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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo de investigacion fue desarrollar peliculas eco-
amigables con capacidad antimicrobiana a partir de nanocompositos de acetato de
celulosa y aceite esencial de mufia (Minthostachys spicata), usando un contenido variable
de cloisite 30B (3; 4,5 y 6%) y una concentracion de aceite esencial de mufia (5; 10 y
15%) conducido bajo un disefio central compuesto rotable (DCCR). Las peliculas fueron
fabricadas mediante el método disolucion — evaporacion (casting) utilizando como
disolvente acetona. Se evaluaron las propiedades estructurales mediante la espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier (FTIR), las propiedades mecéanicas por ensayo
traccion — deformacion, color por colorimetria CIELab y capacidad antimicrobiana por la

técnica difusién de discos.

Los resultados de las bandas del espectro FTIR mostraron que no hubo aparicion de
nuevos picos ni desplazamiento de los mismos al incorporar Cloiste 30B y aceite esencial
de mufia comparado con el espectro de polimero base, lo cual afirma que la estructura
funcional de la matriz polimérica no fue afectada. Por su parte el ensayo traccion -
deformacion mostraron diferencias significativas entre los tratamientos, es asi que el
modulo de elasticidad y la fuerza de tension aument6 con el incremento de la
concentracion de Cloiste 30B, sin embargo el porcentaje de elongacion disminuye, esto
puede ser atribuido al contenido de aceite esencial de mufia. En cuanto a las propiedades
Opticas se puede observar que la evolucion de la luminosidad L* muestra un descenso
con el aumento del cloisite 30B, y para el indice de saturacion a*, como para el angulo de
tono b*, se observaron valores ligeramente inferiores y superiores a cero respectivamente.
Finalmente, los eco-nanocompositos mostraron actividad antimicrobiana frente a E. coli
y L. innocua, siendo mas efectiva (sensible) frente a L. innocua. A partir de los resultados
obtenidos se puede concluir que las propiedades estructurales no fueron afectadas, las

propiedades mecanicas, color y actividad antimicrobiana si se afectaron.

Palabras claves: Acetato de celulosa, Aceite esencial, Cloisite 30B, Nacompositos,

Envase activo, Actividad antimicrobiana.
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ABREVIATURAS

AC  : Acetato de Celulosa

ATR : Reflexion total atenuada

a* : Desviacion de color, rojo hacia verde

b* : Desviacion de color, amarillo hacia azul
AEM : Aceite esencial de mufia, Antimicrobiano
AAM : Actividad antimicrobiana

ASTM : American Society for Testing and Materials
C30B : Cloisete 30B, nanorrelleno, Organoarcilla
cm : Centimetros

2

cm : Centimetros cuadrados

3

cm : Centimetros cubicos

FTIR : Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier

g : Gramos
h : Horas
L* : Luminosidad

m/m  : Masa/masa

Mg : Microgramos

min  : Minutos

mL : Mililitros

mm  : Milimetros

mM  : Milimolar

MO : Microscopia Gptica
Mt : Montmorillonita
NCCLS: National Committee for Clinical Laboratory Standars
N : Newton

NCs : Nanocompositos
nm : Nanémetros

NPs  : Nanoparticula

°C : Grados Celsius
TEC : Citrato de Trietilo
t : Tiempo
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CAPITULO I: INTRODUCCION

Producto de la comercializacion de productos envasados y la externalizacion de
los mercados, ha sido necesaria una transformacién tanto ideoldgica como tecnoldgica
para adaptar el envase a los requerimientos y demandas de consumidores cada vez mas
exigentes, preocupados por su salud y el medio ambiente. Es por este motivo, que esta
nueva concepcion, no puede considerar al envase y al alimento como entidades
independientes, sino que se deben considerar como dos elementos complementarios que

interactdan entre si.

Es asi como en el Gltimo tiempo ha surgido el concepto de envase activo como aquellos
que cambian las condiciones de los alimentos envasados extendiendo su vida util,
mejorando su seguridad o propiedades sensoriales, mientras se mantiene la calidad del
alimento envasado (Guarda & Galotto, 2009), de los cuales se han desarrollado sistemas
orientados a controlar el crecimiento de microorganismos patdgenos, denominados
envases activos antimicrobianos. Otra linea de investigacion esta trabajando en la
incorporacion de la nanotecnologia al desarrollo de nuevos materiales capaces de ser
utilizados en el envasado de alimentos utilizando para ello, nanoparticulas como las
arcillas, que permiten aumentar el efecto barrera obstaculizando el paso de gases criticos

para el alimento reduciendo costes en el envase y mejorando la eficiencia del mismo.

Por otra parte, con respecto al enorme impacto medio ambiental provocado por los
desechos de plasticos no degradables, ha sido necesario disponer de materiales
alternativos como los biopolimeros y sus derivados. Sin embargo, debido a sus
propiedades intrinsecas, su uso en lugar de los materiales tradicionales es limitado. Es en
este sentido que la introduccion de nanorellenos con el objeto de mejorar sus propiedades
térmicas, fisicas y mecénicas, ha sugerido como una alternativa acorde a las nuevas

tendencias en el &rea de nanocompositos.

Es asi, como este proyecto estuvo orientado al desarrollo de peliculas eco — amigables
basadas en nanocompositos de acetato de celulosa y un aceite esencial. Con esto se espera
obtener materiales cuyas propiedades hayan sido modificadas por la presencia de

nanorellenos en su estructura y que presenten ademas, actividad antimicrobiana la cual

13
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sera impartida por el aceite esencial incorporado dentro de los nanocompositos. Por lo

expuesto se plantearon los siguientes objetivos:

e Determinar el efecto del contenido de cloisite 30B y la concentracion del aceite
esencial de mufa en las propiedades fisicas (estructural, mecanica y optica) de las

peliculas eco-amigables.

e Determinar el efecto del contenido de cloisite 30B y la concentracion de aceite
esencial de mufia en las pruebas antimicrobianas de las peliculas eco-amigables

frente a E. coli y L. innocua.

14
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CAPITULO I1. REVISION DE BIBLIOGRAFIA

2.1. Nuevas tendencias en envases para alimentos

El requisito bésico de la calidad alimentaria es la inocuidad de los alimentos,
lo que implica en ellos la ausencia de contaminantes fisicos, quimicos y bioldgicos o
cualquier otra sustancia que pueda poner en riesgo la salud de los consumidores. Por
tanto, para que la poblacién pueda llevar a cabo una vida sana y segura, es necesario
que los alimentos presenten altos estandares de calidad y a su vez caracteristicas
nutricionales y sensoriales adecuadas que se encuentren acordes con las normativas
inmersas en los distintos reglamentos tales como el Reglamento Sanitario de los
Alimentos (RSA), Codex Alimentarius, Organizacion para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO), Organismo Mundial de la Salud (OMS), entre otros. De no ser asi,
existe una alta probabilidad de que los alimentos presenten alteraciones en su
composicion y calidad causando pérdidas importantes a nivel industrial (Moron,
2001).

Respecto a la calidad de los alimentos, existen diversos factores que provocan
alteraciones en sus propiedades, reduciendo su vida uatil y aumentando las
probabilidades de ser vehiculo para la transmision de enfermedades hacia los
consumidores. Es asi, como uno de los factores mas importantes en determinar la
calidad de los alimentos guarda relacion con el deterioro microbioldgico. Es por este
motivo que un manejo adecuado de todo el proceso productivo en la industria de
alimentos, incluyendo en éste el area de envases, debe velar por la responsabilidad y
prevencion de contaminacion por microorganismos patogenos tales como E. coli,
Salmonella spp., Shigella spp., CI. botulinum, CI. perfringens, S. aureus, entre otros,
ademas de algunos virus, hongos y levaduras (Tafur, 2009), que pueden llegar afectar
la salud de los consumidores. Para ello, se debe cumplir con la normativa nacional e
internacional, tener un sistema eficiente de gestion de control de inocuidad de
alimentos y contar con la implementacion de un sistema de aseguramiento para poder
asi, garantizar la inocuidad y la calidad de los alimentos en los distintos eslabones de
la cadena productiva (Mercado, 2007; Tafur, 2009).

Segun la Ley de Envases y Residuos de Envases y Embalajes de Espafia, un envase
convencional o pasivo es todo producto fabricado con materiales de cualquier

naturaleza y que se utilice para contener, proteger, manipular, distribuir y presentar

15
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mercancias, desde materias primas hasta articulos acabados, en cualquier fase de la
cadena de fabricacion, distribucion y consumo. Se consideraran también envases,
todos los articulos "desechables” utilizados con este mismo fin. Dentro de este
concepto se incluyen unicamente los envases de venta o primarios, los envases

colectivos o secundarios, y los envases de transporte o terciarios (EnvaPack, 2003).

En base a lo anterior, los principales objetivos de los envases son mantener la calidad,
inocuidad y vida util requerida por el alimento compatible con el sistema de
comercializacion al que va a ser sometido junto con el envase (Valenzuela y col.,
2009). Para lograr dichos objetivos, es necesario protegerlos del deterioro; evitar
pérdidas de sabor y aroma; prolongar el tiempo de almacenamiento; mantener la
atmosfera interna del alimento; preservar la calidad nutricional del producto; entre

otros (Valenzuela y col., 2009).

Por su parte, la innovacion del area de envases se ha limitado hasta ahora a un pequefio
nmero de materias primas como polimeros y materiales complejos de capas multiples,
los cuales representan cerca del 50% del consumo total en Chile asi como en el mundo
(Asipla, 2010). Sin embargo, actualmente, nuevas tecnologias de envasado estan
siendo desarrolladas debido a la alta produccion industrial y demanda por parte de los

consumidores, siendo una de las mas importantes la de envases activos e inteligentes.

2.1.1.Envases pléasticos degradables

La American Society for Testing of Materials (ASTM, 2003) y la International
Organization for Standardization (ISO 2005, 2007) definen los plasticos degradables
como aquellos que sufren un cambio significativo en la estructura quimica bajo las
condiciones ambientales especificas. Estas alteraciones resultan en una pérdida de las

propiedades fisicas y mecanicas, medidas por medio de métodos estandarizados.

2.1.2. Polimeros biodegradables

Los polimeros biodegradables pueden provenir de fuentes agricolas y tienen la
capacidad de combinarse o procesarse con polimeros de otras fuentes para resultar en

el material deseado, estos son derivados de cuatro fuentes principales: Animal

16

Repositorio institucional UNA - PUNO



R11, _ :
TESIS UNA-PUNO ﬂ"": e

Altiplano

(coldgeno/gelatina), productos del mar (quitina/quitosano), microbiana (&cido
polildtico o PLA y polihidroxialcanoatos o PHA) y origen agricola (lipidos e
hidrocoloides, proteinas y polisacaridos) (Tharanathan, 2003), como se muestra en la

Figura 1.

Origen animal Procesamiento de residuos de la industria pesquera
- Colageno / gelatina Quitina/Quitosano

\ /

BIOPOLIMEROS

/ X

Origen agricola Fuentes Microbianas
/¥ -pululana
i -acido polilactico

Lipidos / grasas Hidrocoléides -polihidroxialcanoatos

1. cera de abejas

2. cera camnauba r

3. acidos grasos libres Proteinas Polisaciridos

zeina, soja, suero de -Celulosa

-Fibra {Complejo lignocelulésico)
-Almidén
-Las pectinas / gomas

leche, gluten de frigo

Figura 1. Fuentes naturales de los polimeros biodegradables usados en films para

el envasado y materiales compuestos (Tharanathan, 2003).

En los polimeros biodegradables ocurre un proceso intrinseco, por el cual
microorganismos y sus enzimas consumen este polimero como fuente de nutrientes,
en condiciones normales de humedad, temperatura y presion. Los mejores adaptados
a la biodegradacion completa son los naturales, aquellos hidrolizables a CO2 y H20
(Zetty, 2012).

2.1.3. Acetato de celulosa

El acetato de celulosa (AC) (Figura 2), es un material muy atractivo para la
preparacion de nanocompositos de arcilla debido a su gran biodegradabilidad, claridad
Optica, rigidez y bajo costo (Delhom y col., 2009). Por otro lado, la preparacién de
acetato de celulosa con MMT puede incluir en su formulacién un plastificante para

mejorar sus propiedades mecanicas. Al respecto, (Park y col., 2004). Han informado
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del uso de citrato de trietilo (TEC) como plastificante para dicho derivado de
celulosa. La ventaja de usar este plastificante radica en que se trata de un aditivo eco -
amigable que no cambia la caracteristica biodegradable del acetato de celulosa
(Bonzanini y col., 2009; Park y col. 2004).

Cl
H

’ﬁv\» ol

Os( HgC\Tl/

Q n

_‘\

Figura 2. Estructura quimica del Acetato de Celulosa

2. 2. Envases activos e inteligentes

Se entiende como envase activo un sistema alimento//envase//entorno que
actia de forma coordinada para mejorar la salubridad y la calidad del alimento
envasado aumentando asi, su vida util (Catala & Gavara, 2001). Con esta definicion
se amplia el concepto de envase que pasa de ser un mero contenedor (envase pasivo)
a desempefiar un papel activo en el mantenimiento de la calidad del alimento envasado.

La actividad de estos nuevos sistemas de envasado se orienta a controlar los principales
procesos de deterioro que puede sufrir un determinado alimento, tales como oxidacion,
crecimiento microbiano, entre otros. Asi, es posible encontrar distintos sistemas de
envasado, los cuales pueden resumirse de la siguiente manera (Galet, 2009):

a. Absorbedores: Son Sistemas que absorben o retienen sustancias indeseables del
producto o de su entorno, como Oxigeno (hierro, &cido ascorbico, glucosa —
oxidasa), Humedad (silica gel, arcilla, sales anhidridas), Exudados (celulosa,
poliacrilato), Dioxido de carbono (carbonato sddico), Etileno (permanganato de

potasio, zeolitas) y Olores (zeolitas).

b. Emisores: Sistemas que liberan o emiten sustancias beneficiosas al producto o a
su entorno. Entre ellos, Inhibidores de microorganismos (aceites esenciales,

acidos organicos, enzimas, iones metalicos), Dioxido de carbono (carbonato de
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hierro, carbonato célcico, bicarbonato de sodio), Vapor (gel super absorbente
hidratado, almohadillas) y Aditivos (enzimas, &cidos organicos, vitaminas).

c. Otrossistemas: Son con efecto térmico, como Envases auto — enfriables, Envases

auto — calentables y Susceptores de microondas.

El envasado activo se ha utilizado con muchos productos alimenticios y esté siendo
probado con muchos otros. En la Tabla 1, se enumeran algunas de las aplicaciones

alimentarias que se han beneficiado de la tecnologia de envases activos.

Por su parte los envases inteligentes, permiten realizar un seguimiento de las
condiciones de los alimentos, proporcionando informacion sobre su calidad,
condiciones de transporte y almacenamiento. Actualmente, los conceptos “activo” e
“inteligente” se deben utilizar al momento de describir un envase innovador
desarrollado con nuevas tecnologias para prolongar la vida util, mejorar la calidad e
inocuidad de los alimentos. Sumado a ello, se adiciona el concepto de “biodegradable”,
pues el envase debe contribuir a la proteccion del medio ambiente. Estos conceptos, se
utilizan para modificar y controlar la interaccion que existe entre el interior del envase
que contiene al alimento y el medio externo; a su vez, proporcionar multiples barreras
u obstaculos para proteger al alimento como se menciona en parrafos anteriores
(Guarda & Galotto, 2009).

Australia, Japon y Estados Unidos, son lideres en investigacién, desarrollo y
comercializacion de innovadores sistemas de envases activos e inteligentes, ya que
cuentan e implementan normativas enfocadas al area de envases. Es asi, como por
ejemplo, Europa ya ha modificado recientemente su legislacién para controlar de

mejor manera el uso de éstos (Patterson, 2008).

Tabla 1. Algunos ejemplos de los sistemas de envasado activo.
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0

Sistema de
envasado Activo
Removedores de
oxigeno

Removedor y/o
emisor de
dioxido de
carbono

Removedores de
etileno

Liberadores de
_ conservantes

Emisoresde
etanol

Absorbentes de
humedad

Adsorbentes de
Sabor y/o Olor

Control de
temperature de
envases

Fuente: Coles y col

* Triacetato de celulosa

Mecanismos

base de hierro

metal / 4cido

catalizador metalico (por ejemplo,
platino)

ascorbato /sales metalico

basado en la enzima

oxido de hierro / hidréxido de calcio
carbonato de hierro / halogenuros
metalicos

oxido de calcio / carbon activado
ascorbato / bicarbonato de sodio
permanganato de potasio
carbon activado

arcillas activadas / zeolitas

4cidos organicos
zeolita de plata

especias y extractos de hierbas
didxido de cloro volatiles /diéxido de
azufre

“alcohol en spray
etanol encapsulado

" mantade PVA

arcillas activadas y minerales
gel de silice

papel acetilado
acido citrico
sal ferrosa / ascorbato
carbon activo / arcillas / zeolitas
no-tejido de plastico
recipientes de dos paredes
gas hidrofluorocarburo
Cal / agua
nitrato de amonio y agua
. (2003)

Aplicaciones alimentarias

pan, pasteles, arroz cocido,
galletas, pizza, pasta, queso,
embutidos y pescado, café,
snacks, alimentos secos y
bebidas

café, carnes y pescados frescos,
frutos secos, snacks y bizcochos

frutas, hortalizas y otros
productos horticolas

cereales, carnes, pescado, pan,
queso, bocadillos, frutas y
hortalizas

cortezas de pizza, pasteles, pan,
galletas, pescado y productos de
panaderia

pescados, carnes, aves, merienda
alimentos, cereales, alimentos
secos, sandwiches, frutas y
hortalizas

jugos de frutas, aperitivos fritos
alimentos, pescado, cereales,
aves de corral, productos lacteos
y frutas

comidas preparadas, carnes,

pescados, aves de corral y
bebidas
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2.2.1. Envases activos antimicrobianos

Debido a que el desarrollo de microorganismos es la principal causa de
deterioro de los productos frescos, estudios vinculados a la generacion de envases
activos con capacidad antimicrobiana se encuentran dentro de los mas estudiados.
Tradicionalmente, para su control se utilizan diferentes sustancias antimicrobianas ya
sean aplicadas de manera directa sobre el producto o bien, como complemento o
alternativa a las técnicas fisicoquimicas de conservacion. Sin embargo, la aplicacién
directa de éstos sobre la superficie del producto mediante pulverizacion o inmersién
puede ser poco efectiva, ya que el agente provoca un efecto limitado sobre la
microbiota superficial debido a su rapida difusion al interior del producto. Es asi como
la incorporacion de las sustancias antimicrobianas al envase, ha sido planteada como
una alternativa para mantener su actividad en forma efectiva (Cha & Chinnan, 2004;
Han, 2005).

La accion antimicrobiana en los envases activos puede consistir en la emision de
sustancias volatiles al espacio de cabeza del envase o en la migracion del componente
activo del material de envase al alimento envasado, o bien, en la inmovilizacion de la
sustancia activa sobre el material de envase, de forma que la accién se ejerza por
contacto del producto envasado (Catala y col., 2007). A su vez, existen polimeros que
presentan por si mismos capacidad antimicrobiana, como es el caso del quitosano,

alginatos y poliamidas irradiadas (Saiz & L6pez, 2010).

Tabla 2. Agentes antimicrobianos para la incorporacion directa a polimeros
utilizados en envases para alimentos.

Agente Antimicrobiano | Polimero i Microorganismos

Acidos Organicos Film comestibles, Etilen

(propionico, benzoico, sorbico, vinil acetato, Polietileno Mohos
acético, malico, acido lactico) de baja densidad
Gases Inorganicos Varias Poliolefinas Mohos, Bacterias, Levaduras
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(dioxido de azufre, dioxido de

cloro)

Metales
Varias Poliolefinas
(plata, cobre)

Fungicidas Polietileno de baja

(benomilo, imazalil) jlensidag

Bactiifminas Film comestibles,
celulosa, Polietileno de

(nisina) : baja densidad
~ Enzimas | PR}
Acetato de Celulosa,

(lizosima, glucosa oxidasa, , Poliestireno

quitinasa, lactoperoxidasa) .

Especias Nylon/Polietileno,

(canela, café, rabano picante) celulosa

Aceites Esenciales Polietileno de baja

(extracto de uva, polvo de bambu) densidad, celulosa

Polimeros Bioactivos Quitosano

Fuente: Patterson (2008).

Bacterias

Mohos

Bacterias gram positivas

Bacterias gram positivas

Mohos, Bacterias,
Levaduras
Mohos, Bacterias,
Levaduras

I\/I_o_hc;s: Bacterias

Existe una amplia gama de agentes antimicrobianos naturales que son derivados de

animales, microorganismos y plantas, los cuales estan siendo empleados para la

conservacion de los alimentos y otros aln estan siendo investigados (Santos, 2007).

Por otra parte, existen otros tipos de agentes antimicrobianos que no cumplen con el

concepto natural y seguro que los consumidores demandan, puesto que son sustancias

sintéticas las cuales son considerados “sospechosas” por poseer un cierto grado de

toxicidad (Lambert y col., 2001). Es por este motivo, que las industrias estan

empleando sustancias de origen natural en lugar de sustancias sintéticas, ya que éstos

son potenciales e inocuos (Tabla2).
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2.2.2. Agentes antimicrobianos de origen natural

Dentro de los compuestos naturales con actividad antimicrobiana ha sido
reconocida la efectividad que presentan los aceites esenciales (Lambert y col., 2001).
Con respecto a estos compuestos, la Asociacion Francesa de Normalizacién
(AFNOR), los define como “aquellos productos obtenidos a partir de una materia
prima vegetal por destilacion por arrastre con vapor, por procedimientos mecanicos,
entre otros, con el fin de separar la fase acuosa” (Bermudez, 2009). Se caracterizan por
ser una mezcla compleja de varios componentes de aromas volatiles pertenecientes a
diferentes clases de compuestos organicos, tales como, hidrocarburos, alcoholes,
aldehidos, cetonas, esteres, éteres y fenoles (Zekaria, 2007), los cuales son los

responsables del aroma caracteristico de las esencias.

La FDA (Foods and Drugs Administration) ha considerado a los agentes
antimicrobianos derivados de aceites esenciales como sustancias del tipo GRAS
(Generally Recognized as Safe), es decir que no presentan ningun riesgo para la salud
de las personas. Dentro de la amplia gama de aceites esenciales con actividad
antimicrobiana destacan las oleoresinas y extractos naturales, obtenidos de productos

vegetales (Tabla 3).

Tabla 3. Extractos y aceites presentes en plantas, consideradas GRAS.

‘Nombre Cientifico Nombre Comtn Parte  Aceite esencial
~ Cinnamon | Canela | Hojas | Cinamaldehido
~ Oriaganum Orégano = Hojas - Carvacrol

! I

Syzygium aromaticum Clavo de olor : Corteza, Hojas |~ Eugenol
Thymus vulgaris Tomillo | Flor, Hojas N Timol

Eucalyptus globulus Eucalipto Hojas Cineol

Fuente: Zekaria (2007).

Los componentes activos de los aceites esenciales de cada vegetal puede ser muy
variables en su composicion, ya que ésta puede verse afectada por diversos factores

como el origen, especie, partes de la planta, condiciones ambientales, crecimiento y
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almacenamiento, asi como localizacion geografica y metodologia de extraccion. Un
ejemplo es la concentracion de cinamaldehido en la mezcla de aceites esenciales
procedentes de la canela pudiendo variar entre un 60 y 75%, mientras que en el caso
de derivados del tomillo, como carvacrol y timol, varian entre un 3 y 60% del total
(Zekaria, 2007). Por su parte, se ha determinado que la actividad antimicrobiana de los
aceites esenciales es dependiente tanto de la estructura quimica de sus componentes

como también del tipo de compuesto y proporcién en que se encuentren (Burt, 2004).

Tabla 4. CMI de compuestos derivados de aceites esenciales frente a
microorganismaos.

Aceite esencial | Bacteria :_ ~ CMI (pl mlY)
B T — — w e w et TEw
, E. coli , 0,225 -0,45
1 3 ATl AN el 1} = Wil
' S. aureus 0,140 - 0,225
Timol '
' S. typhimurium 0,056
L. monocytogenes 045
=1 kW, "E.coli | 0225-5
' L. monocytogenes - 0375-5
Carvacrol i | [IHIA
S. aureus 0,175-0,45
|
| S. typhimurium 0,225 -0,25
A. flavus i ! 0.2
|
1T 1° L monocytogﬁwes 10
Cinamaldehido | S.enteritidis = o
A. flavus 0,2
E. coli 1,0
Eugenol L. monocytogenes >10
S. typhimurium 0,5

Fuente: Burt (2007).
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En base a los diversos estudios enfocados a microorganismos patdégenos para el
hombre, hasta ahora se ha informado que los aceites esenciales son en general mas
activos frente a bacterias gram positivas que negativas (Zekaria, 2007), lo cual puede
deberse a la estructura de la pared celular y composicion de la membrana externa de
ellas. En general, la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales, se basa en el
deterioro de sistemas enzimaticos, incluyendo los vinculados con la produccion de
energia y sintesis de componentes estructurales. Este mecanismo de accidn consiste en
que componentes del aceite esencial atraviesan la membrana celular y mitocondrial
por medio de los lipidos, interactuando con enzimas y proteinas, alterando la estructura
y haciéndola mas permeable causando finalmente, una fuga de iones que pueden

conllevar a la muerte celular (Brijesh y col., 2009).

Variados estudios referentes a la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales han
estado orientados a la determinaciéon de las concentraciones minimas inhibitorias
(CMI). Asi, en la Tabla 4 se resumen los valores de CMI para diferentes aceites

esenciales frente a distintos microorganismos.

Tanto el aceite de orégano como el de tomillo son muy ricos en los isémeros timol y
carvacrol (Figura 3). El timol es un compuesto fendlico volatil mono terpeno, el cual
ha demostrado una alta eficacia antibacteriana y antifingica, ademas de ser antiséptico
urinario y de la cavidad bucofaringea, antiespasmddicos y antioxidante debido a la
capacidad de secuestrar radicales libres. Este compuesto ha sido utilizado frente a
bacterias gram positivas (S. aureus, L. monocytogenes), gram negativas (S. typhi, K.
pneumoniae, P. aeruginosa, E. coli) (Burt, 2007), hongos filamentosos (A. niger, F.
oxyporum y Mucor spp.), y levaduras (C. albicans) (Arcila y col., 2004; Pei y col.,
2009). Otros estudios han demostrado que la combinacién con su isémero Carvacrol,
presenta un alto nivel de actividad contra microorganismos gram negativos con

excepcion de P. aeruginosa, siendo el timol en este caso el mas activo (Gaspar, 2008).
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OH

Carvacrol Timol

Figura 3. Estructura quimica del Carvacrol y Timol.

Respecto al mecanismo de accién, el Timol es capaz de desintegrar la membrana
externa de las bacterias Gram negativas, liberando lipopolisacaridos (LPS),
aumentando la permeabilidad de la membrana citoplasmaética, reduciendo la tasa de
sintesis del ATP y permitiendo la liberacion de iones (Burt, 2004; Lambert y col.,
2001).

2.2.2.1. Aceite esencial de muia

La mufia es una planta promisoria por sus aceites esenciales esta planta nativa
de la codillera de los andes desde Venezuela hasta Bolivia con un alto rango altitudinal
(1000 — 3500 m.). Es un arbusto aromatico de hasta 50 cm. de altura lefioso hasta la
base, con hojas ovadas y pubescentes e inflorescencia axiales en cimas (Alkire y col.,
1994). La Minthostachys es conocida como mufia en el Perd, piperina en Argentina y
orégano en Colombia, y es utilizada en medicina popular para tratar lo colicos
estomacales y ciertos trastornos gripales (White, 1985), el uso méas conocido tiene que
ver con la preservacion de la papa en condiciones de almacenamiento; se ha sefialado
que los que los campesinos de la sierra peruana la han utilizado desde hace muchos
afos con este fin, igualmente ha tenido uso como condimento y preservativo de

alimentos.

La pulegona y la mentona, son los componentes mayoritarios de los géneros Menta y
Minthostachys, generalmente la primera estd presente en mayor porcentaje en
contraste con la Minthostachys. La pulegona puede ser tdxica, en grandes cantidades,
produciendo aborto y dafios al higado. Esa toxicidad es dafiina también para las plagas
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y parasitos, lo que justifica su utilizacién como conservante de alimentos. La mentona
presenta propiedades digestivas y no tiene toxicidad. En la Figura 4, se presenta la

estructura quimica de estos compuestos (Luna, 2010).

pulegona mentona

Figura 4. Compuestos mayoritarios del
aceite esencial de mufia (Luna,
2010).
2.3. Aplicacion de nanotecnologia
La importancia de esta tecnologia ha aumentado a lo largo de los afios ya que
se ha convertido en un enfoque multidisciplinario en el campo de la ciencia.
Actualmente, diversos paises se encuentran invirtiendo fuertemente a traves de
programas nacionales y transnacionales con altas expectativas pudiendo alcanzar

cifras de trillones en el afio 2011 (Franco & Maspoch, 2009).

Por definicion, el concepto de la nanotecnologia fue presentado por Richard Feynman
en 1959, en una reunioén de la Sociedad Americana de Fisica. Esta ciencia, trabaja
dentro del rango nanométrico (1x10°m) a fin de comprender, crear, caracterizar y
utilizar dispositivos y sistemas con nuevas propiedades derivadas de su nanoestructura
(De Azeredo, 2009).

Una de las aplicaciones de la nanotecnologia con mayor impacto en el area de
materiales poliméricos ha sido el desarrollo de los nanocompositos. Estos se definen
como una nueva clase de materiales compuestos, en los cuales una de las dimensiones
de las particulas de carga o relleno se encuentra en el rango nanométrico (Villanueva,
2009). Estos sistemas hibridos son en esencia, polimeros reforzados con particulas, las
cuales pueden ser esféricas (tres dimensiones nanomeétricas), tubulares (dos

dimensiones) y laminares (una dimension), siendo esta Gltima la forma méas adecuada

27

Repositorio institucional UNA - PUNO



R11, _ :
TESIS UNA-PUNO “"": e

Altiplano

para obtener un maximo rendimiento (Figura 5). Aunque varias nanoparticulas han
sido reconocidos como posibles aditivos para mejorar el rendimiento de los polimeros,
la industria de envases ha centrado su atencion principalmente en sélidos inorganicos

de estructura laminar como son las arcillas, también conocidas como filosilicatos o

;\“

Figura 5. Nanocompositos poliméricos esféricos, tubulares y laminares.

silicatos laminares. (Franco & Maspoch, 2009)

2.3.1. Nanocompositos y Bionanocompositos

Actualmente, la mayoria de los materiales de embalaje tradicionales estan
hechos con materiales no degradables lo cual aumenta la contaminacion ambiental. Es
por este motivo que ha surgido la necesidad de desarrollar nuevos materiales basados
en materias primas eco — amigables que reemplacen en un futuro préximo parcialmente
a los polimeros derivados del petréleo, disminuyendo con ello la cantidad de desechos
plasticos no biodegradables y contribuyendo asi a la conservacion del medio ambiente.
Es asi como la utilizacién de biopolimeros ha surgido como una alternativa para
enfrentar dicha problematica (Figura 6). Sin embargo, algunas de las propiedades que
presentan este tipo de polimeros (por ejemplo, alta permeabilidad y fragilidad)
desfavorecen su uso para estos fines. Asi, el uso de nanorellenos para producir
bionanocompositos ha sido propuesto como una alternativa para mejorar sus
propiedades mecanicas, de barrera al paso de gases y estabilidad térmica (Darder y col,
2007). A estas propiedades, comunes a todos los nanocompositos, se suman ahora las
que aportan los biopolimeros, tales como la biocompatibilidad y biodegradabilidad
(Sozer & Kokini, 2009).

28

Repositorio institucional UNA - PUNO



:}u.!& Universidad

TESIS UNA-PUNO B | Nocona d
=3 Altiplano
Recursos naturales
renovables
o EiN
Var
Biodegradacion :
Biomateriales
Mis
°mm§m«f......? procesado

R #4

Figura 6. Ciclo sostenible de biopolimeros

Dependiendo de la naturaleza de los componentes, se pueden obtener tres tipos de
nanocompositos a partir de arcillas: Aglomerados, Intercalados o Exfoliados (Figura
7). Los compuestos aglomerados ocurren cuando el polimero es incapaz de intercalarse
entre las laminas de arcilla obteniéndose una fase separada. En los nanocompositos
intercalados, el polimero es capaz de intercalar la estructura laminar de la arcilla sin
afectar la morfologia lamina sobre lamina de ésta. Mientras que la tercera clasificacién
corresponde a los nanocompositos exfoliados, donde las laminas de la arcilla se
encuentran totalmente dispersas y desordenadas dentro la matriz polimérica (Franco
& Maspoch, 2009).

s &

Arcilla ~ Polimero

i)
y
ik &
e
Aglomerado  Intercalado Exfoliado

Figura 7. Tipos de nanocompuestos poliméricos

Dentro de los biopolimeros usados en el desarrollo de nanocompositos destacan el
poliacido lactico (PLA), Polihidroxibutirato (PHB), Almiddn, Celulosa y Quitosano
(Medina, 2007). Respecto a la celulosa, es importante destacar que es el polimero

natural mas abundante en la tierra, por lo tanto, ofrece una alternativa atractiva para su
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aplicacion en el desarrollo de nanocompositos de arcilla. Sin embargo, su dificil
procesabilidad dificulta su uso. Es por este motivo que el desarrollo de
nanocompositos de celulosa se ha orientado principalmente al uso de sus derivados,
tales como acetato de celulosa (CA), propionato de acetato de celulosa (CAP), butirato
de acetato de celulosa (CAB), y carboximetilcelulosa acetato butirato (CMCAB)
(Bonzanini y col., 2009; Gindl & Keckes, 2005).

2.3.1.1. Arcilla

Se define el término arcilla como una roca sedimentaria consistente en mezclas
de distintos minerales, esencialmente silicatos hidratados de aluminio, hierro o
magnesio, junto a diversas impurezas, en forma de particulas cristalinas pequefias y en
proporciones variables (Villanueva, 2009). Las Iaminas de las arcillas presentan una
estructura cristalina que estda basada en el apilamiento de hojas formadas
principalmente por dos tipos de geometrias: tetraédricas y octaédricas (Figura 8). La
primera, se compone de tetraedros de silicio-oxigeno, siendo el silicio el que aporta
cuatro cargas positivas y el oxigeno ocho cargas negativas, por lo tanto, el tetraedro se
encuentra eléctricamente descompensado. Dado este desequilibrio, el oxigeno debe
unirse a otros cationes para asi neutralizar sus cargas. En tanto, la capa octaédrica esta
conformada de octaedros de magnesio o aluminio cuyos vértices estan formados por
oxigeno, que al igual que los tetraedros, esta se encuentra eléctricamente
descompensada debido a que si el cation es magnesio (Mg?") aporta dos cargas
positivas o bien, si el cation fuese aluminio (AI**) aportaria tres cargas positivas frente
a las doce cargas negativas aportadas por los oxigenos, por lo cual, para lograr la
neutralizacion es necesario que los vértices formen una capa octaédrica (Franco &
Maspoch, 2009; Uddin, 2008), (Figura 8).

La arcilla pertenece al grupo mas amplio de minerales de grano fino, sin embargo, en
quimica, todos los minerales de la arcilla puede ser simplemente descritos como
silicatos hidratados con Al, Mg, Fe, entre otros; lo cual demuestra la plasticidad a
través de una gama variable de contenido de agua por la atraccion polar (Uddin, 2008;
Utrackl, 2004).
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Figura 8. Micro estructura laminar de las arcillas

Las ldminas de arcillas de uso comin en nanocompuestos no son por si mismas
particulas nanométricas, sino que constan de dos capas bidimensionales, que poseen
un espesor aproximado de 1 nm mientras que sus dimensiones laterales se encuentran
en funcion del silicato en particular, que puede variar desde 30 nm hasta varias micras

(Franco & Maspoch, 2009), (Figura 9).

Lamina Particula primaria Agregado
(1 nm) (8- 10 nm) (0.1-10 pm)

Figura 9. Estructura de la arcilla

Los minerales de arcillas se clasifican en 4 grupos: Caolinita, Esmectita, lllitas y
Clorita. Dentro del grupo esmectita se encuentra el tipo Montmorillonita (descubierta
por Damaour y Salvetat en Montmorillon, Francia). Debido a su disponibilidad, a que
no son contaminantes, a su bajo costo, a las significativas mejoras en diversas areas de
estudio y por ultimo, a la capacidad de procesamiento relativamente sencillo, que este
tipo de arcilla ha sido una de las mas empleadas en el desarrollo de nanocompositos
(De Azeredo, 2009; Franco & Maspoch, 2009).

2.3.1.2. Arcilla Montmorillonita (MMT)

La MMT es la arcilla mineral méas utilizado para la produccion de
nanocompuestos comerciales. Es un filosilicato laminar perteneciente al grupo de las
esmectitas y presenta la estructura tipica de un filosilicato del grupo 2:1, lo cual indica

que posee 2 hojas tetraédricas de silicio intercalando una hoja octaédrica central de
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aluminio (Figura 10). Esta se caracteriza entre otros tipos de arcillas por ser de
naturaleza hidrofilica, por lo cual el agua penetra bien en los espacios moleculares
(Betega de Paiva y col., 2008).

Tetraddrica

Clotaddripa  LAmina de silicato
1 nm

Tetraddrica FEspario hasal

Espacio interlarminar l

Figura 10. Estructura de Montmorillonita 2:1

2.4. Propiedades de los nanocompositos

2.4.1. Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)

La espectroscopia de infrarrojo (IR) es un técnica muy empleada para la
caracterizacion estructural de polimeros y esta basada en las vibraciones de los atomos
y grupos funcionales en las moléculas a causa de su interaccion con la radiacion
emitida en la regién infrarroja del espectro electromagnético. El espectro infrarrojo se
obtiene haciendo pasar a través de la muestra una radiacion de la longitud de onda
adecuada y determinando que fraccion de la energia incidente es absorbida a causa de
los diferentes movimientos moleculares. La energia a la que parece un pico en un
espectro de absorcion corresponde a la frecuencia de vibracion de uno o varios grupos
funcionales de la molécula e implica la absorcion de una cierta cantidad de energia de
la radiacion incidente. Las moléculas son flexibles, de forma que los a&tomos estan
continuamente oscilando en torno a su posicion de equilibrio. Durante esta vibracion
tanto las distancias entre los atomos como los angulos de los enlaces cambian
constantemente respecto de su posicion nominal debido a la agitacién térmica. Cuando
estas moléculas son expuestas a la radiacion infrarroja absorben en determinadas

longitudes de onda (o frecuencias). Este hecho se debe a que la molécula absorbe
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exclusivamente cuando la vibracion de los atomos genera un campo eléctrico (cambio
en su momento dipolar) con la misma frecuencia que la onda IR incidente. Por tanto,
una molécula absorbera exclusivamente a unas determinadas frecuencias del espectro
infrarrojo, que seran funcion de los enlaces y grupos funcionales propios de esta
molécula. El conjunto de frecuencias a las que absorbe una molécula (bandas de
absorcion) son especificas para esta molécula, lo que permitird diferenciarla de
cualquier otra. Todos los movimientos vibracionales de los atomos se pueden describir
en base a dos tipos de vibraciones: cambios en la distancia del enlace o cambios en el
angulo del enlace. Los cambios en la distancia del enlace, denominados extension
“stretch”, son movimientos ritmicos a lo largo de la linea entre los atomos, de forma
que la distancia interatomica se ve incrementada y disminuida sucesivamente (Figura
11).

O-O Longitud normal
o| SRR IO Enlace extendido [/SfI‘E'fCh)

OO Enlace comprimido

Figura 11. Cambios en la distancia del enlace.

El segundo tipo de movimiento vibracional produce cambios en el angulo del enlace
entre los atomos. Estos movimientos son denominados “scissoring”, “rocking”,
“waging” y “twisting”. En el caso de los grupos CH: presentes en las cadenas
poliméricas, se pueden dar seis tipos de movimientos: tension “stretching” simétrica y
asimétrica, flexiones simétricas y asimétricas en el plano (“scissoring” si los enlaces
se mueven como las hojas de unas tijeras y “rocking” si los d&tomos se mueven en la
misma direccion), y flexiones simétricas y asimétricas fuera del plano (“waging” si se
mueven los dos atomos en el mismo sentido y “twisting” si lo hacen alternativamente).
Por tanto, en funcion de las distancias entre atomos y los movimientos que tienen lugar
en cada uno de los enlaces entre los mismos, una molécula presentara una serie de
bandas propias asociadas a sus enlaces, permitiendo la deteccion de los grupos
funcionales presentes en la misma. Esto hace de la espectroscopia infrarroja sea una
herramienta muy atil para el analisis cualitativo (identificacion) de compuestos

organicos (Coloma, 2014).
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2.4.2. Propiedades Mecéanicas

Las propiedades mecanicas de un material se refieren a su respuesta cuando se
ve sometido a una fuerza externa, la cual se puede relacionar con la deformacion que
llega a sufrir. De los diferentes ensayos existentes para esta determinacion, el méas
empleado es el ensayo traccion en una dimension, el cual permite evaluar las
propiedades mas relevantes del material cunado se pretende estudiar los cambios en su
ductilidad, permitiendo evaluar de forma precisa su capacidad para soportar esfuerzos
y deformaciones sin que se vea alterado. La informacion que suministra el ensayo de
traccion es muy completa ya que permite cuantificar la respuesta elastica y plastica del
material a través de sus propiedades resistentes, como el mddulo elastico de Young
(E) y las ductiles: porcentaje de elongacion a la rotura y fuerza de tension (Callister,
1995).

(Bruna y col., 2012) incorporaron la montmorillonita-Cu?* en la matriz polimérica de
PEBD. Ellos demostraron que el médulo de tensién disminuyd con la incorporacién
de MtCu?", atribuyendo este hecho a la débil interaccion entre PEBD vy la arcilla,
debido a la presencia de cobre en la arcilla. Por otra parte, demostraron que no hubo
cambios significativos en la fuerza de tension. En cuanto al alargamiento a la rotura
hubo disminucién con la adicién de la arcilla modificada. Esto debido a que la
presencia de la arcilla en la matriz polimérica reduce la movilidad de las cadenas del

polimero.

(Rodriguez y col., 2012) desarrollaron nanocompuestos de acetato de celulosa (AC)
adicionando una arcilla comercial Cloisite 30B, observando que el mddulo de
elasticidad y la elongacién a la rotura son las propiedades mecanicas mas afectadas
cuando se aumento el contenido de arcilla organica en la matriz de AC. Por otro lado,
se observd un efecto menor en la resistencia a la traccion. Para los nanocompuestos
basados en AC de M~30.000 y M~50.000 con un 10 % en peso de arcilla organica el
maodulo de traccion se increment6 84% y 60%, la resistencia a la traccion se redujo
hasta 40% y 14% y el alargamiento disminuyé hasta 89% y 62%, respectivamente.
Estos resultados han mostrado que las peliculas de nanocompuestos se vuelven mas

fragiles con la adicion de Cloisite 30B.
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2.4.3. Propiedades Opticas

La determinacion del color de un material mediante el uso de técnicas
espectrofotométricas permite conocer las variables en su coloracion segin la
formulacién, lo cual es un pardmetro muy importante en materiales que vaya a ser
utilizados en envasado de alimentos. Los valores obtenidos por el equipo se dan en las
coordenadas del espacio colorimétrico CIELAB formado por un sistema cartesiano
definido por tres coordenadas que describen el color de un objeto. Asi, L* indica la
luminosidad, es decir la cantidad de luz percibida que refleja o transmite un material y
puede tomar valores de 0 a 100; a* indica la saturacion o desviacion del punto
acromatico de L*hacia el rojo o hacia verde (si a*>0 hacia el rojo y si a*<0 hacia el
verde); y b* es el &ngulo de tono que define la desviacion de L* en el eje amarillo y/o

azul (si b*>0 hacia el amarillo y b*<0 hacia el azul).

2.4.4. Propiedades Antimicrobianas

Método de difusion de discos (antibiograma disco-placa): Basado en él
trabajo de Bauer y Kirby y colaboradores es uno de los métodos que el National
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) recomienda para la
determinacion de la sensibilidad bacteriana a los antimicrobianos. Para determinar
efecto bacteriano del aceite esencial de mufa en las muestras que se elaboradas, Se
tratd del uso de papel filtro impregnados con antimicrobiano (discos con aceite
esencial de mufia). En esta prueba de sensibilidad por difusion con discos la resistencia
a los antimicrobianos se detecta exponiendo los bacterias seleccionadas a discos de
antimicrobiano que se colocan en una placa de agar cuya superficie se ha sembrado
con la bacteria para luego realizar la lectura y clasificar a la bacteria como resistente o
sensible frente a un agente antimicrobiano de acuerdo a la medicion en milimetros de

los halos visibles en el agar (Gomez, 2009).
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CAPITULO I11: METODOLOGIA DE INVESTIGACION

3.1. LUGAR DE EJECUCION
El trabajo de investigacion desarrollado durante los meses de Julio a Diciembre
2014, se llevé a cabo gran parte del estudio en el Laboratorio especializado de envases
(LABEN-CHILE) de la Universidad Santiago de Chile (USACH), y se culminaron los
estudios en el Mega Laboratorio de la UNA-PUNO y en los Laboratorios de
microbiologia, pos cosecha e ingenieria de la Facultad de Ciencias Agrarias de la

Escuela Profesional de Ingenieria Agroindustrial.

3.2. MATERIALES

3.2.1. MATERIA PRIMA
Aceite esencial de Mufia extraida de la especie Minthostachys spicata procedente del

distrito de Juli, Provincia de Chucuito, Region Puno.

3.2.2. MATERIALES DE LABORATORIO
- Guantes de goma
- Algodon
- Rotulador
- Probetas marca Pirex
- Pipetas 10 ml
- Erlenmeyer 50 ml
- Vasos precipitados de 50 ml
- Papel filtro
- Frascos de vidrio cap. 250, 500 ml
- Placas Petri marca Pirex
- Tubos de ensayo con o sin tapa
- Campana de desecacion
- Soporte universal

- Bolsas de Polietileno (bolsas Ziploc).
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3.2.3. INSTRUMENTOS Y EQUIPOS

- Sofware Statgraphics Centurion 16.1 espafiol

- Sofware Origin Pro 8

- Complemento Endnote v.x7

- Mufla de esterilizacion autoclave

- Espectrometro IR (marca Bruker, modelo Alpha, Ettlingen, Alemania)

- Magquina universal de ensayos Zwick Roell modelo BDO-FB 0.5 TH

- Colorimetro marca Konica Minolta modelo CR 410

- Estufa (Binder, FD115, Tuttlingen, Alemania).

- Estufa MEMMERT universal 30-120°C modelo TV- 40

- TermoOmetro de 0 — 100°C marca Pirex

- Balanza Analitica y precision marca AND FR — 300 Japon

- Agitador magnético (IKA® C-MAG HS7)

- Ultrasonido (Elmasonic S60H)

- Espectrofotémetro UV-Vis Mini 1240 (Spectroquant® Pharo 300, Darmstadt,
Alemania).

- Micrometro Digimatic Mitutoyo (modelo ID-C112, Kawasaki, Japon)

- Destilador por arrastre de vapor

- Contador de colonias, LightBox, modelo Petite

- Balanza analitica, marca Kern, modelo ABS-200-4, serie WB1210336

- Estufa, marca Binder, modelo D78532 — Tufflinger / Alemania

- Incubadora, marca Lab Incubador, modelo IN-601, serie 7100842

- pH - metro, marca Jenway, modelo 3510.

3.2.4. INSUMOS Y REACTIVOS

- Polimero: Acetato de celulosa (AC) (Aldrich Chemistry, Grado de
Acetilacion: 39,8% p/p; Mn 30,000 (g/mol)).

- Solvente: Acetona técnica (Equilab, 99,5%, P.M. 58,08 (g/mol)).

- Nanorrelleno: Organoarcilla, Cloisite 30B® (Southern Clay Products, INC;
Lot #09H25ACX-047, G Number 15985).

- Plastificante: Citrato de Trietilo (SAFCTM Citrato de Trietilo>99%, FCC, FG;
Densidad 1,14(g/ml)).

- Agente Antimicrobiano: Aceite esencial de Mufia (Minthoschys spicata).

37

Repositorio institucional UNA - PUNO



-\ . .
TESIS UNA-PUNO ‘“u‘: R

Altiplano

- Micro-organismos: Echerichia coli ATCC25922 y Listeria innocua.
- Medios de cultivos: Caldo Verde Brillante - BRILA 2% (40/L), Agar Mueller -

Hinton
3.3. EVALUACION DE LAS PELICULAS ECO - AMIGABLES

3.3.1. Evaluacion quimica estructural de las peliculas eco-amigables

En presente trabajo, se utilizd la técnica de espectroscopia infrarroja por
Transformada de Fourier (FTIR) para caracterizar los grupos funcionales y poder
observar los posibles cambios causados por las interacciones entre los distintos
componentes de la mezcla. El instrumento fue un espectrofotometro infrarrojo (marca
Bruker, modelo Alpha, Ettlingen, Alemania), en la region de 9000 a 100 cm™ con un
promedio de 214 escaneos con una resolucion de 4 cm™. Las medidas se llevaron a
cabo en modo refletancia total atenuada (ATR) utilizando un accesorio Golden Gate
con cristal de diamante, que permite el andlisis directo de la muestra sin necesidad de
preparacion previa. Los espectros 4000 a 400 cm™ utilizando una muestra con un
tamafio de aproximado de 5mm?. Para el registro de fondo y de las muestras se
utilizaron 60 barridos, obteniéndose los espectros de absorbancia en funcién del
nimero de onda (cm™) (Bruna y Col., 2012).

3.3.2. EVALUACION OPTICA - MECANICA DE LAS PELICULAS ECO -
AMIGABLES ACTIVAS

3.3.2.1. Espesor de las Peliculas

Los espesores de los nanocompositos se midieron en un micrémetro Digimatic
Mitutoyo (modelo ID-C112, Kawasaki, Japdn), con una precisién de 0,001 mm. Las
mediciones se llevaron a cabo en cinco puntos diferenciados de las peliculas activas
obteniéndose el valor promedio para cada muestra de pelicula activa (Rodriguez y
Col., 2012).

3.3.2.2. Propiedades Mecénicas de las Peliculas

La fuerza de tension, elongacion a la rotura y el modulo de elasticidad de cada
material se midieron a temperatura ambiente en una maquina universal de ensayos
Zwick Roell modelo BDO-FB 0.5 TH (Ulm, Alemania), de acuerdo a la norma
(ASTM D 882, 1991). Se cortaron muestras de las peliculas plasticas de 150 x 25 mm,

las que se sometieron a un ensayo de traccion, siendo la distancia entre las mordazas
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de 50 mm, la velocidad del ensayo fue de 24 mm/s y el ensayo se llevé a cabo con una
precarga de 0,1N. El modulo de elasticidad, la fuerza de tension y el porcentaje de
elongacion, se obtuvieron con el software testXpert v1102 estandar (Zwick Gmbh,
Ulm, Alemania). Los resultados reportados son los valores medios obtenidos tras seis

repeticiones para cada tratamiento.

3.3.2.3. Propiedades Opticas de las Peliculas

Las mediciones de color de las peliculas plésticas se llevaron a cabo con un
colorimetro marca Konica Minolta modelo CR 410 (Tokio, Japén), utilizando el
iluminante D65 y el observador 2°. Los parametros medidos fueron luminosidad (L*),
cromaticidad a* (rojo-verde) y b* (amarillo-azul). Una placa estandar de color blanco
(L*=97,11; a*=-0,03 y b*=1,96) fue utilizada como fondo para las mediciones de
color. Los valores de cada una de las muestras corresponden a la medida de diez
repeticiones. Los resultados reportados fueron el valor promedio de las diferencias de
color (AE) calculadas mediante la expresion AE=[(AL*)?> + (Aa*)> + (Ab*)?]*2,

(Coloma, 2014)

La opacidad de las peliculas plasticas se determinaron con un espectrofotémetro UV-
Vis Mini 1240 (Spectroquant® Pharo 300, Darmstadt, Alemania). Los peliculas
plasticas se cortaron en piezas rectangulares (1,2x4,5 cm) y las muestras fueron
colocadas en el compartimiento de muestra del espectrofotometro. EI compartimiento
vacio fue utilizado como referencia en las mediciones. Se determino la absorbancia de
las muestras a una longitud de onda de 600 nm. EIl indice de opacidad se calculé a
partir del cociente del valor de absorbancia dividido por el espesor de la pelicula mm
(Rodriguez y col., 2012).

3.3.3. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LAS
PELICULAS CON ACEITE DE MUNA (Minthostachys spicata)
En el presente trabajo, la actividad antimicrobiana de las peliculas eco-

amigables se evalu6 mediante el método de difusion de disco descrito por el
Laboratorio internacional de Referencia: National Committee for clinical Laboratory
Standars (NCCLS). De esta manera se llevaron a cabo ensayos por contacto directo
entre la pelicula eco-amigable y el medio de cultivo inoculado, con una concentracion

inicial de 108 UFCmI-1, a una temperatura de 37 °C y 24 horas y en condiciones de
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esterilidad en una camara de bioseguridad. Se seleccionaron dos bacterias indicadoras
susceptibles de estar presentes en los alimentos Listeria innocua y Echerichia coli, E.
coli sugiere una contaminacion de origen fecal, mientras que la L. innocua se relaciona
con el medio ambiente por ejemplo en el suelo, siendo microrganismos muy Utiles
como indicadores de una inadecuada manipulacion. El procedimiento se detalla a

continuacion:

» Se impregno los discos de papel filtro con concentraciones de 25%, 50%, 75%,
100% del aceite esencial de Minthostachys spicata (Mufia). Luego los discos
impregnados fueron colocados en las placas para su desecacion y posterior
utilizacion.

» En cada placa de Agar Mueller Hinton se sembro las bacterias Echerichia coli
y Listeria innocua por el metodo de dispersion con un hisopo estéril con una
suspension bacteriana de 1x10® UFC/ml (turbidez estandar de 0.5 Mc Farland).

» La superficie de la placa se barrié en tres direcciones para asegurar una
distribucion igual y completa del inoculo sobre toda la placa con el medio de
Agar Mueller - Hinton que es el medio base estandar.

» Luego se aplico los discos con cada una de las concentraciones indicadas del
aceite esencial de mufia y también los diferentes tratamientos en estudio en
forma de discos de 5mm, fijandolos en el interior de la placa.

» Luego se procedi6 a la incubacion de las placas que se invirtieron para evitar
la acumulacién de humedad en la superficie que pudieran haber interferido en
la interpretacion de los resultados de la prueba. La incubacion se realizé a una
temperatura de 37°C, con una duracion de 24 horas.

» Al término de la incubacién se comprobd la formacion del halo de inhibicién

expresado en milimetros.
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3.4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.4.1. OBTENCION DE ACEITE ESENCIAL
El proceso de obtencion del aceite esencial de las hojas de Mufia (Minthostachys
spicata) se realizo segun el método de Destilacion por Arrastre de Vapor. El proceso

de detalla a continuacién en la Fig. 12.

RECOLECCION DE LA

«— MURNA
MATERIA PRIMA

SELECCION DE LA
MATERIA PRIMA

SECADO DE LA MATERIA
PRIMA

PESADO DE LA
MATERIA PRIMA

A 4
SEPARACION

}

EXTRACCION

!

ALMACENADO

!

ACEITE ESENCIAL

Figura 12. Diagrama de flujo del proceso de obtencién de aceite esencial de mufa.
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3.4.2. DESCRIPCION DEL DIAGRAMA DE FLUJO

v Recoleccion de Materia Prima: Esta operacién se ha realizado deslizando las
manos a lo largo de la planta en el sentido inverso al crecimiento para no
malograr la fisiologia de la planta durante este proceso se utiliz6 guantes y
tijeras a una altura de 30 cm. Inversa a la raiz y luego se separaron hojas y
tallos.

v" Seleccion de materia prima: Se selecciond las hojas de mufia de esta especie
desechando la materia prima que no estaba apta para la extraccion del aceite
esencial. Excluyendo las hojas que contenian dafios causados por algunas
plagas.

v Secado de materia prima: Se utiliz6 un secador bajo sombra por 10 dias, en
este tiempo las hojas seleccionadas pierden humedad.

v Pesado de materia prima: Se pesaron 5 Kilos de mufia seca en una balanza.
Para su posterior extraccion de aceite esencial y ser sometidos a la eliminacién
del contenido de agua (porcentaje de humedad).

v Extraccion: Se utilizé 5 kilos de hojas secas para cada prueba de destilacién,
por arrastre de vapor en esta operacion se controlaron los parametros de:
Tiempo de destilacién a 60 minutos, a una temperatura entre 70 — 90 °C, el
rendimiento en la obtencién de aceite esencial se tom6 en una probeta los
mililitros obtenidos fueron 600 ml de aceite esencial y agua.

v Separacion: La separacion se realizd con peras de decantacion para eliminar
el agua y obtener el aceite esencial 80 ml. En esta operacidn es muy importante
controlar la cantidad de aceite que empled las pipetas volumétricas.

v Almacenado: El aceite obtenido se almacend en botellas de vidrio con medida
de 120 ml de color ambar para evitar alguna reaccion desfavorable con el

contacto de la luz.
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3.4.3. PREPARACION DE PELICULAS ECO - AMIGABLES ACTIVAS
Las peliculas eco-amigables se elaboraron de acuerdo a la Tabla 5; como se
muestra a continuacion.

Tabla 5. Tipos de Peliculas eco-amigables preparadas para su caracterizacion.

Tratamientos Pelicula Polimero %C30B Plastificante %Antimicrobiano
1 AC-C30B4.5%-TEC-AM2.93% AC 4.5 TEC 2.93
2 AC-C30B6%-TEC-AM15% AC 6 TEC 15
3 AC-C30B6.62%-TEC-AM10% AC 6.62 TEC 10
4 AC-C30B2.38%-TEC-AM10% AC 2.38 TEC 10
5 AC-C30B3%-TEC-AM5% AC 3 TEC 5
6 AC-C30B6%-TEC-AM5% AC 6 TEC 5
7 AC-C30B4.5%-TEC-AM17.07% AC 4.5 TEC 17.07
8 AC-C30B3%-TEC-AM15% AC 3 TEC 15
9 AC-C30B4.5%-TEC-AM10% AC 4.5 TEC 10
10 AC-TEC AC 0 TEC 0
11 AC-TEC AC 0 TEC 0

Fuente: Elaboracion propia

e Para preparar las peliculas correspondientes (Tabla 5), se disolvié 5 g de
Acetato de Celulosa en 75 ml de acetona técnica dentro de un frasco de vidrio
tapa rosca de 250 ml con agitacion constante durante lhr. en un agitador
magnético (IKA® C-MAG HS 7). Segln el caso, se adiciono el compuesto
antimicrobiano (aceite esencial) en cantidades variables (5, 10, 15 % en peso)
en conjunto con el plastificante Citrato de Trietilo (15% en peso) dejando en
agitacion durante 30 min.

e Todo los eco-nanocompositos consistieron de un 3, 4.5, 6% en peso de la
organoarcilla comercial con relacién al peso del polimero. Asi, 0,3 g de Cloisite
30B se dispersaron en 25 ml de acetona técnica dentro de un frasco de vidrio
tapa rosca de 500 ml y se sometieron a tratamiento de ultrasonido (Elmasonic
S60H) a temperatura ambiente por 30 min. Concluido el tiempo, se adiciono
bajo agitacion la solucion de acetato de celulosa preparado anteriormente sobre
la suspension de arcilla. La mezcla final se llevo a un bafio con ultrasonido a
temperatura ambiente durante 30 min. y luego con agitacion magnética se dejo

por 1 hora para su homogenizacién. Luego, 30 ml de esta solucion seran
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vertidos en placas Petri de 18.5 cm de diametro, las cuales se llevaran a estufa

a una temperatura de 40°C durante 4 horas. Finalmente, las peliculas se
extrajeron de las placas y almacenadas en bolsas de polietileno (Bolsas
Ziploc®) hasta su caracterizacion. Este procedimiento se llevé a cabo para cada
tipo de formulacion, del cual se obtuvo finalmente dos peliculas, por lo cual
segun se necesito peliculas para analizar, se llevd a cabo esta preparacion.

3.5. DISENO EXPERIMENTAL
3.5.1. Identificacion de las Variables de Estudio
Para realizar el siguiente trabajo de investigacion se estudiaron las
siguientes variables: Cloiste 30B, concentracion de aceite esencial, para lo cual
nuestras variables de respuesta fueron: Color, mddulo de la elasticidad, fuerza de

tension, elongacion a la rotura, capacidad antimicrobiana. El Disefio Factorial 2K

Centrado Rotacional DCCR permite evaluar directamente la curvatura de un

modelo y a partir de ella poder optimizar el disefio factorial. Este disefio, permite

evaluar a la vez cinco niveles en cada factor como se puede apreciar en el Tabla 6.

TABLA 06: CINCO NIVELES DE DCCR

NIVEL DE CODIFICACION Xi DENOMINACION
-& Nivel Minimo
-1 Nivel Bajo
0 Nivel Medio
1 Nivel Alto
& Nivel Maximo

FUENTE: Elaboracion Propia

Para k=2, &=1.414

La codificacion de las variables se obtiene de:

Donde:

Xi= (Vi-a)/b

Vi = Nivel de variable real escogida

a = Valor de la variable en el punto central

b = Amplitud del valor real
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En el Tabla 7, se muestra el numero de tratamientos o experiencias para dos variables
o factores (contenido de Cloisite 30B, concentracion de aceite esencial de Mufa) en
un DCCR, codificados y los datos reales se muestran en la Tabla 5.

TABLA 7. NUMERO DE TRATAMIENTOS PARA DOS FACTORES EN UN DCCR

TRATAMIENTOS FACTORES CODIFICADOS
X1 X2
1 -1 1
2 -& 0
3 -1 -1
4 0 -&
5 0 &
6 1 -1
7 1 1
8 & 0
9 0 0
10 0 0
11 0 0

3.5.2. Ejecucién de Pruebas Experimentales

En resumen, mediante las técnicas del disefio central compuesto cada uno de
los factores independientes se especifican en cinco niveles. El principio del disefio
incluye dos tipos de combinaciones. Los puntos axiales incluyen cada factor en sus
niveles extremos, con los restantes factores de su nivel central.

El puno central es un solo ensayo en el nivel medio de cada factor con el proposito de
estimar el nivel experimental se repitio el nivel central dos veces durante el
experimento. Para obtener estos resultados se introdujo los datos al software STHAT
GRAPHICS CENTRION 16.1 en espafiol.

3.5.3. Identificacion de variables de respuesta
Las variables de respuesta para el presente trabajo de investigacion fueron:

v M@dulo de la Elasticidad
Fuerza de Tension
Elongacion a la rotura
Color

Capacidad Antimicrobiana

NSRNENEN

Tomando en cosideracion que tuvo que determinarse primero el espesor de las
peliculas en milimetros de los diferentes muestras necesaria para medir las propiedades
mecanicas.
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CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSIONES

En este capitulo se analizan y discuten los resultados obtenidos de la evaluacion
de las peliculas elaboradas a base de nanocompositos de acetato de celulosa y Cloisite
30B con la incorporacion de un antimicrobiano (aceite esencial de mufia). Las
peliculas fueron evaluadas mediante Espectroscopia Infrarroja de Transformada por
Fourier (FTIR), propiedades mecénicas (elasticidad, tension, elongacion), opticas y
Actividad antimicrobiana.

4.1. Evaluacién estructural quimica por FTIR

En la Figura 13, se muestra el espectro de IR obtenido para el aceite esencial
de mufa, en el que se puede apreciar las bandas caracteristicas de la misma, en
comparacion con los espectros IR obtenidos de las peliculas eco-amigables. En todos
los tratamientos en estudio se observa una estructura similar al comparar el espectro
de la pelicula en blanco (control) con los tratamientos, no se observan picos
correspondientes a la presencia de los principales componentes quimicos de la
mentona, pulegona y el carvacrol segun (Carvajal, 1986). Este hecho es justificable ya
que probablemente la cantidad de aceite esencial incorporado en las peliculas eco
amigables fue muy pequefia y sus picos fueron enmascarados y/o sobrelapados.

Sin embargo los espectros de FTIR del aceite esencial de mufia muestran algunas
diferencias al comparar con los tratamientos en estudio en las bandas de vibracién
entre 500 - 1500 cm™. Se observo un cambio de banda a una longitud de banda ~1680
asociadas al estiramiento de C=0, y la longitud de ~1458 cm™ indica la presencia de
anillo aromatico y también segun las longitudes de bandas 535 a 1128 cm™ estas se
deben a la presencia de enlaces metilenicos y alcoholes primarios, secundarios y

terciarios.
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4.2. Determinacion de Propiedades mecanicas
Los resultados de los ensayos traccion - deformacion (propiedades mecanicas)

de las peliculas eco - amigables elaboradas, se presentan en la Tabla 8.

4.2.1 Efectos de la concentracion aceite esencial de mufa; AEM (%) y Cloisite

30B; C30B (%) en el médulo de elasticidad (N/mm?) de las peliculas eco

- amigables

En la Fig. 14. Se presenta la representacion gréafica del concentracion de aceite
esencial de mufa y contenido de cloisite 30B en el mddulo de elasticidad, en donde se
observa que a medida que aumenta la concentracion de aceite esencial de mufa el
maodulo de elasticidad disminuyo, mientras con el incremento del contenido de cloisite
30B, el maddulo de elasticidad disminuye y luego aumenta. Estos valores son similares
a lo reportado por (Rodriguez y col., 2012). Esto puede ser atribuido a que las
moléculas de Cloisite 30B producen un efecto plastificante. De acuerdo a los analisis
de varianza realizado en el anexo — 3 el contenido de aceite esencial de mufia no afecta
significativamente (p<0,05) en el modulo de elasticidad a si mismo el contenido de

cloisite 30B afecta significativamente.

1700

1600

1500

1400

Mod. Elasticidad (N/mm2)

1300

1200

5.0 15.0 3.0 6.0
AEM (%) C30B (%)

Figura 14. Grafica de efectos principales para el mddulo de elasticidad.
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En la Fig. 15 observamos el comportamiento del contenido de cloisite 30B (C30B) y
las concentraciones de aceite esencial de mufia (AEM) con respecto al médulo de
elasticidad, en el cual observamos un decrecimiento gradual con respecto al Cloisite
30B, sin embargo con respecto al aceite esencial se observa un comportamiento
gradual de la elasticidad.

ELASTICIDAD
0.0-400.0
400.0-800.0
800.0-1200.0

(X 1000)
< 1200.0-1600.0

4
1600.0-2000.0
2000.0-2400.0

(mmmm  2400.0-2800.0

mmmm  2800.0-3200.0
3200.0-3600.0

mmmm 3600.0-4000.0

Mod. elastcidad (N/mm2
N

AEM (%)

Figura 15. Estimacion de superficie de respuesta del modulo de elasticidad.

4.2.2 Efectos de la concentracion aceite esencial de mufia; AEM (%) y Cloisite
30B; C30B (%) en la fuerza de tension (N/mm?) de las peliculas eco -
amigables
En la Fig. 16. Se presenta la representacion grafica del concentracion de aceite

esencial de mufia y contenido de cloisite 30B en la fuerza de tension, en donde se

observa que a medida que aumenta la concentracion de aceite esencial de mufia fuerza
de tension disminuye y luego aumenta, mientras con el incremento del contenido de
cloisite 30B, la fuerza de tensién disminuye y luego aumenta. Estos valores tienen
similitud a lo reportado por (Rodriguez y col., 2012). Esto puede ser atribuido a que

las moléculas de Cloisite 30B y aceite esencial producen un efecto de elastico y

pléstico. De acuerdo a los analisis de varianza realizado en el anexo — 3 el contenido

de aceite esencial de mufa afecta significativamente (p<0,05) en la fuerza de tension

a si mismo el contenido de cloisite 30B afecta significativamente.
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Figura 16. Grafica de efectos principales para la fuerza tension.

En la Fig. 17 observamos el comportamiento del contenido de cloisite 30B (C30B) y
las concentraciones de aceite esencial de mufia (AEM) con respecto al médulo de
elasticidad, en el cual observamos un decrecimiento y crecimiento gradual con
respecto al Cloisite 30B, sin embargo con respecto al aceite esencial se observa un

comportamiento decrecimiento y luego de crecimiento gradual de la tensién.

TENSION
0.0-12.0
mmm 12.0-24.0
24.0-36.0
36.0-48.0

mom 48.0-60.0
60.0-72.0
mmm 72.0-84.0
mmmm  84.0-96.0
96.0-108.0
mmsm 108.0-120.0

F. de tensién (N/mm?2)

AEM (%)

Figura 17. Estimacion de superficie de respuesta de la fuerza de tension.
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4.2.3. Efectos de la concentracion aceite esencial de mufia; AEM (%) y Cloisite
30B; C30B (%) en laelongacion a la rotura (%) de las peliculas eco -
amigables
En la Fig. 18. Se presenta la representacion gréafica del concentracion de aceite

esencial de mufa y contenido de cloisite 30B en la elongacién a la rotura, en donde se

observa que a medida que aumenta la concentracion de aceite esencial de mufa
elongacion a la rotura disminuye y luego aumenta considerablemente, mientras con el
incremento del contenido de cloisite 30B, la elongacidn a la rotura disminuye y luego
aumenta ligeramente. Estos valores tienen similitud a lo reportado (Rodriguez y col.,

2012). Y esto puede ser causado a que las moléculas de aceite esencial producen un

efecto elastico. De acuerdo a los andlisis de varianza realizado en el anexo — 3 el

contenido de aceite esencial de mufia afecta significativamente (p<0,05) en el
elongacion a la rotura a si mismo el contenido de cloisite 30B tiene un efecto

2.8

25

2.2

19

Elongacion (%)

16

LA L S B o e B |

13

5.0 15.0 3.0 6.0
AEM (%) C30B (%)

significativo.

Figura 18. Gréfica de efectos principales para la elongacion a la rotura.

En la Fig. 19, observamos el comportamiento de las concentraciones del
antimicrobiano y las concentraciones de la arcilla C30B con respecto a la elongacién
a larotura, en el cual observamos un decrecimiento e incremento de la elongacién con
respecto de la cloisite 30B, sin embargo con respecto a la concentracion de
antimicrobiano se observa decrecimiento e incremento mas bajo.

51

Repositorio institucional UNA - PUNO




R11, _ :
TESIS UNA-PUNO “"‘& e

Altiplano

ELONGACION
0.0-0.8
0.8-1.6
1.6-2.4

2.4-32
3.2-4.0
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5.6-6.4
6.4-7.2
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P8 9 5 23%% cam)
AEM (%)

Figura 19. Estimacion de superficie de respuesta de la elongacion a la rotura.

Las propiedades mecanicas de los nanocompositos obtenidos por el proceso de casting
que se muestran en la Tabla 8. El analisis comparativo de las diferentes peliculas
permite observar diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre los
nanocompasitos con o sin agentes activos. EI modulo de elasticidad es una medida de
la rigidez de las peliculas, mientras que el porcentaje de elongacién indica la
flexibilidad y la capacidad de elongacién de las peliculas. En general, el esfuerzo de
tension se incrementd y el porcentaje de elongacion disminuy6 cuando se incorporaron
los compuestos activos en comparacién con la pelicula (control). Este efecto es mas
pronunciado en el caso de las peliculas que contienen mas concentracion de
antimicrobiana. La incorporacion de los compuestos activos aumento la rigidez de las
peliculas debido a la interaccion interfacial entre la superficie de los compuestos
activos y el polimero lo que produce el incremento de mddulo de elasticidad y la fuerza

de tension mientras el porcentaje de elongacion disminuye.

Segun (Bustamente & Koscina, 2013), Los resultados mostraron un comportamiento
claro respecto a la adicion de distintos aditivos sobre las propiedades mecéanicas del
acetato de celulosa. Esto podria ser explicado de acuerdo a la técnica empleada en la
preparacion de las peliculas dado que no existe una superficie homogénea en la
totalidad de éstas, ademas se suma a ello la naturaleza hidrofilica que le otorga el

derivado de celulosa.
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Asi, se procedi6 a realizar un proceso de acondicionamiento previo sobre las peliculas

el cual consistio en exponerla a una humedad relativa de 50% y a una temperatura de
27 °C durante 48 horas.

Analizando estadisticamente los valores en comparacion con el analisis sin
acondicionamiento, se observa que en los tres parametros analizados, existen menores
lo cual técnica de

diferencias significativas entre ellos, indica que la

acondicionamiento arroja resultados méas confiables.

Lo anterior deja en evidencia la importancia de un acondicionamiento previo para

estandarizar un ensayo, lo cual seria la solucion a las anomalias presentadas en los

resultados anteriores y futuros estudios.

Tabla 8. Espesor y las propiedades mecanicas de las peliculas de eco - amigables
obtenidas mediante el proceso de Casting con acondicionamiento.

N° Tratamientos Espesor Mdédulo de Fuerzade | Elongacion
(Peliculas) (um) Elasticidad tension alarotura
(N/mm?) (N/mm?) (%)
1 | AC-C30B4.5%-TEC-AM2.93% | 56,7+52 | 1353,7+24,9 | 34,61 +44 25+0,4
2 | AC-C30B6%-TEC-AM15% 333+52 | 2673,7+433 | 60,05+6,1 32+0,6
3 | AC-C30B6.62%-TEC-AM10% 53,3+8,2 | 1143,0+53,6 | 3539+49 24+0,0
4 | AC-C30B2.38%-TEC-AM10% 55,0+55 | 1388,0+58,5 | 34,36 9,0 32+10
5 | AC-C30B3%-TEC-AM5% 51,7+4,1 | 2128,0+93,0 | 44.92+5,6 3,0+£0,3
6 | AC-C30B6%-TEC-AM5% 53,3+5,2 | 1893,0+76,6 | 51,57 +34.1 2,6+0,3
7 | AC-C30B4.5%-TEC-AM17.07% | 55,0+8,4 | 630,0+87,4 | 38,01+3,6 38+1,0
8 | AC-C30B3%-TEC-AM15% 53,3+5,2 | 11640+84,4 | 37,06+4,1 28+04
9 | AC-C30B4.5%-TEC-AM10% 533+8,2 | 1368,4+196 | 17,32+1)9 1,7+0,6
10 AC-TEC 53,3+8,2 1328+ 0,4 1554 + 9,3 1,0+£0,6
11 AC-TEC 45+8.4 1320,9+£825 | 4394+7.2 3,1+05
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4.3. Propiedades Opticas de las peliculas eco — amigables

El pardmetro de color L proporciona una medida de claridad de las peliculas,
sus valores van de 0 a 100, que designan a la transicion de color de negro a blanco.
El valor positivo del parametro a* es una medida de la tonalidad hacia el rojo, y los
valores negativo del pardmetro a* tonalidades hacia el verde. A valores positivos del
pardmetro b* indica peliculas con tonalidades hacia el amarillo, y los valores negativo
del parametro b* tonalidades hacia el azul. El indice de amarillamiento o blancura
(WI) combina tres parametros de color, sus valores oscilan de 0 a 100, cuanto menor

sea el valor combinado, menor es la blancura de las peliculas.

4.3.1 Efecto de la concentracién de aceite esencial de mufia, AEM (%) y Cloisite

30B, C30B (%), en el parametro L de las peliculas eco — amigables.

En la Fig. 20. Se presenta la representacion grafica del concentracion de aceite
esencial de mufa y contenido de cloisite 30B en el parametro L*, en donde se observa
que a medida que aumenta la concentracion de aceite esencial de mufia el parametro
L* disminuye y luego aumenta ligeramente, mientras con el incremento del contenido
de cloisite 30B, la el parametro L* disminuye. Esto puede ser causado ya que el
cloisite 30B es una arcilla de color oscuro. De acuerdo a los analisis de varianza
realizado en el anexo — 4 el contenido de aceite esencial de mufa afecta

significativamente (p<0,05) en el parametro L* a si mismo el contenido de cloisite

98.25

98.2

98.15

Parametro L*

98.1

98.05

LA L L B L B

(IR NI AT AT A |

98

5.0 15.0 3.0 6.0
AEM (%) C308B (%)

30B tiene un efecto significativo.

Figura 20. Grafica de efectos principales para el parametro L*.
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En la Fig. 21, observamos el comportamiento de las concentraciones de
antimicrobiano y el contenido del Cloisite 30B con respecto al parametro L*, en el
cual observamos un decrecimiento gradual y constante de la con respecto al cloisite
30B, sin embargo con respecto a la concentracion de antimicrobiano se observa

decrecimiento y luego un incremento del mismo.

PARAMETRO L*
97.9-97.98
97.98-98.06
98.06-98.14
98.14-98.22
98.22-98.3
98.3-98.38
W= 98.38-98.46
mm 98.46-98.54

98.54-98.62
mmm 98.62-98.7

Parametro L*

AEM (%)

Figura 21. Estimacién de superficie de respuesta del Pardmetro L.

4.3.2. Efecto de la concentracion aceite esencial de mufa, (AEM) y Cloisite 30B

(C30B) en el parametro a* de las peliculas eco — amigables

En la Fig. 20. Se presenta la representacion grafica del concentracion de aceite
esencial de mufia y contenido de cloisite 30B en el parametro a*, en donde se observa
que a medida que aumenta la concentracion de aceite esencial de mufia el parametro
a* disminuye y luego aumenta ligeramente, mientras con el incremento del contenido
de cloisite 30B, la el parametro a* disminuye. Esto es atribuido a que el color del
aceite esencial de mufia es amarillo claro. También concuerda con lo reportado por
(Palacios, 2006) De acuerdo a los analisis de varianza realizado en el anexo — 4 el
contenido de aceite esencial de mufa afecta significativamente (p<0,05) en el

parametro a* a si mismo el contenido de cloisite 30B tiene un efecto significativo.
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-0.12

-0.14

-0.16

-0.18

Parametro a*

-0.2

5.0 15.0 3.0 6.0
AEM (%) C 30B (%)

Figura 22. Grafica de Efectos principales para el Parametro a*

En la fig. 23, observamos el comportamiento de las concentraciones del
antimicrobiano y las concentraciones de Cloisite 30B con respecto al parametro a*, en
el cual observamos un decrecimiento de la con respecto de la arcilla C30B, sin
embargo con respecto a la concentracion de antimicrobiano se observa un ligero
incremento.

PARAMETRO a*
-0.22--0.196
mm -0.196--0.172
-0.172--0.148
-0.148--0.124

mon -0.124--0.1
-0.1--0.076
mmmm  -0.076--0.052
mmmm  -0.052--0.028
-0.028--0.004
s -0.004-0.02

Parametro a*

AEM (%)

Figura 23. Estimacion de superficie de respuesta del Parametro a*.
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4.3.3 Efecto de la concentracion aceite esencial de mufia (AEM) y Cloisite 30B
(C30B) en el pardmetro b* de las peliculas eco - amigables

En la Fig. 24. Se presenta la representacion gréafica del concentracion de aceite
esencial de mufia y contenido de cloisite 30B en el parametro b*, en donde se observa
que a medida que aumenta la concentracion de aceite esencial de mufia el parametro
b* se mantiene constante, mientras con el incremento del contenido de cloisite 30B,
el pardmetro b* aumenta. Esto puede ser causado ya que el cloisite 30B es oscuro y el
color del aceite esencial es claro. De acuerdo a los anélisis de varianza realizado en el
anexo — 4 el contenido de aceite esencial de mufia afecta significativamente (p<0,05)
en el parametro b* a si mismo el contenido de cloisite 30B tiene un efecto altamente

significativo.

3.1

2.9

2.7

Parametro b*

[T r T rr [ 1]

25

Loy v b v by g 0

2.3

5.0 15.0 3.0 6.0
AEM (%) C 30B (%)

Figura 24. Grafica de Efectos principales para el Parametro b*.

En la Fig. 25, observamos el comportamiento de las concentraciones del
antimicrobiano y las concentraciones de la arcilla C30B con respecto al parametro b*,
en el cual observamos un comportamiento incremento gradual de la con respecto de la
Cloisite30B, sin embargo con respecto a la concentracion de antimicrobiano aceite se
observa constante.
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PARAMETRO b*
1.9-2.05
mam 2.05-2.2
2.2-2.35
2.35-2.5
2.5-2.65
2.65-2.8
— 2.8-2.95
mmm 2.95-3.1
3.1-3.25
mmm 3.25-34

Parametro b*

AEM (%)

Figura 25. Estimacion de superficie de respuesta del Parametro b*.

Las propiedades Opticas de las peliculas de las peliculas eco-amigables y los
nanocompuestos obtenidos mediante el proceso casting se muestran en la Tabla 9.

En general, las peliculas eco - amigables con diferentes concentraciones de
antimicrobiano y arcilla modificada (cloisite 30B modificada con sales de amonio)
muestran diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) en cuanto a las
propiedades 6pticas del material obtenido, observandose mayor incidencia cuando fue
incorporado el antimicrobiano y la arcilla modificada con nanoparticulas, lo cual es
esperable debido a que, la arcilla modificada con nanoparticulas tiene una coloracién
oscura, por su caracteristicas del material. Por otra parte, las peliculas con diferentes
contenidos de antimicrobiano, muestran diferencias significativas (p<0,05). Las
peliculas control son transparentes, pero al agregar el antimicrobiano se observa una
disminucion de la transparencia, como consecuencia de un incremento en la opacidad
respecto al Control, debido a la dispersion incompleta del antimicrobiano en la

estructura de la matriz polimérica.

En este caso las peliculas antimicrobianas con mayor contenido de arcilla modificada
se observa que con el aumento de la concentracion de arcilla, los parametros de color
de las muestras cambian de blanco a oscuro, de verde a rojo y de azul a amarillo para

los valores de L, a* y b* respectivamente.
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Con el aumento de la concentracion de antimicrobiano los parametros L* y b* cambian
mas en comparacion con los valores de a*. La incorporacion de los compuestos activos
ocasiona asimismo una disminucion en la diferencia de color (AE) y un aumento en el
indice de amarillamiento (WI) indicando un oscurecimiento de las peliculas obtenidas
respecto a la pelicula control, este efecto es mayor cuando se agrega mayor cantidad,
siendo mas significativo cuando se agrega la arcilla modificada con nanoparticulas y

antimicrobiano.

Una variacion de los valores AE de 0,5 es capaz de ser reconocido por el panel
sensorial como diferente en cuanto al color, siendo mucho mas importante cuando la

AE es mayor de +2,0 (Brunay Col., 2012).

4.4. Determinacion de la susceptibilidad microbiana y actividad antimicrobiana.

En la tabla 10, se muestra el volumen obtenido a partir de hojas secas de mufia
previo tratamiento a la extraccion del aceite esencial mediante la técnica de Arrastre

de Vapor.

Tabla 10. Volumen obtenido de Aceite esencial de Mufia
Cantidad de hojas sometidas a Volumen

Hidrodestilacion

5000 gr 80 ml

Los aceites esenciales son tradicionalmente obtenidos por destilacion con vapor o
hidrodestilacion. Estos procesos son realizados a temperaturas muy altas y pueden
conducir a la degradacion de los compuestos termolébiles, resultando la formacion de
compuestos indeseables y desagradables. Ademas que pueden tener una composicion
heterogénea. Aceites de superior calidad, libres de productos degradados por hidrolisis
y degradacion térmica; pueden ser aislados usando dioxido de carbono de carbono
supercritico (SC-CO2) como solvente. (Bocevska & Sovova, 2007). Debido a que la
extraccion con didxido de carbono supercritico puede ser llevado a cabo a bajas
temperaturas (cerca de 313 K), se preservan las propiedades y composicion original

del aceite (Zizovic y Col, 2005). La extraccion del aceite esencial de M. spicata en el
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presente estudio, se realiz6 por medio de la hidrodestilacion y se obtuvo una mediana
cantidad a partir de las hojas secas (Tabla 10) y con un rendimiento de 0.80%, esto es
posible porque como se menciond anteriormente, esta técnica se hace a temperaturas
muy altas y la volatilizacion de los componentes del aceite se hace mucho mas facil.
Lo anterior hizo que la evaluacion de la actividad antimicrobiana fuera limitada y

dependiera de la cantidad de aceite.

En las tablas 11 y 12 se muestran la comparacion de los mejores tratamientos con el
aceite esencial de mufia ademas con la pelicula control y muestra los datos obtenidos
de la actividad antimicrobiana y susceptibilidad respectivamente del aceite esencial de

mufa frente a las bacterias E. coli y L. innocua.

Tabla 11. Actividad antimicrobiana del aceite esencial de mufia (zona de inhibicién en

mm).
Bacterianas cal ca?2 ca3 dio (ng/ml)
ACEITE ESENCIAL 18 15 17 17 8
Echerichia coli ~ AC-C30B3%-TEC-AM15% 9 11 10 10 4.7
AC-C30B6%-TEC-AM15% 11 10 8 9.7 4.5
PELICULA CONTROL 5 5 5 5 2.4
ACEITE ESENCIAL 40 45 25 36 16.9
Listeria innocua  AC-C30B3%-TEC-AM15% 17 13 15 15 7
AC-C30B6%-TEC-AM15% 16 17 13 15 7
PELICULA CONTROL 5 6 5 5 2.4

Tamafio del halo: Diametro del halo + disco - didmetro del disco (0.6mm)
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Tabla 12. Susceptibilidad de las cepas evaluadas a los tratamientos frente a las
peliculas eco-amigables con aceite esencial de mufia

Echerichia coli Listeria innocua
ACEITE ESENCIAL S S
AC-C30B3%-TEC-AM15% R S
AC-C30B6%-TEC-AM15% R S
PELICULA CONTROL R R

S: Cuando la CMI del antimicrobiano para una bacteria se puede conseguir in vivo a dosis terapéuticas.

R: Cuando el microorganismo no es inhibido por las concentraciones que normalmente se pueden

obtener en el sitio de infeccién.

I: Cuando las bacterias no se inhiben a concentraciones normales, pero pueden inhibirse a
concentraciones mas altas sin resultar toxicas.

Para evidenciar la actividad antimicrobiana de aceite esencial de la planta, el cual si

mostrd actividad y tubo inhibicion en la Listeria innocua como se demuestra (Tabla

11) pues hubo presencia de halos de las cepas analizadas, mostrando sensibilidad de

estos microorganismos al aceite con concentracion utilizado para L. innocuay E. coli.

El presente estudio no tenia como objetivo determinar la composicion del aceite
esencial de mufia (M. spicata), por tanto se tomaron como base datos obtenidos en
estudios anteriores acerca de los principales componentes presentes. (Palacios, 2006),
reportaron que el aceite contiene principalmente mentona 1.030%, pulegona 98.007%
y carvacrol entre otros. De estos el carvacrol ha sido muy estudiando por su potencial
actividad antimicrobiana y antifingica frente a distintos microorganismos. La
inhibicién del crecimiento de muchos patdgenos por el carvacrol, ha sido reportada en

varios articulos, sin embargo no se ha definido el mecanismo de accion de este.

La ausencia efectiva de actividad antimicrobiana es porque en el aceite esencial
obtenido en el presente estudio, no contiene o es reducida la cantidad de carvacrol
dentro de sus componentes, siendo este el componente con mayor actividad
antimicrobiana reportado. Es probable que lo anterior se haya dado porque la
composicion quimica del aceite obtenido de la planta puede variar segun las
condiciones de crecimiento geograficas, geologicas, climéticas y estacionales de la
planta, por lo tanto sus caracteristicas o propiedades antimicrobianos pueden variar
(Chicay Col., 2006).
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Ahora bien, al comparar la resistencia de las bacterias utilizadas a los antimicrobianos,
se puede apreciar que L. innocua fue méas susceptible que E. coli lo cual coincide con
trabajos reportados por otros autores (Huarpaz y col., 2003; Marino y col., 2001;
Pintore y col., 2002). Las diferencias podrian ser explicadas en base a la estructura de
la membrana externa de las gram negativas, la cual podria restringir la difusion de
compuestos hidrofobicos. Sin embargo, los derivados de aceites esenciales como
cinamaldehido, timol, carvacrol, entre otros, son capaces de desintegrar la membrana
externa de la bacteria gram negativas, liberando los lipopolisacaridos, lo que
aumentaria la permeabilidad del ATP en la membrana citoplasmatica. Lo anterior,
implica que se debe incorporar una mayor concentracion del agente antimicrobiano
derivado de aceite esenciales. En este estudio se encontré que para E. coli que los
rangos de concentraciones inhibitorias fluctuaron 4.5 - 4.7 ug/ml y para L. innocua 6
— 7 pg/ml, lo cual demostré una mayor susceptibilidad de las gram positivas frente a
la accién antimicrobiana de los aceites esenciales. En este mismo contexto (Vukovic
y col., 2007) comprobaron que los compuestos fendlicos lipofilicos, tales como el
timol y carvacrol, alteran la permeabilidad de la célula microbiana causando la muerte

celular.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES

e La concentracion de aceite esencial de mufia y el contenido de cloisite 30B no
afectaron en las propiedades quimicas de acuerdo a los andlisis de FTIR, sin
aparicion de nuevas bandas ni desplazamientos de los mismos, sin embargo fueron
afectados el mddulo de elasticidad, el esfuerzo de tension y el porcentaje de
elongacion. Ademas se establecid la necesidad de realizar un acondicionamiento
de las peliculas como etapa previa a la determinacion de las propiedades
mecénicas. En cuanto al color fue observado que se afectaron significativamente
en las peliculas de nanocompositos con concentraciones de antimicrobiano. Segun
esto, la presencia de arcilla y antimicrobiano ocasionan variaciones en el color de

las peliculas que explican los cambios en el proceso de coloracion.

e El Antimicrobiano mostré su actividad frente a E. coli y L. innocua asi se logré
determinar la mayor susceptibilidad en la pelicula frente a L. innocua por su parte,
en el caso de E. coli, solo se obtuvo una reduccién del area de crecimiento a partir
del agente antimicrobiano. En base a los puntos anteriores, es posible indicar que la
inclusion de aceite esencial de mufia en el proceso de elaboracién de las peliculas,
permitid contar con un material con capacidad antimicrobiana y a su vez, mejorar
sus propiedades Opticas — mecanicas en relacion a una pelicula sin la adicién de

nanorellenos y antimicrobiano.
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RECOMENDACIONES

Tomando en cuenta esta mejora se recomienda, la utilizacion de esta pelicula
dentro de la industria alimentaria para el envasado primario, sin embargo, esta
afirmacion solo es posible atribuirla a productos que posean una baja actividad de
agua, dado a que en el estudio sélo se analizaron los nanocompositos en presencia de
microorganismos que crecen bajo esta condicion. A su vez, considerando la accion
antimicrobiana encontrada es factible la utilizacion de esta pelicula en otras areas en
las cuales haya un contacto directo con un producto susceptible a la contaminacion,

ya sea de hongos o levaduras.

Se recomienda el estudio y/o aplicacion del envase activo y antimicrobiano elaborado,

por influir de manera positiva en la conservacion de los productos.
Se recomienda el estudio e investigacion de las propiedades de arcilla del chaco para

envases activos, y otros insumos de la region para elaboracion de envases activos e

inteligentes.
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ANEXO 2.

Datos experimentales de los tratamientos en Microbiologia.

Tabla 13. Actividad antimicrobiana de los tratamientos (Zona de inhibicion en
milimetros) frente a Echerichia coli.

TRATAMIENTOS Tamarnio del halo (mm)
NROS DESCRIPCION | Replica | Replica | Replica | Promedio
1 2 3
Aceite esencial | Papel filtro+aceite E. 18 15 17 17
Tratamiento 1 8 5 5 6

AC-C30B4.5%-
TEC-AM2.93%
Tratamiento 2 11 10 8 9.7
AC-C30B6%-TEC-
AM15%
Tratamiento 3 8 6 7 7
AC-C30B6.62%-
TEC-AM10%
Tratamiento 4 7 6 6 6.3
AC-C30B2.38%-
TEC-AM10%

Tratamiento 5 9 7 6 7.3
AC-C30B3%-TEC-
AM5%
Tratamiento 6 8 8 7 7.7
AC-C30B6%-TEC-
AM5%
Tratamiento 7 9 9 7 8.3
AC-C30B4.5%-
TEC-AM17.07%
Tratamiento 8 9 11 10 10
AC-C30B3%-TEC-
AM15%
Tratamiento 9 10 10 9 9.7

AC-C30B4.5%-
TEC-AM10%

Control AC-TEC 5 5 5 5
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Tabla 14. Actividad antimicrobiana de los tratamientos (Zona de inhibicion en
milimetros) frente a Listeria innocua.

TARATAMIENTOS Tamarno del halo (mm)
NROS DESCRIPCION | Replica | Replica | Replica | Promedio
1 2 3
Aceite esencial | Papel filtro+aceite E. 40 45 25 36
Tratamiento 1 9 10 10 10
AC-C30B4.5%-TEC-
AM2.93%
Tratamiento 2 16 17 13 15
AC-C30B6%-TEC-
AM15%
Tratamiento 3 15 11 11 12
AC-C30B6.62%-
TEC-AM10%
Tratamiento 4 11 9 9 10
AC-C30B2.38%-
TEC-AM10%
Tratamiento 5 13 13 15 13
AC-C30B3%-TEC-
AM5%
Tratamiento 6 13 13 11 12
AC-C30B6%-TEC-
AM5%
Tratamiento 7 11 8 11 10
AC-C30B4.5%-TEC-
AM17.07%
Tratamiento 8 17 13 15 15
AC-C30B3%-TEC-
AM15%
Tratamiento 9 10 11 13 12
AC-C30B4.5%-TEC-
AM10%
Control AC-TEC 5 6 5 5
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Tabla 15. Susceptibilidad de los tratamientos y aceite esencial (Zona de
inhibicion en milimetros) frente a Listeria innocua y Echerichia coli.

DISCOS DESCRIPCION E. coli L. innocua
Papel - Aceite Papel filtro+aceite E. S S
Tratamiento 1 AC-C30B4.5%-TEC-AM2.93% R :
Tratamiento - AC-C30B6%-TEC-AM15% R S
Tratamiento 3 AC-C30B6.62%-TEC-AM10% R S
Tratamiento 4 AC-C30B2.38%-TEC-AM10% R I
Tratamiento 5 AC-C30B3%-TEC-AM5% R S
Tratamiento 6 AC-C30B6%-TEC-AM5% R S
Tratamiento ! AC-C30B4.5%-TEC-AM17.07% R I
Tratamiento 8 AC-C30B3%-TEC-AM15% R S
Tratamiento 9 AC-C30B4.5%-TEC-AM10% R S

Control ACH{EC R R
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ANEXQOS 3:

Efectos de la Concentraciones de Antimicrobiano (AM) y Cloisite 30B
(C30B) en Propiedades Mecéanicas de las peliculas eco amigables.

Tabla 16: Analisis de Varianza para evaluar la concentracion de antimicrobiana (AM)
y cloisite 30B (C30B) en la elasticidad de las peliculas eco amigables.

F. DE V. S.C. Gl |C.M. Fc Fto.os SIG.
A:AM 182037. 1 |182037. 0.40 0.5609 N.S.
B:C30B 107699. 1 |107699. 0.24 0.6517 N.S.
AA 4343.08 1 |4343.08 0.01 0.9268 N.S.
AB 760995. 1 |760995. 1.68 0.2650 *
BB 128485. 1 |128485. 0.28 0.6229 N.S.
Error total 1.81537E6 4 1453843.

Total (corr.) 3.00401E6 9

C.V.=3957

La tabla ANOVA particiona la variabilidad de ELASTICIDAD en piezas separadas
para cada uno de los efectos. Entonces prueba la significancia estadistica de cada
efecto comparando su cuadrado medio contra un estimado del error experimental. En
este caso, O efectos tienen una valor-P menor que 0.05, indicando que son
significativamente diferentes de cero con un nivel de confianza del 95.0%.

Tabla 17: Andlisis de Varianza para evaluar la concentracién de antimicrobiana
(AM) y Cloisite 30B (C30B) en la Fuerza de Tension de las peliculas eco

amigables.
F.DEV. S.C. Gl |C.M. Fc Fto.os SIG.
A:AM 3.68287 1 ]3.68287 0.03 0.8623 |N.S.
B:C30B 120.875 1 ]120.875 1.12 0.3493 |*
AA 789.523 1 ]789.523 7.33 0.0537 |**
AB 66.7489 1 |66.7489 0.62 0.4753 |*
BB 705.669 1 |705.669 6.55 0.0627 |**
Error total  {431.132 4 1107.783
Total (corr.) |1670.31 9

CV.=7419

La tabla ANOVA particiona la variabilidad de TENSION en piezas separadas para
cada uno de los efectos. Entonces prueba la significancia estadistica de cada efecto
comparando su cuadrado medio contra un estimado del error experimental. En este
caso, O efectos tienen una valor-P menor que 0.05, indicando que son
significativamente diferentes de cero con un nivel de confianza del 95.0%.
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Tabla 18: Analisis de Varianza para evaluar la concentracion de antimicrobiana
(AM) vy Cloisite 30B (C30B) en la Elongacion a la Rotura de las
peliculas eco amigables.

F.DE V. S.C. Gl [C.M. Fc Fto.os SIG.
A:AM 0.626337 1 0.626337 3.71 0.1263 |*
B:C30B 0.16 1 |0.16 0.95 0.3853 |*

AA 3.55018 1 |[3.55018 21.04 0.0101 |**
AB 0.16 1 |0.16 0.95 0.3853 |*

BB 2.28019 1 (2.28019 13.51 0.0213 |**
Error total |0.674892 4 10.168723

Total (corr.) [5.776 9

C.V.=88.32

En Latabla ANOVA particiona la variabilidad de ELONGACION en piezas separadas
para cada uno de los efectos. Entonces prueba la significancia estadistica de cada
efecto comparando su cuadrado medio contra un estimado del error experimental. En
este caso, 2 efectos tienen una valor-P menor que 0.05, indicando que son
significativamente diferentes de cero con un nivel de confianza del 95.0%.
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ANEXOS 4

Efectos de la Concentraciones de Antimicrobiano (AM) y Cloisite 30B (C30B) en
Propiedades Opticas de las peliculas eco amigables.

Tabla 19: Andlisis de Varianza para evaluar la concentracion de antimicrobiana
(AM) vy Cloisite 30B (C30B) en el parametro L de las peliculas eco

amigables.
F.DEV. S.C. Gl |C.M. Fc Fto.0s SIG.
A:aceite 0.0200002 1 ]0.0200002 0.91 0.3952 |*
B:arcilla 0.0487132 1 {0.0487132 2.21 0.2117 |*
AA 0.0419111 1 10.0419111 1.90 0.2404 |*
AB 0.01 1 0.01 0.45 0.5379 |N.S.
BB 0.0019683 1 ]0.0019683 0.09 0.7802 |N.S
Error total |0.0883369 4 10.0220842
Total (corr.) |0.211266 9
C.V.=58.19

La tabla ANOVA particiona la variabilidad de L* en piezas separadas para cada uno
de los efectos. Entonces prueba la significancia estadistica de cada efecto comparando
su cuadrado medio contra un estimado del error experimental. En este caso, 0 efectos
tienen una valor-P menor que 0.05, indicando que son significativamente diferentes de
cero con un nivel de confianza del 95.0%.

Tabla 20: Andlisis de Varianza para evaluar la concentracion de antimicrobiana
(AM) vy Cloisite 30B (C30B) en el parametro a* de las peliculas eco

amigables.
F.DEV. S.C. Gl |C.M. Fc Fto.o5 SIG.
A:aceite 0.000624991 1 ]0.000624991 1.51 0.2863 |*
B:arcilla 0.0145711 1 10.0145711 35.23 0.0040 |**
AA 0.00318009 1 ]0.00318009 7.69 0.0502 |**
AB 0.0 1 ]0.0 0.00 1.0000 |N.S.
BB 0.000880079 1 ]10.000880079 2.13 0.2184 |*
Error total {0.00165441 4 10.000413603
Total (corr.) [0.0200676 9

C.V.=91.78

La tabla ANOVA particiona la variabilidad del parametro a* en piezas separadas para
cada uno de los efectos. Entonces prueba la significancia estadistica de cada efecto
comparando su cuadrado medio contra un estimado del error experimental. En este
caso, 1 efectos tienen una valor-P menor que 0.05, indicando que son
significativamente diferentes de cero con un nivel de confianza del 95.0%.
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Tabla 21: Andlisis de Varianza para evaluar la concentracion de antimicrobiana
(AM) y Cloisite 30B (C30B) en el pardmetro b* de las peliculas eco

amigables.
F.DE V. S.C. Gl |C.M. Fc Fto.os SIG.
A:aceite 0.000036798 1 ]0.000036798 0.00 0.9635 |*
B:arcilla 0.790159 1 ]0.790159 50.89 0.0020 [**
AA 0.00977876 1 |0.00977876 0.63 04718 |*
AB 0.0025 1 |0.0025 0.16 0.7087 |N.S.
BB 0.00977866 1 ]0.00977866 0.63 0.4718 |*
Error total  [0.0621043 4 10.0155261
Total (corr.) |0.86849 9

C.V.=9285

La tabla ANOVA particiona la variabilidad de parametro b* en piezas separadas para
cada uno de los efectos. Entonces prueba la significancia estadistica de cada efecto
comparando su cuadrado medio contra un estimado del error experimental. En este
caso, 1 efectos tienen una valor-P menor que 0.05, indicando que son
significativamente diferentes de cero con un nivel de confianza del 95.0%.
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ANEXO 7: FICHAS TECNICAS

ACETATO DE CELULOSA
SIGMA-ALDRICH

sigma-aldrich.com

Material Safety Data Sheet

Version 4.0

Revision Date 07/24/2010

Print Date 08/25/2010
1. PRODUCT AND COMPANY IDENTIFICATION
Product name  Cellulose acetate
Product Number 7. 180955
Brand - Aldrich
Company . Sigma-Aldrich
3050 Spruce Street
SAINT LOUIS MO 63103
USA
Telephone . +18003255832
Fax © +18003255052
Emergency Phone # © (314) 776-6555
2. HAZARDS IDENTIFICATION
Emergency Overview
OSHA Hazards
No known OSHA hazards
HMIS Classification
Health hazard: 0
Flammability: 0
Physical hazards: 0
NFPA Rating
Health hazard: 0
Fire: 0
Reactivity Hazard: 0
Potential Health Effects
Inhalation May be harmful if inhaled. May cause respiratory tract irritation.
Skin May be harmful if absorbed through skin. May cause skin irritation.
Eyes May cause eye irritation.
Ingestion May be harmful if swallowed.
3. COMPOSITION/INFORMATION ON INGREDIENTS
Synonyms . Acetylcellulose
CAS-No. | EC-No. | Index-No. | Concentration
Cellulose acetate
9004-35-7 | - | e
4. FIRST AID MEASURES
If inhaled
If breathed in, move person into fresh air. If not breathing, give artificial respiration.
In case of skin contact
Wash off with soap and plenty of water.
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In case of eye contact
Flush eyes with water as a precaution.

If swallowed
Never give anything by mouth to an unconscious person. Rinse mouth with water.

5. FIRE-FIGHTING MEASURES

Suitable extinguishing media
Use water spray, alcohol-resistant foam, dry chemical or carbon dioxide.

Special protective equipment for fire-fighters
Wear self contained breathing apparatus for fire fighting if necessary.

6. ACCIDENTAL RELEASE MEASURES

Personal precautions
Avoid dust formation. Avoid breathing vapors, mist or gas.

Environmental precautions
No special environmental precautions required.

Methods and materials for containment and cleaning up
Sweep up and shovel. Keep in suitable, closed containers for disposal.

7. HANDLING AND STORAGE

Precautions for safe handling
Provide appropriate exhaust ventilation at places where dust is formed. Normal measures for preventive fire protection.

Conditions for safe storage
Keep container tightly closed in a dry and well-ventilated place.

8. EXPOSURE CONTROLS/PERSONAL PROTECTION

Contains no substances with occupational exposure limit values.
Personal protective equipment

Respiratory protection

Respiratory protection is not required. Where protection from nuisance levels of dusts are desired, use type N95
(US) or type P1 (EN 143) dust masks. Use respirators and components tested and approved under appropriate
government standards such as NIOSH (US) or CEN (EU).

Hand protection

Handle with gloves. Gloves must be inspected prior to use. Use proper glove removal technique (without touching
glove's outer surface) to avoid skin contact with this product. Dispose of contaminated gloves after use in
accordance with applicable laws and good laboratory practices. Wash and dry hands.

Eye protection
Use equipment for eye protection tested and approved under appropriate government standards such as NIOSH
(US) or EN 166(EUV).

Skin and body protection

Choose body protection in relation to its type, to the concentration and amount of dangerous substances, and to the
specific work-place., The type of protective equipment must be selected according to the concentration and amount
of the dangerous substance at the specific workplace.

Hygiene measures
General industrial hygiene practice.

9. PHYSICAL AND CHEMICAL PROPERTIES
Appearance

Form Sheet
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Safety data
pH no data available
Melting point no data available
Boiling point no data available
Flash point no data available

Ignition temperature  no data available
Lower explosion limit  no data available
Upper explosion limit  no data available
Density 1.3 g/mL at 25 °C (77 °F)
Water solubility no data available

10. STABILITY AND REACTIVITY

Chemical stability
Stable under recommended storage conditions.

Conditions to avoid
no data available

Materials to avoid
no data available

Hazardous decomposition products
Hazardous decomposition products formed under fire conditions. - Carbon oxides

11. TOXICOLOGICAL INFORMATION

Acute toxicity
LD50 Oral - rat - > 5,050 mgrkg

Skin corrosion(/irritation
Serious eye damage/eye irritation
no data available

Respiratory or skin sensitization
no data available

Germ cell mutagenicity
no data available

Carcinogenicity

IARC: No component of this product present at levels greater than or equal to 0.1% is identified as probable,
possible or confirmed human carcinogen by I1ARC.

ACGIH: No component of this product present at levels greater than or equal to 0.1% is identified as a
carcinogen or potential carcinogen by ACGIH.

NTP: No component of this product present at levels greater than or equal to 0.1% is identified as a known or
anticipated carcinogen by NTP.

OSHA: No component of this product present at levels greater than or equal to 0.1% is identified as a
carcinogen or potential carcinogen by OSHA.

Reproductive toxicity
no data available

Specific target organ toxicity - single exposure (Globally Harmonized System)
no data available

Specific target organ toxicity - repeated exposure (Globally Harmonized System)
no data available
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SARA 313 Components
SARA 313: This material does not contain any chemical components with known CAS numbers that exceed the threshold
(De Minimis) reporting levels established by SARA Title Ill, Section 313.

SARA 311/312 Hazards
No SARA Hazards

Massachusetts Right To Know Components
No components are subject to the Massachusetts Right to Know Act.

Pennsylvania Right To Know Components

CAS-No. Revision Date
Cellulose acetate 9004-35-7
New Jersey Right To Know Components
CAS-No. Revision Date
Cellulose acetate 9004-35-7

California Prop. 65 Components
This product does not contain any chemicals known to State of California to cause cancer, birth defects, or any other
reproductive harm.

16. OTHER INFORMATION

Further information

Copyright 2010 Sigma-Aldrich Co. License granted to make unlimited paper copies for internal use only.

The above information is believed to be correct but does not purport to be all inclusive and shall be used only as a
guide. The information in this document is based on the present state of our knowledge and is applicable to the
product with regard to appropriate safety precautions. It does not represent any guarantee of the properties of the
product. Sigma-Aldrich Co., shall not be held liable for any damage resulting from handling or from contact with the
above product. See reverse side of invoice or packing slip for additional terms and conditions of sale.
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CLOISITE 30B

SOUTHERN CLAY PRODUCTS /a suBsIDIARY OF ROCKWOOD SPECIALTIES, INC.

PRODUCT BULLETIN/Cloisite®

Southern Clay Products, Inc.
1212 Church Street
Gonzales, TX 78629

Phone: 800-324-2891

Fax: 830-672-1903
www.scprod.com

Cloisite® 30B

Typical Physical Properties Bulletin

Description:
Cloisite® 30B is a natural montmorillonite modified with a quaternary ammonium salt.

Designed Used:
Cloisite® 30B is an additive for plastics to improve various plastic physical properties,
such as reinforcement, HDT, CLTE and barrier.

Typical Properties:

Treatment/Properties: | Organic Modifier % % Weight
Modifier (1) | Concentration | Moisture Loss on
Ignition
Cloisite® 30B MT2EtOH | 90 meq/100g <2% 30%
clay
CH,CH,OH
|
CH,-N'-T
|
CH,CH,OH

Where T is Tallow (~65% C18; ~30% C16; ~5% C14)

Anion: Chloride

(1) MT2EtOH: methyl, tallow, bis-2-hydroxyethyl, quaternary ammonium
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@ SOUTHERN CLAY PRODUCTS, INC. / PRODUCT BULLETIN

Typical Dry Particle Sizes: (microns, by volume)

alﬂ!lflvl'

10% less than:

50% less than:

90% less than:

2um 6um 13um
Color: Off White
Density:
Loose Bulk, Ibs/ft® Packed Bulk, Ibs/ft® Density, g/cc
14.25 22.71 1.98

X Ray Results: dgo1 = 18.5A

For additional information or technical assistance contact Southern Clay Products, Inc.

toll free at 800-324-2891.

Disclaimer of Warranty: The information presented herein is believed to be accurate but is not to be taken as a warranty, guarantee, or
representation for which we assume legal responsibility. This information does not grant permission, license, or any rights or
recommendations to practice any form of proprietary intellectual property without obtaining the appropriate license or grant from the
property owner. The information is offered solely for your consideration, investigation and verification, but you must determine the
suitability of the product for your specific application. The purchaser assumes all risk of use of handling the material, including but not
limited to transferring the material within purchaser's facilities, using the material in applications specified by the purchaser and
handling any product which includes the material, whether or not in accordance with any statements made herein.
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8.3.1. CITRATO DE TRIETILO

Material Safety Data Sheet
Version 3.0
Revision Date 08/22/2009
Print Date 08/25/2010
1. PRODUCT AND COMPANY IDENTIFICATION
Product name . Triethyl citrate
Product Number . W308307
Brand © Aldrich
Company . Sigma-Aldrich
3050 Spruce Street
SAINT LOUIS MO 63103
USA
Telephone . +18003255832
Fax . +18003255052
Emergency Phone # . (314) 776-6555
2. COMPOSITION/INFORMATION ON INGREDIENTS
Synonyms . Ethyl citrate
Formula . CqoHopO7
Molecular Weight . 276.28 g/mol
CAS-No. [ EC-No. [ Index-No. [ Concentration
Triethyl citrate
77-93-0 [201-070-7 [- [=
3. HAZARDS IDENTIFICATION
Emergency Overview
OSHA Hazards
No known OSHA hazards
HMIS Classification
Health Hazard: 0
Flammability: 1
Physical hazards: 0
NFPA Rating
Health Hazard: 2
Fire: 1
Reactivity Hazard: 0
Potential Health Effects
Inhalation May be harmful if inhaled. May cause respiratory tract irritation.
Skin May be harmful if absorbed through skin. May cause skin irritation.
Eyes May cause eye irritation.
Inaestion Mav be harmful if swallowed.
93

Repositorio institucional UNA - PUNO




R11, _ :
TESIS UNA-PUNO ﬂ"": e

Altiplano

4. FIRST AID MEASURES
If inhaled
If breathed in, move person into fresh air. If not breathing give artificial respiration

In case of skin contact
Wash off with soap and plenty of water.

In case of eye contact
Flush eyes with water as a precaution.

If swallowed
Never give anything by mouth to an unconscious person. Rinse mouth with water.

5. FIRE-FIGHTING MEASURES

Flammable properties
Flash point 155 °C (311 °F) - closed cup

Ignition temperature  no data available
Suitable extinguishing media
Use water spray, alcohol-resistant foam, dry chemical or carbon dioxide.

Special protective equipment for fire-fighters
Wear self contained breathing apparatus for fire fighting if necessary.

6. ACCIDENTAL RELEASE MEASURES
Personal precautions
Avoid breathing vapors, mist or gas.

Environmental precautions
Do not let product enter drains.

Methods for cleaning up
Keep in suitable, closed containers for disposal.

7. HANDLING AND STORAGE
Handling
Normal measures for preventive fire protection.

Storage
Keep container tightly closed in a dry and well-ventilated place.

8. EXPOSURE CONTROLS/PERSONAL PROTECTION

Contains no substances with occupational exposure limit values.
Personal protective equipment

Respiratory protection

Respiratory protection is not required. Where protection is desired, use multi-purpose combination (US) or type
ABEK (EN 14387) respirator cartridges. Use respirators and components tested and approved under appropriate
government standards such as NIOSH (US) or CEN (EU).

Hand protection
For prolonged or repeated contact use protective gloves.

Eye protection
Safety glasses
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9. PHYSICAL AND CHEMICAL PROPERTIES

Appearance
Form clear, liquid
Colour light yellow
Safety data
pH no data available
Melting point no data available
Boiling point 235 °C (4585 °F) at 200 hPa (150 mmHg) - lit.
Flash point 1565 °C (311 °F) - closed cup

Ignition temperature  no data available
Lower explosion limit  no data available

Upper explosion limit  no data available

Vapour pressure 1 hPa (1 mmHg) at 107 °C (225 °F)
Density 1.14 g/mL at 25 °C (77 °F)

Water solubility no data available

Relative vapour 9.54

density - (Air=1.0)

10. STABILITY AND REACTIVITY
Storage stability
Stable under recommended storage conditions.

Materials to avoid
Strong oxidizing agents

Hazardous decomposition products
Hazardous decomposition products formed under fire conditions. - Carbon oxides

11. TOXICOLOGICAL INFORMATION

Acute toxicity

LD50 Oral - rat - 5,900 mg/kg
Remarks: Behavioral:Altered sleep time (including change in righting reflex). Respiratory disorder Nutritional and
Gross Metabolic:Changes in:Body temperature decrease.

LC50 Inhalation - rat - 6 h - 1300 ppm
Remarks: Lungs, Thorax, or Respiration:Acute pulmonary edema. Lungs, Thorax, or Respiration:Pleural effusion.
Lungs, Thorax, or Respiration:Dyspnea.

LD50 Dermal - rabbit - > 5,000 mg/kg

Irritation and corrosion

Sensitisation

Chronic exposure
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IARC: No component of this product present at levels greater than or equal to 0.1% is identified as
probable, possible or confirmed human carcinogen by IARC.

ACGIH: No component of this product present at levels greater than or equal to 0.1% is identified as
a carcinogen or potential carcinogen by ACGIH.

NTP: No component of this product present at levels greater than or equal to 0.1% is identified as
a known or anticipated carcinogen by NTP.

OSHA: No component of this product present at levels greater than or equal to 0.1% is identified as
a carcinogen or potential carcinogen by OSHA.

Signs and Symptoms of Exposure

To the best of our knowledge, the chemical, physical, and toxicological properties have not been thoroughly
investigated.

Potential Health Effects

Inhalation May be harmful if inhaled. May cause respiratory tract irritation.
Skin May be harmful if absorbed through skin. May cause skin irritation.
Eyes May cause eye irritation.

Ingestion May be harmful if swallowed.

Additional Information
RTECS: GE8050000

12. ECOLOGICAL INFORMATION

Elimination information (persistence and degradability)

Ecotoxicity effects

Further information on ecology

13. DISPOSAL CONSIDERATIONS
Product
Observe all federal, state, and local environmental regulations.

Contaminated packaging
Dispose of as unused product.

14. TRANSPORT INFORMATION

DOT (US)
Not dangerous goods

IMDG
Not dangerous goods

IATA
Not dangerous goods

15. REGULATORY INFORMATION

OSHA Hazards
No known OSHA hazards

DSL Status
All components of this broduct are on the Canadian DSL list.
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SARA 302 Components
SARA 302: No chemicals in this material are subject to the reporting requirements of SARA Title Ill, Section 302.

SARA 313 Components
SARA 313: This material does not contain any chemical components with known CAS numbers that exceed the
threshold (De Minimis) reporting levels established by SARA Title I, Section 313.

SARA 311/312 Hazards
No SARA Hazards

Massachusetts Right To Know Components
No components are subject to the Massachusetts Right to Know Act.

Pennsylvania Right To Know Components

CAS-No. Revision Date
Triethyl citrate 77-93-0
New Jersey Right To Know Components
CAS-No. Revision Date
Triethyl citrate 77-93-0

California Prop. 65 Components
This product does not contain any chemicals known to State of California to cause cancer, birth, or any other
reproductive defects.

16. OTHER INFORMATION

Further information

Copyright 2009 Sigma-Aldrich Co. License granted to make unlimited paper copies for internal use only.

The above information is believed to be correct but does not purport to be all inclusive and shall be used only as a
guide. The information in this document is based on the present state of our knowledge and is applicable to the
product with regard to appropriate safety precautions. It does not represent any guarantee of the properties of the
product. Sigma-Aldrich Co., shall not be held liable for any damage resulting from handling or from contact with
the above product. See reverse side of invoice or packing slip for additional terms and conditions of sale.
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