminucion de la resistencia a la puncién al aumentar la
actividad del agua de la muestra. Los valores de BS disminuyeron de 4607 g (aw = 0.56)
a 2429.81 g (aw = 0.90). A mayor altura, la humedad adsorbida en la matriz polimérica
suaviza la estructura de las peliculas compuestas, resultando en una disminucion de la
resistencia a la rotura cuando las peliculas fueron sometidas a fuerzas axiales en

diferentes direcciones.

Por lo tanto, los resultados mostraron que el agua ejercié un efecto plastificante
en las peliculas de CB-quitosano-PVOH, ayudando a la movilidad de las cadenas
poliméricas, con la consiguiente disminucion de los valores de TSy YM y el aumento de
los valores de %E y DB (Sothornvit & Krochta, 2005). El efecto plastificante de las
moléculas de agua en los materiales hidréfilos y su impacto sobre las propiedades
mecénicas también se ha reportado en estudios anteriores para otras peliculas (Aguirre-
Loredo et al., 2016; Chang et al., 2006; Mali et al., 2005; Zhang & Han, 2008).
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4.4.4. Propiedades de barrera de luz, transparencia y opacidad

El desarrollo de polimeros con propiedades de barrera UV es una buena estrategia

para aumentar la vida atil de los alimentos o mantener sus propiedades organolépticas.

Estas propiedades podrian ser alteradas dependiendo de las condiciones ambientales,

como la HR, donde se aplican. La Figura 50 muestra los valores de transmitancia de las

muestras obtenidas en la region entre 190 y 650 nm. La Figura 50a muestra las

propiedades de transmision de las muestras en la region de la radiacion UV (190-400 nm)

en un amplio rango de HReq. La Tabla 16 muestra los valores medios de transmitancia
obtenidos en cada gama de UV (UV-A, UV-B, UV-C).

Tabla 16. Propiedades Opticas de las muestras preacondicionadas en diferentes condiciones de actividad del
agua. Promedio de los valores de transmitancia porcentual en cada region de la radiacion de luz ultravioleta UV-A (320-
400 nm), UV-B (280-320 nm) y UV-C (190-280 nm). L*, a* y b* son los parametros de la CIE.

Humedad
elativa Teo00 Abssoo UV-A UV-B uUv-C
0.00 0.41 0.44 23.76 11.03 2.81
11.50 0.33 0.54 18.41 7.83 1.57
32.70 0.36 0.49 21.09 9.76 2.47
43.80 0.41 0.43 25.08 13.56 4.50
57.70 0.41 0.43 24.11 11.75 3.49
74.50 0.44 0.42 20.35 6.83 1.47
90.50 0.40 0.45 16.86 4.88 1.22
Humedad _ _
elativa L* a* b* Transparencia  Opacidad
0.00 68.57 0.84 6.73 31.57 8.67
11.50 63.00 0.95 7.12 31.74 11.21
32.70 65.51 0.78 6.63 26.48 8.37
43.80 68.71 0.76 5.96 33.53 9.02
57.70 68.83 0.61 6.19 31.60 8.53
74.50 70.40 0.50 8.19 29.28 7.46
90.50 68.27 0.36 8.39 30.29 8.43
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Los resultados mostraron que, a partir de aw > 0.43 (9,9% contenido de humedad),
la transmitancia de las muestras en las tres regiones del espectro UV disminuy6 con el
aumento de aw. En esta region (aw > 0.43), la presencia de moléculas de agua disminuyo6
la transmitancia de 25.08 a 16.86%, de 13.56 a 4.88% y de 4.50 a 1.22% en las regiones
UV-A, UV-B y UV-C, respectivamente. El aumento de la actividad del agua mejoro las
propiedades de barrera UV de la pelicula. Probablemente, debido a las modificaciones
estructurales por el efecto plastificante del agua. También puede asociarse con un
cambio en el espesor de la pelicula y las propiedades oOpticas del agua (Bertuzzi et al.,
2007; Litjens et al., 1999; Quickenden & Irvin, 1980).

30] UV-C region UV-B region
— 0 %RH
— 11.5 %RH
— 327 %RH
43.8 %RH
20 | — 57.7 %RH
74.5 %RH
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Figura 50. Espectros en la region UV de las peliculas de celulosa bacteriana, quitosano y alcohol polivinilico
a 30°C en funcion de la humedad relativa (RH).

Los resultados obtenidos para el color (L*, a* y b*) y los valores de transparencia
y opacidad se muestran en la Tabla 16.

No se observaron cambios significativos en los valores de transparencia y
opacidad en funcion de la HReq. Independientemente del color, se observo una tendencia
a aumentar la luminosidad (valor L*) y a disminuir el color rojo (valor a*) de las muestras

con el aumento de la actividad del agua. Las moléculas de agua produjeron un ligero
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aumento del parametro amarillo (valor b*) a condiciones de aw > 0.43. Valores similares
fueron reportados en estudios previos de peliculas de quitosano (Thakhiew et al., 2010).
Los resultados mostraron que las peliculas desarrolladas presentaban propiedades

Opticas 6ptimas a diferentes valores aw.
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Se desarrollaron peliculas biodegradables con propiedades funcionales mejoradas
mediante la combinacion de celulosa vegetal (CV) (3-5% p/p) o bacteriana (CB) con
alcohol polivinilico (PVOH) (0-4% p/p) y quitosano (0-1% p/p). Las peliculas mostraron
valores de resistencia a la rotura similares a los publicados para las peliculas de
polimeros sintéticos, con propiedades de elasticidad, dureza, resistencia a la puncion y
elasticidad de puncion mejoradas. Las peliculas de CB mostraron valores de resistencia
a la rotura menores a los valores de las peliculas de celulosa regenerada, a pesar de que
CB tiene mayor grado de cristalinidad. Probablemente, esta diferencia se debio
principalmente a la variacién de espesor entre las peliculas, siendo menor el espesor de
CB, que puede implicar una menor interaccién entre las fibras de celulosa, y por otro lado
la disposicion de las fibras de celulosa en la estructura de la pelicula, teniendo la CB una

estructura menos compacta que la celulosa regenerada.

Tanto en la celulosa regenerada como en la CB, el PVOH y el quitosano mostraron
un efecto plastificante y de refuerzo sobre las peliculas de celulosa que se tradujo en la
mejora de las propiedades mecéanicas. La estructura abierta y porosa de las peliculas de
CB facilitaron la difusion del PVOH y el quitosano dentro de la matriz polimérica,
observando un mayor efecto reforzante de la estructura comparada con las peliculas de
celulosa regenerada, observando importantes incrementos en las propiedades
mecanicas de las muestras, principalmente en las correspondientes a la elasticidad del
polimero compuesto. En ambos casos, las propiedades mecénicas mejoradas
permitieron obtener peliculas a base de celulosa méas faciles de manipular que las
peliculas obtenidas a partir de celulosa pura, al obtener peliculas con mayor elasticidad
y resistencia la rotura. Peliculas a base de celulosa més elasticas y resistentes suponen
una posibilidad de incrementar las potenciales aplicaciones de este material Los modelos
poliméricos obtenidos que describen las variables de estudio, permiten determinar la
formulacion mas adecuada de la pelicula compuesta en funcion de su finalidad o

aplicacion.

Los analisis FT-IR y DSC indicaron una interaccion fisica entre los componentes

de las peliculas, observando el incremento de la estabilidad térmica. Sin embargo, la
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humedad relativa del ambiente circundante afecté al comportamiento mecéanico y de
permeabilidad de las muestras, generalmente manifestando un aumento de la elasticidad
y permeabilidad de las peliculas, acompafada de una disminucion de la resistencia a la
rotura, debido al aumento de los valores de humedad relativa del ambiente en el que se
acondicionan las peliculas que se tradujo en un aumento de la adsorcion de agua en la
matriz de las muestras, aumentando su contenido de humedad. Debido a la naturaleza
hidrofilica de los materiales, las moléculas de agua manifestaron un efecto plastificante
en las mezclas compuestas, modificando la organizacion estructural de las fibras
poliméricas traduciéndose en un cambio en el comportamiento mecanico de las muestras
en funcién de las condiciones ambientales de humedad. La evaluacién de las peliculas a
diferentes humedades relativas permite predecir el comportamiento de las propiedades

mecanicas Y la idoneidad de las peliculas en funcién de las condiciones ambientales.

Las peliculas compuestas mostraron valores de WVP menores que los de las
peliculas de PVOH puro y quitosano. PVOH y quitosano son componentes con caracter
hidrofilico con grupos activos libres que interaccionan con las moléculas de agua. En el
caso de la celulosa, debido a las fuertes interacciones entre sus moléculas, limitan el
namero de sitios activos en los que pueda interaccionar el agua para iniciar el proceso
de permeancia. Los resultados obtenidos para las peliculas compuestas de celulosa-
quitosano-PVOH mostraron la interaccién fisica entre los componentes, lo que se pudo
traducir en una disminucién de los sitios activos libres para la interaccion con las
moléculas de agua, observando menores valores de permeabilidad en las peliculas
compuestas comparadas con los valores de permeabilidad de los polimeros puros. La
permeabilidad de las peliculas dependi6 de la actividad del agua, aumentando la
permeabilidad a medida que aumentaba la actividad del agua. El efecto plastificante de
las moléculas de agua dio lugar a una reorganizacion de la estructura de las peliculas, lo
que facilito la difusion de las moléculas de agua a través de la matriz de la pelicula, lo
gue conllevo a un aumento de la permeabilidad de las peliculas al aumentar el contenido

de humedad.

En las peliculas de celulosa regenerada, el porcentaje de agua adsorbida aumento
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hasta el 143.55% cuando las peliculas de celulosa se reforzaron con PVOH y quitosano.
Las mezclas compuestas pueden tener potenciales aplicaciones como almohadillas

adsorbentes en bandejas de alimentos con propiedades antimicrobianas.

La baja transmitancia en la region de luz UV de las peliculas desarrolladas abrié
un campo de aplicaciones futuras de esta mezcla de polimeros como peliculas
protectoras contra la luz ultravioleta, para retardar procesos de deterioro, como la
oxidacion de lipidos, proteinas, pérdida de color o textura en los alimentos. La presencia
de quitosano mejoro las propiedades de barrera a la radiacion UV, mientras que el PVOH
mejoré el aspecto visual, obteniendo peliculas con mejores valores de transparencia que
las peliculas de celulosa pura. EI aumento de la actividad del agua en las peliculas
disminuy6 los valores de transmitancia de las muestras. Estas peliculas podrian
emplearse como peliculas para recubrir alimentos susceptibles de oxidaciones por accién
de la luz UV. En caso de alimentos con forma sinuosa o0 que sea importante que se pueda
ver con facilidad bajo el recubrimiento, para apreciar la buena apariencia visual del
alimento y su calidad, peliculas con mayores concentraciones de PVOH se adaptarian
mejor a la finalidad, ya que tendrian una mayor flexibilidad mecanica que le permita

adaptarse a la superficie del alimento, y presentan mejor apariencia visual.

Los resultados obtenidos permiten ampliar el conocimiento de las peliculas a base
de celulosa bacteriana y vegetal y una alternativa sencilla para mejorar sus propiedades
y obtener materiales con posibles aplicaciones como embalaje activo. Los modelos
polindbmicos obtenidos permiten determinar la formulacién mas adecuada en funcion de
las necesidades o finalidad de la pelicula (mayor elasticidad, menor o mayor
permeabilidad, resistencia a la rotura, etc). Ademas, la caracterizacion de las propiedades
en funcion de la actividad del agua de las muestras permitié conocer las limitaciones o la
idoneidad de estas peliculas en funcién de la aplicacibn o las condiciones de

almacenamiento.
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