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1. Resumen

El objetivo de este trabajo fue desarrollar e investigar el efecto de la reaccién
organocatalitica del almiddn termoplastico de maiz mediante el uso de acido salicilico como
sustancia activa a ser esterificada sobre el almidén y de acido tartarico como
organocatalizador verde para facilitar esta reaccién. Todo esto con el propdsito de mejorar
el desempeiio global de las peliculas a base de almidon termoplastico (TPS). Para esto se
procesaron, bajo condiciones de extrusion reactiva, cuatro sistemas de pelicula a base de
almidén de maiz plastificadas con glicerol: 1) TPS como sistema de pelicula control, 2) TPS
con un contenido del 2 % (p/p con respecto al peso de almidén) de acido salicilico (limite
maximo permitido) (TPS + SalAc), 3) TPS con contenido de 4cido tartarico (misma relacién
molar que el &cido salicilico) (TPS + TAc) y 4) TPS conteniendo una mezcla molar 1:1 acido
salicilico:acido tartarico (TPS + SalAc + TAc). Para evaluar el efecto de la reaccién
organocatalitica sobre el almidon y su potencial impacto en el desarrollo de acolchados
agricolas activos en términos de actividad antimicrobiana y antioxidante, los materiales
fueron analizados en términos estructurales, térmicos, fisicoquimicos, superficiales,
mecanicos y funcionales. Los resultados obtenidos han demostrado que el SalAc puede ser
injertado sobre la estructura del almidén bajo condiciones de extrusién reactiva via
esterificacién organocatalitica. Sin embargo, esta reaccién no fue determinante en el
desempefio fisicoquimico y mecanico general de los materiales desarrollados. Por otra
parte, este estudio revel6 que bajos contenidos de agua relacionados intrinsecamente a las
materias primas (almidon y glicerol), produjeron la hidrdlisis acida del almidén en
presencia de SalAcy de TAc, ya sea de manera individual o en conjunto. En particular, el TAc
mostro un efecto hidrolizante del almidén mayor que el SalAc. Por otro lado, todos los
sistemas de pelicula mostraron actividad antioxidante insignificante. No obstante, se
comprobaron propiedades antimicrobianas sobresalientes contra L. innocua (Gram
positiva) y P. aeruginosa (Gram negativa). Por tltimo, SalAc y TAc bajo las concentraciones
ensayadas incidieron negativamente sobre el crecimiento de plantulas de lechuga (efecto

ecotdxico).



2. Introduccion

2.1. Marco tedrico

Los polimeros juegan un rol vital en una amplia variedad de industrias y sectores. Los mas
utilizados en términos generales son el polietileno de baja y alta densidad (LDPE y HDPE),
el polipropileno (PP) el polimetilmetacrilato (PMMA), el polietilentereftalato (PET), etc. Sin
embargo, poseen la desventaja de no ser biodegradables. Cuando estos residuos plasticos
son depositados en vertederos interactiian con el agua, generando sustancias quimicas
peligrosas que podrian tener un impacto negativo en el ambiente. Por esta razén, diversas
iniciativas estan siendo dirigidas a reducir el empleo de plasticos sintéticos y fomentar el

uso de bioplasticos.

La produccion global de biopolimeros alcanzé las 2.22 millones de toneladas métricas en el
afio 2022 (1), lo cual representa un nimero relativamente bajo en comparaciéon con los
polimeros derivados del petréleo, cuya produccion mundial fue de 400.3 millones de ton/m
(1) Por tal razén, en las ultimas décadas, la conciencia ambiental de los consumidores ha
ido incrementando de forma exponencial, lo que ha generado un aumento significativo de
la demanda de productos biodegradables y amigables con el ambiente. Actualmente, los
materiales basados en biopolimeros estan principalmente constituidos por quitosano,
celulosay/o almidon. Estos polimeros biodegradables estan siendo altamente considerados
para la produccién de peliculas, recubrimientos y envases alimentarios, acolchados
agricolas, fertilizantes encapsulados, recubrimientos de semillas, etc. Ademas, la presencia
de propiedades antimicrobianas en estos materiales es bien valorada, junto con

caracteristicas tales como hidrofobicidad, alto desempefio mecanico e impermeabilidad.

Plasticos en la industria agricola

Los plasticos son ampliamente utilizados en la agricultura, desde semillas recubiertas de
plastico hasta laminas plasticas para proteger los cultivos, promover cosechas precoces,
mejorar el rendimiento y la calidad, evitar el contacto del fruto con el suelo y controlar
malezas. El bajo costo y la gran variedad de productos plasticos disponibles han
transformado la produccidn agricola de una actividad de bajo desperdicio a una industria
con un problema significativo de desechos. Aunque esto ha ayudado a los agricultores a
aumentar rendimientos y reducir el desperdicio de alimentos, ha traido grandes problemas
parareutilizar, reciclar, degradar eficazmente o desechar adecuadamente muchos plasticos

agricolas (2).



El suelo agricola productivo es un recurso finito y es facilmente degradado por multiples
fuentes, tales como su uso intensivo, contaminacion, cambio climatico, etc. Existen
diferentes estudios (3) que indican que una acumulacién de plastico puede tener impactos
de gran alcance en la salud del suelo, la biodiversidad y la productividad, lo cual podria
llevar a una reduccion de la productividad y podria amenazar la seguridad alimentaria a

largo plazo.

Los plasticos en el suelo son una fuente importante de microplasticos para otras partes del
ambiente, ya que el escurrimiento superficial y la erosién pueden transportar estas
pequeiias particulas desde los campos hacia los cursos de agua. Los microplasticos también
son capaces de migrar desde las capas superficiales del suelo hacia capas mas profundas
(4). Existe evidencia de que los microplasticos tienen impactos variados en las comunidades
microbianas, algunos invertebrados y las propiedades fisicoquimicas del suelo,
dependiendo del tamafio de las particulas y el nivel de exposicién. Distintas investigaciones
han encontrado que la presencia de microplasticos puede disminuir el nimero, la
diversidad, el movimiento y la tasa de reproduccién de la biota del suelo, disminuir la
biomasa de la fauna del suelo, aumentar la biomasa de los microbios y aumentar la actividad

microbiana (9).

En particular, los acolchados o cobertores agricolas se colocan antes de la siembra con el fin
de mantener la temperatura y la humedad, controlar el crecimiento de malezas para
promover la germinacién y el crecimiento de las plantas, evitar la erosiéon y mejorar la
gestion del agua (5). Este tipo de recubrimientos tienen una alta resistencia mecanica y son
utilizados principalmente al aire libre, asociados con tineles o bajo invernaderos. Segun la
Revista Plasticos N°308 (6), publicada por la Camara Argentina de la Industria Plastica, en
el afio 2013 los acolchados agricolas ocupaban una superficie de 7900 hectareas en la

Republica Argentina.

Almidon

El almidén, un polimero renovable y natural, ha sido ampliamente utilizado para fabricar
materiales biodegradables con el potencial de reemplazar a los plasticos sintéticos en
diversas aplicaciones. Esto se debe a las notables ventajas del almidén, como su bajo costo,
abundancia, renovabilidad anual y biodegradabilidad inherente. La gran diversidad de
fuentes de almidén da como resultado diversas composiciones, formas, tamafios y

funcionalidades en la estructura semicristalina del almidoén.



El almiddn puede ser obtenido principalmente de plantas, pero también puede provenir de
raices, tubérculos, cereales y legumbres. Estudios anteriores han revelado que el almidén
contiene dos tipos de microestructuras: lineal y ramificada (Figura 1) (7). Por lo tanto, se
considera un material heterogéneo. La estructura lineal se conoce como amilosa (forma
cristalizable de almidén compuesta por largas cadenas de polisacaridos no ramificadas),
mientras que la estructura ramificada se llama amilopectina (forma no cristalizable de

almidoén con cadenas de polisacaridos ramificadas).
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Figura 1. Representacion quimica de los dos tipos de microestructuras presentes en el almidén

modificado.

El almidén posee un arreglo cristalino con dobles hélices que genera tres patrones de
difraccién de rayos X para el almidén, conocidos como tipo-A, tipo-B y tipo-C. El
polimorfismo de tipo-A es caracteristico de la mayoria de los cereales, donde las dobles
hélices de amilopectina estan empaquetadas en forma de celdas unitarias monoclinicas y
contienen de 4 a 8 moléculas de agua (siendo este empaquetamiento mas denso que el del
tipo-B). El polimorfismo de tipo-B, cominmente encontrado en tubérculos y raices,
presenta dobles hélices empaquetadas hexagonalmente con 36 moléculas de agua. Por su
parte, el polimorfismo de tipo-C es una mezcla de los polimorfismos de tipo A y B,
caracteristico de los almidones de legumbres. A baja humedad, la alta temperatura y presion
pueden causar una transicion estructural del tipo B al tipo A, esta transicion se debe a la

pérdida de agua, lo que provoca una reorganizacion de las dobles hélices (8)

El almidén es, ademas, una excelente fuente de material biodegradable para el empaque de
alimentos, es ampliamente considerado como un sustituto sostenible de los plasticos para
esta aplicacidn. Las tres formas en que se puede utilizar el almidén en la produccién de

peliculas biodegradables son las siguientes: en primer lugar, se pueden usar pequefias



cantidades de almidon en la preparacién, es decir, combinado con otros plasticos. En
segundo lugar, puede realizarse la preparacién de materiales compuestos de almidén, con
este polimero comprendiendo mas de la mitad de la masa. En tercer lugar, suele utilizarse
la extrusion, procesando mezclas de almidon granular en procesos de preparaciéon

especiales (9).

El uso de peliculas biodegradables a base de almid6n para el empaque de alimentos y para
recubrimiento de suelos posee numerosas ventajas. Entre ellas se encuentra su
contribucién a la reduccion del consumo de combustibles fésiles, su falta de toxinas, su
origen en fuentes vegetales (recursos renovables), su biodegradabilidad vy
biocompatibilidad, su bajo costo y abundancia, su seguridad para el consumo cuando se usa
en el empaque de alimentos, su bajo consumo de energia, su papel como solucién de
disposicidén ecolégica y la ausencia de un aumento neto de CO; en el ecosistema global. A
pesar de estos beneficios, este tipo de peliculas biodegradables presentan ciertas
desventajas con respecto a los plasticos sintéticos convencionales, las cuales incluyen
propiedades mecanicas deficientes, baja estabilidad en agua, alta sensibilidad a la humedad,
presencia de una barrera de humedad deficiente debido a su comportamiento hidrofilico
fuerte, su comportamiento quebradizo a temperatura ambiente y su alto contenido de
humedad. Estas limitaciones son las que deben superarse de alguna forma, como por
ejemplo mediante el uso de aditivos, para aumentar la rentabilidad de los bioplasticos

basados en almidon en diversas aplicaciones.

Acido salicilico y acido tartarico como aditivos de grado alimentario en

peliculas termoplasticas de almidén

El acido salicilico (SalAc) es un acido fendlico organico natural y no téxico con un anillo
aromatico unido a un grupo hidroxilo (Figura 2A) y ha sido utilizado durante décadas en el
campo de la conservacion de alimentos para extender la vida 1util de diversos productos.
Muchos estudios han evaluado las excelentes actividades antibacterianas y propiedades

mecanicas de las peliculas compuestas de TPS-SalAc (10).

A) OH B) OH O 0) OH

HO
on OH HO\/K/OH

O o) OH

Figura 2. Estructura quimica del A) acido salicilico, B) acido tartarico y C) glicerol.



El SalAc es un posible regulador del crecimiento de plantas mediante la activaciéon de
numerosos procesos fisioldgicos y metabélicos. También se conoce como un componente
crucial de los mecanismos de defensa de las plantas contra estimulos ambientales. En
plantas estresadas, se documenta que puede modular de manera efectiva una gran cantidad
de procesos metabdlicos, incluyendo el fortalecimiento del sistema de defensa oxidativa al
limitar directa o indirectamente la acumulacién de radicales reactivos de nitrégeno y
oxigeno. Aunque desempefia un papel crucial en la tolerancia de las plantas a varios
esfuerzos, no esta completamente confirmado si las concentraciones bajas o altas de este
regulador de crecimiento vegetal (PGR) son efectivas para lograr un crecimiento éptimo de
las plantas en ambientes estresantes (11). Tampoco se comprende completamente hasta
qué punto y de qué manera se interrelaciona con otros posibles reguladores del crecimiento
dentro de la planta. Debido a su papel beneficioso en la proteccidn de los cultivos contra los
efectos dafiinos de los factores estresantes bioticos y abioticos, que se agravan debido al
calentamiento global y al aumento constante de la contaminacion industrial, el SalAc ha

despertado un mayor interés en los ultimos afios.

La aplicacion de SalAc en plantas induce la acumulaciéon enddgena de SalAc, lo que confiere
resistencia a la planta contra diferentes patdgenos. Sin embargo, el SalAc tiene roles
controvertidos en el desarrollo y crecimiento de las plantas, dependiendo de su
concentracion, del pH de las soluciones de aplicacion, asi como también de la especie vegetal
en cuestion. Por ejemplo, dependiendo de la especie vegetal, una dosis alta de SalAc (>1-2
mM) no solo mejora la resistencia de la planta, sino que también regula negativamente los
procesos de desarrollo de la planta, afectando la productividad del cultivo. Se ha descubierto
también que el SalAc, en algunos casos, inhibe la germinaciéon de semillas y bloquea la
respuesta a heridas (12). Generalmente, altos niveles de SalAc (concentraciones mayores a
1 mM son consideradas altas) regulan negativamente el desarrollo y crecimiento de las
plantas. No obstante, la aplicacion de concentraciones 6ptimas de SalAc ha mostrado efectos
beneficiosos en ellas. Dependiendo de las condiciones experimentales, el SalAc estimuld
claramente el crecimiento tanto en condiciones normales como bajo diferentes esfuerzos
abiodticos en diversas especies vegetales. La aplicacién exdgena de SalAc también ha
demostrado diferentes efectos en el desarrollo de las plantas, incluyendo la germinacién de
semillas, el brote, la floracion y el cuajado y maduracién de frutos. Por lo tanto, podria
decirse que diferentes concentraciones de SalAc en diferentes plantas tienen efectos ya sea

estimulantes o bloqueadores en el desarrollo vegetal (13).

Ademas, el SalAc desempefia un papel clave en la resistencia de las plantas contra diferentes

patégenos microbianos, tales como virus, bacterias, hongos, etc. En las plantas, la
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correlacion entre los niveles enddgenos de SalAc y las respuestas de resistencia contra
patogenos biotréficos y hemibiotréficos esta bien establecida. Ademads, la aplicacién
exogena de SalAc induce resistencia adquirida local y sistémica en diferentes especies
vegetales contra varios tipos de patégenos (13). Debido a los distintos resultados obtenidos
y ala contradiccién que algunos de ellos presentan entre si, es necesario analizar cada caso
cuidadosamente para analizar el efecto del SalAc en diferentes sistemas planta-patégeno y
condiciones de campo. Por otra parte, estudios previos han demostrado que la inclusién de
SalAc disminuye la resistencia ala traccién y larigidez de las peliculas que contienen glicerol

(14).

A suvez, el acido tartarico (TAc) es un acido organico que puede ser encontrado en muchos
vegetales y frutas tales como bananas, uvas, citricos, etc. (Figura 2B). El TAc puede también
ser comunmente encontrado en los exudados de las raices. Cada vez mas estudios han
demostrado que el acido tartarico es eficaz en la promocion del crecimiento de las plantas
y la acumulacién de Cd (15). El TAc, asi como otros acidos organicos y algunos aminoacidos,
han sido identificados como organocatalizadores verdes de grado alimenticio capaces de
esterificar y unir acidos grasos de cadena corta a la estructura del almidén (16). Imre y
Vilaplana (2020) (17) informaron recientemente que el TAc tiene un efecto organocatalitico
mas alto en comparacion con otros organocatalizadores verdes de grado alimenticio como
el acido aspartico, el acido citrico, el acido fumarico, el acido glutdmico, el acido glicélico, el

4cido malico, etc.

En particular, el TAc fue seleccionado para este trabajo como un organocatalizador verde
de grado alimenticio porque la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados
Unidos aprueba su uso como un aditivo alimentario GRAS (Generalmente Reconocido como
Seguro)(18). Ademas, es un organocatalizador facil de obtener, de bajo costo y ha
demostrado una alta tasa de conversion catalitica en comparacion con otros

organocatalizadores verdes de grado alimenticio.

Extrusion reactiva

En principio, para poder procesar el almidén, se debe afiadir un plastificante. Los
plastificantes mas adecuados para ser utilizados en peliculas de almidén son los polioles
como el glicerol, el glicol y el sorbitol, que interactiian con las cadenas de almidén
aumentando la movilidad molecular y la flexibilidad de las peliculas (19). El glicerol es
utilizado a menudo como plastificante en sistemas basados en almidon debido a su

capacidad para formar enlaces de hidréogeno fuertes con las moléculas de almidon,

11



aumentar la hidrofilicidad del sistema al introducir grupos hidroxilo adicionales y mostrar
una alta afinidad por el agua (Figura 2C) (20). Por esta razon, en el presente trabajo fue
seleccionado el glicerol para la produccién de las peliculas. Las peliculas a base de almidén
plastificadas con glicerol muestran una mayor estabilidad térmica que las peliculas de
control. De igual modo, la permeabilidad al vapor de agua de las peliculas a base de almidén

termoplastico plastificadas aumenta con el incremento de la concentracién de glicerol (21).

Ahora bien, en comparacion con técnicas de procesamiento convencionales, la extrusion

reactiva (REx) presenta diferentes ventajas competitivas tales como (22):

- Lareaccidn es llevada a cabo en estado fundido y no se requiere solvente

- Permite trabajar con productos de alta viscosidad

- Las extrusoras son muy versatiles (por ejemplo, permiten la adicién secuencial de
los ingredientes de la reaccién, como mondémeros, polimeros, agua, solventes,
reactivos, etc.) y son simples de usar debido a la independencia entre la velocidad

de alimentacion y la velocidad de los tornillos.

La técnica de procesamiento REx combina operaciones de transporte de masa y calor, las
cuales ocurren de manera simultanea y junto con reacciones quimicas bajo la temperatura
y alta presion existentes dentro de la extrusora. Es por esto que la extrusora puede
percibirse como un reactor. Para realizar la sintesis del material deseado por REx de manera
optima deben tenerse en cuenta ciertas variables tales como el tipo y contenido de
plastificante, el perfil de temperaturas desde la zona de alimentacién hasta la boquilla, el

tiempo de residencia, la velocidad de rotacion del tornillo, la tasa de flujo, etc. (23)

2.2. Objetivo general

Analizar almidon termoplastico de maiz extruido reactivamente via esterificacion
organocatalitica del acido salicilico para el desarrollo de materiales de acolchado agricola

activo y sustentable.

2.3. Objetivos especificos

- Manufacturar peliculas a base de almidon termoplastico de maiz extruido
reactivamente via esterificacion organocatalitica de acido salicilico para su

aplicaciéon como acolchado agricola activo y sustentable
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- Caracterizar y analizar los materiales obtenidos en términos estructurales,

térmicos, fisicoquimicos, superficiales, mecanicos y funcionales.

2.4. Hipotesis

El agregado del 4cido tartarico podria promover la esterificacién del acido salicilico sobre
las cadenas de almidén, mejorando asi el desemperfio fisicoquimico y mecanico del material.
Ademas, la adicién de acido salicilico podria favorecer el crecimiento de las plantas y

cultivos presentes en el suelo una vez cumplida su funcién como acolchado agricola.

3. Experimental

3.1. Materiales

Las materias primas utilizadas para la elaboracién de las peliculas termoplasticas fueron
almidén de maiz (Buffalo® 034010, Ingredion Argentina S.R.L., Buenos Aires, Argentina,
pureza del almidéon ~99% de acuerdo con las especificaciones del fabricante), glicerol
(Quimica Industrial Kubo, pureza > 99,5%, p = 1.26 g/mL y punto de ebulliciéon = 290 °C),
L(+)-4cido tartarico (Fischer Chemical, pureza = 99%, code: T/0200/53, lote: 1870187,
CAS: 87-69-4, United Kingdom) y acido salicilico (Quimica Industrial Kubo).

3.2. Formulacion y manufactura de las peliculas

Cuatro mezclas distintas, todas basadas en almidén (140.0 g) y glicerol (60.0 g) fueron
realizadas siguiendo trabajos previos (24). Se utiliz6 almidén de maiz como matriz
termoplastica y glicerol como plastificante. Se realiz6 un sistema control cuya composicién
consistia solamente de almidén y glicerol (TPS - almid6n termoplastico). Para determinar
el efecto del acido salicilico como agente esterificante del TPS, se manufacturé una segunda
mezcla utilizando almidén, glicerol y acido salicilico (4.0 g) (TPS+SalAc). Cabe destacar que
el contenido de acido salicilico usado (4.0 g) representa el 2% p/p con respecto al peso de
la mezcla almidén/glicerol (200.0 g). Se selecciond este porcentaje de acido salicilico ya que
concentraciones superiores al 2% no se encuentran permitidas segin la United States Food
and Drug Administration (USFDA) (25). Ademas, de acuerdo a la Disposicion N° 6365/12
de la Administracién Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT)
de Argentina (26), el contenido de acido salicilico no debe exceder el 3%. Una tercera mezcla
basada en almidon, glicerol y acido tartarico (4.35 g =2,175% p/p con respecto a la mezcla

almidon/glicerol) fue fabricada (TPS+TAc) con el propdsito de evaluar de forma
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independiente el efecto del acido tartarico (organocatalizador) sobre el TPS. Vale la pena
resaltar que las mezclas TPS+SalAc y TPS+TAc tuvieron la misma relacién molar acido
salicilico:acido tartarico 1:1 (0.0290 mol) con el propésito de determinar el efecto quimico
real de dichos acidos sobre el TPS (16,27). Es por esto que los porcentajes p/p de acido
salicilico y acido tartarico con respecto a la mezcla almidén/glicerol fueron diferentes. Por
ultimo, se desarroll6 un cuarto sistema compuesto por almidén, glicerol, &cido salicilico (4.0
g) y acido tartarico (4.35 g) (TPS+SalAc+TAc) para determinar el potencial efecto
organocatalizador del acido tartarico en la esterificacién del acido salicilico sobre el

almidon.

Todas las mezclas antes mencionadas fueron premezcladas manualmente usando una
cuchara de acero inoxidable antes de ser introducidas en la extrusora. Los reactivos en polvo
también fueron premezclados antes de agregar y mezclar el glicerol. Una extrusora mono-
tornillo (Industrias Moroz, Modelo E22/24D, Numero 425, Argentina) compuesta por
cuatro zonas de calentamiento (perfil de temperatura empleado: 90/100/110/120 °C),
didmetro de camisa (Dc) de 22.4 mm, longitud de camisa (Lc) de 380 mm (Lc/Dc=17),
didmetro de boquilla de 5.5 mm, longitud de boquilla de 123 mm y una entrada de
alimentacién fue usada para la obtencién de las mezclas extruidas reactivamente. Cada
sistema fue introducido por separado dentro de la extrusora a través de la tolva y todas las
mezclas fueron procesadas usando una velocidad de rotacién de tornillo de 100 rpm. Los

parametros de procesamiento fueron seleccionados en base a estudios previos (28).

Tras la obtencion de los filamentos a partir de las mezclas extruidas reactivamente, dichos
materiales fueron pelletizados empleando una pelletizadora automatica (Weinuo
Technology Co., Ltd, Jiangsu, China). Luego, los pellets (90g por sistema de pelicula) fueron
termo-moldeados con el propdsito de obtener las peliculas. Este proceso fue llevado a cabo
en una prensa hidraulica (Proflow, Mar del Plata, Argentina), donde se aplicé una presion
de 5x106 Pa (50 bar) y una temperatura de 130 °C durante 10 min a los materiales para, a
continuacion, ser enfriados hasta 30 °C. Finalmente, las peliculas termo-moldeadas fueron
desmoldadas y almacenadas durante una semana a 25 °C bajo una atmoésfera de humedad
relativa del 57% (atmosfera creada empleando una solucién saturada de NaBr - ay ~0,575),

previo a la caracterizacidn de las peliculas (24).
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3.3. Caracterizacion de las peliculas

3.3.1. Andlisis estructural: Grado de sustitucion (DS), espectroscopia de
resonancia magnética nuclear de giro angular magico con polarizacion
cruzada de 13C en estado solido (13C CP MAS NMR), espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier (ATR/FTIR), difraccion de rayos
X (XRD) y dispersion de rayos X de angulo amplio y pequefio
(WAXS/SAXS)

El DS de cada sistema de pelicula fue determinado por titulacién siguiendo el protocolo
descrito por Tupa et al. (29). La metodologia se basa en la hidrélisis alcalina de los grupos
ésteres insertados en la estructura del almidén, seguido por la titulacion inversa del exceso
de alcali con una solucién estandarizada de HCl al 0.1 N. Todos los sistemas de pelicula
fueron molidos y tamizados utilizando un tamiz de tamafio de malla 40 (0.425 mm). Luego,
110 mg de cada sistema hecho polvo fueron transferidos a matraces Erlenmeyer de 100 mL
con 20 mL de etanol (75 %) y fueron calentados a 50 °C durante 30 min. Seguidamente, se
agregaron 20 mL de una solucién de NaOH al 0.1 N a los matraces y se dio la hidrolisis bajo
agitacion (200 rpm) a 50 °C durante 15 min. Después, los matraces fueron tapados y dejados
bajo agitacién (200 rpm) a temperatura ambiente durante 48 h. Finalmente, el exceso de
NaOH presente en los matraces fue titulado a través de una bureta digital (Top Buret M/H,
Eppendorf SE, Alemania) empleando una soluciéon estandarizada de HCl al 0.1 N y utilizando
fenolftaleina como indicador de punto final (5 gotas). E1 DS se determiné mediante la media
de tres repeticiones y la titulacién de la pelicula control (TPS) fue utilizada como blanco. El

contenido de grupos ésteres fue calculado utilizando la siguiente ecuacion:
Grupos ésteres (%) = [(Vs-Vs) X Nua X MWester X 10-3 X 100]/w Ec. (1)

donde Vg (mL) es el volumen de HCI utilizado para la titulacién del blanco, Vs es el volumen
de HCl utilizado para la titulacién de la muestra, Nyci es 1a normalidad de la solucién de HCI,
MWester €5 €l peso molecular (Mw) del grupo salicilato (121.11 g/mol) para las muestras

TPS+SalAcy TPS+SalAc+TAc, y w es el peso de la muestra (g).
El DS fue calculado entonces de la siguiente manera:
DS = (162 X grupos ésteres (%)) /[MWester X 100 = ((MWester — 1) X grupos ésteres (%))

Ec. (2)
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donde 162 es el Mw de las unidades de anhidroglucosa.

Cabe destacar que para las peliculas TPS4SalAc y TPS+4SalAc+TAc, el DS debe ser
reconocido como DSsaiicilato, ya que se considerd la esterificacion de SalAc (injerto del grupo
salicilato sobre la estructura del almidon). Sin embargo, para la muestra TPS+TAc, el MWester

usado fue de 133.09 g/mol y, por lo tanto, el DS debe ser considerado como DSartarilo-

Es importante destacar que el SalAc y el TAc son acidos polifuncionales. Por esta razon, el
SalAc puede actuar no solamente como agente esterificante, sino también como agente
entrecruzante. Por su parte, el TAc puede funcionar no solamente como organocatalizador,
sino que también puede actuar como agente esterificante y entrecruzante. Otro hecho a
destacar es que el DSiararilc determinado fue calculado considerando que todos los grupos
ésteres son provenientes de la monosustitucion del almidén con el TAc. Sin embargo, una
titulacién conductimétrica heterogénea para inferir el DStrearic real de monosustitucion
(contenido de grupos carboxilicos libres) y reticulacién podria ser necesaria (29). Vale la
pena también sefialar que la determinacién del DS para la pelicula TPS+SalAc+TAc, por este
método (saponificacién), tiene como limitaciéon su incapacidad de distinguir el DS,
particularmente en muestras donde pueden estar ocurriendo dos esterificaciones
simultadneamente, ya que es el contenido total de grupos ésteres el que se determina. Por
esta razon, para la pelicula TPS+SalAc+TAc se asumid un tinico Mw, el del grupo salicilato

(121.11 g/mol).

Por otro lado, se utiliz6 un espectrémetro Bruner AV WB 400 (13C 100.73 MHz, Bruker Nano
GmbH, Berlin, Alemania) para adquirir los espectros unidimensionales de 13C CP MAS NMR,
utilizando una sonda de triple canal de 4 mm. Las muestras fueron empaquetadas en un
rotor cilindrico de circonio de 4 mm de didmetro con tapas de Kel-F. El equipo fue operado
bajo las siguientes condiciones: fuerza del campo de radiofrecuencia (RF)=90.9 kHz y
secuencias de pulsos estandar de modulacién de fase en dos pulsos (TPPM) de 'H
(90)=2.75ps. Los parametros de registro fueron: tiempo de contacto=3 ms, tiempo de
adquisicion=40 ms, tiempo de reciclaje=5 s, velocidad de rotacion=7 kHz y ancho de banda
espectral=25 kHz. Los espectros de 13C CP MAS NMR fueron referenciados inicialmente a
una muestra de adamantano. Posteriormente, los desplazamientos quimicos de 13C (Jc)
fueron recalculados respecto al Me,4Si [para el &tomo de CH; 6 (adamantano) = 29.5 partes

por millén (ppm)].

Los espectros FTIR de los distintos sistemas de peliculas fueron registrados utilizando un
espectrometro FTIR Nicolet 6700 (Thermo Scientific Instrument Co., modelo Nicolet 6700,

Madison, Wisconsin, USA). Los espectros de FTIR de las peliculas fueron obtenidos en modo
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reflectancia total atenuada (ATR) en el rango espectral desde 4000 a 650 cm1, empleando
el accesorio ATR horizontal de reflexion simple Smart Orbit y un cristal de diamante en un
angulo de incidencia de 45°. Los espectros de ATR/FTIR fueron ademas determinados a
partir de 32 escaneos co-agregados a una resolucion de 4 cm-! a temperatura ambiente. El
espectrometro trabajé con el software OPUS v.7.0. Los sistemas de pelicula se escanearon
dos veces para verificar la buena reproducibilidad. Para el analisis de las estructuras
cristalinas ordenadas de corto alcance (dobles hélices) con relacién a las estructuras
amorfas de almidon, se calculé la relaciéon de absorbancia 1043 cm-! (relacionada con
almidén ordenado o cristalino) a 1020 cm (caracteristica del almidéon amorfo)

(A1043/A1020) a partir de los espectros ATR/FTIR normalizados (30).

Los difractogramas de rayos X (XRD) de las diferentes peliculas fueron obtenidos utilizando
un difractémetro PAN analytical X-Pert PRO (Paises Bajos) equipado con una fuente de
radiacién Cu Ka monocromatica (A = 1.5406 A) operando a un voltaje de 40 kV y una
corriente de 40 mA, con una velocidad de barrido de 1°/min. La regién de escaneo de las
muestras fue en el rango de 26 entre 3 y 33° El grosor de las muestras fue de
aproximadamente 0.90 mm. Adicionalmente, se determind el grado de cristalinidad (Xc) de
las peliculas a partir de la relacién entre el area de la seccion cristalina (Ac) y el area total

del difractograma (At), como se muestra a continuacidn:
Ac
Xc (%) =—*100 Ec. (3)

Se obtuvo una caracterizaciéon estructural mdas profunda a partir de los espectros
WAXS/SAXS (Wide Angle X-Ray Scattering /Small Angle X-Ray Scattering - dispersion de
rayos X de angulo amplio/dispersién de rayos X de angulo pequefio), los cuales fueron
adquiridos empleando un S3-MICRO (Hecus X-ray Systems GmbH, Graz, Austria) acoplado
auna fuente de rayos X (radiaciéon Cu Ka monocromatica) GENIX-Fox 3D (Xenocs, Grenoble,
Francia). El instrumento trabajé bajo las siguientes condiciones: voltaje de 50 kV y corriente
de 1 mA. Un detector PSD-50 (Hecus X-ray Systems GmbH) fue utilizado para registrar la
dispersion transmitida. La temperatura del detector fue controlada usando un Peltier TCCS-
3 (Hecus X-ray Systems GmbH) y los difractogramas WAXS/SAXS fueron registrados a 25°C.
Los valores g variaron desde 0.1 a 0.6 nm-! para los espectros SAXS mientras que, para los
espectros WAXS, los valores g variaron entre 1.30 y 1.75 nm. Los espectros fueron
registrados a partir de fragmentos de las peliculas fueron cargados en un capilar de vidrio
de flujo continuo (10 um de espesor de pared y 1 mm de diametro). Las curvas de dispersion

fueron informadas como el médulo del vector de dispersion g:

q = (41t/A) X sin(6/2) Ec. (4)
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donde A es la longitud de onda y 6 el angulo de dispersion. El vector de dispersion fue
calibrado por medio del behenato de plata estandar. Las curvas de dispersion fueron
registradas cada 20 min hasta 2 h y el fondo fue removido apropiadamente. Los resultados
fueron analizados empleando un procedimiento de ajuste casero basado en una descripcion
gaussiana de las bicapas y utilizando un esquema de minimizacién de Levenberg-

Marquardt, el cual incluye las correcciones de smearing pertinentes.

3.3.2. Analisis térmico: Calorimetria diferencial de barrido (DSC) y

analisis termogravimétrico (TGA)

Las curvas de DSC fueron adquiridas utilizando un calorimetro TA® Instruments (Modelo
Q500, Hiillhorst, Germany). Para esto, pequeios fragmentos de cada sistema de pelicula
(entre 5y 10 mg) se pesaron individualmente en capsulas de aluminio, las cuales fueron
luego selladas herméticamente. Se utilizé una cipsula vacia como referencia. La historia
térmica y la humedad de las peliculas fue inicialmente removida siguiendo el procedimiento
utilizado por Gutiérrez et al. (31): bajo una atmdsfera de nitrégeno (velocidad de flujo = 50
mL/min) las muestras fueron calentadas a una velocidad de 10 °C/min desde 30 °C hasta
110 °C y luego fueron mantenidas a esa temperatura por 5 min. Luego, se utilizé un
intracooler (marca TA® Instruments, modelo Refrigerated Cooling Systems 90 - RCS90,
Hiillhorst, Germany) para enfriar las muestras (velocidad de enfriamiento=10 °C/min)
hasta -80 °C. Finalmente, las curvas de DSC fueron obtenidas a partir del segundo
calentamiento térmico de las muestras desde -80 hasta 250 °C a una velocidad de

calentamiento de 10 °C/min.

Por otro lado, un analizador termogravimétrico TA® Instruments (Modelo Q500, Hiillhorst,
Alemania) fue utilizado y operado a una tasa de calentamiento constante (10 °C/min) en el
rango de temperatura de 35 a 730°C con el objetivo de examinar la estabilidad térmica de
todos los sistemas de peliculas analizados. Los pesos de las muestras variaron entre 5.6 y
11.3 mgy se ensayaron tres réplicas por sistema de pelicula para garantizar la repetibilidad.

Se informaron las curvas de TGA representativas para cada sistema.
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3.3.3. Analisis fisicoquimico: Hinchamiento (SW), solubilidad en agua
(WS), absorcion de humedad (WA), densidad (p), espesor (e) y
opacidad

Para determinar el hinchamiento (SW) de las peliculas se cortaron tres discos de 13 mm de
diametro (9) por cada sistema de peliculas. Inicialmente, se agregaron 20 mL de agua
destilada a cada sistema. Pasadas 24 h, los didmetros de cada sistema fueron medidos

nuevamente, determinando de esta forma el porcentaje de hinchamiento como:
(¢ final (tras las 24 h) - @ inicial )/ (@ inicial)) x 100. Ec. (5)

Para determinar la solubilidad en agua (WS) de los distintos sistemas peliculas se cortaron
tres discos de 13 mm de diametro (@) de cada uno. El peso seco inicial (W;) de cada sistema
de pelicula fue obtenido luego de secar las muestras hasta un peso constante en una estufa
a105°C durante 24 h. Pasado este tiempo, las muestras fueron sumergidas en 50 mL de agua
destilada y, a continuacién, mantenidas a 25°C por 24 h. Luego, se retir6 el excedente de
aguay las muestras se colocaron nuevamente en la estufa a 105°C por 24 horas. Finalmente,
los especimenes de peliculas secos fueron pesados por ultima vez para obtener el peso de
la materia seca no solubilizada (Wr). Los valores de WS fueron calculados utilizando la Ec. 6

y se informaron los valores medios de WS + desviacion estandar:
WS = (W; - Wy) *Wi™ * 100 Ec. (6)

Los valores de absorcién de humedad (WA) fueron determinados a partir de tres réplicas
de cada sistema de peliculas, las cuales fueron previamente cortadas en forma cuadrada y
pesadas (mo = 0.5 g) en una balanza analitica. Luego, las réplicas fueron introducidas en
una estufa a 105 °C durante 24 h y, pasado este tiempo, se las mantuvo en una atmésfera de
humedad relativa controlada (57%) por 24 h. Por ultimo, cada muestra fue pesada
nuevamente (my) y, finalmente, se obtuvieron los valores de WA de la siguiente manera:

WA ==£.100 Ec. (7)

my

Los valores de densidad (p) fueron estimados a partir de tres replicas por cada sistema de
peliculas. Todas las muestras fueron cortadas en discos de 13 mm de diametro (@) y pesadas
(mo). A continuacion, se las secd en una estufa a 105 °C por 24 h. Por ultimo, todas las

réplicas fueron nuevamente pesadas (my). Los valores de p se calcularon utilizando la Ec.

(8):
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m _ Mmo—my

m

= — = = — Ec. (8
p %4 Axe (%)z*n*e ( )
donde m es la masa y V el volumen. V puede ser calculado como e X A (espesor X area) de
cada disco. Los resultados de este ensayo, que fue realizado por triplicado para cada sistema,

fueron reportados como los valores promedio + SD.

Los valores de espesor (e) de cada sistema de pelicula fueron determinados a partir de cinco
mediciones hechas aleatoriamente en diferentes ubicaciones de la pelicula. Los valores
fueron adquiridos mediante el uso de un micrometro (Liuling, Shanghai, China) con una

precision de + 0.001 mm. Los resultados fueron informados como los valores medios + SD.

Por ultimo, los valores de opacidad fueron determinados mediante el protocolo descrito por
Sukhija et al. (32). La opacidad fue determinada a 350 nm, y calculada como lo indica la Ec.
9:

Opacidad = Aszso/e Ec. (9)

«_n

donde Asso es la absorbancia a 350 nm y “e” el grosor de la pelicula (mm).

3.3.4. Analisis superficial: Angulo de contacto de agua (WCA), humedad
superficial (SM), microscopia electréonica de barrido (SEM) y

microscopia de fuerza atomica (AFM)

Los valores de angulos de contacto de agua (WCA, 0) de las peliculas fueron determinados
depositando cuidadosamente una gota de agua destilada (2 pL) sobre la superficie de cada
una de ellas, empleando una jeringa (KDL Corp., Shanghai, China). Los valores de WCA
fueron medidos rapidamente, apenas la gota de agua se depositaba sobre la superficie de
cada muestra, ya que el hinchamiento de estos materiales podria afectar la adecuada
determinacién de estos valores. Para la medicion se utilizé un microscopio digital USB
(modelo DIGMIC200X, China) equipado con un software de andlisis de imagenes 220X
2.0MP, con una precisidn de 0.01°. Todas estas determinaciones fueron llevadas a cabo bajo
una atmosfera ambiente a 25 °C. Los valores de WCA fueron reportados como el promedio
de 12 mediciones por pelicula + SD. También se tomé una imagen representativa de cada

sistema de pelicula.

La humedad superficial (SM) de los distintos sistemas de peliculas fue estimada utilizando
de un analizador de humedad (Sartorius, modelo MA 150). Para esto, las muestras fueron

cortadas en forma de cuadrados de 2.5 X 2.5 cm y la humedad superficial fue removida
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mediante un secado a 105°C durante 90 s. Se utilizaron cuatro réplicas por sistema de

pelicula y se report6 la humedad superficial promedio + SD.

Por otro lado, se empledé un microscopio electréonico de barrido por emisiéon de campo
(FESEM, Marca Carl Zeiss, Modelo Supra55, Oberkochen, Germany) para analizar la
superficie termo-comprimida y crio-fracturada de cada sistema de pelicula. Las imagenes
de FESEM fueron tomadas bajo las siguientes condiciones de operacion: voltaje de
aceleracion=10 kV y aumentos de 500x (superficie termo-comprimida) y 1.0 kx (superficie
crio-fracturada). En particular, para obtener las muestras crio-fracturadas se realizo6 la
inmersion directa de fragmentos de peliculas en nitrégeno liquido y, posteriormente, se
fracturaron mecanicamente con el objetivo de observar su superficie transversal. Todas las
muestras fueron recubiertas con una fina capa de cromo mediante pulverizacidn catddica
(Turbomolecular Pumped Coater, Q150T ES PLUS, Quorum Technologies) utilizando un haz
de iones Ar+. El proceso de pulverizacion, llevado a cabo antes de que las muestras fueran
introducidas en el FESEM, fue realizado a una tasa de 0.1 nm/min hasta llegar a un espesor

de 0.07 nm.

Las imagenes de microscopia de fuerza atémica (AFM) fueron adquiridas mediante el uso
de un CORE AFM NanoSurf en modo tapping (también conocido como modo dindmico)
equipado con una sonda NANOSENSORS™ PPP-NCL (PointProbe® Plus Non-
Contact/Tapping Mode - Long Cantilever). La sonda en forma de "V" utilizada tenia una
longitud nominal de 225 pm y una constante de fuerza de 48 N/m. La amplitud de oscilacién
libre del cantiléver fue de 500 mV. Las imagenes de AFM se registraron bajo condiciones
ambientales en régimen repulsivo a partir de un barrido de 5 X 5 pm. Las imagenes mas
representativas de cada pelicula fueron reportadas luego de una exploracién previa en el
centro y en la periferia de la superficie. Las superficies expuestas al proceso de
termocompresion fueron también analizadas en términos de su rugosidad media (Average
Roughness - Ra) y rugosidad cuadratica media (Mean Square Roughness - Rq) utilizando el

software libre Gwyddion.

3.3.5. Analisis mecanico: Ensayo de traccién uniaxial

Se utilizd un equipo INSTRON® EMIC 23-50 para generar las curvas de fuerza-
desplazamiento de cada material, las cuales serian luego transformadas a curvas de tension-
deformacién siguiendo la norma ASTM D882-10 (33). Cada sistema de pelicula fue
ensayado doce veces utilizando probetas cortadas en forma de hueso. Las dimensiones de
las probetas, el espesor del cuello y la distancia entre las mordazas fueron registrados por

triplicado para cada réplica mediante el uso de un micrémetro y un calibre. Luego, las
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probetas fueron colocadas y sujetadas con mordazas de traccion y, a continuacion, fueron
sometidas a traccion uniaxial a una velocidad constante de 1 mm/min a 25 °C hasta la
ruptura. Las propiedades mecanicas en el punto de ruptura: tensién maxima (om) y
deformacion en el punto de ruptura (&) fueron obtenidas a partir de las curvas de tension-
deformacién. El médulo de Young (£) fue determinado a partir de la pendiente de las curvas
tension-deformacion en el régimen elastico, mientras que los valores de tenacidad (7) se

calcularon a partir del area debajo de esas curvas.

3.3.6. Andlisis funcional: Propiedades antioxidantes, antimicrobianas y

ecotoxicidad

La capacidad antioxidante de las peliculas fue analizada usando el radical 2,2-difenil-2-
picrilhidrazilo (DPPHe) (34). Para esto, 150 mg de cada pelicula fueron sumergidos en 10
mL de metanol al 80% y, a continuacion, la suspension fue agitada por 1 h. Luego, se utilizé
una varilla de vidrio con el propésito de disgregar el material. Al material disgregado se lo
dejé solubilizar por 24 h a temperatura ambiente. Después de esto, las muestras fueron
sonicadas por 30 min y luego centrifugadas durante 15 min a 10.000 rpm, para finalmente
ser filtradas. Se determiné el volumen del filtrado y la solucién fue almacenada a -20°C. A
continuacién, 10 pL de la solucién de cada sistema fueron individualmente colocados por
triplicado en diferentes microplacas que contenian 140 pL de una solucién estandarizada
del radical DPPHe (Abs. 0.7). Se dej6 avanzar la reaccién en ausencia de luz durante 60 min
y luego se midi6 la absorbancia de las soluciones contenidas en las microplacas a 515 nm.
Ademas, se prepar6 un blanco a partir de 10 mL de metanol al 80% y 140 pL de una solucion

estandarizada del radical DPPHe.

La evaluacion de la actividad antimicrobiana de las peliculas fue llevada a cabo utilizando el
método de halo de inhibicion, siguiendo estrictamente el protocolo enunciado por Gutiérrez
(24). Las pruebas fueron conducidas por triplicado sobre fragmentos de las peliculas
cortadas circularmente (#=13mm). La evaluacién de la actividad antimicrobiana fue
realizada sobre dos microorganismos Gram positivo (Listeria innocua 'y Staphylococcus
aureus) y dos microorganismos Gram negativo (Escherichia coli y Pseudomona

aeruginosa).

Por otro lado, se realizaron ensayos de ecotoxicidad sobre plantulas de lechuga (Lactuca
sativa) siguiendo la metodologia descrita por Gutiérrez et al. (35,36) con algunas ligeras
modificaciones: las concentraciones de cada sistema de pelicula en polvo fueron ensayadas

unicamente a 0,1 y 1 mg/mL. El crecimiento de las raices primarias de las plantulas
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expuestas a las peliculas polvoreadas fue informado como los valores porcentuales medios

+ SD de tres experimentos independientes.

4. Resultados y discusion

4.1. Analisis estructural: DS, espectroscopias de 13C CP MAS
NMR, ATR/FTIR, XRD y WAXS/SAXS

A continuacion, se presenta en la Tabla 1 un resumen de los resultados obtenidos a lo largo

del trabajo.
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Tabla 1. Resultados de DS, cantidad de estructuras cristalinas ordenadas de corto alcance (dobles

hélices) de almid6n obtenidas a partir de espectros FTIR, hinchamiento (SW), contenido de humedad

(MC), solubilidad en agua (WS), absorcién de agua (WA), angulo de contacto con el agua (WCA),

humedad superficial (SM), espesor (e), densidad (p), opacidad (Op), rugosidad media (Ra),

rugosidad cuadratica media (Rq), parametros de los ensayos de traccién uniaxial: médulo de Young

(£), esfuerzo maximo (om), deformacion a la rotura (ev) y tenacidad (7), y actividad de captura de

radicales DPPHe de las diferentes peliculas.

Material TPS TPS + SalAc TPS + TAc TPS + SalAc + TAc
DS - 0.05+0.012 0.19 +£0.02° 0.28 £ 0.06°
Estructuras cristalinas
ordenadas de corto 0.73 0.70 0.68 0.96
alcance
SW (%) 10 + 92 15 + 8 13 + 4ab 3t4a
WS (%) 41.6 + 0.42 43 + 2a 55+ 3b 56 £ 10b
WA (%) 2.6 £0.22 3.51+0.2b 39+0.3b 3.5+ 0.1b
WCA (°) 75.0 £ 0.8¢ 45 + 22 65 + 6P 49 + 42
SM (%) 1.3+ 0.72 2+ 1ab 0.7 £ 0.12 09+ 0.52
e (mm) 1.62 + 0.034 1.22 + 0.06¢ 1.08 £+ 0.05P 0.96 + 0.042
p (g/cm3) 1.25+0.032 1.20 £ 0.052 1.28 £ 0.032 1.54 £ 0.03v
Op 0.68 £ 0.042 0.69 + 0.062 0.74 £ 0.02a 0.83 + 0.07ab
Ra (nm) 69.43 27.46 23.09 61.76
Rq (nm) 94.17 34.82 27.57 77.34
E(MPa) 0.29 £ 0.01¢ | 0.234 +0.007> | 0.241 £ 0.008P 0.099 % 0.0052
om (MPa) 1.86 + 0.074 1.31 + 0.04¢ 0.97 £ 0.04°b 0.39 £+ 0.04=
&b (%) 18 + 1¢ 15.5+ 0.5b 9.0 £ 0.32 10+ 1a
7' (x103) (J/m3) 22 + 44 13.6 + 0.7¢ 58+ 0.3> 2.6 £0.32
Actividad de captura de 0 4410 42 + 0.40 6 + 30

radicales DPPHe (%)

Las diferentes letras en la misma fila indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05).

Los sistemas de peliculas analizados fueron los siguientes: almidén termoplastico (TPS), TPS + acido

salicilico (TPS + SalAc), TPS + acido tartarico (TPS + TAc) y TPS + SalAc + TAc.
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Los valores de DS sugieren que el SalAc y el TAc son esterificados sobre la estructura del
almidén (Tabla 1). Sin embargo, el TAc resulté ser mas injertado sobre la estructura del
almidén que el SalAc. La pelicula TPS + SalAc + Tac present6 el valor mas alto de DS, lo cual
apunta a que el TAc puede estar actuando como organocatalizador para la esterificacion de
SalAc. No obstante, debido a las limitaciones propias de la determinacién del DS por
titulacién (ver Seccidn 3.3.1), se analizaron los espectros de 13C CP MAS NMR (Figura 3).
Todos los sistemas de peliculas mostraron sefiales correspondientes a los carbonos C1-C6,

relacionadas con la unidad de anhidroglucosa del almidén.

En primer lugar, se observa en todos los sistemas un pico caracteristico de los carbonos C1
presentes en la unidad de anhidroglucosa a 102.95 ppm. Por otro lado, todas las muestras
analizadas presentan un pico ubicado a 81.71 ppm, el cual podria ser asignado a los
carbonos C4. Adicionalmente, los picos localizados a 71.88 ppm podrian corresponder a los
carbonos C2, C3 y C5, mientras que el pico observado a 61.42 ppm podria ser atribuido a los
carbonos C6 presentes en las unidades de glucosa del almidén, los cuales son parte de los
grupos -CH20H y suelen aparecer en esta regién (37). Ademas de esto, los picos ubicados en
63.39 ppm podrian deberse a las interacciones de hidrogeno entre el glicerol y el almidén
(38). De acuerdo con Tupa et al. (39), tres picos alrededor de 25.46, 28.73 y 33.28 ppm (TPS
+ SalAc + TAc) pueden ser Unicamente atribuidos a la reaccién de esterificacion sobre el
almidon. Esto se condice con el valor mas alto de DS para la muestra TPS + SalAc + Tac.
Posiblemente, estas tres sefiales de 13C CP MAS NMR no fueron registradas para las
muestras de TPS + SalAc y TPS + TAc, debido a los bajos valores de DS en estas muestras.
Otro nuevo pico de 13C CP MAS NMR fue también observado para la pelicula de TPS + SalAc
+ TAc a 173.61 ppm. Este pico es caracteristico de los carbonos carbonilicos (C=0)
presentes en los grupos carboxilo (-COOH) y puede ser asociados a 1) el enlace éster recién
formado (16), 2) los acidos libres en si (SalAc y TAc), 3) la posible reaccién de
entrecruzamiento entre las cadenas de almidén y ambos acidos (40,41) y 4) una pequeia
fraccion de almidén hidrolizado debido a la presencia del TAc o el SalAc. Sin embargo, esto
ultimo seria inicialmente poco probable considerando que no se afiladié agua extra a las
formulaciones, siendo esta necesaria para las reacciones de hidroélisis. No obstante, como
sera discutido mas adelante, esta reaccion fue determinante para el desempefio global de
los materiales a pesar de que la reacciéon organocatalitica fue comprobada y que el agua
disponible para dar la reacciéon de hidrolisis iinicamente podria provenir de la humedad

absorbida por el almidén o el glicerol.
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Figura 3. Espectros de 13C CP MAS NMR de los diferentes sistemas de peliculas estudiados:
almidén termoplastico (TPS), TPS + acido salicilico (TPS + SalAc), TPS + 4cido tartarico (TPS +
TAc) y TPS + SalAc + TAc.

Todos los espectros de ATR/FTIR (Figura 4A) denotan bandas de absorcién tipicas de
peliculas a base de almidon termoplastico. En todos los sistemas puede observarse una
banda ancha y pronunciada a 3282 cm-1, asociada a vibraciones de estiramiento de los
grupos O-H (42). Particularmente, se observa una disminucién en la intensidad de esta
banda para el caso del sistema TPS + SalAc + TAc. Este hecho puede ser atribuido a: 1) la
esterificacidon organocatalitica del grupo salicilo sobre la estructura del almidén, reduciendo
de esta forma el nimero de grupos O-H capaces de causar estas vibraciones de estiramiento
(esto concordaria con la discusion previa sobre los espectros de 13C CP MAS NMR) o 2) la
formacion de enlaces de hidrogeno intermoleculares fuertes entre los grupos salicilo
(esterificados sobre la estructura del almiddn) y el glicerol, o la formacién de enlaces de
hidrégeno intramoleculares entre las cadenas de almidén como resultado de la
retrogradacion del almidon, lo cual reduce los grados de libertad y atenua la absorbancia de

los grupos O-H.

Por su parte, las bandas observadas a los 2932 y 2877 cm-! pueden ser asignadas a las
vibraciones de estiramiento de los enlaces C-H presentes tanto en los grupos alifaticos -CH:
del nucleo hidrofébico de las hélices de amilosa, como en las moléculas de glicerol, asi como

también en la estructura de los anillos de glucosa que forman el almiddén y en los acidos
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salicilico y tartarico (43). En particular, el pico a 2932 cm-! resulta mas pronunciado para el
sistema TPS + SalAc + TAc. Podria pensarse entonces que la esterificacion organocatalitica
del grupo salicilo sobre la estructura del almidén conduce a la apertura de las cadenas
glucosidicas a-(1— 4) (amilosa), exponiendo asi a los grupos alifaticos -CH; presentes en el
nucleo hidrofébico de las hélices de amilosa. Todo esto teniendo en cuenta que todos los
sistemas de pelicula poseen la misma cantidad de glicerol y almiddn, ademés de contener el

mismo nimero de moles de ambos acidos.

Luego, puede observarse una banda particular a 1722 cm! que podria asociarse a las
vibraciones de estiramiento de los enlaces C=0 presentes en el grupo carbonilo. Esta banda
podria relacionarse a los enlaces ésteres formados entre el almidén-grupo salicilo
esterificado, entre el almidon-grupo tartarilo esterificado y almidén-grupo salicilo
organocataliticamente esterificado, para los sistemas TPS + SalAc, TPS + TAcy TPS + SalAc
+ TAc, respectivamente. Esto concuerda con los resultados de DS. Ademas, cabe resaltar
que esta banda (1722 cm) resulta notoriamente mas intensa en el sistema TPS + SalAc +
TAc. Esto reforzaria el hecho de que la esterificacién efectivamente ocurrié, lo cual se

condice con el analisis realizado de los espectros de 13C CP MAS NMR.

Todos los sistemas de pelicula muestran bandas localizadas en 1650 cm1y 1412 cm, las
cuales pueden ser asociadas a las vibraciones de flexién § de los grupos O-H (44,45) y al
estiramiento simétrico del grupo carboxilo (-COO) (46), respectivamente. También se
observaunabanda en 1363 cm-! en todos los sistemas de pelicula, la cual puede ser asignada
a la deformacidn angular de los enlaces C-O (44,46). Es importante destacar que la pelicula
TPS + SalAc + TAc muestra un pico distintivo a 1240 cm-! que es tipico de los enlaces ésteres
(43). Seglin Vidal et al. (40), esta banda puede ser atribuida a las vibraciones de
estiramiento C-0-C de las fracciones éster. Por otro lado, inicamente la curva asociada a la
pelicula TPS + SalAc + TAc posee una banda a 1293 cm, la cual podria deberse al
estiramiento de los enlaces C=C de la estructura aromatica del grupo salicilo
organocataliticamente esterificado sobre la estructura del almidén (43). Teniendo en
cuenta esto, podria decirse que todas las evidencias espectroscdpicas analizadas hasta
ahora refuerzan la hipotesis de que efectivamente se dio la esterificacion organocatalitica
del grupo salicilo sobre la estructura del almidén durante el procesamiento por extrusion

reactiva para el caso del sistema TPS + SalAc + TAc.

Pueden observarse, en todos los sistemas, bandas situadas en 1151 cm1, 922 cm-1 y 850 cm-
1, las cuales son normalmente atribuidas a la huella digital del almidén (47), ya que estan

relacionadas a las vibraciones de estiramiento de los enlaces C-0 y C-C de la estructura
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ciclica de los mondmeros de glucosa que lo conforman (45). Por otro lado, se observa en
todos los sistemas de pelicula una banda notoria en 1020 cm! (Figura 4B). Esta banda es
comunmente asignada a las vibraciones de estiramiento de los enlaces C-0-C y es
caracteristica de los carbohidratos. Su presencia indica la existencia de los enlaces entre las
unidades de glucosa que forman la estructura del almidén (44). Sorprendentemente, la
pelicula TPS + SalAc + TAc muestra una disminucién importante de la absorbancia en
comparacion a los demas sistemas de pelicula estudiados. Esto representa la primera
evidencia notable y concreta de la despolimerizacion/hidrélisis del almidén en la pelicula
TPS + SalAc + TAc donde, como consecuencia, pueden perderse los enlaces glicosidicos C-

0-C.

En conclusion, en el sistema de pelicula TPS 4 SalAc + TAc ocurren al menos dos reacciones:
1) la esterificacion organocatalitica del grupo salicilo sobre el almidén, lo cual expone los
grupos alifaticos -CH, del nicleo hidrofébico de las hélices de amilosa y 2) la
despolimerizacién/hidrolisis acida del almidén. Esto seria consistente con el analisis

efectuado a partir de los espectros de 13C CP MAS NMR.

Con respecto al estudio y analisis de las estructuras de almiddn ordenadas de corto alcance
(estructuras de doble hélice formadas a partir de almiddn no cristalino), estas mostraron el
siguiente orden creciente: TPS + TAc < TPS + SalAc < TPS < TPS + SalAc 4+ TAc (Tabla 1).
Estos resultados sugieren que la esterificacién organocatalitica del grupo salicilo sobre el
almidoén en el sistema de TPS + SalAc + TAc favorece la formacion de estructuras de dobles
hélices tales como: hélices dobles independientes, pequefios caimulos de dobles hélices y
hélices dobles nacientes, en comparacion al sistema de pelicula control (TPS). Por otro lado,
los sistemas TPS + TAcy TPS + SalAc exhibieron una disminucién/destruccién de este tipo
de ordenamiento si se los compara con el sistema de pelicula control (TPS). Puede también
notarse que, aparentemente, el TAc tiene un mayor impacto sobre la
disminucién/destruccion de las estructuras de almidén ordenadas de corto alcance en

comparacion con el SalAc.
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Figura 4. (A) Espectros ATR/FTIR de las diferentes peliculas estudiadas en todo el rango de
absorbancias. (B) Espectros FTIR normalizados en el rango de absorbancias entre 1060 cmy 980
cm! para el andlisis de estructuras cristalinas ordenadas de corto alcance. Sistemas de pelicula

analizados: TPS, TPS + SalAc, TPS + TAcy TPS + SalAc + TAc.

Dependiendo de su origen, los almidones presentan diferentes patrones de difraccién de
rayos X, conocidos como estructuras A, B y C (23) (ver Seccién 2.1). Por lo que puede
observarse en la Figura 54, los principales picos correspondientes al almidén termoplastico
(TPS) se ubican en: 12.93°, 17.01°, 19.81° y 22.40°. Segun estudios previos, estos picos
corresponden a una estructura de almidén de tipo A, lo cual se corresponde con lo esperado
al tratarse de almidén de maiz. Otros picos observados en 10.9° y 23.7° relacionados a la
estructura del tipo A fueron particularmente observados para el sistema de pelicula TPS +
SalAc + TAc. Esto sugiere que la esterificacidon organocatalitica del grupo salicilo sobre la
estructura del almidén realza la estructura del tipo A en este sistema. Todos los sistemas
también muestran picos de XRDa28=12.9°y 26=19.8°,los cuales pueden ser relacionados
a una estructura tipo V, (complejo tipo V almidén-glicerol) y Vi (almidén retrogradado),
respectivamente (48-50). Por lo tanto, todos los sistemas de pelicula evidencian la
formacion de los complejos tipo V almidon-glicerol, lo cual confirma la existencia de las
interacciones de enlace de hidrégeno entre el glicerol y el almid6n, como fue previamente
indicado en el analisis de los espectros de 13C CP MAS NMR. Adicionalmente, la pelicula de
TPS + SalAc muestra un menor distanciamiento interplanar de su estructura tipo A en

comparacion con los demas sistemas examinados (picos de XRD alrededor de 17.0° y 22.4°
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ligeramente desplazados hacia valores de 28 mas altos), asi como también exhibe un pico
de XRD adicional localizado en 28 = 18.1°, relacionado a la estructura tipo A. La estructura
tipo A para el sistema de pelicula TPS + SalAc + TAc evidencia también un menor
distanciamiento interplanar con respecto al sistema control (TPS). Por lo tanto, podria
decirse que el SalAc puede potencialmente favorecer el desarrollo de una estructura tipo A
mas compacta. En contraste, se observa un mayor distanciamiento interplanar de las
estructuras tipo V, (pico de XRD alrededor de 12.9° ligeramente desplazado hacia valores
de 26 mas bajos) y Vi (pico de XRD cerca de 19.8° ligeramente desplazado hacia valores de
26 mas bajos) para el sistema de pelicula TPS + SalAc + TAc en comparacién al sistema
control (TPS). Por dltimo, se muestra un pico de XRD a 2= 21.4° para el sistema de pelicula

TPS + SalAc + TAc que puede ser tribuido a la estructura tipo V. (complejo tipo V almidén-

glicerol).
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Con respecto a los espectros WAXS (Figura 5B), todos los sistemas de peliculas exhibieron
picos de dispersion a 1.36 nm-1y 1.56 nm-1, los cuales pueden ser asociados a la reflexion de
segundo orden de las laminas semi-cristalinas del almidén (51) y a los complejos tipo V
amilosa-glicerol (52), respectivamente. Estos hallazgos concuerdan con los difractogramas
de XDR (Figura 5A), es decir, podria confirmarse la formacién de los complejos tipo V
almidén-glicerol. Sin embargo, cabe destacar que todos los sistemas de pelicula analizados
(TPS + SalAc, TPS + TAcy TPS + SalAc + TAc) mostraron un ligero desplazamiento del pico
de dispersion WAXS relacionado a los complejos tipo V amilosa-glicerol (1.56 nm-1) hacia
valores de g mas bajos que el sistema de pelicula control (TPS). Esto sugiere que los acidos
agregados, ya sea en forma individual o en conjunto (SalAc y TAc), aumentan ligeramente
el distanciamiento interplanar de la estructura tipo V. Esto esta en linea con los analisis de
los difractogramas de XDR (Figura 5A). Curiosamente, el sistema de pelicula TPS + SalAc +
TAc muestra nuevos picos de dispersion WAXS situados a 1.48 cmt, 1.52 cm'1y 1.64 cm'!
que no estan presentes en los demas sistemas (TPS, TPS + SalAc y TPS + TAc). Esto es
consistente con los difractogramas de XDR del sistema de pelicula TPS + SalAc + TAc
(Figura 5A). Por lo tanto, esto demuestra nuevamente la existencia de un ordenamiento
molecular mas acentuado de la estructura tipo A en el sistema TPS + SalAc + TAc si se lo
compara con los demas sistemas. Este ordenamiento podria probablemente ser causado por

la esterificacion organocatalitica del grupo salicilo sobre la estructura del almidon.

La estructura laminar de todos los sistemas de pelicula fue analizada a partir de los
espectros de SAXS (Figura 5C). Todas las peliculas mostraron un pico de dispersion SAXS
tipico a 0.53 nm-! con un espesor laminar promedio de aprox. 11.9 nm (calculado a partir
de la ecuacion de Woolf-Bragg d = 2m/g), el cual puede ser atribuido a las estructuras
laminares semicristalinas (51,53-56). La intensidad y area de este pico fueron decreciendo
en el siguiente orden: TPS > TPS + SalAc > TPS + TAc > TPS + SalAc + TAc. De acuerdo a
lo estudiado por Liang et al. (54), este pico puede haber decrecido debido a la hidrdlisis del
almidén, la cual esta relacionada a la disrupcion de las estructuras helicoidales simples del
almidon. Aparte de esto, Wang et al. (57) indicaron que la hidrélisis enzimatica del almidén
rompe los enlaces a-1,4- y a-1,6-glicosidicos, lo cual degrada las ldminas cristalinas,
incrementando asi el grosor de las laminas amorfas. En base a esto y teniendo en cuenta el
analisis de los espectros ATR/FTIR (fundamentalmente el analisis de la banda observada a
1020 cm?), aparentemente el TAc produciria una mayor hidroélisis del almidon bajo
condiciones de extrusion reactiva en comparacion con el SalAc, siendo esta tendencia mas
evidente para el sistema de pelicula TPS + SalAc + TAc. Estos resultados sugieren que la
reaccion de hidrolisis del almidén en presencia de SalAcy TAc, ya sea en forma individual o

en conjunto, ocurre incluso sin el agregado de agua en la formulacién de las peliculas. Por lo
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tanto, la hidrélisis del almidén debida a la adicién de cualquiera de los dos acidos destruye
el orden laminar del almiddn y las estructuras de almidén ordenadas de corto alcance
(dobles hélices). Por otra parte, todos los sistemas de pelicula mostraron un pico de
dispersion SAXS “en forma de hombro” localizado en 0.38 nm-! (espesor laminar promedio
= 16.5 nm), el cual puede ser atribuido a la formacién de estructuras agregadas ordenadas
y al reensamblaje del almid6n, como resultado del fenémeno natural de retrogradacién del
almidén (56). En este contexto, Zhang et al. (56) destacaron que el area de este pico
aumenta en funcién de la retrogradacién. En este estudio, el area del pico a 0.38 nm!
decreci6 siguiendo el siguiente orden: TPS > TPS + SalAc > TPS + TAc > TPS + SalAc + TAc.
Se podria decir entonces que el agregado de SalAc y TAc atenua la retrogradacién del
almidén. Esto es interesante ya que es bien sabido que los almidones hidrolizados tienen
una menor tendencia a la retrogradaciéon con respecto a sus analogos nativos (58).
Curiosamente, los sistemas de pelicula con contenido de SalAc (TPS + SalAc y TPS + SalAc
+ TAc) mostraron un pico de dispersion SAXS adicional situado a 0.48 nm! (espesor
laminar promedio = 13.1 nm). Este pico de dispersiéon SAXS adicional podria ser
relacionado a un reordenamiento del almidén en una estructura semicristalina heterogénea

con un mayor espesor laminar (59).

Por otro lado, el porcentaje de cristalinidad (Xc) de los sistemas de pelicula ensayados varid
desde 5.6 hasta 12.2% (Figura 5A). Esto apunta a que los materiales manufacturados fueron
principalmente amorfos. Los valores de Xc tuvieron una tendencia positiva creciente con
respecto a los valores de DS (TPS < TPS + SalAc < TPS + TAc < TPS + SalAc + TAc),
indicando asi que la esterificacion del almidon via extrusién reactiva influye sobre el grado
de ordenamiento de las cadenas de almidén. En particular, el sistema de control (TPS)
resulté ser el material mas amorfo, mientras que sistema TPS + SalAc + TAc fue el mas
cristalino. Estos hallazgos son consistentes con los resultados reportados por Hernandez-
Hernandez et al. (16) para fideos a base de almidén de maiz nativo y céreo propionilados
(esterificado) organocataliticamente via extrusion reactiva empleando TAc como
organocatalizador verde. De acuerdo a Hernandez-Hernandez et al. (16), esta tendencia
puede ser atribuida al hecho de que las reacciones de esterificacion sobre el almidon de dan
fundamentalmente sobre la amilosa. Esto encajaria bien con lo discutido sobre los espectros
de ATR/FTIR, donde la esterificacion organocatalitica del grupo salicilo sobre el almidén

expondria los grupos alifaticos —-CH: del nucleo hidrofébico de las hélices de amilosa.
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4.2. Analisis térmico: DSCy TGA

Las curvas de DSC para las peliculas testeadas no revelaron ningun pico de fusion (Tm)
(Figura 6A), por lo cual las secciones duras (cristalinas) de las peliculas parecieran no
incidir sobre el comportamiento térmico de estos materiales. En contraste, la temperatura
de transicidn vitrea (Tg) para las peliculas de TPS + SalAcy TPS + TAc no fue detectada, es
decir, la transicion de fase de segundo orden donde las cadenas o secciones amorfas del
polimero comienzan a adquirir movilidad fue imperceptible en estos materiales. Este hecho
puede ser atribuido a que la hidrolisis del almid6n provocada por el SalAcy el TAc hace que
las cadenas de almidon amorfas hidrolizadas tengan alta movilidad y baja estabilidad
térmica, sin el obstaculo aparente de alguna seccién cristalina (60,61). Mientras tanto,
Unicamente los sistemas de pelicula TPS y TPS + SalAc + TAc exhibieron valores de T; a
59.73°C (cambio de capacidad calorifica (ACp) = 0.02806 W/g) y 50.39°C (ACp = 0.02352
W/g), respectivamente (Figura 6B y 6C). Estos resultados sugieren que las cadenas de
almid6on amorfas en la pelicula de TPS + SalAc + TAc tienen una mayor movilidad y menor
estabilidad térmica que el sistema de pelicula control (TPS). Basado en estos resultados y
teniendo en cuenta los andlisis previos, el hecho de que el valor de Ty sea mas bajo para la
pelicula de TPS + SalAc + TAc que para la pelicula control (TPS), estaria probablemente
ligado a la hidrdlisis del almidén en presencia de SalAc y TAc, lo cual aumentaria el

movimiento de las cadenas amorfas del almidodn.
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Figura 6. (A) Curvas DSC de los sistemas de peliculas analizados desde -80 °C hasta 180 °C. (B)
Curva DSC de la pelicula de TPS que muestra la Tg de la muestra. (C) Curva DSC de la pelicula TPS +

SalAc + TAc que muestra la Tg de la muestra.

En relacién al andlisis de las curvas de TGA (Figura 7A), todos los sistemas de pelicula
muestran las tres regiones comunes de degradacién térmica para peliculas a base de
almidén. En primer lugar, la pérdida de peso entre los 30°Cy los 200°C se asocia a la pérdida
de agua (28). Se observa en este rango la pérdida de agua libre y agua ligada fisicamente en
la estructura del almidén. El glicerol, debido a su naturaleza higroscépica también tiene la
capacidad de retener agua. La segunda region (200-350°C) demuestra una caida de peso
mas drastica que las demas. Aqui ocurre la maxima degradacién térmica de la fase rica en
almidén (250-400°C), ademas de la evaporacion de la fase rica en glicerol (temperatura de
evaporacion del glicerol = 290°C). La estructura molecular del almidén se rompe, liberando
compuestos volatiles como CO, H20 y otros fragmentos organicos. En la dltima region (450-
700°C), asociada a la region de degradacion oxidativa del almidén parcialmente degradado,
los residuos carbonosos que quedan tras la descomposicién completa del almidén y el
glicerol comienzan a oxidarse o carbonizarse. En algunos casos, el material puede dejar un
residuo carbonoso a altas temperaturas (24,28,62,63). En particular, en la region entre 220
y 300 °C (ver recuadro en la parte superior derecha de la Figura 7A), se registrd el siguiente
orden decreciente de degradacion térmica: TPS > TPS + SalAc > TPS + TAc > TPS + SalAc
+ TAc. Cabe destacar que los espectros SAXS mostraron una tendencia idéntica (ver Seccién

4.1) debido a la hidrélisis del almidon, donde aparentemente el TAc generaria un mayor
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grado de hidrolisis del almidén que el SalAc. Esta tendencia es mas evidente para el sistema
TPS + SalAc + TAc, donde podria nuevamente confirmarse que la reaccion de hidroélisis del
almidon, en presencia ya sea de SalAc o TAc en forma individual o en conjunto, ocurre
incluso sin el agregado de agua en la formulacién de las peliculas. Un comportamiento
térmico similar fue reportado por Mohd Zain et al. (64), quienes describieron una menor
estabilidad térmica en peliculas a base de almidén termoplastico conteniendo acido citrico
en comparacion con su respectivo control sin presencia del acido citrico. Dichos autores
demostraron que el acido citrico induce la acidélisis (hidrolisis acida) del almidén

termoplastico procesado por mezclado sin el agregado intencional de agua.-

Los espectros de DTGA (Figura 7B) muestran la primera derivada de TGA y se trata de una
medida sensible que proporciona informacién sobre las tasas relativas de volatilizacién y
descomposicion del polimero analizado. Los picos maximos en la curva DTGA representan
la tasa maxima de pérdida de masa. Cada etapa de pérdida de peso corresponde a un pico
en la curva DTGA (63). Con respecto a las curvas de DTGA, todos los sistemas muestran una
ligera separacion de fases entre la fase rica en glicerol (temperatura de maxima degradacién
térmica (Tmax) ~ 289°C) y la fase rica en almidén (Tmax ~ 319°C). Esta separacién de fases
resulta menor para la pelicula control (TPS), donde los picos de DTGA relacionados a la fase
rica en glicerol y a la fase rica en almidén aparecen casi superpuestos. Por tal razén, podria
decirse que la pelicula de control (TPS) posee una mejor interaccién almidén-glicerol en
comparacion con los demds sistemas manufacturados. Por el contrario, la pelicula TPS +
SalAc + TAc muestra la mayor separacién de fases, por lo que puede inferirse una
interaccion almidon-glicerol pobre. Adicionalmente, todas las peliculas con contenido de
SalAc o TAc, de forma individual (sistemas de peliculas TPS + SalAc y TPS + TAc) o en
conjunto (sistema de pelicula TPS + SalAc + TAc), poseen curiosamente un pico de DTGA
adicional a una Tmax ~ 245°C que puede ser asociado a una fraccion del almidén hidrolizado.
Por ultimo, debido ala adicién de los dos acidos en conjunto (TPS + SalAc + TAc) se observa
un nuevo pico en Tmax ~ 394°C que se podria atribuir a la presencia de nuevas fases o
estructuras debido a la reaccién organocatalitica favorecida por la presencia de ambos
acidos. La presencia de este ultimo pico se condice con los resultados del ensayo NMR y
sugiere que se ha formado un componente o estructura que requiere mas energia para
descomponerse, lo que indica una mayor estabilidad térmica. Sin embargo, este pico resulta

ser muy pequefio, por lo cual no determina el desempefio del material.
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Figura 7. (A) Curvas de TGA. (B) Curvas DTGA entre 30 y 700°C de los distintos sistemas. Sistemas
analizados: TPS (a), TPS + SalAc (b), TPS + TAc (c) y TPS + SalAc + TAc (d).

4.3. Analisis fisicoquimico: SW, WS, WA, p, e y opacidad

En principio, se realiz6 un analisis de hinchamiento (SW), cuyos resultados se pueden
observar en la Tabla 1. Los valores de SW para las peliculas estudiadas variaron desde 3

hasta 15%. Valores mas altos de SW (entre 13 y 42%) que los obtenidos en este estudio
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fueron reportados por Gutiérrez et al. (35) para peliculas manufacturadas por
extrusion/termo-compresion a base de almiddn conteniendo nanoarcillas cargadas de
extracto de flor de Jamaica. En este estudio, no se observaron diferencias significativas entre
los resultados obtenidos para el control (TPS) y los demads sistemas, siendo el valor
promedio general de hinchamiento del 10.25 + 6.25 %. Sin embargo, si se observa una
diferencia considerable entre el sistema con contenido de TAc (TPS 4+ TAc) y la pelicula cuya
composicién contiene ambos acidos (TPS + SalAc 4+ TAc). Este comportamiento podria
estar relacionado a que la esterificacion organocatalitica del grupo salicilo sobre el almidén
expone los grupos alifaticos —~CH; del nucleo hidrofébico de las hélices de amilosa en la

pelicula TPS + SalAc + TAc (ver Seccién 4.1).

En cuanto a los valores de solubilidad (WS) (Tabla 1), los sistemas de pelicula con contenido
de TAc (TPS + TAcy TPS + SalAc + TAc) exhibieron la mayor solubilidad en agua (~55%)
en comparacion a las peliculas TPS y TPS + SalAc (valores de WS alrededor de 42.3%). Este
hallazgo podria ser atribuido a la mayor actividad hidrolitica aparente del TAc sobre el
almidon, la cual genera una despolimerizacién (hidroélisis acida del almidén), a la vez que
expone las unidades de glucosa del almiddn, lo cual conduce a la obtencién de peliculas mas
hidrofilicas (TPS + TAc y TPS + SalAc + TAc). Esto se condice con lo analizado a partir de
la banda de ATR/FTIR a 1020 cm-1y los espectros de 13C CP MAS NMR (ver Seccién 4.1). En
contraste, el sistema de control (TPS) y la pelicula TPS + SalAc mostraron los valores mas

bajos de WS (en torno a 42.3%), sin diferencias estadisticamente significativas entre ellas.

Los valores de absorcion de agua (WA) fueron significativamente mas altos (~3.6%) en las
peliculas disefiadas (TPS + SalAc, TPS + TAcy TPS + SalAc + TAc) que en la pelicula control
(TPS - WA = 2.6%). Esta tendencia estarfa nuevamente en linea con los resultados
previamente obtenidos que sugieren que la hidrolisis acida del almidén en presencia ya sea
de SalAcy TAc en forma individual o en conjunto, ocurre incluso sin el agregado de agua en
la formulaciéon de las peliculas, incrementando asi la hidrofilicidad de las peliculas
disefnadas a causa de la despolimerizacion (hidroélisis acida del almiddn) de las unidades de
glucosa (mondémero hidrofilico) del almidén. Sin embargo, no se observan diferencias
apreciables en los valores de WA entre los sistemas de pelicula con contenido de acidos (TPS

+ SalAc, TPS + TAcy TPS + SalAc + TAc).

La densidad (p) de una pelicula puede proporcionar informaciéon sobre su estructura
interna y las interacciones entre sus componentes (28). Con respecto a los valores
obtenidos de densidad (Tabla 1), estos estan comprendidos entre 1.20 y 1.54 g/cm3 y se

ajustan a los valores reportados en trabajos previos para materiales obtenidos mediante la
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misma metodologia. Gutierrez y Valencia (2021) (65) reportaron valores entre 1.17 y 1.4.
g/cms3 para films compuestos por almiddn de maiz y glicerol, con agregados de tripolifosfato
de sodio y sulfato de potasio y obtenidos por extrusién reactiva/termo-compresion. Por
otro lado, para peliculas de almidén de maiz, glicerol y nanoarcillas utilizadas como
nanorellenos, Gutierrez y Alvarez (2018) (28) obtuvieron valores comprendidos entre 0.98
y 1.20 g/cms3. Vale la pena destacar que la pelicula de TPS + SalAc + TAc result6 ser el
material mas denso (p = 1.54 g/cm3, p < 0,05). Este comportamiento podria estar
relacionado al desarrollo de una estructura tipo A mas compacta en este sistema (TPS +
SalAc + TAc) (ver Seccion 4.1). Por el contrario, las peliculas TPS, TPS + SalAcy TPS + TAc

no mostraron diferencias estadisticamente significativas (p = 0.05) en los valores de p.

Los valores de espesor de la pelicula (e) oscilaron entre los 0.96 y los 1.62 mm (Tabla 1),
siendo esto concordante con valores obtenidos en estudios previos para obtener materiales
similares utilizando la misma metodologia. El rango de grosores obtenido por Gutierrez y
Valencia (2021) (65) para materiales similares (almidon de maiz, glicerol, tripolifosfato de
sodio y sulfato de potasio) fue entre 1.25 y 1.3 mm. Por su parte, Hernou-Julien et. al (2019)
(66) obtuvieron, para peliculas constituidas por almidén de maiz, glicerol y acetato de
celulosa, espesores entre 0.9 y 1.18 mm. Por otro lado, para peliculas de almidén,
policaprolactona (PCL) y glicerol, Gutierrez (2018) (67) obtuvo valores de grosor entre
1.15 y 1.36 mm. Ademas, Gutierrez y Alvarez (2018) (28) registraron valores entre 0.86 y

0.97 mm para films compuestos por almidén de maiz, glicerol y nanoarcillas.

Por ultimo, en cuanto a la opacidad (op) de las peliculas, los resultados (Tabla 1) (Figura 8)
arrojan que el material con mayor grado de opacidad es aquel que tiene ambos acidos en su
composicién (TPS + SalAc + TAc), mientras que el control (TPS) y las peliculas que
contienen acidos de forma individual no presentan diferencias significativas en sus valores.
Se determin6 el siguiente orden creciente de opacidad: TPS < TPS + SalAc < TPS + TAc <
TPS + SalAc + TAc (Tabla 1). Una tendencia similar fue obtenida en los valores de Xc para
las peliculas ensayadas (ver Seccion 4.1 - Figura 5A). Teniendo esto en mente, las secciones
cristalinas de estos materiales podrian dispersar laluz durante su paso a través del material,

resultando asi en peliculas mas opacas.

Teniendo en cuenta todo lo analizado previamente, las peliculas con contenido de TAc (TPS
+ TAc y TPS + SalAc + TAc) mostraron un mayor cardcter hidrofilico en comparacion al
sistema de pelicula con contenido de SalAc (TPS + SalAc). Este hecho no resulto tan evidente
en los ensayos fisicoquimicos a nivel global. No obstante, los resultados de WS en particular

permitieron visualizar este comportamiento. Esta tendencia podria ser atribuida a la

39



aparente mayor actividad hidrolitica del TAc sobre el almiddén, lo cual genera una
despolimerizacion (hidrdlisis acida del almiddn) y expone las unidades de glucosa del
almidoén, conduciendo de este modo a la obtencion de peliculas mas hidrofilicas (TPS + TAc
y TPS + SalAc + TAc). Por otro lado, el sistema de pelicula control (TPS) resultd ser el
material mas hidréfobo. Esto Ultimo podria estar ligado a una mayor interaccién almidén-
glicerol, 1a cual condujo a una menor separacién de fases (ver Seccién 4.2 - andlisis de las
curvas de DTGA) y a una menor exposicion de los grupos hidroxilos (polares) del almidén

y glicerol para interaccionar con el agua.

TPS+SalAc TPS+TAc TPS+SalAc+TAc

Figura 8. Aspecto de las peliculas: TPS, TPS + SalAc, TPS + TAcy TPS + SalAc + TAc.

4.4, Analisis superficial: WCA, SM, SEM y AFM

En general, el angulo de contacto con el agua (WCA) es un indicador de la naturaleza
fisicoquimica de la superficie de los materiales: valores altos de WCA denotan una superficie
con tendencia hidrofébica, mientras que valores mas bajos de WCA sugieren una superficie
mas hidrofilica (68)(69). Los sistemas de pelicula estudiados registraron el siguiente orden
creciente en los valores de WCA: TPS + SalAc (45°) < TPS + SalAc + TAc (49°) < TPS + TAc
(65°) < TPS (75.0°) (Tabla 1 - Figura 9). Por lo tanto, la pelicula de TPS presenta la
superficie mas hidrofébica, lo cual es consistente con el andlisis realizado en la seccién
previa (ver Seccién 4.3 - andlisis fisicoquimico). Teniendo esa discusion en mente, las
peliculas con contenido de TAc (TPS + TAcy TPS + SalAc + TAc) deberian, en teoria, ser los
materiales con la superficie mas hidrofilica. Sin embargo, se observan resultados
contradictorios ya que los materiales mas hidrofilicos fueron aquellos con contenido de
SalAc (TPS + SalAcy TPS + SalAc + TAc) en su composicion. Segun la teoria de Vogler (68),
esto podria indicar que los grupos hidrofilicos de la estructura molecular del almid6n de las
peliculas con contenido SalAc (TPS + SalAc y TPS + SalAc + TAc) estarian siendo
direccionados hacia adentro del material, mientras que los sitios apolares estarian siendo
orientados hacia la superficie del material, disminuyendo de esta forma los sitios de Lewis

(sitios polares) sobre la superficie e incrementando los valores de WCA.
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Con el objetivo de entender mejor las causas de este comportamiento superficial en las
peliculas analizadas, se determinaron los valores de SM y se adquirieron las imagenes de
AFM. Los valores de SM variaron entre 0.7 y 2% (Tabla 1). Sin embargo, no se observaron
diferencias significativas (p = 0.05) entre los valores de SM del sistema de control (TPS) y
los demas sistemas de pelicula. Cabe destacar que la Unica diferencia estadisticamente
significativa hallada se observa entre la pelicula TPS + SalAc (2%) y TPS + TAc (0.7%). Esto
confirmaria que la superficie de la pelicula TPS + SalAc es mas hidrofilica que la pelicula
TPS + TAc. Este resultado se condice con lo mencionado previamente sobre la teoria de
Vogler (68). No obstante, Vogler (68) también indicé en los fundamentos de su teoria que
mayores valores de WCA pueden ser relacionados a superficies mas rugosas, ya que en las
superficies mas rugosas existen obstaculos fisicos que pueden impedir el colapso de las
gotas de agua sobre la superficie. Es por esto que se adquirieron las imagenes de AFM de las
peliculas (Figura 9) y a partir de ellas se cuantificaron los valores de rugosidad media (Ra)
y rugosidad cuadratica media (Rq) (Tabla 1). Los valores de Ra y Rq siguieron el siguiente
orden creciente: TPS + TAc < TPS + SalAc < TPS + SalAc + TAc < TPS. En particular, los
resultados de WCA y los valores de Ra y Rq para la pelicula TPS encajan perfectamente con
la teoria de Vogler (68), es decir, refuerzan la teoria de que una superficie mas rugosa esta
relacionada a valores mas altos de WCA. Sin embargo, los demads sistemas de pelicula no
siguieron esta tendencia. Por esta razon, los valores de WCA obtenidos estarian mas
relacionados a la orientacion de los grupos hidrofilicos de la estructura molecular del

almidén que a la rugosidad del material, como fue discutido previamente.

Por otro lado, las imagenes SEM de las superficies termo-comprimidas de las peliculas
(Figura 10) muestran que, en general, todas las superficies resultaron notablemente lisas y
compactas. Esto es consistente con los resultados obtenidos a partir de las imagenes de
AFM, donde los maximos valores de Ra (Ramax = 69.43 nm) y Rq (Rgmax = 94.17 nm)

resultaron del orden nanométrico.
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Figura 9. Imagenes de WCA y AFM de las peliculas: TPS, TPS + SalAc, TPS + TAcy TPS + SalAc +
TAc.
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Figura 10. Micrografias SEM de la superficie termo-comprimida (a 500x de aumento) y de la
superficie criogénicamente fracturada (a 1.0 kx de aumento) de los diversos sistemas de peliculas

analizados: TPS, TPS + SalAc, TPS + TAcy TPS + SalAc + TAc.
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4.5. Analisis mecanico: Ensayo de traccion uniaxial

Se llevaron a cabo ensayos de traccidon uniaxial de cada sistema de pelicula para obtener las
curvas de tension (o) vs. deformacién (g) (Figura 11), con el fin de calcular los parametros
mecanicos de los materiales estudiados (% owm, &oy 7 - Tabla 1). En general, se observa en
todos los sistemas una pérdida del desempefio mecanico global (£ om, €,y 7) con respecto
al material de control (TPS). Esto a pesar de que se comprobd6 la esterificaciéon
organocatalitica del SalAc (ver Seccién 4.1). Por lo tanto, estos resultados refuerzan la idea
de que la reaccién de hidrolisis del almidon en presencia, ya sea de SalAc o TAc, en forma
separada o en conjunto, ocurre incluso sin el agregado de agua en la formulacién de las
peliculas. Por esta razon, al menos dos mecanismos de reaccién actuaron sobre las
formulaciones: 1) esterificacién organocatalitica y 2) hidrolisis del almidén. Esta dltima
reaccién no era la esperada teniendo en cuenta la ausencia de agua agregada. No obstante,
lareaccién de hidrolisis del almidén determiné el desempefio general de los materiales. Este
hecho fue mas notable en el sistema de pelicula TPS + SalAc 4+ TAc (posee los valores mas
bajos de £ om, € ¥ 7). Un comportamiento mecanico similar a causa de la hidrolisis del
almidén fue también informado por Olivato et. al (70) para peliculas a base de
almidén/poli(adipato de butileno- co-tereftalato) (PBAT) procesadas por extrusion reactiva
en presencia de TAc y sin agua agregada. Adicionalmente, los resultados obtenidos hasta
ahora denotan que el TAc tiene, aparentemente, un comportamiento hidrolizante mas
acentuado sobre el almidén, en comparacién con el SalAc. Esto puede observarse si se
comparan las curvas de o vs. € para las peliculas TPS + SalAc y TPS + TAc, donde todos los
parametros mecanicos (£ om, €y 7) para la pelicula TPS + TAc fueron significativamente
(p< 0,05) mas bajos que para la pelicula TPS + SalAc. Esto se condice con todo lo analizado
en las secciones previas. Cabe destacar que los sistemas de peliculas TPS + SalAc y TPS +
TAc contienen la misma cantidad molar de acidos y, por lo tanto, este comportamiento
mecanico estaria relacionado intrinsecamente a la naturaleza quimica de cada uno de estos
acidos y su efecto hidrolizante sobre el almidén: TAc (pKal = 2,98 y pKa2 = 4,34) y SalAc
(pKal = 2,97 y pKa2 = 13,47).
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Figura 11. Curvas tension (o) - deformacion (g) de los diversos sistemas de peliculas analizados:

TPS, TPS + SalAc, TPS + TAcy TPS + SalAc + TAc.

Por otra parte, la morfologia superficial de la criofractura de los materiales esta
normalmente relacionada con su comportamiento mecanico (71). En este caso, todas las
peliculas analizadas mostraron una morfologia amorfa, compacta, sin huecos y sin evidencia
de granulos de almidén sin gelatinizar (Figura 10). Como fue comentado previamente, las
propiedades mecanicas de las peliculas ensayadas exhibieron diferencias significativas (p
< 0,05) entre ellas. No obstante, la morfologia superficial de la criofractura de los materiales
no se vio alterada notoriamente. Vale la pena resaltar que la ausencia de granulos de
almidéon demuestra que las condiciones de extrusién reactiva utilizadas provocaron la
gelatinizacién completa del almidén. Esto es importante ya que no todas las condiciones de
extrusion logran esto y una adecuada comprension entre el proceso de extrusion y la
estructura del material es necesaria en los materiales a base de almidén termoplastico, ya
que una gelatinizaciéon incompleta del almidén podria afectar significativamente las
propiedades mecanicas y de barrera de los materiales (72). De todas formas, la morfologia
predominantemente amorfa de todos los sistemas de pelicula result6 ser consistente con

los difractogramas de XRD previamente analizados (ver Seccion 4.1).
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4.6. Andlisis funcional: Propiedades antioxidantes,

antimicrobianas y ecotoxicidad

Las peliculas TPS + SalAc, TPS + TAc y TPS + SalAc + TAc mostraron una baja actividad
antioxidante, de alrededor del 5% (Tabla 1). No obstante, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas (p = 0.05) entre los sistemas de pelicula. Esta ligera
actividad antioxidante puede ser relacionada a la naturaleza antioxidante del SalAc y TAc

(73-75).

En cuanto a las propiedades antimicrobianas (Tabla 2), todos los materiales con contenido
de acidos en su composicion, ya sea de manera individual o en conjunto, mostraron
actividad antimicrobiana contra L. innocua (gram-positiva) y P. aeruginosa (gram-
negativa), como era de esperar. Estos resultados fueron los esperados segun la literatura
para las peliculas con contenido de acidos, ya sea de SalAc (76) o de TAc (77). Ademas, la
actividad antimicrobiana resulta ser significativamente mas alta contra P. aeruginosa que
contra L. innocua para las peliculas TPS + SalAc, TPS + TAcy TPS + SalAc + TAc. En el caso
de la P. aeruginosa (Gram negativa), no se observan diferencias significativas entre los
diferentes materiales. Por otro lado, para el caso de la L. innocua, el material cuya
composicién contiene ambos acidos (TPS + SalAc + TAc) muestra un aumento
estadisticamente significativo de actividad antimicrobiana si se lo compara con los demas

sistemas.

En particular, los sistemas de pelicula con contenido de SalAc (TPS + SalAcy TPS + SalAc +
TAc) también mostraron actividad antimicrobiana contra §. aureus (Gram positiva). Por lo
tanto, estos resultados sugieren que la actividad antimicrobiana contra S. aureus esta
relacionada especialmente a la presencia de SalAc. Vale la pena destacar que el sistema de
pelicula TPS + SalAc + TAc presenta una mayor actividad antimicrobiana (p < 0,05) contra
S. aureus en comparacion al sistema de pelicula TPS + SalAc. Es por esto que podria decirse
que se observa un efecto sinérgico entre el SalAc y el TAc contra S. aureus. Fang et al. (78)
también observaron actividad antimicrobiana contra S. aureus en peliculas a base de
almidoén conteniendo SalAc. De acuerdo a Pizzolitto et al. (79), los compuestos fendlicos
tales como el SalAc pueden pasar la parte no polar de su estructura a través de la membrana
celular de los microorganismos, provocando asi una alteracion del gradiente de pH
transmembrana entre la membrana plasmdatica y las membranas de los organulos,
produciendo pérdida de energia celular y ruptura de la membrana celular y pudiendo
ocasionar, como consecuencia, la muerte del microorganismo. Song et al. (80) también

notaron que el SalAc genera fuga de fosfatasas alcalinas intracelulares y sustancias
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macromoleculares (acidos nucleicos y proteinas) en las bacterias £. coliy S. aureus, 1o cual
confirma la alteracion de las paredes celulares bacterianas y las membranas celulares de
estos microorganismos. Fang et a. (78) también informaron actividad antimicrobiana
contra £. colien peliculas a base de almidéon conteniendo SalAc. Teniendo esto en cuenta, en
este estudio se obtuvieron resultados contrarios, ya que la pelicula TPS + SalAc no mostré
actividad antimicrobiana contra £. coli. Sin embargo, la pelicula TPS + SalAc + TAc si mostré
actividad antimicrobiana contra E. coli pero esto se dio, posiblemente, por un efecto

sinérgico del SalAc y el TAc.

Otro hecho relevante es que los sistemas de pelicula con SalAc en su composicién (TPS +
SalAc y TPS + SalAc + TAc) no mostraron diferencias remarcables contra los
microrganismos Gram positivos ensayados (L. innocuay S. aureus). Esto sugiere que los
sistemas de pelicula con contenido de SalAc poseen un mecanismo de inhibicién
antimicrobiana similar contra las bacterias Gram positivas testeadas (L. innocua 'y S.
aureus). Sin embargo, estos mismos sistemas de pelicula (TPS + SalAc y TPS + SalAc + TAc)
si mostraron diferencias notables entre los dos microorganismos Gram negativos evaluados
(E. coliy P. aeruginosa). Por esta razdn, podria destacarse un mecanismo de inhibicion
antimicrobiana diferente entre E. coli y P. aeruginosa (bacterias Gram negativas).
Particularmente, £. coli fue inalterable en presencia de las peliculas con contenido de SalAc
en comparacion contra P. aeruginosa. Esto demuestra que el mecanismo de inhibicién de
estos sistemas contra los microorganismos Gram negativos evaluados (£ coli y P.
aeruginosa) va mas alla de las consideraciones estructurales de la membrana celular de
estos microorganismos (81). En resumen, entre todos los materiales estudiados, la
actividad antimicrobiana mas alta se observé contra P. aeruginosa (bacteria Gram

negativa).
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Tabla 2. Actividad antimicrobiana de las peliculas desarrolladas contra bacterias Gram positivas y

Gram negativas.

Halos de inhibiciéon (mm)
Material Bacterias Gram positivas Bacterias Gram negativas
Listeria innocua Staphylococcus Escherichia coli Pseudqmona
aureus aeruginosa
TPS 0 0 0 0

TPS + SalAc 22 + 224 21.54+0.524 0 34 4+ 2aB
TPS + TAc 22 + 22 0 0 33.0+0.52B

TPS + SalAc + TAc 28+ 2bA 26.5+ 0.5b4 25,5+ 0.524 34 4+ 2aB

Las diferentes letras minudsculas en superindice en la misma columna indican diferencias
estadisticamente significativas (p < 0,05, n = 3) para los diversos materiales analizados respecto al
mismo microorganismo. Diferentes letras mayusculas en superindice en la misma fila denotan
diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05, n = 3) para el mismo material variando el

microorganismo.

En relaciéon a la ecotoxicidad de las peliculas manufacturadas (Figura 12), aquellas con
contenido de SalAc (TPS + SalAc y TPS + SalAc + TAc) no mostraron el efecto benéfico
esperado sobre el crecimiento de las plantulas de lechuga. Por el contrario, la presencia de
este acido afectd negativamente el crecimiento de las plantulas de lechuga. Esto esta
posiblemente relacionado a la concentracién de SalAc utilizada para la fabricacién de las
peliculas (12,13,82), ya que observando a Koo et al. (13), concentraciones de SalAc
superiores a 1 mM pueden ser consideradas altas, afectando asi negativamente el desarrollo
y crecimiento de las plantas. Por otro lado, el sistema de pelicula con contenido de TAc (TPS
+ TAc) no alterd significativamente el crecimiento de las plantulas de lechuga en
comparacion al control. Curiosamente, la pelicula de TPS exhibié un resultado anémalo, ya
que no se esperaba un efecto inhibitorio del crecimiento de las plantulas de lechuga. Esto
ultimo podria deberse a un impedimento fisico, como la formaciéon de un gel, que no
permitiria la adecuada absorcién de nutrientes de la raiz. Entonces, el material de TPS +
TAc seria el inico material que, en este sentido, podria ser considerado apto para su uso
como acolchado agricola. No obstante, méas estudios en esta drea deben ser conducidos

sobre otras plantulas.
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Figura 12. Estudio de ecotoxicidad de cada sistema de pelicula analizado utilizando la variacion de la
raiz primaria (%) en plantulas de lechuga (Lactuca sativa) germinadas en agar-H20 al 0.8% en placas
de Petri. Panel A: Imagenes representativas de las plantulas de lechuga tratadas con cada sistema de
pelicula a una concentraciéon de 1 mg/mL (Barras = 1 cm). Panel B: Medicidn de la variacién de la
raiz primaria en plantulas de lechuga a diferentes concentraciones de pelicula: 0.1 y 1 mg/mL. Se
usaron agua y NaCl 50 mM como controles negativo y positivo, respectivamente. Los datos se
expresan como porcentaje respecto al sistema de pelicula de control (pelicula TPG). Los valores son
la media (+ DE) de tres experimentos independientes. El analisis estadistico se realizé mediante
ANOVA de una via; los valores de p menores de 0.05 se consideraron estadisticamente significativos
(prueba de Tukey). *p < 0.05. Sistemas de pelicula analizados: almidén termoplastico (TPS), TPS +
acido salicilico (TPS + SalAc), TPS + acido tartarico (TPS 4+ TAc) y TPS + SalAc + TAc.

5. Analisis de factibilidad econdémica de
produccion a escala industrial

Otros estudios han demostrado el mercado, la rentabilidad (valor presente — VP y la tasa

interna de retorno - TIR) y competitividad de los acolchados agricolas a base de almidén
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procesados por extrusion. Por ejemplo, Adler y Capiel (83) determinaron un VP de
US$1.568.495 y una TIR del 135% para la factibilidad econémica del escalamiento de los
acolchados agricolas a base de almidén procesados por extrusion. Sin embargo, todos los
materiales desarrollados en este trabajo demostraron propiedades pobres e inesperadas,

las cuales limitan técnicamente su escalamiento.

6. Conclusiones

Se comprobd la esterificacién organocatalitica de SalAc mediante el uso de TAc como
catalizador verde. Sin embargo, esta reaccion no fue determinante en el desempefio
fisicoquimico y mecénico general de los materiales desarrollados. En contraste, este estudio
revel6 que bajos contenidos de humedad relacionados intrinsecamente a las materias
primas (almidén y glicerol) provocaron la hidrolisis del almidén en presencia de SalAc y
TAc. Por otra parte, el TAc mostr6 un efecto hidrolizante del almidén mayor que el SalAc,
destruyendo asi el orden laminar del almidén y las estructuras de almidén ordenadas de
corto alcance (hélices dobles). Esto a pesar de que los sistemas de peliculas que contenian
estos acidos por separado tenian el mismo nimero de moles de acido en su composicion.
Por lo tanto, la naturaleza quimica intrinseca de cada uno de estos acidos fue determinante
en el desempefio fisicoquimico y mecanico final de los materiales: TAc (pKal = 2,98y pKa2 =
4,34) y SalAc (pKal = 2,97 y pKa2 = 13,47). Por otro lado, la actividad antioxidante de los
materiales desarrollados no fue significativa en ninguno de los casos. Sin embargo, si se
constataron propiedades antimicrobianas de los materiales. Finalmente, bajo las
concentraciones de SalAc y TAc ensayadas en este estudio se observo un efecto ecotdxico
sobre plantulas de lechuga. No obstante, vale la pena resaltar que mas estudios son
requeridos en este campo, ya que, como fue indicado en la introduccién (ver Seccién 2),

estos acidos pueden cambiar su accion dependiendo de la planta estudiada.
7. Trabajos futuros
En base a los resultados obtenidos, se proponen los siguientes trabajos futuros para

complementar el estudio realizado:

- Andlisis del efecto hidrolizante de los acidos, variando el contenido de agua en las
formulaciones del almidén termoplastico.
- Anadlisis de variaciones en la concentracion de los diferentes acidos (dentro de los

limites permitidos)
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- Anadlisis de la factibilidad del uso de los materiales envases o recubrimientos
solubles en agua para preservacion de alimentos

- Andlisis del efecto de la humedad intrinseca de las materias primas en el
comportamiento general de los materiales manufacturados. Para esto, se propone
llevar a cabo la extrusiéon de las formulaciones empleando materias primas

previamente secadas en estufa.
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