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RESUMEN

Segun Plastics Europe la produccion mundial de pléastico en el 2016 fue de 335 millones de
toneladas y aumenta cada afo. La industria del envase es una de las que posee el mayor
consumo de pléstico (40%) y al mismo tiempo es la que genera mas residuos ya que se enfoca
en usos de cortos periodos de tiempo. Por lo tanto, se hace necesario desarrollar nuevos
materiales, que no solo den la posibilidad de ser 100% biodegradables, sino que, ademas,
permitan ofrecer un material para la produccion de envases activos, los que tienen como fin
proteger e interactuar con los alimentos, para ampliar su vida atil. EI objetivo principal de
esta investigacion fue la obtencion y caracterizacion de bionanocompuestos de
polihidroxibutirato (PHB)- almidon termoplastico (ATP) con actividad antimicrobiana y
antioxidante, otorgada por aceites esenciales (eugenol), con el fin de generar un material para
su posible aplicaciébn en envases de alimentos ya que dificultaria la accién de
microorganismos Yy evitaria la oxidacion de los alimentos.

Los bionanocompuestos de PHB, almidon de maiz plastificado con glicerina y agua (ATP),
arcilla montmorillonita 6rgano-modificada (OMMT) y Eugenol fueron obtenidos por
mezclado en estado fundido. Para obtener los bionanocompuestos con actividad
antimicrobiana y antioxidante, primero se fij6 la relacion PHB-ATP en 65:35
respectivamente, ya que esta presentd las mejores propiedades mecénicas, térmicas y
morfoldgicas. Segundo se obtuvo los bionanocompuesto, los cuales fueron caracterizados
por DRX, TEM, AFM, SEM, DSC, TGA y nanoindentacion. Por DRX y TEM se determind
que los bionanocompuestos presentan una morfologia intercalada-exfoliada. La dureza y el
maodulo eléstico (nanoindentacién) de los bionanocompuestos presentan valores similares a
los del PHB contrarrestando la disminucion que presenta la mezcla de polimeros PHB-ATP.
Las propiedades térmicas no presentan cambios significativos, solo el grado de cristalinidad
presentd una disminucion con el aumento del contenido de arcilla.

Finalmente, se obtuvo los bionanocompuestos PHB-ATP/OMMT/Eugenol. Se determind
que la temperatura de descomposicion no presentd cambios significativos con la presencia
de eugenol, pero si la temperatura de fusion disminuy6 aproximadamente 10 °C y la
cristalinidad aument6 con respecto a la del PHB. EI modulo elastico de los
bionanocompuesto aumento un 12% vy el de la mezcla PHB-ATP disminuy6 un 25% con
respecto al del PHB, el eugenol no afecta significativamente las propiedades mecanicas. Los
bioananocompuestos con eugenol presentaron actividad antifingica contra Botritys cinérea
y actividad antioxidante, obteniéndose altos porcentajes de eliminacion de radicales DPPH.
El ensayo de degradacion mostré que en el dia 42 la mezcla PHB-ATP vy todos los
bionanocompuestos presentaron un 90% de desintegracion en el compost.
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ABSTRACT

Currently, plastic production is 335 million tons and is growing steadily. Packaging industry
has the highest consumption of plastic (40%). Also, it is the industry that generates more
waste, since its applications are for short time periods. Thus, it is necessary to obtain new
materials, that also from being 100% biodegradable can be use as materials for active
packaging, which besides to protect the product would aid extending food shelf life. The
main objective of this research was to obtain and characterize polyhydroxybutyrate (PHB)-
thermoplastic starch (TPS) bionanocomposites with antimicrobial and antioxidant activity,
granted by essential oils (eugenol), for possible application in food packaging, because this
material would difficult the action of microorganisms and could avoid oxidation of food.

The bionanocomposites of PHB, water and glycerol plasticized corn starch (TPS),
organomodified montmorillonite (OMMT) and Eugenol were obtained by melt blending. To
obtain the bionanocomposites with antimicrobial and antioxidant properties, first the PHB-
ATP ratio was determined in 65:35 respectively, since presented the best mechanical, thermal
and morphological properties. Secondly was obtained bionanocomposites which were
characterized by XRD, TEM, AFM, SEM, DSC, TGA and nanoindentation. The XRD and
TEM micrographs indicated that the morphology of the bionanocomposites were
intercalated-exfoliated. The hardness and elastic moduli (nanoindentation) of
bionanocomposites have values similar to those of PHB, improving the decrease of the PHB-
TPS blends (65:35 weight ratio). The thermal properties do not present significant changes,
and only the degree of crystallinity decreased with increasing clay content.

Finally, the bionanocomposites PHB-ATP / OMMT / Eugenol were obtained. It was
determined that the presence of eugenol did not affect the decomposition temperature of
PHB, but if the melting temperature decreased by approximately 10 °C and the degree of
crystallinity increased with respect to PHB. Tensile test indicated that the elastic modulus
decreased by 25% for the PHB-TPS (65:35) blend, while for the PHB-TPS (65:35)/OMMT
bionanocomposites increased by 12%, compare to pure PHB. Bionanocomposites with
eugenol exhibited antifungal activity against Botritys cinerea and antioxidant activity, as
indicated by high percentages of (DPPH) radical removal. The disintegration study showed
that on day 42 the PHB-ATP blend and all bionanocomposites presented a 90% disintegration
in compost
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

1.1 Residuos de pléasticos

Hace méas de medio siglo los polimeros sintéticos han venido a reemplazar a otros
materiales como metales, madera, vidrio y cartdn, esto debido a su gran versatilidad,
buenas propiedades fisicas, excelente barrera, facilidad para su fabricacion® y su bajo
costo de produccion. Los mas utilizados son los polimeros termoplasticos y
termoestables. Los polimeros termoplasticos, al ser expuestos al calor se funden y son
endurecidos con frio, este ciclo se puede aplicar varias veces. Por otra parte, los
termoestables sufren un cambio quimico cuando se calienta, creando una red
tridimensional. Después de calentarse y moldearse, estos polimeros no pueden volver
a fundirse y reformarse. Ambos tipos de polimeros son conocidos como plasticos,
palabra derivada del latin “plastikos” que significa capaz de ser moldeado en
diferentes formas. Los plasticos mas utilizados se muestran en la tabla 1.1.

Tabla 1.1 Ejemplos de los tipos de plasticos mas utilizados, los que fueron clasificados
en Termoplasticos y Termoestables.

Termoplasticos Termoestables

Polietileno de baja y alta densidad Poliuretano (PUR)
(PEBD, PEAD)
Polipropileno (PP) Silicona
Poliestireno (PS) Resinas Epoxi
Policloruro de vinilo (PVC) Resinas Acrilicas
Policarbonato (PC) Urea-Formaldehido
Polietileno tereftalato (PET) Resina Melamina
Polieteretercetona (PEEK) Resina fenolica

En la actualidad los plasticos se encuentran en diferentes areas tales como vestimenta,
electronica, construccion, automoviles, envases, articulos del hogar, entre otras
innumerables aplicaciones. Por esta razon se han convertido en una parte
indispensable en nuestras vidas y el motivo por el cual su produccién aumenta cada
afio.

En el 2016 la produccion mundial fue aproximadamente de 335 millones de toneladas
segun el ultimo reporte de la “Association of Plastics Manufactures”. L0S sectores
que mas demanda tuvieron en Europa fue la industria de los envases con un 40%, el
area de la construccion con un 20% vy el area de los articulos del hogar, deporte, salud
y seguridad? con un 17%, estas tres areas son las que mas plasticos consumen.
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Al analizar el consumo de pléastico a nivel nacional, se observa que la tendencia es la
misma que en Europa. En los datos nacionales del afio 2013 el consumo aparente de
plasticos fue de 901.942 toneladas de las cuales un 48% fue destinado en la industria
del envase. La diferencia que tenemos con Europa es la demanda de algunos tipos de
polimeros. En Europa se utiliza un 19% de polipropileno seguido por el PEBD con un
17% y PEAD con un 12%, pero a nivel nacional existe una demanda del 25% y 21%
para PEAD, PEBD respectivamente y el polipropileno con 13%, como lo muestra la
figura 1.1.

I PEAD
PEBD
12% PP
13% : PVC
8% PET
Resinas de Ingeneria
Otras Resinas
S i' 6% Poliestireno
. . Poliuretanos
%3/“ I Reciclados

21%

25%

Figura 1.1. Distribucion de materias primas en el mercado nacional, afio 2013. Fuente
ASIPLA.

Si bien los plasticos han mejorado la calidad la calidad de vida por sus innumerables
aplicaciones (construccién, hogar, textil, agricultura entre otros), estos presentan
algunas desventajas: son obtenidos desde recurso no renovable (petroleo), cuando son
desechados liberan los aditivos que los componen los cuales pueden ser tdxicos
(bisfenol A). Ademas, los plasticos tardan afios en ser degradados, ya que las mismas
caracteristicas que lo hacen ser un buen material, los hacen resistentes a diferentes
factores tales como temperatura, presion, disolventes quimicos, luz UV, entre otros.
Esta alta resistencia conduce a que se produzcan grandes acumulaciones de residuos
plasticos,® lo que conlleva a problemas medio ambientales a corto y largo plazo.

Una de las areas que produce el mayor aporte de residuos plasticos es el area de los
envases, ya que estos se utilizan por periodos de tiempo relativamente cortos a
diferencia de otras aplicaciones, tal como lo muestra la figura 1.2.
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Figura 1.2. Proporcion de residuos post-consumo en la UE.*

La gran preocupacion en la actualidad es que la mayor parte de los desechos terminan
en el medio ambiente, generando un impacto negativo, que se ve reflejado en el medio
marino, ya que se altera el ecosistema acuatico afectando la vida de las diferentes
especies. Hasta el momento el efecto en la salud de los seres humanos es incierto ya
que no se conoce claramente que tan expuesto estamos a los desechos de plasticos. Si
se ha determinado que los aditivos como bisfenol A, ftalatos y retardantes de llamas
que se utilizan para mejorar algunas propiedades de los polimeros termopléstico o
termoestables, tienen efectos negativos en la salud humana y animal, perjudicando
principalmente al sistema endocrino.®

Para poder contrarrestar la actual situacién medio ambiental producida existen varias
posibles “soluciones” que consisten en reducir, reutilizar y reciclar. Para este
propdsito existen diferentes campafias como, por ejemplo, la eliminacién de bolsas
plasticas utilizadas a nivel comercial. En Espafia con el fin de reutilizar los materiales
plasticos se ha disefiado el proyecto POLYMIX, que produce asfaltos cuya
composicion posee neumaticos fuera de uso, tapones de polipropileno, envases de
polietileno y perchas de poliestireno. Estas mezclas asfélticas presentan mejores
propiedades fisicas y mecanicas que las convencionales.®

Con respecto al reciclaje, este se fundamenta en que los plasticos pueden ser
reciclados sin perder sus propiedades originales. Las complejidades que presenta el
reciclaje es el alto costos de recogida, gestionar adecuadamente los residuos y
finalmente porque se ha comprobado que por cada proceso de reciclaje los materiales
van aumentando su fragilidad. Hay que considerar que si se desea que el material
reciclado sea utilizado en envases de alimentos debe tener la pureza adecuada para
evitar la migracion de sustancias indeseadas al alimento.



En Chile ain no existe una cultura de reciclaje por lo que solo se recicla el 10% de
los residuos generados y de esto un 1,3% aproximadamente corresponde a plasticos,
segun datos del Ministerio del medio ambiente. Con el fin de avanzar en el tema de
reciclaje en mayo de 2016 en Chile se aprobo la Ley REP (Reciclaje y
Responsabilidad Extendida del Productor) con esta ley se pretende ver al reciclaje
como una industria, tal como lo hace la empresa Comberplast dedicada a valorizar los
residuos, ya que son la materia prima de todos sus productos. Una de sus lineas de
produccion es la de cajas plastica de bebidas, las cuales recicla para volver obtener las
mismas. Otra de sus lineas es la de recolectar las redes de pesca y las cuerdas (cabos)
con los cuales obtienen articulos del hogar, ocio entre otros.

Si bien con el paso del tiempo se ha ido avanzando en tener una conciencia ambiental
en el uso de plastico, se debe tener presente que el plastico es un material versatil con
millones de aplicaciones por lo que no se puede considerar no utilizarlo. Por lo tanto,
los avances en esta area deberian enfocarse en mejorar la calidad de los materiales,
facilitar su reciclaje (debido a que algunos productos poseen combinaciones de
polimeros), comenzar a utilizar polimeros biodegradables (para disminuir problemas
como la acumulacién de desechos) y cambiar la fuente de obtencion a una renovable.

1.2 Polimeros Biodegradables

En la actualidad se utilizan varios conceptos para definir un material que es capaz de
descomponerse, tales como: degradable que corresponde cuando el polimero se
fragmenta en particulas diminutas. Este concepto engloba materiales poliméricos
foto-degradables (rayos ultravioleta comienzan la degradacion) y oxo-degradables
(degradacion por oxidacién activada por luz, calor o tension mecanica). De acuerdo
con la norma ASTM D6400 compostable corresponde a un material polimérico que
se descompone en dioxido de carbono, agua, metano y biomasa a la misma velocidad
que el resto de materia organica, sin dejar residuos toxicos visibles o distinguibles.
Finalmente el término biodegradable se define como un material polimérico capaz de
degradarse por la accion de microorganismos de origen natural tales como bacterias,
hongos y algas a través de la accion de enzimas y / o por descomposicion quimica
(ASTM D6400).” Se debe tener presente que la biodegradabilidad se relaciona con la
estructura del polimero y no con su origen.

Los polimeros biodegradables (ver figura 1.3) se clasifican de dos formas, los
biopolimeros de origen natural o los polimeros sintéticos biodegradables (poli(e-
caprolactona), poli(butilen-succinato), poli(butilen-adipato-co-tereftalato), poli(vinil
alcohol)). Las ventajas de los biopolimeros frente a los polimeros sintéticos son que
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se producen a partir de fuentes renovables tales como almidon de maiz, almidén de
yuca, celulosa, la mayoria provenientes de recursos agricolas y que son
completamente degradables en productos como CO2, H20 y en abonos organicos.

Segun la obtencidén de estos materiales se clasifican en: Polimeros extraidos o
removidos directamente de la biomasa (almidon, celulosa, quitina, colageno, caseina).
Polimeros producidos por sintesis quimica clasica utilizando monémeros biologicos
de fuentes renovables (acido polilactico). Polimeros producidos por
microorganismos, bacterias productoras nativas o modificadas genéticamente
(polihidroxibutirato, polihidroxibutirato-valerato). Por lo tanto, al ser todos de origen
biol6gico son biodegradables o compostables® y representan una ruta alternativa a los
polimeros no-biodegradables.

I Polimeros |

Biodegradables

) De fuentes Renovables:
Biopolimeros

) De fuentes no renovables |

- —

DiomonoOmeros

de polibutileno
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Figura 1.3. Tipos y clasificacion de polimeros biodegradables.®

Segun la institucion “European Bioplastics” los bioplastico representan alrededor del
uno por ciento de la produccion anual de plastico® (2017) y se espera que cada afio su
porcentaje aumente. Los principales impulsores del crecimiento de bioplastico son el



acido polilactico y los polihidroxialcanoatos, los cuales presentan una amplia gama
de propiedades fisicas y mecanicas. Estos polimeros se proyectan para reemplazar a
polimeros sintéticos como el polipropileno, poliestireno.

La aplicacién de bioplasticos podria solucionar el problema de los plasticos de raiz ya
que se consigue cambiar la fuente de obtencion y evitar la acumulacion de desechos.
Para poder potencializar el uso de los biopolimeros en la industria del plastico es
necesario mejorar propiedades tales como su fragilidad, alta permeabilidad a los
gases, baja viscosidad en fundido para su posterior procesamiento, entre otras. Estas
desventajas son los que restringen sus aplicaciones, por lo tanto, se busca mejorar sus
propiedades para igualarlas a las de los polimeros sintéticos. Por este motivo se estan
desarrollando variadas lineas de investigacion, la cuales hasta ahora se han enfocado
en mezclar biopolimeros o en nanoreforzarlos (nanocompuesto). Esta Ultima
posibilidad ha demostrado ser la forma mas efectiva.*®

Al mejorar las desventajas de los biopolimeros estos lograrian reemplazar a los
polimeros sintéticos en aplicaciones de periodos de tiempo corto como bolsas, platos,
utensilios y vasos desechables, material clinico, pero principalmente en envases.

1.3 Envases activos.

La industria del envase abarca el 48%?! en Chile y un 39,9% a nivel mundial, por esta
razén la importancia de enfocarse en esta industria, desarrollando materiales
biodegradables. Los envases para alimentos hace algunos afios solo se preocupaba de
contener y proteger el alimento (envase pasivo, ver figura 1.4) de las influencias
ambientales que causan su deterioro, tales como el calor, la luz, la presencia o ausencia
de humedad, el oxigeno, los microorganismos, insectos entre otros.

Hace algunos afios se estan desarrollando envases que ademas de proteger el alimento
interactlan con el, para prolongar su vida util, calidad e inocuidad (envase activo)
mediante propiedades antioxidante o antimicrobianas.*? Por otra parte un envase que
entrega alguna informacion sobre el alimento (pH, temperatura, frescura) se le
denomina envase inteligente.
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Figura 1.4. Envase pasivo, interaccion entorno-envase-producto. Fuente ITENE

Un envase activo es una opcién a los tipos de conservantes que se utilizan en la
industria alimentaria (diéxido de carbono, ozono, lactato de sodio, diéxido de azufre).
Segun los reglamentos 1935/2004/CE y 450/2009/CE de la union europea se
consideran envases activos: "materiales y objetos destinados a ampliar el tiempo de
conservacion, o a mantener o mejorar el estado de los alimentos envasados". De tal
forma que los materiales para envases activos estan disefiados para incorporar
componentes que liberaran sustancias hacia el alimento o absorberan sustancias
liberadas por el alimento.'® En general, los envases activos proporcionan varias
funciones que no existen en los sistemas de envasado convencionales, tales como
controlar la permeacion de algunos gases (dioxido de carbono, oxigeno vy etileno),
poseer actividad antimicrobiana o antioxidante, contener absorbedores de humedad,
olores, entre otros.*

La ventaja de los envases activos en comparacion con la adicion directa de sustancias
activas es que se utilizan menores cantidades de estas. La migracion del principio
activo ocurre desde el envase al alimento (que podria ser utilizado para proporcionar
efectos de proteccion por tiempos mas prolongados), actuando desde la superficie.
Con este tipo de envase se evita exponer al alimento a procesos para evitar su
deterioro, como por ejemplo secado, congelacion, refrigeracion o irradiacion.®

Un prototipo prometedor de envase activo es aquel que tiene incorporado agentes
antimicrobianos en el material, ya que inhibe el crecimiento de microorganismos tales



como hongos o bacterias, evitando asi el deterioro de los alimentos. El principal
microorganismo que ataca a las frutas blandas es el hongo Botrytis cinérea (moho
gris) y en el caso de las carnes comunmente son atacadas por bacterias como
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus typhimurium, Listeria
monocytogenes y Bacillus cereus.

Para combatir la proliferacion de microorganismos se emplean diferentes agentes
antimicrobianos como lisozima o nisina, cuya liberacién se ha estudiado en envases
multicapas (polietileno/poliamida/polietileno).'® Otros tipos de antimicrobianos son
los aceites esenciales, que se extraen de diferentes tipos de especias o hierbas, las que
estan catalogados como GRAS “generally recognized as safe” (generalmente
reconocidos como seguros) por la FDA en Estados Unidos. Estos compuestos estan
reemplazando a los compuestos sintéticos utilizados como antimicrobianos y
antioxidantes en la industria alimentaria, ya que el uso de compuestos sintéticos tales
como benzoato de sodio, acido sérbico (antimicrobianos),!” n-butil hidroxitolueno,
hidroxibutilanisol (antioxidantes)® han sido restringidos debido a sus posibles efectos
toxicos o carcindgenos.

Otro tipo de envase activo es aquel que contiene agentes antioxidantes en el material
y estan destinados para productos alimenticios que contienen acidos grasos
insaturados. Los agentes antioxidantes inhiben la oxidacion de los productos
alimenticios que contienen lipidos, que es un factor importante, ya que limita la vida
atil del producto. La oxidacion es una reaccion en cadena, es decir, una vez iniciada,
la reaccion acelera la oxidacion de sustancias sensibles. Los hidroperdxidos
(productos de oxidacion primaria) se forman cuando el oxigeno molecular y los acidos
grasos insaturados se combinan en presencia de un catalizador, tal como hierro, cobre,
enzimas, calor, luz, entre otros, durante la etapa inicial. Estos compuestos de peréxido
son reactivos y se pueden combinar con las grasas para formar productos reactivos
adicionales durante la fase de auto-oxidacion. Productos de oxidacion secundarios,
alcanos, alquenos, aldehidos y cetonas, se forman durante la etapa final. Estos
compuestos son volatiles y son los responsables del olor rancio caracteristico de
carnes o pescados.!® La industria alimentaria ha utilizado como agentes antioxidantes
compuestos sintéticos, tales como hidroxianisol butilado, hidroxitolueno butilado,®
galato de propilo, hidroquinona de tert-butilo y palmitato de ascorbilo, algunos de los
cuales podrian tener efectos en la salud, por esta razon se comienzan a utilizar
compuestos obtenidos de productos naturales.



En la actualidad se estan utilizando productos naturales como agentes antioxidantes o
antimicrobianos para la fabricacion de envases activos. En el caso de los agentes
antioxidantes se ha reportado que en los extractos del té verde se encuentran las
catequinas, que son flavonoides que presentan una actividad antioxidante bien
conocida debido al grupo catecol (orto dihidroxibenceno) presente en su estructura.
Lopez Dicastillo y colaboradores analizaron la capacidad antioxidante del acido
ascorbico (vitamina C), el acido ferulico (componente lignocelulosico) y el té verde,
incorporados en Etilen-Vinil-Alcohol (EVOH) determinando que los componentes
otorgan sus propiedades antioxidantes al EVOH, al mantener la estabilidad del
producto envasado (sardina), siendo la catequina quien presentd una mayor proteccion
contra la oxidacion de lipidos.?°

Otro antioxidante que destaca es el a-tocoferol, es muy poco soluble en agua y
presenta una mayor solubilidad en aceites, se encuentra presente en la vitamina E y es
el mas activo bioldgicamente de los diferentes tocoferoles (B, v y d), es considerado
un antioxidante muy eficaz que protege a la membrana celular de los ataques de
radicales peroxilo y especies de nitrégeno mutagénicos.?* Se ha estudiado su efecto
en envases multicapa de polietileno de alta densidad/ Etilen-Vinil-Alcohol
/polietileno de baja densidad, donde se observé que la migracion de a-tocoferol retrasa
la oxidacion de lipidos.??

Si bien todos los compuestos descritos presentan actividad antioxidante cuando son
incorporados en una matriz polimérica, existe la desventaja de que solo cumplen el
rol de ser antioxidante. Existe otra linea de compuestos naturales denominados aceites
esenciales, lo cuales ademas de su actividad antioxidante también presentan actividad
antimicrobiana, por lo que su uso evitaria la incorporacion de varios compuestos en
el material.

Los componentes de aceites esenciales (ver figura 1.5) se han utilizado desde la
antigliedad como perfumes, saborizantes y conservantes, se extraen de plantas como
el orégano, canela, clavo de olor, cilantro, romero entre otras. Para los diferentes
aceites esenciales se ha comprobado su actividad antioxidante mediante el
seguimiento de la formacién de especies reactivas al 4cido tiobarbitirico (TBARS)?
en el cual destacaron el carvacrol, timol y eugenol, para este Gltimo también se ha
comprobado su capacidad antioxidante con diferentes métodos como el ABTS (acido
2,2'-azino-bis)—(3—etillbenzotiazolin—6-sulfénico), DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidracilo), CUPRAC (Capacidad antioxidante reductor de ion clprico).?4?>% En
el caso de eugenol se ha comprobado que mantiene su capacidad antioxidante cuando



es incorporado en matrices poliméricas como polietileno lineal de baja densidad?®® o
en nanoparticulas de quitosano. ?’

OH / HO (@]
/
N

Carvacrol Timol Limoneno Eugenol trans-cinamaldehido

Figura 1.5. Estructura de algunos componentes de aceites esenciales.?®

La actividad antimicrobiana de los aceites esenciales, ha sido analizada frente a
diferentes bacterias tales como Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium,
Escherichia coli O157:H7, Shigella dysenteria, Bacillus cereus and Staphylococcus
aureus.?>*® De los diferentes tipos de aceites esenciales (cinamaldehido, limoneno,
mentol) los mas estudiados en matrices poliméricas son el carvacrol y el timol
(extraidos del orégano y del tomillo), estos presentan buenas propiedades
antibacterianas y antifungicas. Sus propiedades se mantienen al ser incorporados a las
matrices poliméricas como polietileno o polipropileno.3323 El mecanismo por el
cual estos componentes de aceites esenciales inhiben el crecimiento de
microorganismos no se ha definido completamente,3 solo se tienen antecedentes de
que produciria alteraciones en la membrana citoplasmatica de las bacterias,*® lo que
conduciria a la muerte celular.®

Otros aceites esenciales son el cinamaldehido, limoneno y eugenol que si bien se
conocen sus propiedades antibacterianas estas no han sido ampliamente estudiadas en
matrices poliméricas. El eugenol, 2-metoxi-4-(2-propenil) fenol, es uno de los aceites
esenciales méas utilizado en la industria alimentaria, farmacéutica, cosmética y
odontoldgica, por sus propiedades antibacterianas, las cuales se han comprobado
frente a un amplio espectro de bacterias tanto gram-negativa como gram-positiva,?®
sus propiedades antifangicas las que se han analizado contra Fusarium verticillioides
(que afecta al maiz)®” y contra el crecimiento de levadura y moho en uva de mesa.=®
El eugenol es extraido especialmente del clavo de olor, nuez moscada y canela, su
punto de ebullicion es de aproximadamente 254 °C lo que permitiria ser procesado
con polimeros sintéticos y biopolimeros como el PHB y PLA, ya que sus temperaturas
de fusion son menores a 200 °C.

La eficacia de los agentes antimicrobianos y antioxidantes depende en parte a la
velocidad de liberacion de los compuestos. Si la liberacion es demasiado lenta no hay
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una actividad suficiente por tanto hay crecimiento microbiano u oxidacion; si la
liberacion es demasiado rapida la actividad no es suficiente para lograr aumentar la
vida Gtil del producto.®® Para poder controlar este fendmeno se han aplicado diferentes
técnicas como es envases multicapa, electrospinning, por revestimiento superficial®
y por nanocompuestos poliméricos. Los hanocompuestos son una clase de materiales
hibridos nanoestructurados formados por la combinacion de una matriz que puede ser
un polimero biodegradable de recursos naturales (bionanocompuesto) o de un
polimero sintético (nanocompuesto).

La obtencién de envases activos antimicrobianos y antioxidantes es una tecnologia
desafiante con un impacto directo en la extension de la vida Gtil de los alimentos, ya
que permitiria obtener un alimento fresco por mas tiempo y por lo tanto, haria posible
hacer exportaciones que conlleven un mayor tiempo de transporte.

1.4 Bionanocompuestos poliméricos

Un nanocompuesto polimérico es un material que posee dos o mas componentes, una
matriz (polimero sintético o biodegradable), un nanorelleno el cual se encuentra en un
rango entre 1 y 100 nm en alguna de sus tres dimensiones*® y un agentes de refuerzo
(agente compatibilizante polimero-nanorelleno entre otros). Un bionanocompuesto es
aquel que posee una matriz biodegradable como por ejemplo: celulosa,
carboximetilcelulosa, almidon, acido polilactico (PLA), polihidroxibutirato (PHB),
polihidroxibutirato-valerato (PHBV), poli(acido glicélico) (PGA), poli(e-
caprolactona) (PCL), poli(succinato de butileno) (PBS), poli (alcohol vinilico) (PVA)
entre otros.

El nanorelleno de los bionanocompuestos idealmente debe ser de recursos renovables
para tener un material completamente amigable con el medio ambiente. En este
contexto se puede trabajar con 3 tipos diferentes de nanorellenos: a base de celulosa
(nanocristales y nanofibras), nanotubos de carbono y arcillas.* Los nanocristales y
las nanofibras de celulosa, presentan una alta absorcion de humedad y es incompatible
con algunas matrices poliméricas, 1o que no permite su dispersion. Su temperatura de
degradacion es cercana a los 220 °C, esto dificulta su obtencion con polimeros que
tienen un alto punto de fusion. Por otra parte si las nanofibras de celulosa estan bien
orientadas se mejoran notablemente las propiedades mecanicas del polimero.*43

Los nanotubos de carbono han sido utilizados como rellenos funcionales de alto
rendimiento, que no s6lo mejoran el rendimiento térmico / mecanico del material
polimérico, sino también proporcionan funcionalidades adicionales como retardante
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de fuego, resistencia a la humedad y proteccion electromagnética.** Un punto critico
en la obtencion de bionanocompuestos con nanotubos de carbono es su dispersion en
la matriz polimérica. Como los nanotubos de carbono tienen tendencia a formar
aglomeracion y permanecer empaquetados debido a su alta relacion de aspecto y
fuertes interacciones de van der Waals,** se deben funcionalizar.

Otro tipo de nanorelleno son las arcillas, con una gran area de superficie, mas de 700
m?/g, es decir, una gran interfaz para interaccionar con el polimero (matriz). La mas
utilizada es la montmorillonita un filosilicato laminar, que presenta una estructura del
tipo 2:1 (trilaminar), 0 sea presenta 2 capas tetraedricas con un ion central de silicio y
una capa octaédrica que presenta un ion central de aluminio® (ver figura 1.6). La
montmorillonita posee una elevada capacidad de intercambio catiénico*® (80-200
meq/100g), lo que le permite ser facilmente modificada con el fin de cambiar su
naturaleza hidrofilica a hidrofébica. El catién hidratado (Na*) localizado en la galeria,
puede ser intercambiado por otros de igual carga con un mayor tamafio, como por
ejemplo un surfactante cationicos.

0000000
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Figura 1.6. Estructura general de silicatos laminares.*’

Las ventajas de las arcillas es su bajo costo, su alta estabilidad* y en bajas
concentraciones son capaces de mejorar las propiedades mecanicas (modulo de
elasticidad, resistencia a la traccion), térmicas (temperatura e fusion, cristalinidad,
temperatura de descomposicion) y de barrera (permeabilidad al oxigeno,
permeabilidad al vapor de agua) 490152 de los polimeros.

Con la obtencion de nanocompuestos se ha logrado disminuir entre 30 y 40% la
permeabilidad al oxigeno en nanocompuestos de LLDPE/montmorillonita con
concentraciones entre 5 y 7% en masa.>® Por otra parte Lotti y colaboradores,>
obtuvieron una disminucién de un 60% para los nanocompuestos HDPE/Cloisite 20A
con 5% en peso de arcilla. Principalmente las arcillas permiten incorporar agentes
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antimicrobianosi®32345" o antioxidantes,®®>° los que mantienen sus buenas
propiedades, ademas los nanocompuestos retrasan su rapida liberacion.346°

Arcilla Laminar

\_  Tactoide ) \_ntercalado Exfoliado )

Figura 1.7. Morfologias de las diferentes interacciones polimero-arcilla a)Tactoide
(microcompuesto), b)Intercalado y ¢) Exfoliado (nanocompuestos).5*

Los nanocompuestos pueden ser obtenidos por tres técnicas diferentes, mezclado en
solucion, polimerizacion in situ 0 mezclado en estado fundid. Esta Gltima no utiliza
disolventes y se lleva a cabo en una mezcladora o0 en un extrusora, son equipos
utilizados ampliamente por las industrias del plastico, por lo tanto, permite un rapido
escalamiento a nivel industrial. Dependiendo del método de obtencién y de la
interaccion de la matriz con la carga, se pueden obtener tres tipos de morfologias®? las
cuales se muestran en la figura 1.7 donde a) es la morfologia tactoide, en que las
cadenas poliméricas no son capaces de romper la estructura laminar del silicato, y por
lo tanto el polimero sélo rodea la estructura laminar. b) morfologia intercalada, en que
el polimero se inserta entre las capas de estructura laminar del silicato, pero mantiene
el orden paralelo de la estructura laminar y como consecuencia aumenta el espacio
basal. ¢) morfologia exfoliada, el polimero consigue dispersar completamente las
laminas de arcilla, de tal forma que no existe interaccion entre las laminas de silicato.

Que se presente una u otra morfologia es trascendental ya que estas determinan
mayoritariamente las propiedades mecéanicas (resistencia al impacto, rigidez),
térmicas y de barrera (permeabilidad al oxigeno, diéxido de carbono, vapor de agua).®
Un bionanocompuesto con una morfologia exfoliada presentard una mayor
tortuosidad, que es una propiedad importante si se quiere controlar la liberacion del
principio activo. La morfologia exfoliada se ha comprobado que disminuye la
permeabilidad al oxigeno, como consecuencia de que las moléculas deben rodear las
capas de arcilla lo que dificulta su permeabilidad® (ver Figura 1.8). Es este fendmeno
que permite una liberacion mas controlada de componentes que se encuentren en el
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bionanocompuesto, asi por ejemplo los aceites esenciales experimentan una liberacion
mas lenta y con una mayor prolongacion en el tiempo. Algunos estudios han
determinado que para una liberacion mas lenta del aceite esencial se deben utilizar
altas concentraciones de arcilla, asi el principio activo se libera paulatinamente.3433

Figura 1.8. llustracion esquematica de la tortuosidad producida por ldminas de arcillas
exfoliadas en una matriz polimérica. A) Bionanocompuesto exfoliado y b) polimero
sin carga.®®

Los bionanocompuestos mas estudiados se pueden obtener con diferentes matrices
poliméricas, tales como el acido polilactico celulosa, almidon, polihidroxibutirato-
valerato (PHBV) o polihidroxibutirato (PHB). Por ejemplo con la obtencion de
bionanocompuesto de acido polilactico (PLA)/arcilla®¢7:85% mejord la resistencia a
la rotura hasta en un 135% del PLA con un 6% de arcillas, la permeabilidad al oxigeno
disminuyd en un 69% cuando se utiliza 10% m/m de montmorillonita
organomodificada con una sal de amonio cuaternaria’® y la temperatura de
degradacion aumento en 40 °C.% Por otra parte se ha observado que con 1% de arcilla
los bionanocompuestos de PLA muestran una reduccion de la permeabilidad al vapor
de agua de un 25%.7

Los bionanocompuesto de PHBV/arcilla™ reducen la degradacién térmica, aumentan
el grado de cristalinidad, mejoran el médulo de Young y la deformacion a la rotura’
del PHBV con la incorporaciéon de 3% de arcilla.”® En el caso del almidén, la
obtencion de bionanocompuestos almidon/arcilla mediante mezclado en estado
fundido, muestran un aumento del médulo de Young, de la resistencia a la traccién, y
la permeabilidad al vapor de agua se disminuy6.”

También se han obtenido bionanocompuestos de mezcla de ATP-PLA los cuales con
un 1% de arcilla han aumentado la resistencia a la traccién desde 5,63 a 7,95 MPa.’®
Los bionanocompuesto PHBHV con un 1% de arcilla aumento en un 70% la
resistencia a la traccion.”® Finalmente los bionanocompuestos han mejorado las

14



propiedades de la poli(e-caprolactona) un polimero biodegradable de origen sintético,
donde se obtuvo una alta rigidez, una buena ductilidad y una mejor estabilidad térmica
con un bajo contenido de arcilla (<5% en peso).””"® Por lo tanto, la obtencion de
bionanocompuestos abre nuevas posibilidades para igualar las propiedades de los
biopolimeros con las de los polimeros sintéticos.

La mayoria de las investigaciones de bionanocompuesto de polihidroxialcanoatos es
con respecto al copolimero (PHBV) ya que posee una ventana de procesamiento
mayor que el PHB. Con respecto a los bionanocompuesto de PHB los resultados en
literatura muestran gque existe un efecto nucleante por parte de las diferentes arcillas
estudiadas Na-Montmorillonita y 30B-Montmorillonita (montmorillonita modificada
organicamente) ya que ambas aumentaron el médulo elastico del PHB (meétodo
mezclado en estado fundido).” También se han mejorado las propiedades mecanicas
tales como el modulo de almacenamiento el cual aumentd en un 85%.%. Se ha
determinado que existe un efecto minimo en el grado de cristalizacion y la temperatura
de fusion cuando se trabaja con arcillas como Na-Montmorillonita y montmorillonita
modificada (Cloisite®15A y C93A).8!

También se ha investigado los bionanocompuestos formados por mezclas de
polimeros PHBV/AImiddn termopléstico (ATP) en que la arcilla no solo mejora las
propiedades de los polimeros sino que también actla como compatibilizante entre los
dos polimeros.??

1.5 Polihidroxialcanoatos

Los polihidroxialcanoatos (PHAS) pertenecen a la familia de los poliésteres, son
polimeros termoplasticos por lo que pueden ser moldeados al igual que los polimeros
sintéticos. Ademas, son biocompatibles y biodegradables. Su unidad repetitiva es el
acido R-hidroxialcanoico (ver figura 1.9) donde dependiendo del tipo de sustituyente
y del largo de la cadena se pueden obtener diferentes polimeros. Los PHAS pueden
ser sintetizados por una gran variedad de microorganismos (bacterias gram positiva y
gram negativa, hongos y cepas recombinadas) porque sirven como reserva de carbono
y energia. Los PHAs se acumulan en forma de granulos intracelularmente donde
pueden alcanzar hasta el 90% del peso seco de la célula,®® formando parte de la
membrana citoplasmatica y del citoplasma. Los microorganismos que sintetizan este
biopolimero usualmente lo hacen bajo condiciones limitantes de nutrientes esenciales
como N, P, O, S, o Mg, y en presencia de una fuente de carbono en exceso. Sin
embargo, algunas bacterias, tales como A. vinelandii UWD vy A. eutrophus, A. latus y
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Azotobacter vinelandii® son capaces de acumular PHAs en condiciones no
limitantes.

R; o)
e f ~OH
- -n
x=1 Ri= Hidrdgeno Poli (3-hidroxipropionato)
Ri= metil Poli(3-hidroxibutirato) [P(3HB)]
Ri= etil Poli (3-hidroxivalerato)
Ri1= propil Poli (3-hidroxihexanoato)
Ri= pentil Poli (3-hidroxioctanoato)
Ri= nonil Poli (3-hidroxidodecanoato)
X=2 R1= Hidrdégeno Poli (4-hidroxibutirato)
Ri= metil Poli(4-hidroxivalerato) [P(4HV)]
X= R1= Hidrdégeno Poli (5-hidroxivalerato)
Ri= metil Poli (5-hidroxihexanato) [P(5HHX)]
x=4 Ri=hexil Poli (6-hidroxidodecanoato)

Figura 1.9. Estructura de los polihidroxialcanoatos sintetizados por bacterias.®

Hasta el afio 2011 se reportaron mas de 150 tipos de PHASs® producidos
biol6gicamente por diferentes tipos de microorganismo (infraestructura metabdlica),
diferentes sustratos y diferentes condiciones de cultivos, permiten obtener distintos
tipos de PHA. Una clasificacion general de los PHAs es de acuerdo al nimero de
carbonos en el grupo R se clasifican en 3 grupos: longitud de cadena corta (short-
chain length, SCL) los cuales tienen de 3-5 atomos de carbono, presentan propiedades
similares a los plasticos convencionales (termoplastico); longitud de cadena media
(medium-chain length MCL) los cuales tienen entre 6-14 atomos de carbono y son
considerados como elastémeros®” y finalmente longitud de cadena larga (long-
chain-length LCL) los cuales tienen de 15 atomos de carbono en adelante. Los dos
tipos mas comunes de PHAs son de cadena corta: el homopolimero poli 3-
hidroxibutirato (PHB) y el copolimero poli(hidroxibutirato-co-valerato) (PHBV) (ver
figura 1.10).
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Figura 1.10. a) Unidad repetitiva del Poli(3-hidroxibutirato) y b) Unidad repetitiva del
copolimero (polihidroxibutirato-co-valerato). Fuente: elaboracion propia.

El PHB es un polimero semicristalino con una coloracion amarillenta, presenta una
alta temperatura de fusion, un alto grado de cristalinidad (60-80%) y una alta
temperatura de transicion vitrea, y esta tltima influye en que sea rigido y quebradizo.
Posee propiedades similares a las del polipropileno isotactico, tal como lo muestra la
tabla 1.2. Entre ellas destaca el médulo elastico que indica qué tan rigido o flexible es
un polimero, por lo que es una propiedad interesante de analizar cuando se busca
obtener materiales para aplicaciones en la vida cotidiana. EI PHB ademas de ser
biodegradable es que sus propiedades barreras (permeabilidad oxigeno o al didxido
de carbono) son mejores que las de polietileno de baja densidad® lo que permitiria su
aplicacién como material para envases. Una desventaja que presenta el PHB es su
temperatura de descomposicion (210 °C) la cual se encuentra muy cerca a la
temperatura de fusion (~170 °C) produciendo una ventana de procesamiento estrecha.
Esto ha sido mejorado mediante la incorporacion de agentes plastificantes (ésteres de
acido citrico). Finalmente también se debe considerar que desde el punto de vista
industrial su obtencion es poco viable, por el tipo de sustrato utilizado (glucosa,
fructuosa o sacarosa) para la fermentacion microbiana y que son pocas las bacterias
que obtienen buenos rendimientos®® y lo anterior se reflejaba en su alto costo. Para
contrarrestar el problema del sustrato se estan utilizando desechos agroindustriales,
con el fin de abaratar costos.?

Tabla 1.2. Comparacion de propiedades térmicas y mecanicas de un PHA con un
polimero sintético.*

Propiedades Polipropileno (PP)

Temperatura de fusion (°C) 180 176
Temperatura de transicion vitrea (°C) 4 -10
Madulo elastico (GPa) 3,5 1,7
Alargamiento a la rotura (%o) 5 400
Resistencia a la traccion (MPa) 40 34,5
Grado de Cristalinidad (% 60-80 70
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Para modificar algunas propiedades del PHB se han incorporado aditivos como
agentes nucleantes o plastificantes, realizando copolimerizaciones y obtenido mezcla
de polimeros,® idealmente biodegradables. Las mezclas de biopolimeros han sido
ampliamente examinadas, determinandose mejoras de las propiedades mecanicas y
térmicas,® ademas es una opcion para mejorar la procesabilidad y reducir la fragilidad
del PHB.%

1.6 Almidon

El almidén es un polisacarido, de baja densidad y biodegradable. Corresponde a un
hidrato de carbono, almacenado en las plantas tales como tubérculos, cereales, y
legumbres, y esta organizado en particulas discretas conocidas como granulos (debido
a los enlaces de hidrogeno inherentes entre las moléculas), cuya morfologia,
composicion quimica y estructura molecular son caracteristicas de la fuente de donde
provengan. El almidon estda compuesto por dos polisacaridos, la amilosa y la
amilopectina. La amilosa es un polimero lineal compuesto por moléculas de D-
glucosa unidas por enlaces glucosidico o-1,4. La amilopectina un polimero
ramificado compuesto por moléculas de D-glucosa unidas por enlaces glucosidico a—
1,4 y ramificaciones a(1-6) ( ver figura 1.11) que constituyen entre el 4 y 5% total de
los enlaces en el almiddn.%*

La amilosa es el componente que influye en el grado de cristalinidad del almidon, por
lo tanto dependiendo de la fuente de donde se extraiga dependeré qué tan cristalino o
amorfo sera el almidon, por ejemplo el maiz puede tener entre 26 y 28% de amilosa a
diferencia de la papa que su rango se encuentra entre 20 y 25% de amilosa, para el
primero el porcentaje de cristalinidad es de 39% y para el almidon de papa es de un
25% de cristalinidad.®® Este biopolimero es uno de los méas utilizados por ser un
material renovable y ampliamente disponible. Es completamente biodegradable en el
suelo y el agua. Sin embargo, sus aplicaciones han sido limitadas debido a sus bajas
propiedades de barrera y mecanicas, procesabilidad y estabilidad térmica.

18



OH
. 0 b
o 5 2 OH \ 3 :
\-.’—'—_\ - ® o) (0] \—_—__\
HO HO e | OH ; a9 O HO.
St b b HO™ CHE N\ 2 A<D o
HO? HO 0, s = . [ 4/ 5 2 -\
(b) \"——‘\ 1 () HO™ HO O 6 ’ [
. HO™® HO )\~ 7 -0 0

(@)

Figura 1.11. Disefio de una estructura basica de almidon, a) unidades de glucosa, b)
amilosa y c¢) amilopectina.®®

El almidon no es un termoplastico real ya que la temperatura de reblandecimiento es
superior a su temperatura de degradacion debido a la presencia enlaces de hidrégeno
intramoleculares,®” pero la presencia de un plastificante tal como agua, glicerol,
sorbitol, urea o &cido citrico, produce una disminucion de las temperaturas de
transicion vitrea y de reblandecimiento. Ademas, se deben aplicar altas temperaturas,
y cizallamiento (deformacion producida por una fuerza), asi el almidon se funde y
fluye, lo que permite su uso en inyeccion, extrusion y equipo de soplado, al igual que
los polimeros sintéticos. %

El almidon termopléstico (ATP) tiene aplicaciones limitadas debido a que persiste su
sensibilidad a la humedad y sus propiedades mecénicas inferiores a las de los
polimeros sintéticos. Para mejorar algunos de estos inconvenientes, el ATP se mezcla
a menudo con algunos polimeros sintéticos biodegradables tales como poli (e-
caprolactona) (PCL),* poli (4cido lactico) (PLA), alcohol polivinilico (PVOH) o
polihidroxialcanoatos que tienen mejores propiedades mecanicas y de permeabilidad
al vapor de agua, ademas de un gran potencial para aplicaciones de embalaje.'%°

Hay investigaciones que obtienen mezcla de almidén termoplastico-PVOH, las cuales
han mejorado la resistencia a la traccion de 1,8 MPa (ATP) a 4 MPa en la mezcla con
PVOH. También se ha mejorado el porcentaje de elongacion aumentando de 113 a
150%, trabajando solo con un 10% de PVOH.%! Para mezclas PHBV-almidén se ha
observado que mantienen sus buenas propiedades biodegradables y se mejoran las
propiedades mecanicas, pero se necesita de agente compatibilizante para mejorar las
interacciones almidén-PHBYV .%%102103 | 35 mezclas PHB-almiddn se han obtenido en
su mayoria mediante el método del films-casting (se disuelven los polimeros en un
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solvente y son colocados en un molde para darle la forma de pelicula), se ha
demostrado que las mezclas PHB-almiddn aumentan la estabilidad térmica del PHB
obteniendo un aumento entre el 5% y 16%.1°41%° |_a temperatura de fusion disminuye
hasta 141 °C con un 20% de almiddn.'% La resistencia a la traccion disminuye cuando
se va aumentando el contenido de almiddn,'%21% pero también se ha mejorado hasta
en un 70% con respecto al PHB.1% En general la mezcla PHB/ATP depende del
compatibilizador, si el almidén es modificado'® y del contenido de amilosa!®® para
mejorar las propiedades mecanicas.

1.7 Problematica a resolver

En lo descrito anteriormente se destacd que uno de los sectores mas importantes de la
industria del plastico son los envases, la cual tiene la mayor demanda de polimeros
sintéticos (PP, PE, PET). Su uso se encuentra enfocado para periodos de tiempos
cortos, lo que se traduce en una alta contribucion a la acumulacién de desechos. Por
lo tanto, este sector presenta varios desafios, disminuir el impacto medio ambiental
de los polimeros sintéticos, potenciando el reciclaje o fomentando el uso de polimeros
biodegradables, para lo cual se deben mejorar algunas desventajas que estos presentan
para hacerlos competitivos frente a los polimeros sintéticos. Otro aspecto es obtener
materiales poliméricos biodegradables con mejores propiedades mecénicas, térmicas
y de barrera, ademas que sean capaces de interactuar con el alimento mediante la
incorporacion de agentes antimicrobianos o antioxidantes, permitiendo el aumento de
la vida atil del alimento, extendiendo sus buenas propiedades en el tiempo. Esto
potenciaria la exportacion de los alimentos permitiendo su transporte a mayores
distancias sin perder sus propiedades.

Uno de los objetivos de la presente tesis doctoral es desarrollar un nuevo material a
base a bionanocompuestos, con el fin de mejorar las desventajas que presentan los
polimeros biodegradables. Se ha demostrado que se pueden mejorar las propiedades
mecanicas, térmicas y de barrera de los biopolimeros utilizando bajas concentraciones
de arcillas, las que ademéas permiten mejorar la interaccion entre los polimeros.
Finalmente, para obtener un material para envases activos se utilizaran aceites
esenciales, los cuales presentan actividad antimicrobiana y antioxidante, lo que
permitiria proteger a los alimentos de diferentes patdgenos o procesos de oxidacion
los cuales llevan a la descomposicion del alimento.
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CAPITULO 2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 Hipotesis

La obtencién de bionanocompuesto polihidroxibutirato-almidén termoplastico/arcilla
mejorara las propiedades mecanicas y térmicas de la mezcla PHB-ATP, las que
dependeran de la interaccion de ambos polimeros (polihidroxibutirato-almidon) con
la arcilla.

Con la incorporacion de eugenol en el bionanocompuesto se obtendrda un material
polimérico biodegradable capaz de inhibir el crecimiento de microrganismos y evitar
procesos de oxidacion. EI mayor potencial de estas propiedades dependerad de la
cantidad de eugenol retenido en el bionanocompuesto.

2.2 Objetivo general
Desarrollar bionanocompuestos con actividad antimicrobiana y antioxidante para su
posible uso en envases activos para frutas y carnes.

2.3 Objetivos especificos

1. Sintetizar bionanocompuestos de mezclas de polihidroxibutirato y almidén
utilizando como nanorelleno montmorillonita modificada.

2. Incorporar componentes de aceites esenciales como agentes antimicrobianos y
antioxidantes (eugenol) a la sintesis de los bionanocompuestos.

3. Determinar las propiedades morfoldgicas, mecénicas, térmicas de la mezcla de
biopolimeros, bionanocompuestos y luego bionanocompuestos con los agentes
antioxidantes y antimicrobianos.

4. Realizar ensayos antifungicos in vitro para la mezcla de biopolimeros,
bionanocompuestos y bionanocompuestos con los agentes antimicrobianos.

5. Determinar la capacidad antioxidante de la mezcla de biopolimeros,
bionanocompuestos y bionanocompuestos con los agentes antioxidantes.

6. Determinar la biodegradabilidad de la mezcla de biopolimeros y de los

bionanocompuestos.
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CAPITULO 3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Reactivos

Pellet de Polihidroxibutiraro (PHB), con las siguientes caracteristicas, densidad 1,25
g/cm?, velocidad de flujo de fusién 9-13 (g/10 min), Temperatura de fusion 165 °C,
Muw= 426000 fueron adquiridos en Biomer, Krailling, Alemania. EI Almidén de maiz
(amilopectina 73 % y amilosa 27 %) adquirido en Sigma-Aldrich, EE.UU. Arcilla
Montmorillonita modificada con un 25-30% con metildihidroxietil amonio (Nanomer
I34TCN) fue adquirida en Sigma-Aldrich, Nanocor, EE.UU (ver figura 3.1).

2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH), fue adquirido de Sigma Aldrich, Alemania.
Eugenol (98%), densidad 1,0660 g/cm?, fue adquirido de Sigma Aldrich, China.
Alcohol Etilico (99,9%) fue adquirido en Winkler, Chile. Metanol, densidad 0,792
Kg/L fue adquirido en Merk, EE. UU. Glicerol 99,95%, densidad 1,259 g/L fue
adquirido en Winkler, Chile. Agar de dextrosa de patata adquirido en Becton, Dickson
& Co, Francia.

a) T HO b)
| +~_~OH
HC—N OH
+ C]
N—CH ~
HO~ — CHj
OH T
£ & & &)

c) o
HO{OJ\)ETOH

Figura 3.1. a) Montmorillonita modificada con un 25-30% con metildihidroxietil
amonio, b) Eugenol y c) Polihidroxibutirato (PHB). Fuente: elaboracion propia.
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3.2 Metodologia

3.2.1 Obtencion de bionanocompuesto con actividad antioxidante y antifungica

3.2.1.1 Obtencion de almidon termoplastico (ATP)

La obtencion de almidon termoplastico se realizé utilizando glicerina y agua como
plastificante, las concentraciones de ambas se definen en la tabla 3.1.

El ATP: se obtuvo utilizando un mezclador interno a 60 rpm, una temperatura de 100
°C y un tiempo de mezclado de 10 min. Luego el material obtenido se fragmenté y
fue dejado en una estufa a 40 °C por 72 horas, para finalmente ser extruido en una
extrusora de doble husillo con 4 zonas de calentamiento (ver figura 3.2). Las zonas de
calentamiento fueron definidas en 100-137-150-150 °C, definidas por un estudio
previo.

La obtencion del ATP, se realiz6 en un solo paso, mediante mezclado en la
miniextrusora, cambiando las temperaturas de calentamiento a 90-100-110-110 °C,
(para eliminar completamente el agua que participa en la plastificacion). De esta
forma se obtuvo los pellets con menor temperatura y con una etapa menos. Es
importante considerar en esta metodologia que previamente se debe dejar la mezcla
secando antes de ser extruida en una estufa durante 48 horas en un horno a 40 °C para
evitar que se produzcan burbujas cuando el material polimérico sale de la extrusora.

Figura 3.2. Etapas de procesamiento para obtencion de ATP (mezcladora-extrusora-
muestra de pellet ATP). Fuente: elaboracion propia.
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Tabla 3.1. Formulacion estudiada para la obtencion de ATP.

Muestra Almidén Glicerina Agua
(Y%om/m) (Y%om/m) (Yom/m)
ATP; 50 35 15
ATP, 60 25 15

3.2.1.2 Obtencion de mezclas PHB-ATP

Las mezclas polihidroxibutirato(PHB)- almidén termoplastico (ATP) fueron
obtenidas por mezclado en estado fundido en una miniextrusora de doble husillo
marca Gulnar Machinery, caracterizada por tener un diametro de 16 mm y una
relacion longitud/diametro del husillo (L/D) de 40:1, que engranan en giro co-
rotatorio, posee 4 zonas de calentamiento, las que fueron definidas en esta
investigacion como zona 1 (To), zona 2 (T1), zona 3 (T2) y zona 4 (Ts3). Para esta
primera etapa se realizd un disefio de experimento fijando la zona 1 con un To=100
°Cy lazona 4 con una T3=175 °C (ver figura 3.3). Se realiz6 un estudio del efecto de
la temperatura en la zona 2 (T1) y la zona 3 (T>). Las temperaturas estudiadas fueron
130-150 para T1y 165-175 para T2. Ademas, se analizo el efecto de la velocidad de
mezclado (60 y 100 rpm) y la concentracion de ATP (25-35 %m/m de una masa total
de 509).

b =

T

Figura 3.3. Zonas de temperatura en la extrusora. Fuente: elaboracion propia.

3.2.1.3 Obtencion de bionanocompuesto PHB-ATP/Arcilla

Los bionanocompuesto fueron obtenidos mediante mezclado en estado fundido en un
mezclador interno marca Haake Rheomix 600p que se encuentra en laboratorio de la
Dra. Raquel S. Mauler en la Universidade de Rio Grande du Sol (ver figura 3.4). La
arcilla utilizada fue una montmorillonita organomodificada (OMMT) la que se trabajo
en concentraciones de 1, 3 y 5% m/m (masa total 50 g). La composicion de la mezcla
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PHB/ATP se dejo6 fija en 65% m/m de PHB y 35% m/m de ATP1, donde se obtuvo el
menor mobdulo elastico (para acercar las propiedades mecanicas del
bionanocompuesto al del polietileno) segun lo determinado en la primera parte.
También con el estudio anterior quedo establecida la temperatura de trabajo, en 175
°C ya que el mezclador interno posee solo una temperatura.

Figura 3.4. Mezclador interno, Haake Rheomix. Fuente: elaboracién propia.

3.2.1.4 Obtencion de bionancompuestos con Eugenol PHB-ATP/OMMT/Eug

Los bionanocompuestos con eugenol fueron obtenidos en una extrusora de doble
husillo con 4 zonas de calentamiento. Las zonas de calentamiento fueron definidas en
100-140-160-155 (°C). Se realizd un disefio de experimento con el software MODDE
7, especificamente un screening Full Fact de dos niveles, para estudiar la importancia
de las variables con respecto a la cantidad eugenol presente en el bionanocompuesto
(velocidad de mezclado, concentracion de arcilla y eugenol) por lo que se llevo a cabo
8 experimentos mas sus puntos centrales. La temperatura de la extrusora es un
parametro que se analiz6 con un disefio experimental anterior y se concluyo que debia
quedar fija en 140 °C y que la concentracién de eugenol no debia ser menor a al 2
%m/m. La velocidad se estudio en un rango de 60 a 80 rpm, la concentracion de arcilla
de 1 a3 %m/my la concentracion de eugenol entre 2 y 3 %m/m.

3.2.2 Caracterizacion

3.2.2.1 Andlisis estructural bionanocompuestos
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El analisis estructural del PHB, el ATP, la mezcla y el bionanocompuesto se realizo
mediante FT-IR acoplado a ATR para identificar los grupos funcionales
caracteristico, mediante espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier
(FTIR) en el rango espectral de 400 a 10 000 cm™. El equipo se trabaj6 con modo de
reflectancia total atenuada (ATR), ya que asi la muestra no necesita un espesor
definido ni tampoco un tratamiento previo.

3.2.2.2 Analisis morfoldgico de los bionanocompuestos

Se realizo el analisis morfologico mediante Difraccion de rayos de X y Microscopia
Electrénica de Transmision de los bionanocompuesto para definir qué tipo de
morfologia se encontraba en el material polimérico. Ademas, se realiz6 Microscopia
Electrénica de Barrido para analizar la superficie de los diferentes materiales.

a) Difraccién de rayos de X (DRX): Mediante la difraccion de rayos X de
arcillas, se observa la posicion del pico asociado a la reflexion basal (plano 001), y
mediante la aplicacion de la ecuacién de Bragg, es posible calcular la distancia
interlaminar de la arcilla. En los bionanocompuestos polimero/arcilla se puede
calcular el espaciado basal de la arcilla después de haber sido mezclada con el
polimero. En este caso, la observacion del patron de difraccion puede aportar
informacion de si se presenta una estructura tactoide (no hay variacién de pico de la
arcilla), intercalada (hay un desplazamiento de pico hacia angulos més bajos),
exfoliada (el pico desaparece) lo cual debe ser corroborada por Microscopia
Electronica de Transmision.

Se utiliz6 un difractometro Bruker AXS D4 Endeavour, con una radiacion de Cu (40
kV, 20mA) a una velocidad de barrido de 1° min—1 para un intervalo de barrido con
angulo 20 entre 2° y 40°. Las muestras analizadas tenian la forma de peliculas de 3
cm por 3 cm.

Microscopia Electronica de Transmision (Transmission Electron Microscopy,
TEM): La principal aplicacion de TEM es analizar como se encuentran las capas de
arcillas en el bionanocompuesto o sea que morfologias estan presentes (tactoide,
intercalada o exfoliada) y corroborar o complementar lo determinado en DRX.

Se utiliz6 un microscopio electronico de transmision marca JEOL/JEM 1200 EX 11
operado a 120 kV. Las muestras se dejan en resina por 48 horas para poder lograr un
corte nanomeétrico y poder ser analizadas.
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Microscopia Electrénica de Barrido (Scanning Electron Microscopy, SEM):
Mediante SEM se analiza la superficie del PHB, ATP, la mezcla PHB-ATP y de los
bionacompuestos para determinar si se altera con la presencia de los diferentes
componentes.

Las muestras fueron observadas en un microscopio electronico de barrido modelo
JEOL JSM-6380.

Microscopia de Fuerza Atdmica (Atomic Force Microscopy, AFM): AFM se
utiliz6 para determinar la topografia y la rugosidad de los materiales poliméricos.
Este analisis se llevo a cabo en un equipo Park XE150 en modo no contacto.

3.2.2.3 Propiedades mecanicas de los bionanocompuestos

Las propiedades mecanicas de los materiales poliméricos fueron analizadas mediante
un ensayo de traccion, principalmente para analizar el cambio del modulo de elastico.

Ensayo de Traccion: Se obtienen propiedades mecanicas como modulo elastico (E),
Resistencia a la traccion, alargamiento a la rotura, entre otros. Este ensayo se realizo
segun la norma ASTM D-638.

Este ensayo se llevo acabo en un equipo de ensayo universal modelo Z05 de la marca
Zwick Roell.

También se determiné el modulo elastico en equipo de Andlisis Mecéanico Dindmico
(DMA) en modo traccion. Las condiciones de ensayo que se fijaron en 0,50 N/min a
18 N, temperatura de 25 °C, la separacion de mordazas de 11,50 mm
aproximadamente y la obtencién del modulo elastico se determino entre el 0y 0,15%
de deformacion. En este analisis se trabajé con probetas de 2,5 cm de longitud y 0,5
cm de ancho, todos los ensayos se realizaron por triplicado para cada muestra.

Nanoindentacion: La nanoindentacion permite obtener la dureza y el médulo elastico
de los materiales poliméricos. EI médulo elastico (E) fue obtenido de la pendiente
inicial de la curva descarga versus desplazamiento segln las ecuaciones 1y 2.

1—-v? 1-v? :\/ESmax

=t B =2 @
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Donde Er es el modulo reducido, E el médulo elastico y v son las proporciones de
Poisson del material, los valores correspondientes para la punta de diamante son de E;
(1140 GPa),vi (0,07) y el PHB tiene un v (0,35),'° En la Ec. 2 Smax €s la pendiente de
la curva de descarga (figura 3.5) dP/dh en el inicio de la descarga y A es el area de
contacto proyectada entre el material y el indentador a carga maxima calculada a partir
de la funcion de area del penetrador A=f (hc) que relaciona el area con la profundidad
de contacto hc. La funcion de area se calibra a partir de indentaciones en una muestra
de referencia de silice fundida de modulo elastico conocido.

Por otra parte, se determind la dureza (D) que corresponde al punto maximo de la
curva (Pmax) carga-desplazamiento (ecuacion 3).

lmax
p = 14X
A 3)

Las nanoindentaciones se realizaron mediante un nanoindentador Hysitron T1900, con
una punta de diamante tipo cube corner, se determind una profundidad maxima de
aproximadamente de 500 nm y se utilizé una carga nominal de 100 uN.
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Figura 3.5. Curva tipica de Carga-Desplazamiento en un ciclo de nanoindentacion.'!
3.2.2.4 Propiedades reoldgicas
Las propiedades viscoelasticas de los materiales poliméricos se determinaron

mediante analisis dinamico mecéanico térmico (Dynamic Mechanical Thermal
Analysis, DMTA).

Los ensayos se realizaron en un equipo de Analisis Mecano-Dinamico (Q800, TA

Instruments) en modo tensién. Se definio un rango de temperatura de -140 a 110 °C,
con una velocidad de calentamiento de 2 °C min y una frecuencia de 1, 3, 10 y 20
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Hz. El médulo de almacenamiento, el médulo de pérdida y el factor de pérdida (tan
d) se calcularon en funcion de la temperatura.

3.2.2.5 Propiedades térmicas de los bionanocompuestos

Calorimetria Diferencial de Barrido (Differential Scanning Calorimetry, DSC).
Mediante DSC se determind la temperatura de fusion (Ts), entalpia de fusion (AHs),
temperatura de cristalizacion (Tc), entalpia de cristalizacion (AHc) y se calculé el
grado de cristalinidad a partir de entalpia de fusion (Xc).

El analisis térmico DSC se realizé en un Equipo DSC 204 F1 Phoenix. La velocidad
de calentamiento y enfriamiento para los escaneos fue de 10 ° C min-1. Las muestras
se calentaron de 25 a 200 °C y posteriormente se enfriaron hasta -20 °C. Se aplicé una
segunda etapa de calentamiento hasta 200 °C.

Analisis Termogravimétrico (TGA): Los parametros obtenidos por TGA son
temperatura descomposicion (Td), y la temperatura cuando se ha perdido un 5%, 10%
y un 50% en masa (Tso, T100%, T50%).

El analisis TGA se realiz6 en un Equipo TGA 209 F1 Iris. La velocidad de
calentamiento fue de 20 °C/min y el rango de temperatura se establecio de 30 a 550
°C.

3.2.2.6 Actividad Antifungica in vitro de los bionanocompuestos

Para los ensayos antifingicos, se cultivo el microorganismo Botrytis cinerea en placas
de Petri PDA (agar de patata dextrosa) durante tres semanas a 25 °C. La suspension
de esporas de Botrytis cinerea se diluyé con agua destilada hasta obtener 1x10°
conidias / mL. Las diferentes peliculas fueron cortadas con un didmetro de 1,3 mm) y
se colocd cada una en una placa con un agar de PDA, sembrada con 0,1 ml de la
suspension de esporas de hongos. Las placas fungicas se incubaron a 30 °C durante 7
dias, y luego se observo el area de inhibicion. Todas las placas se fotografiaron junto
a unaregla el dia 7, luego se calculd el area de inhibicion mediante el software Adobe
Photoshop CS5®, el cual se calibra con la regla que aparece en la fotografia, el
software hace la equivalencia de pixeles a cm. Este ensayo se llevé a cabo por
triplicado.
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3.2.2.7 Actividad Antioxidante de los bionanocompuestos

Se evalud la actividad antioxidantes de las muestras de PHB-ATP, PHB-ATP/Arcilla
(3%), PHB-ATP/Arcilla (3%)/Eug (2,5%) y PHB-ATP/Arcilla/Eug(3%). Se masaron
aproximadamente 60 mg de muestra, las cuales se sumergen en 10 mL de una solucion
0,1 mM de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo) en metanol. Las muestras se
mantuvieron herméticamente cerradas en tubos ambar y protegidas de la luz durante
30 min, sin agitacién. Se realiz6 un ensayo de control en las mismas condiciones
usando una pelicula no impregnada (PHB) y un control positivo (&cido ascérbico 3
mM) en las mismas condiciones de ensayo. Las mediciones de absorbancia de la fase
liquida de las muestras se realizaron en un espectrofotometro Cary 100 UV/VIS a una
longitud de onda de 515 nm. EIl porcentaje de inhibicion de DPPH (% 1) de cada
muestra se calculd de acuerdo con la siguiente formula?’

A —-A
%I - ( control muestra) x100

Acontrol

Donde Acontrol Y Amuestra SON 10S valores de absorbancia a 515 nm del control y de las
diferentes muestras, todas las muestras se hicieron por triplicado.

3.2.2.8 Cuantificacion de Eugenol en los bionanocompuestos

Se determind el porcentaje real de eugenol en los bionanocompuestos ya que durante
el proceso de mezclado en fundido comunmente existe una pérdida de eugenol. Se
cortaron peliculas de bionanocompuestos de 3 cm de alto x 1 cm de ancho, luego se
sumergen en 10 ml de etanol, se dejaron reposar por 24 horas para después agitar las
soluciones durante 4 horas a 100 rpm mediante un agitador de bafo de agua. Las
determinaciones de eugenol se llevaron a cabo con un espectrofotometro Cary 100
UV /VIS.

Para la correcta cuantificacion de eugenol en el espectrofotometro se determind la
longitud de onda del eugenol en etanol para lo cual se realiz6 un barrido entre 200 y
400 nm. Se trabajé con etanol como blanco y con una disolucion de eugenol diluida
(104,5 mg/L) y se determino que el compuesto posee una longitud de onda de 282 nm
que corresponde al valor maximo obtenido del barrido como lo muestra la figura 3.6.
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Figura 3.6. Gréafica de absorbancia versus longitud de onda de una muestra de eugenol
diluida en etanol. Fuente: elaboracion propia.

Definida la longitud de onda a trabajar se obtuvo la curva patron la cual comenz6 en
10,4 mg/L hasta 104,5 mg/L la que fue preparada como se muestra en la tabla 3.2.

Tabla 3.2. Datos sobre la composicion en volumen de las muestras utilizadas para
realizar la recta patron cuando se utiliza etanol como solvente.

Matraz Volumen Origen Volumen Volumen Concentracion Absorbancia

o[ de de etanol total mg/L
muestra muestra  (mL) (mL)

SVl 10 uL  Eugenol
inicial

(Si)
5 2 mL Si 18 20 104,5 2,191
4 mL 5 6 10 41,8 0,936
3 mL 5 7 10 31,8 0,686
2mL 5 8 10 20,9 0,462
1mL 5 9 10 10,4 0,242

La curva patron presentd una recta de regresion con un coeficiente de correlacion de
0,9997. Todas las muestras se midieron por triplicado.

3.2.2.9 Ensayo de biodegradacion de los bionanocompuestos

El ensayo de biodegradacion se realiz6 bajo condiciones de compostaje siguiendo la
norma ISO 20200 que considera el grado de desintegracion de los materiales plasticos
bajo condiciones simuladas de compostaje en una prueba a escala de laboratorio. El
compost se prepard6 mezclando un 40% aserrin, 30% comida de conejo, 10% de
almidon de maiz, 5% sacarosa, 4% aceite de semilla de maiz, 1% urea y 10% de
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compost maduro (60% de materia organica, 40% de materia vegetal, pH 6,5 y un 30%
de humedad). ElI compost se mezcl6é con agua en una proporcién de 45:55 y para
mantener la humedad durante el ensayo se agrega agua al contenedor periodicamente.

Las diferentes muestras fueron cortadas en dimensiones de 25 x 25 mm con un espesor
menor a 5 mm. Las muestras se enterraron a una profundidad de 5 [cm] de la
superficie y con una separacion de 3,75 cm. Cada muestra fue contenida en una malla
para facilitar su extraccion desde el compost.

Los contenedores de dimensiones 38 x 26 x 13 cm se introdujeron en un horno de
circulacion de aire a 58 °C durante 42 dias. Las muestras se recuperaron del
contenedor en diferentes dias (7, 14, 21, 28, 35 y 42 dias), luego de extraidos eran
lavado con agua destilada, secados en un horno a 40 °C durante 24 h, para finalmente
ser pesados. El porcentaje de degradacion (%D) se calculé con la siguiente formula;!t?

MM 100

m;

%D =

Donde mj es la masa de la muestra en el dia 0 y ms es la masa de la muestra en el dia
de extraccion.
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CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Obtencion de almidon termopléstico (ATP)

El ATP se obtuvo mediante la extrusién de la mezcla almidén-plastificante (glicerina,
agua). Para corroborar que el plastificante penetro los granulos de almidon nativo e
interrumpio los enlaces hidrogeno intramoleculares, afectando la estructura cristalina
original**® del almidén nativo se realizaron analisis de espectroscopia infrarroja con
transformada de Furier (FT-IR), Difraccion de Rayos X (DRX) y Microscopia
Electrénica de Barrido (SEM).

4.1.1 Andlisis Estructural y Morfologico

Por espectroscopia FT-IR se analizaron el almidon nativo (polvo) y el ATP (pelicula),
para analizar la diferencia de los picos caracteristicos del almidon.

——ATP
—— Almidén

A

g T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

N°de onda (cm™)

0,6

Absorbancia (u.a)

Figura 4.1. Espectros FT-IR para almidon y almidon termoplastico. Fuente:
elaboracion propia.

La figura 4.1 muestra que el pico correspondiente a las vibraciones del grupo hidroxilo
(3400 cm™?) del almiddén presenta una mayor intensidad en el ATP que en almidén
nativo. EI cambio en la intensidad del pico se atribuye a la interaccion de enlaces
hidrogeno intermolecular e intramoleculares en el almidon. El aumento de la
intensidad de esta sefial en el ATP se atribuiria a un mayor nimero de interacciones
almidén-agua y almidén-glicerina,*** confirmando la plastificacion del almidén, por
la penetracion de agua y glicerina entre las cadenas, tal como lo muestra la figura 4.2.
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Figura 4.2. Representacion esquematica de los cambios estructurales del almidon bajo
condiciones de procesamiento.®

Se realiz6 DRX para analizar los cambios ocurridos en los patrones de difraccion de
la fase cristalina del almidon al ser pléastificado. En la figura 4.3 se observan los
difractogramas del almidén nativo y de los almidones con plastificante. Se observan
dos picos caracteristicos uno 13° y otro pico a 19° aproximadamente, este Gltimo pico
es atribuido a la cristalinidad inducida por el procesamiento de amilosa helicoidal,
tipicamente denominada como V. *1° Con estos resultados se muestra que las zonas
cristalinas del almidon nativo se modifican cuando se agrega plastificante

Plastificado
con glicerol

Amilosa

g "\‘\‘

it Y |*— Amilosa

Glicerol

(glicerina/agua), lo que indicaria la obtencion de ATP.

4000
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©
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Figura 4.3. Difractogramas para almidon de maiz y almidon/glicerina/agua en
concentraciones masa/masa de 60/25/15 y 50/35/15. Fuente: elaboracién propia.
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Mediante microscopia electronica de barrido (SEM) se analizd la superficie del
almidon nativo y del almidon termoplastico. Microfotografias representativas se
muestran en la figura 4.4. Se observa que el almidén nativo (figura 4.4 a) tiene formas
esféricas los cual son denominados granulos y son su forma caracteristica. Cuando se
analiza la figura 4.4 b) que corresponde a la superficie del ATP se presentan algunas
zonas lisas y otras zonas con presencia de granulos de almidon, este resultado es
atribuido a que el plastificante (glicerina-agua) penetra la gran mayoria de los
granulos por la cizalla y temperatura aplicada, lo que permite que los granulos de
almidon nativo se fundan o se fragmentan fisicamente en trozos méas pequefios para
formar una fase continua.!’

Figura 4.4. Microfotografias SEM para a) almidon nativo y b) Almiddn termoplastico.
Fuente: elaboracion propia.

4.2 Obtencion de mezcla de polimeros (PHB-ATP)

Luego de realizada la plastificacion del almidon nativo, se llevé a cabo la obtencién
de las mezclas polihidroxibutirato-almidon termopléstico para lo cual se realizo un
disefio de experimentos.

4.2.1 Disefio de experimento, definicion de parametros

Para la obtencion de mezclas PHB-ATP en la miniextrusora hay muchas variables que
considerar, aquellas propias de la formulacion tales como concentracion del PHB o
de ATP, parametros de procesamiento como temperaturas de mezclado de las
diferentes zonas (1, 2, 3y 4) del equipo y velocidad de mezclado, las cuales influyen
en una o mas respuesta. Para determinar la relacion variable-respuesta se realizé un
disefio de experimento, el que se basa en cambiar de manera multivariada las
diferentes variables buscando realizar el menor nimero de experimentos posibles.
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De las variables de procesamiento se evaluo la temperatura de mezclado en las zonas
de mezclado dos (130-150 °C) y zona tres (165-175 °C). También se estudid la
relacion PHB-ATP, para lo cual se varid la concentracion de ATP entre 25 y 35%
m/m. La respuesta analizada fue el modulo elastico ya que determina el
comportamiento eléastico de un material, indicando si es un material polimérico rigido
o flexible. Con lo anterior se realizo un disefio experimental de tipo factorial completo
(FFD) de cuatro variables a dos niveles (2%) en el cual se analiz6 como respuesta el
modulo elastico. En la tabla 4.1 se presentan los valores definidos por el disefio de
experimento con su respectiva respuesta, para lo cual se realizaron 16 experimentos
mas el punto central por triplicado, en total 19 experimentos con su respuesta
respectiva, los cuales se muestran en la tabla 4.1.

Tabla 4.1. Namero de experimentos realizados segun el disefio de experimento FFD
con su respectiva respuesta del modulo eléstico para las diferentes mezclas obtenidas.

Exp N°  Velocida Temperatur Temperatur Concentracid Mddulo
d(rpm) azona2(°C) azona3(°C) n ATP (% elastico
m/m) (MPa)

60 (-1) 130(-1) 165(-1) 25(-1) 1240
100(+1) 130(-1) 165 (-1) 25(-1) 1140
60(-1) 150(+1) 165 (-1) 25(-1) 995
100(+1) 150(+1) 165(-1) 25(-1) 976
60(-1) 130(-1) 175(+1) 25(-1) 1040
100(+1) 130(-1) 175(+1) 25(-1) 1245
60(-1) 150(+1) 175(+1) 25(-1) 883
100(+1) 150(+1) 175(+1) 25(-1) 611
60(-1) 130(-1) 165(-1) 35(+1) 1120
100(+1) 130(-1) 165(-1) 35(+1) 795
60(-1) 150(+1) 165(-1) 35(+1) 891
100(+1) 150(+1) 165(-1) 35(+1) 734
60(-1) 130(-1) 175(+1) 35(+1) 680
100(+1) 130(-1) 175(+1) 35(+1) 643
60(-1) 150(+1) 175(+1) 35(+1) 662
100(+1) 150(+1) 175(+1) 35(+1) 414
80 (0) 140(0) 170(0) 30(0) 1060
80(0) 140(0) 170(0) 30(0) 783
80(0) 140(0) 170(0) 30(0) -

Puntos centrales (0); puntos de esquina (-1/+1)

En la tabla 4.1 se observa que las variables se codificaron con (-1) para el minimo
valor y con (+1) para el mayor valor estudiado. Esto tiene como fin poder trabajar con
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diferentes unidades y asi el software puede relacionar unas con otras. Las variables
codificadas con (0) tienen como fin detectar relaciones no lineales, calcular la varianza
(medida de dispersion) del modelo y determinar los intervalos de confianza (nimeros
entre los cuales se estima que estara cierto valor).

Al evaluar el disefio de experimento en el software MODDE7 se obtienen los
parametros definidos en la tabla 4.2. El R? es la variacion de la respuesta explicada
por el modelo. (ecuacién que describe el comportamiento de un sistema). Sus valores
van desde 0 a 1, en que 1 corresponde a que el modelo se ajusta de manera perfecta a
los resultados experimentales y 0 a que le modelo no se ajusta a los valores
experimentales. Q2 dice qué tan bien el modelo predice nuevos datos y sus valores van
desde -o0 a 1 hay una buena prediccién del modelo cuando existe una diferencia entre
0,2y 0,3 con R?. Con respecto a la validez del modelo este debe poseer un valor mayor
a 0,25 lo que indica que no hay falta de ajuste del modelo y la reproducibilidad es una
medida del control de error experimental que idealmente deber ser lo mas cercano a
1.

Tabla 4.2. Parametros obtenidos para evaluar el modelo obtenido por regresion lineal

multiple.
Parametros del modelo Valor

R2 0,86

Q2 0,70

Validez del modelo 0,73
Reproducibilidad 0,96

Con los valores que se observan en la tabla 4.2 se puede concluir que el modelo
estadistico se ajusta muy bien a la respuesta experimental ya que el R? de 0,86, lo que
indica un excelente ajuste y un buen nivel de prediccion (Q? = 0,70).

El modelo estadistico se evalué usando el test ANOVA vy el test falta de ajuste
(comparacion del error del modelo con el error de réplicas). Se determind que el
modelo de regresion tiene un p<0,000 lo que significa que es un modelo satisfactorio
y confiable, En cuanto a la falta de ajuste presenta un p > 0,05 (p = 0,343), valor que
indica que el modelo no tiene falta de ajuste (describe adecuadamente la relacion
funcional entre los factores experimentales y la respuesta).
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Validado el modelo estadistico se pueden analizar los coeficientes de la ecuacién
polinomial que permite determinar cuél es relacion variable-respuesta, esto se lleva
acabo con una regresion lineal multiple (MLR), estos valores se encuentran
representados en la figura 4.5.

Temperatura 1 Temperatura2 Concentracion Interaccién
(°C) (°C) ATP (% m/m) Te2*Con

o
o
1

-100 -

-150 -

Moadulo elastico (MPa)

-200 -

Figura 4.5. Coeficientes del polinomio obtenido para el Modulo elastico. Fuente:
elaboracion propia.

En la figura 4.5 se observa que de las 4 variables estudiadas la variable velocidad no
aparece, ya que fue descartada al ser no significativa (p>0,05) sobre el méddulo
elastico. La variable con el mayor impacto sobre el mddulo elastico es la
concentracién de almidén termopléstico (ATP). Que su coeficiente sea negativo
significa que a menor concentracion de ATP mayor serd el modulo elastico. Esta
conclusion era esperable ya que el ATP es un material flexible y el PHB es un
polimero muy rigido*® (por lo que presenta altos valores de mddulo elastico). Las
otras variables que corresponden a las zonas de calentamiento de la extrusora también
tienen influencia sobre la respuesta estudiada. Para ambas zonas, a menor temperatura
de procesamiento mayor es el modulo elastico. Esto podria ocurrir porque a menores
temperatura probablemente las cadenas de PHB y ATP logran un mayor ordenamiento
por lo que se limita el movimiento de ambas cadenas y de esta forma resultaria un
material mas rigido.

Los efectos determinados por el modelo estadistico para las variables y respuestas
estudiadas se presentan en la siguiente figura 4.6.
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Figura 4.6. Efectos de las variables sobre el mddulo elastico. Mddulo eléstico versus
a) Temperatura 1 (°C), b) Temperatura 2 (°C), c¢) Concentracion ATP (% m/m).
Fuente: elaboracion propia.

Conocido el efecto de las tres variables, se puede analizar el comportamiento del
sistema estudiado mediante metodologia de superficie de respuesta (RSM). La RSM
es un conjunto de técnicas estadisticas y matematicas que permiten describir el
comportamiento del sistema estudiado en el rango analizado. De esta forma entrega
mapas de superficies de las respuestas que predicen los valores del mddulo eléstico
(cuadros blancos) tal como la muestra la figura 4.7.

T T 1 T T T T 1 1 i
25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 3B 6 27 28 29 30 31 32 33 34 35
Concentracion ATP Concentracion ATP

Figura 4.7. Gréficas de contorno obtenidas por MLR a) Concentracion ATP (% m/m)
versus Temperatura de la zona 2 (°C), con la Temperatura de la zona 1 fija a 150 °C,
b) Concentracion ATP (% m/m) versus Temperatura de la zona 1 (°C), con la
Temperatura de la zona 2 fija a 175 °C. Fuente: elaboracion propia.

Las graficas de contorno muestran cual es la tendencia de la respuesta (modulo
elastico) segun las diferentes variables analizadas, las zonas rojas y naranjas
representan los valores mas altos de modulo elastico, lo que indica que el material
polimérico obtenido presenta una mayor rigidez con respecto a los valores que se
obtienen en los colores verdes (670-830 MPa) y azul correspondiendo a materiales
poliméricos menos rigidos (menor médulo elastico) con respecto al PHB. La razon
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por la que uno de los graficos de contorno presente lineas curvas es debido a que existe
una leve interaccion entre las variables, mientras méas torcida mayor interaccion.

Como los gréaficos de contorno permiten tener una vision global de los resultados se
puede concluir que para obtener una mezcla PHB-ATP rigida como el polipropileno
isostatico (1860 MPa) se debe utilizar una baja concentracion (25% m/m) de ATP,
pero si requiere una mezcla PHB-ATP mas flexible como el polietileno de baja
densidad (409 MPa), se debe trabajar con concentraciones cercanas a 35% m/m de
ATP.

4.2.2 Andlisis estructural y morfolégico

El andlisis estructural y morfologico se llevd a cabo por espectrofotometria FT-IR,
microscopia electrénica de barrido (SEM) y difraccién de rayos X (DRX)

Los espectros FT-IR fueron analizados para seguir la diferencia de los picos
caracteristicos de los materiales de partida (PHB y del ATP) cuando se obtienen las
diferentes mezclas PHB-ATP, a fin de conocer si existe interaccion entre el PHB y
ATP.

———B0V_150-165
——B0V_130-165
——60V_150-165
——60V_130-165
——ATP

———— ——PHB

35%)
35%)
25%)
25%)

Transmitancia

0 T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

N° de onda(cm™)

Figura 4.8. Espectros FT-IR para almidon termopléstico, PHB y mezcla de PHB/ATP
a diferentes temperaturas y concentraciones. Fuente: elaboracion propia.

En la figura 4.8 muestra el pico caracteristico a 1700 cm del PHB, que corresponde
a las vibraciones de los grupos carbonilos (-C=0) el cual es caracteristico del PHB,
por otra parte, el almidon termoplastico presenta un pico caracteristico
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correspondiente a las vibraciones del grupo hidroxilo (-O-H) que aparece a 3400 cm’
!, Tanto el PHB como el ATP presentan un pico aproximadamente a 2900 cm™ que
corresponde a las vibraciones —Csp®-H. Cuando se analizan los espectros de las
mezclas PHB-ATP obtenidas a una misma velocidad de mezclado, pero a diferentes
temperaturas y concentraciones de ATP estudiadas, se puede observar que todas
presentan el pico caracteristico del PHB (1700 cm™) y del ATP (~3400 cm™) y en
todos los casos estos picos presentan una disminucién en su intensidad y el pico
atribuido a las vibraciones —O-H del ATP se desplaz6 a valores mas altos. La
diferencia en la intensidad y el desplazamiento de estos picos caracteristicos en las
mezclas es atribuida a la interacciones intermoleculares entre el grupo hidroxilo del
almidon y el grupo carbonilo del PHB.!18

La presencia del talco fue confirmada por SEM con detector EDS (detector de energia
dispersiva). El espectro EDS presenta los picos caracteristicos de magnesio y silicio
presentes en la muestra (figura 4.9).

Elemento | Peso (%) Atomico (%)

Cc 63,51 69,93

[0} 36,21 29,93

Mg 0,12 0,07

Si 0,15 0,07

Totales 100,00

ull Scale 3690 cts Cursor: 0.000 keV

Figura 4.9. Andlisis de elementos por SEM/EDS para PHB. Fuente: elaboracion propia.

Por DRX se analizaron los difractogramas del PHB y de la mezcla PHB-ATP. La
figura 4.10 muestra la presencia de tres picos intensos a 26=9,46° y 28,6°. Estos picos
no son caracteristicos del PHB y son atribuidos al 1% de talco que posee el PHB
comercial y un 30 %m/m de plastificante (&cido citrico).

El difractograma del PHB (figura 4.10) muestra picos caracteristicos a 16,9° (020),
18,9° (110), 21,3° (101) y 22,6° (111)°%119 con sus respectivos indices de Miller
(planos cristalogréaficos). Los picos caracteristicos del PHB disminuyen su intensidad
cuando se obtiene la mezcla. Esta diferencia se explica con la relacion de intensidad
de los planos (020)/(110), que para el PHB tiene un valor de 1,20 y para la mezcla de
1,35. El aumento en la relacion significa que la estructura cristalina del PHB ha sido
perturbada como consecuencia de la formacion de enlaces hidrogeno.!®
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Figura 4.10. Difractograma para PHB y para la mezcla PHB-ATP (65-35 %m/m).
Fuente: elaboracion propia.

En los difractogramas de PHB y PHB-ATP muestra una disminucién de la intensidad
de los picos relacionados con la carga talco asociada en la mezcla PHB-ATP, la que
seria atribuida a que el ATP se intercalaria entre las capas de talco dispersandolas
totalmente.

Para analizar la superficie del material se tomaron iméagenes mediante SEM para las
mezclas PHB-ATP. La figura 4.11 muestra las microfotografias de las mezclas PHB-
ATP obtenidas utilizando la misma velocidad de mezclado, pero variando la
temperatura de procesado y la concentracion de ATP. Las figuras 4.11 a) y ¢)
corresponden a mezclas con diferentes concentraciones de ATP pero igual velocidad.
Se observo que una gran parte de la superficie es lisa y uniforme, con muy poca
presencia de granulos de almidon. La figura 4.11 b) se diferencia de la figura a) que
la primera temperatura de procesamiento es mayor en 20 °C lo que parece afectar la
superficie, ya que, si bien no existe presencia de granulos de almidon, parece presentar
fisuras. Algo parecido ocurre en la figura 4.11 d) que la superficie pareciera presentar
como una sobre capa liquida, lo que podria atribuirse a que algunas muestras luego de
un tiempo, presentaban cierta exudacion. Por su consistencia fue atribuida a la
presencia de glicerina en el material.
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Figura 4.11. Microfotografias SEM para las mezclas PHB-ATP a) 60V_130-
165(25%), b) 60V_150-165(25%), c) 60V_130-165(35%) y d) 60V_150-165(35%).
Fuente: elaboracion propia.

4.2.3 Propiedades térmicas

Las propiedades térmicas fueron analizadas mediante calorimetria diferencial de
barrido (DSC) y analisis termogravimétrico (TGA) con el fin de analizar la influencia
de variables, tales como concentracion, temperatura y velocidad de mezclado en las
propiedades térmicas.
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Figura 4.12. Termogramas del segundo calentamiento, para PHB (—), las mezclas
PHB-ATP(75:25) con T1 de 130 °C (=), con T1 de 150 °C (-), las mezclas PHB-
ATP(65:35) con T1 de 130 °C (-) y con Ty de 150 °C (-). Velocidad 60 rpm y zona 2
con 165 °C. Fuente: elaboracion propia.

Los termogramas de la figura 4.12 presentan la misma velocidad de mezclado (60
rpm), pero diferentes temperaturas de mezclado. Se observa que todas las mezclas
analizadas muestran dos picos endotérmicos, correspondientes al proceso de fusion
cristalina durante el proceso de fusion. Esto se atribuye al fenémeno de
recristalizacion, que como consecuencia produce un tamafio bimodal de los
cristalitos.!?® En la figura 4.12 se observa un pico a 50 °C (transicién de tipo
secundaria), que se atribuye a la presencia de aditivos de bajo peso molecular
(estabilizante o lubricante) que posee el PHB comercial,®* el cual no presenta cambios.

Tabla 4.3. Propiedades térmicas (DSC y TGA) para PHB y mezclas PHB-ATP.

Exp Th Tf Tc AHf  AHc Grado de Td
N° ®) °C) (°C) (g (9 cristalinidad* (°C)
(%)
152,7 160,2 1055 66,84 53,46 61,0 300,9
1554 158,2 1051 54,21 49,56 49,5 303,3
155,0 162,2 103,4 5594 50,55 51,1 301,7
1515 159,2 102,1 58,98 51,64 53,9 301,4
153,2 160,2 103,6 56,48 47,91 51,6 301,0
1514 159,3 103,1 6561 54,87 59,9 301,7
1518 160,2 101,3 62,72 51,96 57,3 302,1
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1492  158,2
152,8 160,3
152,4  159,2
146,2  157,2
154,2  160,2
150,0  158,3
152,6  160,2
152,6  160,3
1516  159,2
1546 160,2
153,7 161,2
163,2

100,9
104
102
99,3

101,3

101,8

101,2

101,2

100,3

102,5

101,2

109,9

53,32
59,64
44,39
58,13
54,18
51,67
41,03
55,11
45,65
68,25
61,62
79,2

42,29
49,01
37,5
50,78
47,82
42,08
34,59
49,45
39,5
61,69
92,77
71,19

48,7
62,8
46,8
61,2
57,1
54,4
43,2
58,1
48,1
66,8
60,3
54,2

302,2
300,8
303,9
302,4
303,3
301,7
303,5
302,6
300,5
301,3
300,2
289,6

*La cristalinidad se determin6 de la siguiente forma 2!

AHf

Cristalinidad (%)= Z

PHBAHF 100% PHB

Xpre= €s la fraccion en peso del PHB

AHs prg= 146 J/g 1?2

En la tabla 4.3 se observa que la temperatura de fusion (Tf) de las mezclas disminuye
aproximadamente un 8% con respecto al PHB, lo cual podria ser atribuido a que se
produce una separacion de fases.'?® Con respecto al grado de cristalinidad el PHB
posee una alta cristalinidad (54%), y las mezclas analizadas presentaron valores
cercanos al PHB, obteniéndose un minimo de cristalinidad de un 43% y maximo de
66% para la mezcla con una velocidad de procesamiento de 80 rpm y una
concentracion de ATP de un 30 %m/m, que en su mayoria tienen un grado de
cristalinidad menor que la del PHB. El aumento de la cristalinidad en las mezclas es
atribuido a que el almidén acta como agente nucleante, lo que permite una mayor

formacion de cristales.!18
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Figura 4.13. a) Perfil de descomposicion térmica y b) es la derivada de la pérdida de
masa para el PHB, ATP y las mezclas PHB-ATP obtenidas a una velocidad de
mezclado de 60 rpm y a diferentes temperaturas y concentraciones de ATP. Fuente:
elaboracion propia.

En la figura 4.13 se muestra el perfil de descomposicion para el PHB, ATP y las
mezclas PHB-ATP. Se observa que el PHB presenta 2 etapas de descomposicion la
primera a 289 °C atribuida a la descomposicion del PHB y la segunda a 400 °C
aproximadamente atribuida a la descomposicion del aditivo (plastificante) del PHB
comercial. En el caso del ATP se observé un comportamiento peculiar ya que se
pueden ver dos procesos de descomposicion la primera cercana a 296 °C y la segunda
que es la que siempre presenta a 325 °C correspondiente a la descomposicion del
almidén de maiz. En todas las mezclas PHB-ATP se observan dos procesos de
descomposicién la primera cercana a 300 °C que corresponderia a la descomposicion
de la mezcla PHB-ATP, mientras que la segunda corresponde a la descomposicion
del aditivo del PHB comercial.

Para las mezclas con ATP se observa que la masa de las mezclas comienza a disminuir
desde los 100 °C, atribuible a la pérdida de agua retenida. Por otro lado, la temperatura
de descomposicion (Td) de las mezclas se incrementd hasta 303 °C, lo anterior
atribuido a la formacion de enlaces hidrogenos entre el almidon y el PHB, los cuales
probablemente contribuyen a inhibir el paso principal para la descomposicion del
PHB que consiste en la formacion de un “anillo” 124 (ver figura 4.14).
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Figura 4.14. Reaccion de degradacion PHB.24

4.3 Obtencidn de bionanocompuesto

Con los resultados obtenidos de estudio anterior se define que la mezcla PHB-ATP
quedaria fija en una concentracion 65:35 respectivamente, ya que fue la concentracion
con las mejores propiedades mecanicas (figura 4.7), térmicas (tabla 4.3) y
morfologicas (figura 4.11) .

La obtencién de bionanocompuesto se realizo en el laboratorio de la Dra. Raquel S.
Mauler (UFRGS) en un mezclador interno, con una zona de temperatura y una
capacidad minima de 50 gramos. Para la obtencion de los bionanocompuesto se utilizé
arcilla Montmorillonita modificada con un 25-30% con metildihidroxietil amonio
(OMMT).

4.3.1 Disefio de experimento, definicion de parametros

Para tener una vision de cémo se comportan las propiedades de los
bionanocompuestos se evalué la influencia de las variables presentes en la
formulacion de los bionanocompuestos (concentracion de arcillas) y de los parametros
de proceso (velocidad y tiempo) analizando como respuesta el modulo elastico. La
concentracion de arcilla se estudié entre 1 y 5% m/m, la velocidad de mezclado entre
80 y 120 rpm vy el tiempo de mezclado entre 5 y 10 min. Se realiz6 un disefio
experimental de tipo factorial completo (FFD) de dos niveles (2%). En la tabla 4.4 se
presentan los valores definidos por el disefio de experimento con su respectiva
respuesta, para el cual se determind un nimero de 12 experimentos.

Tabla 4.4. Namero de experimentos realizados segun el disefio de experimento FFD
con su respectiva respuesta (médulo elastico) para las diferentes bionanocompuestos.
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Velocidad Tiempo  Concentracion  Maddulo eléstico

(rpm) (min) Arcilla (%m/m) (MPa)
80 (-1) 5(-1) 1(-1) 486,9
120(+1) 5(-1) 1(-1) 490,8
80(-1) 10(+1) 1(-1) 3313

120 10(+1) 1(-1) 138,4

80(-1) 5(-1) 5(+1) 455,8
120(+1) 5(-1) 5(+1) 4525
80(-1) 10(+1) 5(+1) 354,4
120(+1) 10(+1) 5(+1) 356,6
100(0) 7,5(0) 3(0) 383,9
100(0) 7,5(0) 3(0) 438,3
100(0) 7,5(0) 3(0) 463,5
100(0) 7,5(0) 3(0) 421,3

El modelo estadistico se evalué utilizando el test ANOVA vy test falta de ajuste. Por
el test ANOVA se determin6 que el modelo de regresion tiene un p<0,000 lo que
significa que es un modelo satisfactorio y confiable. En cuanto a la falta de ajuste
presenta un p > 0,05 (p = 0,945), este valor indica que el modelo no tiene falta de
ajuste, por lo que de esta forma el modelo estadistico se encuentra validado por el test
ANOVA. Lo siguiente fue evaluar el modelo obtenido por regresién lineal multiple
(MLR), los parametros obtenidos se resumen en la siguiente tabla.

Tabla 4.5. Parametros obtenidos para evaluar el modelo obtenido por MLR.

Parametros del modelo Valor

RE 0,98

Q2 0,96

Validez del modelo 0,98
Reproducibilidad 0,92

Como todos los valores se encuentran proximos a uno, quiere decir que nuestro
modelo estadistico se encuentra validado por MLR, por lo que se puede interpretar los
datos entregados por el software MODDE 7.

48



100

50

3
Z o
@ & &
3 50 & ©
= Q9 &
O 4 A
E &

-100

-150

Figura 4.15. Coeficientes del polinomio obtenidos para el Mddulo elastico. Fuente:
elaboracion propia.

De las tres variables analizadas (ver figura 4.15), el tiempo de mezclado presenta un
mayor impacto sobre el médulo eléstico, luego viene la velocidad. La concentracion
de arcilla es el unico parametro que no tiene efecto significativo por si solo sobre la
respuesta, pero si presenta una interaccion importante con la velocidad y el tiempo de
mezclado, por esta razon no puede ser descartada.
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Figura 4.16. Efecto de las variables sobre el mddulo elastico, a) velocidad de
mezclado y b) tiempo de mezclado. Fuente: elaboracion propia.

La figura 4.16 muestra que a menores velocidades de mezclado se obtienen mayores
modulos elasticos. Esto seria atribuido a que a menores velocidades existiria una
mayor dispersion de la arcilla, ya que la arcilla mejora el modulo eléstico a traves de
mecanismos de refuerzos, limitando el movimiento molecular de las cadenas del
polimero.1?®

La figura 4.17 muestra como interaccionan las variables (velocidad-concentracion y
tiempo-concentracion) frente a la respuesta. Por lo cual se determind que para un
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material polimerico con alto médulo elastico se debe utilizar bajas concentraciones de
arcilla y bajas velocidades de mezclado. En el caso de la interaccion velocidad-
concentracién se determina que a alta concentraciones la velocidad no influye
significativamente en el médulo elastico.
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Figura 4.17. Graficos de interacciones para concentracion de arcilla a) Tiempo y b)
Velocidad para su efecto frente al modulo eléstico. Fuente: elaboracién propia.

Por otro lado, se realizo el analisis de las variables estudiadas. Por metodologia de
superficie respuesta (Response Surface Methodology, RSM) se analiz6 el efecto de
las variables en la respuesta. La figura 4.18 muestra los graficos de contorno 2D, en
que ambos gréaficos poseen lineas torcidas las cuales indican que los pardmetros
analizados tienen cierto grado de interacciones entre ellos. Estos graficos predicen los
valores del médulo elastico que se pueden encontrar en el rango estudiado, donde tal
como hemos concluido con anterioridad a menores velocidades, menor concentracion
de arcilla y menor tiempo de mezclado se obtienen mayores mddulos elésticos.

a) b)

S B0 65 7.0 7.5 80 85 80 9.5 100 80 8 90 95 100 105 110 115 120
tigmpo velocidad

Figura 4.18. Gréafico de contorno 2D con los valores predichos por el modelo
estadistico RLM, a) concentracion de arcilla (%m/m) versus Tiempo (min), con la
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velocidad fija a 80 rpm y b) concentracion de arcilla (%om/m) versus Velocidad (rpm),
con el tiempo fijo a 5 min. Fuente: elaboracion propia.

Tal como se ha analizado a mayores tiempos de mezclado se obtienen mddulos bajos.
Para explicar ese comportamiento se analizo la curva torque (fuerza que se necesita
para producir una rotacién alrededor de un punto) versus tiempo la cual permite
obtener la energia mecanica, que se asocia directamente con la viscosidad del
material.1?® Este analisis se llevo a cabo ya que el mezclador interno (HAKKE)
utilizado monitorea los cambios asociado al procesamiento de la muestra. Tal como
se observa en la figura 4.19 es un ejemplo las curvas obtenidas utilizando un
mezclador interno HAKKE.
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Figura 4.19. Curva torque versus tiempo para el bionanocompuesto PHB-ATP/Arcilla
(5 %m/m, 5 min y 80 rpm). Fuente: elaboracion propia.

La figura 4.19 muestra que mayores tiempos de procesamiento producen un menor
torque estabilizado, por lo tanto, menor es la energia mecanica y por ende menor
viscosidad, esto se puede observar en la tabla 4.6 donde se muestran las energias
mecanicas para todas las muestras.

Tabla 4.6. Torque estabilizado y energia mecanica para los diferentes
bionanocompuestos PHB-ATP/Arcilla.

Velocidad Tiempo concentracion Torgue Energia

(rpm) (min)  Arcilla estabilizado mecanica*
(%om/m) (Kj/kqg)

120 5 1 0,2 50,3

80 10 1 ~0 ~0

120 10 1 ~0 ~0

80 5 5 0,4 67,04

120 5 5 0,5 125,7

80 10 5 0,1 16,8
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120 10 5 0,2 50,28

100 7,5 3 0,2 41,9

100 7,5 3 0,2 41,9

100 7,5 3 0,3 62,82

100 7,5 3 0,3 62,82

80 5 0 0,7 117,3
*La energia mecanica se determind con la siguiente ecuacion:

o= (3
Donde N es la velocidad de mezclado en rad/seg, M es la masa en Kg y S es el torque
estabilizado.

En la tabla 4.6 se observa que la energia mecénica depende de la velocidad de
mezclado y del tiempo de mezcla, ya que a mayores velocidades de mezclado y
menores tiempo de mezclado se obtiene una mayor energia mecanica, pero a mayores
tiempo de mezclado (10 min) la energia mecanica disminuye hasta aproximadamente
cero, lo que conlleva a una baja viscosidad, esto como una posible consecuencia de la
degradacion del PHB, la cual se produce por las sales de amonio cuaternario presentes
en la arcilla montmorillonita modificada. 24127128

Los surfactantes de las arcillas se pueden descomponer de dos formas cuando se
trabaja a temperaturas cercanas a 170 °C. Por una eliminacién de Hofmann o mediante
un ataque nucleofilico del contraion del amonio cuaternario (ver figura 4.20). En el
primer caso se convierte la sal de amonio cuaternario en una amina, lo que libera un
alqueno y un protdn. Este altimo podria facilitar la division de la cadena mediante una
reaccion catalizada por acido.'?* En el segundo caso ocurre un ataque nucleofilico del
cloruro (contraién) sobre el amonio cuaternario produciendo cloroalcanos y una
amina terciaria,*?® permitiendo la fragmentacion de la cadena de PHB.*?°

a) &, 2
N e ey ¢
! '“
b)
3 R

Ry—HN—FR; + CIMW‘"M
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Figura 4.20. a) Eliminacion de Hofmann y b) ataque nucleofilico de un cloruro (contra
i6n).128
Analizados los resultados del disefio de experimentos se determind analizar las

propiedades morfologicas, térmicas y mecanicas de los bionanocompuestos con una
concentracion de 1 y 5% m/m de arcilla y una velocidad de 80 rpm.

4.3.2 Anélisis Morfoldgico de los bionanocompuestos

Para comprobar la existencia de los bionanocompuestos se realiz6 difraccion de rayos
X (DRX) a los diferentes bionanocompuesto, al PHB y a las mezclas PHB-ATP. Se
utilizé un difractometro Bruker AXS D4 Endeavor con una radiacion de CuK (A=1,54
A) y un tubo X-ray operado a 40 kV y 20 mA. La velocidad de barrido fue de 1° min-
'y se abarco un rango 20 entre 2 y 10°, que es donde aparece el pico caracteristico de
la arcilla, dependiendo de si el pico de arcilla se desplaza o desaparece en este rango
significa que existe una morfologia intercalada o exfoliada.

De la figura 4.21 se determing la distancia interlaminar de las capas de arcilla segln
la Ley de Bagg (nk = 2d Sen 0), la que corresponde a una distancia de 18,5 A (para el
pico caracteristico de la arcilla a 4,73°). En los difractogramas de los
bionanocompuestos no aparece este pico de la arcilla, lo indicaria que la mezcla de
polimeros se intercald entre las capas de arcilla dispersandolas totalmente. Por esta
razén no se observaria la sefial en los bionanocompuestos obtenidos a diferentes
velocidades de mezclado, tiempos de mezclados y de diferentes concentraciones de
arcillas. Este resultado indica la obtencién de una morfologia exfoliada para los
bionanocompuesto. El pico intenso a 9,46° es atribuido al 1% de talco que posee el
PHB comercial.
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Figura 4.21. Difractogramas para la arcilla montmorillonita modificada (OMMT),

PHB, la mezcla PHB-ATP y los bionanocompuestos con 1 y 5 %m/m de arcilla.
Fuente: elaboracion propia.

Se tomaron imagenes de microscopia electrénica de transmision (TEM )para
corroborar los resultados obtenidos por DRX. La figura 4.22 a) muestra las
microfotografias del bionanocompuesto con 5% m/m de arcilla en la cual se observan
las capas de arcillas totalmente exfoliada ya que se ven lineas aisladas, a diferencia de
la imagen b) donde se observan las capas de arcilla ordenadas indicando una
morfologia intercalada. Ademas algunas capas de arcilla aislada, indicando que los
bionanocompuestos pueden presentar ambas morfologias.

SO,

Figura 4.22. Microfotografias obtenidas por TEM para el bionanocompuesto con 5%
masa de arcilla a) morfologia exfoliada y b) morfologia intercalada. Fuente: elaboracion
propia.
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Por otro lado, la superficie de los bionanocompuestos se analizd a través de
microscopia electronica de barrido (SEM). La figura 4.23 a y b), muestran una
superficie lisa la cual corresponde a la cara frontal de la pelicula de
bionanocompuestos con 1 y 5% en masa de arcilla. Al analizar el corte transversal del
bionanocompuesto con 1 %m/m de arcilla (ver figura 4.23 c) se observan granulos de
almidon nativo como los de la imagen f. Por otra parte, los bionanocompuestos con 5
% m/m de arcilla (ver figura d) no presentan granulos, pero si se observan laminas
que podrian corresponder a las capas de arcilla. La ausencia de granulo en los
bionanocompuesto con una mayor concentracion de arcilla podria ser atribuida a la
capacidad como agente compatibilizante y reforzante que posee la arcilla en mezclas
de polimeros inmiscibles. 130131

55



Figura 4.23. Microfotografia SEM de la superficie del bionanocompuesto a) PHB-
ATP/IOMMT vy b) PHB-ATP/50MMT, las microtofografias c) y d) son cortes
transversale a la pelicula de los bionanocompuesto PHB-ATP/IOMMT y PHB-
ATP/50MMT respectivamente. La microfotografia €) es un aumento de la
microfotografia d) y f) el almidon nativo. Fuente: elaboracion propia.

Otro estudio para analizar la superficie (topografia y la rugosidad superficial) de los
bionanocompuesto es mediante microscopia de fuerza atdbmica (AFM). La figura 4.24
corresponde a las imagenes topograficas 3D obtenidas por AFM para el polimero
PHB, la mezcla PHB-ATP y los bionanocompuestos con 1 y 5 %m/m de arcilla.

Figura 4.24. Imagen topografica 3D obtenida por microscopia de fuerza atdbmica para
a)PHB, b) PHB-ATP, ¢) PHB-ATP/1_OMMT vy d) PHB-ATP/5_OMMT. Fuente:
elaboracion propia.

La topografia de PHB y de las mezclas PHB-ATP presentan superficies suaves con
pequenos relieves (ver figura 4.24 a y b). En el caso de los bionanocompuestos (ver
figura ¢ y d) presentan una superficie con surcos definidos los que son maés
pronunciados para el bionanocompuesto con un 5% de arcilla, esta diferencia en la
superficie se asocia a la rugosidad de los materiales.

Los valores de rugosidad superficial obtenido por AFM se muestran en la tabla 4.7.
Se observa que el contenido de arcilla aumenta el valor de rugosidad superficial en
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los bionanocompuestos, esto es atribuido a que la capas de arcilla migran a la
superficie debido a factores tales como el tamafio, la movilidad, las funcionalidades
de grupo final, composicién relativa, interacciones o a aglomeraciones de las capas
de arcilla.*®?

En este caso la arcilla montmorillonita se encuentra modificada con un surfactante
que posee dos grupos hidroxilos, el que deberia presentar interacciones debiles con el
PHB o con el ATP. Por lo tanto los valores de rugosidad de los bionanocompuestos
con un 1% de arcilla presenten una mejor dispersion en el polimero®*? lo que evita las
aglomeraciones que son las responsables que las capas de arcilla migren hacia la
superficie, de tal forma que su rugosidad no aumenta drasticamente con respecto al
PHB o la mezcla. Por lo tanto, esta propiedad explicaria por qué el bionanocompuesto
con 5% de arcilla presenta una 50% mas de rugosidad que el bionanocompuesto con
un 1% de arcilla.

Tabla 4.7. Rugosidad superficial para PHB, la mezcla PHB-ATP y los
bionanocompuestos PHB-ATP/OMMT.

Muestra Rugosidad Superficial (nm)
PHB 14,53+6,75
PHB-ATP (65:35) 12,60+0,028
PHB-ATP/IOMMT 17,77+0,92
PHB-ATP/50MMT 30,88+5,88

4.3.3 Propiedades térmicas

Se analizaron las propiedades térmicas de los diferentes bionanocompuestos mediante
calorimetria diferencial de barrido (DSC). Se determin0 la temperatura de fusion (TT),
entalpia de fusion (AHs), temperatura de cristalizacion (Tc), entalpia de cristalizacion
(AHc) y grado de cristalinidad (Xc). También se realizaron analisis
termogravimétricos (TGA) en que se obtuvo parametros como temperatura de
descomposicién (Td), temperatura cuando se ha perdido un 5%, 10% y un 50% en
masa (Tso, T100%, T50%).
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Figura 4.25. Perfil de descomposicion y derivada del perfil de descomposicion para
PHB, ATP, la mezcla PHB-ATP y los bionanocompuesto PHB-ATP/OMMT con 1y
5%m/m de arcilla. Fuente: elaboracion propia.

Mediante Analisis termogravimétrico (TGA) se obtuvo el perfil de descomposicién
para PHB, ATP, la mezcla PHB-ATP y los bionanocompuesto PHB-ATP/OMMT con
1y 5% m/m de arcilla (figura 4.25). EI PHB muestra dos etapas de descomposicion,
la primera atribuida a la descomposicion del PHB (296,7 °C) y la segunda a la
descomposicién de algin aditivo que contiene el PHB comercial.®*

Las curvas de descomposicion de la mezcla PHB-ATP y los bionanocompuestos
muestran 3 etapas de descomposicion, la primera etapa que se encuentra entre 100 y
180 °C se atribuye a la pérdida de agua presente en la mezcla correspondiente al ATP.
Algunos autores describen que la degradacion térmica del almidon termoplastico se
produce por la pérdida de agua la que se libera paulatinamente, ya que primero se
pierde el agua libre, segundo el agua débilmente unida y finalmente el agua unida®3*!3
(ver figura 4.26), esta degradacion por pérdida de agua llega hasta 120 °C. La segunda
etapa corresponde a la descomposicion de la mezcla PHB-ATP%4 (299,5 °C) vy la
tercera etapa de descomposicion corresponde al aditivo.
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Figura 4.26. Esquema de la afinidad de las moléculas de agua con las cadenas
poliméricas.'®

En la tabla 4.8 se muestran las temperaturas de descomposicion de los
bionanocompuestos cuando hay una pérdida de 5% y 10% (Tse Y T10%) €N masa, estas
tienen una disminucion significativa con respecto al PHB. La que es atribuida al
almidén termoplastico (almidén de maiz, glicerina y agua), que tal como se describid
anteriormente presentan una pérdida de agua, ademas algunos autores han
determinado que a 180 °C también comienza a evaporarse glicerol,'% por lo tanto
estos factores se ven reflejados al analizar estos dos parametros (Tse Y T10%).

Con respecto a las temperaturas cuando existe una pérdida del 50% en masa las
temperaturas se mantienen constantes en un valor cercano a 298 °C por lo que los
bionanocompuestos no presentan cambios significativos con respecto a la mezcla
PHB-ATP.

Tabla 4.8. Temperatura de descomposicién con diferentes porcentajes de pérdida de
masas, obtenidas desde las curvas termogravimétricas.

Muestra Td (°C) Ts5%(°C) T10%(°C) Ts09%(°C)

PHB 296,7  210,8 259,0 2950
PHB- 300,1 154,0 1880  298,0
ATP(65:35)
PHB- 299,5 112,9 161,9 296,9
ATP/IOMMT
PHB- 298,3 121,0 1550  297,0
ATP/50MMT

Por otra parte, se realizo el analisis de los resultados obtenidos por DSC a los
diferentes materiales polimericos. En la figura 4.27 se observa que los termogramas
de los bionanocompuestos son similares a los obtenidos para las mezclas PHB-ATP
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ya que presentan un doble pico de fusion, uno a 151 °C y el otro a 160 °C, los cuales
estan relacionadas con el fendmeno de recristalizaciébn que como consecuencia
produce la existencia de un tamafio bimodal de los cristalitos de PHB.*?° EI primer
pico de fusion esta relacionado con la fusion de cristalitos menos estables. El segundo
pico observado a temperaturas mas altas se asocia con la fusion de cristales
reorganizados después del segundo calentamiento.”? Para los bionanocompuestos,
también se observan dos temperaturas, en este caso, se puede atribuir a la presencia
de placas de arcilla, que dificultan la recristalizacién y pueden causar una reduccion
en el tamafio del cristal.” Los termogramas muestran una pequefia transicion
endotérmica a 50 °C atribuible a los aditivos del PHB comercial.**’

—— PHB-ATP/50MMT
—— PHB-ATP/1OMMT
—— PHB-ATP(65:35)
——PHB

DSC

0 T T T 1
0 50 100 150 200
Temperatura(°C)

B M

%

Figura 4.27. Termogramas del segundo calentamiento para PHB y para los
bionanocompuesto PHB-ATP/Arcilla obtenidos a 80 rpm, 5 min y concentraciones de
1y 5% m/m de arcilla. Fuente: elaboracién propia.

La tabla 4.9 resume las propiedades térmicas del PHB, la mezcla PHB-ATP y los
bionanocompuestos. EI PHB muestra una sola Tf; (163 °C) a diferencia de la mezcla
PHB-ATP con dos temperaturas (Tf1y Tf2) las cuales se mantienen cuando se obtiene
el bionanocompuesto. La mezcla PHB-ATP muestra una Tfy a 151 °C la que es
atribuida a una separacion de fases, por la obtencién de mezclas inmiscibles.!3® Los
bionanocompuestos con 1 y 5 %m/m de arcilla muestran una Tf; de 159 y 155 °C
respectivamente, este aumento corresponderia a la presencia de arcilla.

En cuanto a la temperatura de cristalizacion (Tc) la mezcla presenta una Tc de 102 °C
a diferencia del PHB que su Tc es de 109 °C, esta leve disminucion se atribuiria a que
el almidon retarda el proceso de cristalizacion. Por otra parte, el bionanocompuestos
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no presentan una diferencia significativa con respecto a la del PHB. El grado de
cristalinidad en los bionanocompuestos disminuye en un 4 y 10% con respecto al
PHB. Si bien existe una pequefia disminucion, hay que considerar que los
bionanocompuestos estan formados por PHB, ATP y arcilla, por lo que este material
polimérico mantiene propiedades muy similares al PHB.

Tabla 4.9. Propiedades térmicas obtenidas por DSC para los bionanocompuestos
PHB-ATP/OMMT.

Muestra Tf, Tf, Te AHf AHc Grado de
[°C] [°C] [°C] [J/g] cristalinidad

(%0)

PHB 163,2 109.9 79,2 71,2 54,2

PHB-ATP (65:35) 151,5 160 102,3 50,2 425 52,9

PHB- 159,6 168,1 1059 48,7 41,4 51,8
ATP/10MMT

PHB- 1554 164,2 107,5 44,2 41,3 49,0
ATP/5SOMMT

*_a cristalinidad se determin6 de la siguiente forma.*?

AHy «100

Cristalinidad (%)= "

PHBAHF 100% PHB

Xpng= es la fraccion en peso del PHB; ~ AHspng= 146 J/g.1?

Una técnica méas sensible que el DSC para ver las transiciones térmicas de tipo
secundarias (Tg) es el analisis termomecanico dinamico (DMTA). EI DMTA se
realizo entre -30 °C y 120 °C a una velocidad de 3°C/min. Se utiliz6 una amplitud de
0,1% y una frecuencia de en 1 Hz para todas las muestras.

La curva tan 6 versus temperatura muestra un pico correspondiente a la temperatura
de transicion vitrea para PHB, PHB-ATP y los bionanocompuesto PHB/ATP/Arcilla
con 1 y 5% m/m de arcilla. Estos valores son resumidos en la tabla 4.10. La
temperatura de transicion vitrea (Tg) es el punto en que un material polimérico pasa
de una condicion rigida a una condicién viscosa. EI PHB muestra la mayor Tg (5 °C),
mientras que la mezcla y los bionanocompuestos presentan una Tg menor, lo que
disminuye su densidad, dureza y rigidez. La disminucién de la Tg se atribuiria a que
el ATP aumenta levemente la movilidad de los segmentos de la cadena de PHB. Con
la presencia de arcilla en la mezcla PHB-ATP se esperaba un aumento de la Tg, ya
que las capas de arcillas restringen el movimiento de las cadenas poliméricas,*3° 126
que no se ve reflejado en este estudio.
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Tabla 4.10. Valores de transicion vitrea obtenido por DMTA.

Muestra Transicion vitrea (Tg)
PHB 5°C
PHB/ATP 3°C
PHB/ATP/IOMMT 4°C
PHB/ATP/50MMT 3°C

4.3.4 Propiedades Mecéanicas

Para analizar propiedades mecanicas como dureza y mddulo elastico al PHB, PHB-
ATP, los bionanocompuestos PHB/ATP/IOMMT y PHB/ATP/SOMMT se realiz
nanoindentacion. Es una técnica a escala nanomeétrica que mide el movimiento de una
sonda de diamante en contacto con la superficie del material. La medida se lleva a
cabo aumentando paulatinamente la carga de la sonda, por lo que la sonda penetra
indentando la superficie. La nanoindentacion es sensible al contenido y a la dispersion
del nanorelleno, asi como a la adhesion interfacial entre el nanorelleno y las matrices
poliméricas. !

La dureza y el médulo elastico reducido (Er) corresponden al promedio de 90
indentaciones. EI modulo elastico (E) se calculo utilizando el coeficiente de poisson
0,35 (v) para PHB,*° un E;i (1140 GPa) y un vi (0,07) correspondiente al indentador
utilizado (ecuacién 1). Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 4.11.

1 1-v* 1-v? mS
— = + l (1) Er — \/_ max
E, E E; 2VA

Tabla 4.11. Valores del modulo elastico y dureza medida por nanoindentancion para

PHB, PHB-ATP y los bionanocompuestos de PHB-ATP/OMMT con concentraciones
de 1 y 5%m/m de arcilla.

(2)

Muestra Dureza Modulo elastico
(MPa) (GPa)
PHB 139,8+14,5 3,14+0,49
PHB-ATP(65:35) 112,6+11,6 2,54+0,49
PHB-ATP/1IOMMT 133,7+22,4 2,64+0,38
PHB-ATP/50MMT 136,2+26,0 3,09+0,71

La dureza se define como la resistencia de un material a ser penetrado o rayado. La
tabla 4.11 muestra que los bionanocompuestos presentan un aumento de la dureza de
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un 19% para PHB-ATP/LIOMMT y 21% para PHB-ATP/5SO0MMT con resptecto a la
mezcla PHB-ATP, con respecto al PHB existe una diferencia de un 4 y 2%. El
aumento de la dureza en el bionanocompuesto con respecto a la mezcla PHB-ATP se
atribuye a las capas de arcilla en el material polimérico, ya que estas oponen
resistencia a la penetracion.'4°

El modulo elastico de la mezcla PHB-ATP ( 2,54 MPa) es menor que la del PHB (3,14
MPa). Esta disminucidn es atribuible a que el ATP que esta presente en un 35% en
masa en la mezcla, es un polimero flexible.'* El bionanocompuesto PHB-
ATP/IOMMT, presenta un aumento del modulo elédstico de un 4% y PHB-
ATP/SOMMT un aumento del 22% con respecto a la mezcla PHB-ATP, valores que
se aproximan al del PHB. El aumento del médulo elastico es por el efecto reforzante
que posee la arcilla, ya que mientras mas dispersal4! esta en el bionanocompuesto,
mayor sera el modulo elastico. 0 Esto explicaria que el bionanocompuesto presente
un mayor aumento, lo que se corroboro por TEM (figura 4.22) que presentaba una
morfologia exfoliada.

4.4 Bionanocompuestos con Eugenol

El eugenol es un componente del aceite esencial obtenido del clavo de olor. Se
conocen sus propiedades antibacterianas, antifingicas y antioxidantes, por lo que se
plantea la obtencién de bionanocompuestos PHB-ATP/OMMT con eugenol, para su
posible aplicacion como material polimérico para envases de alimentos capaz de
contrarrestar los procesos de degradacion a los que se ven expuestos estos.

4.4.1 Disefio de experimento, definicion de parametros

La obtencion de bionanocompuestos con eugenol contempla un gran namero de
variables, por lo que se realiz6 un disefio de experimentos para definir qué variables
contribuyen en la obtencién de un material polimérico con las mejores propiedades
antifingicas o antioxidantes.

Por lo tanto, se llevo a cabo un disefio de experimentos de tipo factorial completo
(FFD) de dos niveles (2%) en que la respuesta analizada fue el contenido de eugenol
(%) en la pelicula de bionanocompuesto, se determiné analizar esta respuesta porque
sera el contenido de eugenol el que otorgue al material polimérico propiedades
antifangicas o antioxidantes. Las variables estudiadas fueron: velocidad de mezclado
(60-80 rpm), concentracion arcilla (1-3% m/m) y concentracion Eugenol (2-3% m/m).
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A pesar de que la velocidad de mezclado fue una variable no significativa en los
estudios anteriores, fue considerada nuevamente por analizar si tendria algin efecto
en la cantidad de eugenol retenido. Con respecto a la concentracion de eugenol se
descarto la concentracion de 1% m/m eugenol ya que, al hacer un analisis preliminar,
los bionanocompuestos con 1% m/m eugenol, no presentaron inhibicion frente al
hongo Botritys cinérea tal como lo muestra la figura 4.28, y se determiné que una
concentracion mayor a 3% m/m de eugenol alteraba los factores organolépticos de la
muestra polimérica.

Figura 4.28. Ensayo previo para determinar la concentracion minima de inhibicion de
eugenol en el bionanocompuesto contra el hongo Botritys cinérea, a) 1% en masa de
eugenol, b) 2% en masa de eugenol y c) 3% en masa de eugenol. Fuente: elaboracion
propia.

El DoE de tipo factorial definid la realizacién de 11 experimentos en que la respuesta
analizada es la concentracion de eugenol en la muestra mediante espectroscopia UV-
Visible. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 4.12.

Tabla 4.12. Numero de experimentos realizados segun el disefio de experimentos FFD
con su respectiva respuesta de concentracién de eugenol para los diferentes
Bionanocompuestos.

Run Order Velocidad Eugenol  Arcilla Cantidad de
de (% m/m) (% m/m) eugenol
mezclado retenido (g)

(rpm)
60(-1) 2(-1) 1(-1)
80(+1) 2(-1) 1(-1)

64



60(-1) 3(+1) 1(-1) 1,19

80(+1) 3(+1) 1(-1) 1,21
60(-1) 2(-1) 3(+1) 0,56
80(+1) 2(-1) 3(+1) 0,9
60(-1) 3(+1) 3(+1) 1,46
80(+1) 3(+1) 3(+1) 1,35
70(0) 2,5(0) 2(0) 1,05
70(0) 2,5(0) 2(0) 0,97
70(0) 2,5(0) 2(0) 1,06

El modelo estadistico evaluado por el test ANOVA y por test falta de ajuste, definio
que el modelo de regresion tiene un p<0,000 (modelo satisfactorio y confiable) y para
la falta de ajuste present6 un p > 0,05 (p = 0,420), por lo que el modelo no tiene falta
de ajuste. EI modelo obtenido por regresion lineal multiple (MLR) se resume en la
tabla 4.13.

Tabla 4.13. Pardmetros obtenidos para evaluar el modelo obtenido por MLR.

Parametros del modelo Valor

R? 0,953

Q? 0,776

Validez del modelo 0,781
Reproducibilidad 0,949

Los valores de R2 y Q2 determinan que el modelo posee una prediccién y los valores
de valides indican que no existe falta de ajuste. Al estar modelo estadistico validado
por MLR y por el test ANOVA se analizan los coeficientes de regresién obtenidos,
que se encuentran representados en la figura 4.29.
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Figura 4.29. Coeficientes del polinomio obtenidos con respecto a la concentracién de
eugenol en las peliculas de bionanocompuestos. Fuente: elaboracién propia.

En la figura 4.29 muestra solo dos variables de las tres estudiadas. La ausencia de la
variable velocidad de mezclado es porque fue descartada al ser no significativa
(p>0,05) sobre la cantidad de eugenol retenido en el bionanocompuesto. La variable
con el mayor impacto es la concentracion de eugenol incorporada. Por otro lado, la
concentracion de arcilla también influye en la cantidad de eugenol retenido, ya que
con una mayor concentracién de arcilla hay una mayor incorporacion de eugenol, lo
que se observa en la tabla 4.13. En la figura 4.29 se muestra que existe una pequeria
interaccion entre la concentracion de arcilla-eugenol. La concentracion de arcilla
cumple el rol de evitar la rapida liberacion del eugenol.®

Como ya se definié el efecto de las variables, se puede generar una grafica del
comportamiento del sistema estudiado mediante RSM el que genera los mapas de

superficie de respuesta que predicen los valores del modulo elastico tal como la
muestra la figura 4.30.
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Figura 4.30. Gréaficas de contorno obtenidas por RLM, para las variables
concentracion de eugenol (% m/m) y concentracion de arcilla (% m/m). Fuente:
elaboracion propia.

Las gréaficas de contorno muestran cual es la tendencia del eugenol retenido luego de
la obtencion de los bionanocompuestos, donde las zonas rojas representan los valores
mas altos, donde existe una mayor cantidad de eugenol y las zonas azules
corresponden a bionanocompuestos con menos contenido de eugenol. La figura 4.30
muestra que a mayor concentracion de arcilla y mayor concentracion de eugenol hay
una mayor retencién de eugenol en el bionanocompuesto. Hay que tener presente que
la concentracion de eugenol siempre disminuira ya que existe una pérdida de
contenido con el proceso de obtencion de bionanocompuestos, porque se obtienen a
temperaturas cercanas a 160 °C.

4.4.2 Propiedades morfoldgicas

Se analiz6 las propiedades morfolégicas de los bionanocompuestos con eugenol por
DRX, TEM y SEM. Primero se analizaron los difractogramas obtenidos por DRX
para determinar la obtencion de los diferentes bionanocompuestos. La figura 4.31
muestra que el pico caracteristico de arcilla (20= 4,73°) no se visualiza en los
diferentes difractogramas de los bionanocompuestos, lo que podria indicar que los
materiales obtenidos presentarian una morfologia exfoliada, indicando que la
presencia de eugenol no afectaria en la insercion de los polimeros entre las capas de
arcilla.

——PHB
—80VRE1A
—— 80V2E1A
—— 60V3E1A
—— 80V3E1A
—— 60V2E3A
——80V2E3A
—— 60V3E3A
—— 80V3E3A
——70V2.5E2A
70V2.5E2A
—— 70V2.5E2A

6000

Intensidad(u.a)

3000
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Figura 4.31. Difractogramas de los diferentes bionanocompuestos (velocidad en rpm,
concentracién en masa de eugenol, concentracién en masa de arcilla ej: 60V3ELA)
ademas de la arcilla y el PHB. Fuente: elaboracion propia.

Para corroborar la morfologia de los bionanocompuestos se realizd TEM, que es una
técnica complementaria en la determinacién de la morfologia. La figura 4.32 a)
muestra una mezcla de morfologia (tactoide y exfoliada) y la figura b) una morfologia
intercalada en el bionanocompuesto 60V2E3A. Para el bionanocompuesto
70V2,5E2A (figura 4.32 c) y d), muestra que las laminas de arcilla tienen un orden
paralelo lo que indica una morfologia intercalada. Finalmente, en el
bionanocompuesto 60V3E1A, predomina una morfologia exfoliada ya que en las
figuras e) y f) se muestran las capas de arcilla dispersadas totalmente. Se observa que
un mayor contenido de arcilla en el bionanocompuesto dificulta su dispersion y por lo
tanto la insercion del polimero entre sus capas, ya que predominan las aglomeraciones
de la arcilla.!*> Por otra parte, una menor cantidad de arcilla y una mayor
concentracion de eugenol facilitan que los polimeros se intercalen en las capas de
arcilla de tal forma de dispersarlas totalmente.
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Figura 4.32. Microfotografias TEM para a)-b) bionanocompuesto 60V2E3A, c)-d)
bionanocompuesto 70V2,5E2A, y e)- f) es el bionanocompuesto 60V3E1A. Fuente:
elaboracion propia.

De las tres técnicas utilizadas en andlisis morfologico SEM entrega informacion de
cémo se encuentra el almidon en los bionanocompuestos y de la superficie del
material polimérico. Se tomaron microfotografias SEM de la cara superior de las
peliculas y del corte transversal, las cuales se muestran en la figura 4.33.
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Figura 4.33. Microfotografias SEM para a)-b) bionanocompuesto 60V2E3A, c)-d)
bionanocompuesto 70V2,5E2A, y e)- f) es el bionanocompuesto 60V3E1A. Fuente:
elaboracién propia.

La figura 4.33 muestra que la superficie de los bionanocompuestos con eugenol
presentan una escasa presencia de granulos de almidén. En la figura a) se observa que
hay una mayor cantidad de granulos a diferencia de la figura c) en que solo se observa
uno de gran tamafno. Cuando se observa el corte transversal hay diferencias
significativas entre los diferentes bionanocompuestos, aquel con mayor concentracion
de arcilla y menor concentracion de eugenol muestra claramente los granulos de
almidon, lo que es atribuido a la poca afinidad PHB-ATP. A medida que se va
aumentando la concentracion de eugenol y disminuyendo la concentracion de arcilla,
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se observa que los granulos de almidon ya no se ven claramente. Esto podria ser
atribuido a que el eugenol permitiria una mejor interaccién entre los polimeros y el
almidon, pero también se debe considerar que la arcilla se encuentra mejor dispersada
a bajas concentraciones (figura 4.32, TEM) por lo que su rol como compatibilizante
entre polimeros inmiscibles podria ser el que también mejora la interaccion entre los
polimeros, tal como lo han demostrado algunas investigaciones. $30:13182,143

4.4.3 Propiedades téermicas

Se determinaron las propiedades térmicas de los bionanocompuestos con eugenol
mediante calorimetria diferencial de barrido (DSC) y analisis termogravimétricos
(TGA). La figura 4.34 muestra los termogramas de los diferentes bionanocompuestos
con eugenol y los parametros obtenidos por DCS se encuentran resumidos en la tabla
4.15. Las termogramas fueron organizados segun el contenido de eugenol ya que se
observo que los bionanocompuestos con 2%, 2,5% Yy 3% de Eugenol presentan curvas
diferentes cuando se analiza la aparicion de la segunda temperatura de fusion (T+), ya
que las termogramas de la figura a) no muestra un pico definido para T+, el cual si se
observa en la figura b) y c).

La presencia de un segundo pico de fusién se atribuye al proceso de fusion-
recristalizacion-fusion, ya que la fusion de los cristalitos primarios formados durante
el barrido de enfriamiento y la fusion de los cristalitos recristalizados que se formaron
durante el proceso de calentamiento son los que llevan a la obtencion de Tty T, 144
Que el segundo pico endotérmico sea mas pronunciado para 2,5 y 3% m/m de eugenol,
se debe a que la concentracién de eugenol afectaria el proceso de recristalizacion del
PHB, aumentando o disminuyendo la cantidad de cristales imperfectos.

a) ;o] ——PHB b) ——PHB c)
——B0V2E1A 204 ——B60V3E1A 204 ——PHB
——B8OV2E1A ——B80V3E1A ——70V2.5E2A
—— 60V2E3A
—— 8OV2E3A

e

154 ——60V3E3A 15 ——70V2.5E2A
——80V3E3A k ——T70V2.5E2A

DSC(mW/mg)
o
@
DSC(mW/mg)
DSC/(mW/mg)
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-50 0 50 100 150 200 -50 0 50 100

Temperatura(°C) Temperatura(C) Temperatura(°C)

Figura 4.34. Termogramas del segundo calentamiento para PHB y los
bionanocompuesto con diferente velocidad obtenida, concentracion eugenol y
concentracion de arcilla. Fuente: elaboracién propia.
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La tabla 4.15 muestra las temperaturas de fusion (Tf) de los diferentes
bionanocompuestos. Al comparar las Tf de los bionanocompuestos 80V3E1A y
60V3E3A con la del PHB, estas disminuyen en 10 °C. Esto puede estar relacionado
con una menor perfeccion de los cristales que se forman como resultado que la arcilla
restringe el movimiento de las cadenas de PHB.1%

Con respecto al grado de cristalinidad de los bionanocompuestos con eugenol, se
observa que hay una influencia de la velocidad de mezclado y eugenol, ya que para
una velocidad de 60 rpm y 1% en masa de arcilla, la cristalinidad varia de 47% a 54%,
para concentraciones de 2 y 3% m/m de eugenol, lo que podria atribuirse a un efecto
nucleante del eugenol. Pero si se aumenta la velocidad de mezclado a 80 rpm y 1%
m/m de arcilla, la cristalinidad disminuye de 56,9% a 50,3% para concentraciones de
2 'y 3% m/m de eugenol. Por lo que menores velocidades y mayores concentraciones
de eugenol, mayor cristalinidad.
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——BOV2E1A gl
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Figura 4.35. Perfil de descomposicion térmica para PHB, ATP vy los
bionanocompuestos con diferente velocidad obtenida, concentracion eugenol y
concentracion de arcilla. Fuente: elaboracién propia.

La figura 4.35 presenta la estabilidad térmica de PHB, ATP y los diferentes
bionanocompuesto con el aceite esencial (eugenol). La figura 4.35 a) muestra que los
bionanocompuestos presentan tres etapas de descomposicion. La primera etapa (100-
180 °C) corresponde a la pérdida de agua asociada a la presencia de ATP, la segunda
etapa (~ 300 °C) de descomposicion corresponde a la degradacion de la mezcla PHB-
ATP. La tercera etapa (~ 400 °C)de descomposicion se atribuye al plastificante que
posee el PHB comercial.®® El pico correspondiente a la temperatura de
descomposicion (segunda etapa) de los diferentes bionanocompuestos con eugenol es
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similar al PHB. La temperatura de descomposicion del ATP es 323,3 °C y para los
bionanocompuestos se encuentra aproximadamente a 300 °C, tal como lo muestra la
tabla 4.14.

Tabla 4.14. Resultados obtenidos por DSC y TGA para PHB, ATP y los diferentes
bionanocompuestos con eugenol.

Muestra Tf1 Tt Tc AHf Grado Td Tse  Ti10%
(°C) (S (°C) () de (°C) (°C) (°O)
cristali
nidad
(%0)

La tabla 4.14 muestra las temperaturas cuando se ha perdido un 5% (Tsw%) y un 10%
(T10%) en masa. Al analizar estos parametros se observa la influencia del almidén en
los bionanocompuestos, ya que (Ts%) Y 1a (T10%) Son mucho menores con respecto al
PHB. Esta disminucién es atribuida a la pérdida de agua presente en el almidon. La
temperatura para Tsy Va a depender si el agua esta libre, levemente unida o unida al
polimero.’3® Para las variaciones de Tio% Se debe considerar la influencia de la
evaporacion del glicerol (utilizado para plastificar el almidon) que se produce
aproximadamente a 180 °C, las cuales podrian producir las diferencias de las
temperaturas obtenidas.

Ts% Y T1o0% de los bionanocompuesto son mayores que los del ATP, lo que podria ser
atribuido a que la arcilla dificultaria la rapida liberacion de agua y de glicerol.145
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4.5 Bionanocompuestos con propiedad antimicrobiana, antioxidante y
biodegradable

Se definio la concentracion de eugenol en 2,5% y 3% m/m, con una concentracion de
arcilla de 3% m/m en el bionanocompuesto, asi se obtendran materiales poliméricos
con propiedades antioxidantes y antifungicas las cuales permitiran obtener un material
polimérico para su posible aplicacion en la industria de los envases de alimentos.

Para corroborar que las propiedades (antioxidante y antifangica) del eugenol
permanecen con la obtencién bionanocompuestos PHB-ATP/OMMT/Eugenol, se
realizaron ensayos de capacidad antioxidante por DPPH, antiflngico contra botrytis
cinérea ademas de analisis térmicos, morfoldgicos, mecanicos y de degradacion a los
diferentes bionanocompuestos.

4.5.1 Anédlisis Morfologico

La morfologia de los bionanocompuestos fue determinada por DRX y TEM. La figura
4.36 muestra los difractogramas de la arcilla (con un pico caracteristico a 4,81°), PHB,
de la mezcla PHB-ATP y de los bionanocompuestos con y sin eugenol. Para el PHB
y mezcla PHB-ATP no se observan picos en el rango de 2 a 6°, ya que los picos
caracteristicos del PHB y del ATP aparecen a angulos méas altos. El pico que se
encuentra aproximadamente a 9° corresponde a la sefial de trazas de material
inorganico (talco)®! que posee el PHB comercial.

a=—OMMT
a=PHB

s PHB-ATP

P HB-ATP/OMMT(3%)

e PHB-ATP/OMMT(3%)/Eug(2,5%)
-PHB-ATP/OMMT(3%)/Eug (3%)

9000

6000

Intensidad (u.a)
g

Figura 4.36. Difractograma para la arcilla (OMMT) (-), PHB (-), mezcla PHB-ATP
(-), bionanocompuesto (—)y los bionanocompuestos con 2,5% (-) y 3% (- ) en masa
de eugenol. Fuente: elaboracion propia.
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En los difractogramas de los bionanocompuestos con y sin eugenol, no se observa el
pico caracteristico de la arcilla, lo que podria indicar que los bionanocompuestos
presentan una morfologia exfoliada, como consecuencia de la buena interaccion entre
los polimeros y las capas de arcilla. Esta interaccion permitiria que la matriz
polimérica se incorpore entre las capas de arcilla separandolas totalmente.*4’

La mayoria de los nanocompuestos presenta mas de un tipo de morfologia:
intercalada-exfoliada o intercalada-tactoide, por esta razén se utiliza como técnica
complementaria TEM, para corroborar los resultados de DRX.

La distribucién de las capas de arcilla en el material polimérico se observo en las
microfotografias TEM. La figura 4.37 muestra en todos los casos una morfologia
intercalada, las que se observan en la figura 4.37 a), ¢) y d). En los tres casos las
laminas de arcillas se encuentran separadas, pero mantienen un orden paralelo entre
ellas. Por otra parte, algunas zonas de las microfotografias d) y f) se observan laminas
de arcilla aisladas que podrian indicar que también se presenta una morfologia
exfoliada en los bionanocompuestos.

Los resultados indican que la presencia de eugenol en el bionanocompuesto no altera
la buena distribucion de la arcilla en el material polimérico. Una morfologia exfoliada
aumenta el efecto de tortuosidad °>'%8 lo que permite retrasar la difusion del aceite
esencial 32%514933 (eugenol) hacia el exterior, ya que las capas de arcilla son
impermeables por lo que el aceite esencial debe recorrer un camino mas largo. 3
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Figura 4.37. Microfotografias TEM para b)PHB-ATP/OMMT (3%) c) y d) PHB-
ATP/OMMT (3%)/ Eug (2,5%), e) y f) PHB-ATP/OMMT (3%)/ Eug (3%). Fuente:
elaboracion propia.

Mediante SEM se analiz6 el efecto del eugenol en la superficie de los
bionanocompuestos. La figura 4.38 muestra como en ausencia del eugenol se ven
claramente los granulos de almiddn, pero cuando el bionanocompuesto posee eugenol,
ya no se observa claramente, lo que es indicativo que el eugenol mejora la interaccién
entre PHB-ATP, debido a las posibles interacciones intermoleculares entre eugenol-
polihidroxibutirato, eugenol-almidoén, ya que posee grupos hidroxilos disponibles.
Una mejor dispersion de la arcilla mejora la adhesion interfacial entre polimeros
inmiscibles ya que se ha determinado su capacidad como agente compatibilizante y
reforzante. 130,131,82,143
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Figura 4.38. Imagenes SEM del corte transversal para a)PHB-ATP/OMMT (3%) b)
PHB-ATP/OMMT (3%)/ Eug (2,5%) y c) PHB-ATP/OMMT (3%)/ Eug (3%). Fuente:
elaboracion propia.

4.5.2 Analisis topografico

La microscopia de fuerza atdbmica es una técnica para analizar la superficie de los
materiales poliméricos, en la cual se obtienen imagenes topogréaficas bidimensionales
(2D) y tridimensionales (3D). Las imagenes obtenidas para el PHB, la mezcla PHB-
ATP y de los bionanocompuestos PHB-ATP/OMMT (3%), PHB-ATP/OMMT (3%)/
Eug (2,5%) y PHB-ATP/OMMT (3%)/ Eug (3%). La figura 4.39 a) corresponde al
PHB, esta presenta una superficie relativamente lisa y una altura méaxima de 180,3
nm. La mezcla PHB-ATP presenta una altura de 315,8 nm, lo que indicaria la
presencia de algun desorden en las superficies de la pelicula polimérica.'*® El
desorden podria ser atribuido a la presencia de los granulos de almidén o la escasa
homogeneidad entre los polimeros.>°

En los bionanocompuestos el desorden en la superficie se encuentra asociado a la
presencia de arcilla, ya que se ha determinado que cuando no existe una buena
interaccidon polimero-arcilla, la arcilla tiende a migrar hacia la superficie, lo que
aumenta la rugosidad®? produciendo un aumento en la altura.
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Figura 4.39. Imagenes topogréaficas 3D y 2D obtenidas por AFM para a) PHB, b)
PHB-ATP, C) PHB-ATP/OMMT(3%), d) PHB-ATP/OMMT (3%)/Eug (2,5%) y €)
PHB-ATP/OMMT (3%)/Eug (3%). Fuente: elaboracion propia.

Los valores de rugosidad superficial media (Ra) y rugosidad cuadratica media (RMS)
se muestran en la Tabla 4.15. EI PHB presenta una rugosidad superficial de 13,0+5,3
nm, la mezcla PHB-ATP de 18,9+2,9 nm y los bionanocompuestos de 21,6+2,4 nm,
respectivamente. La rugosidad de los bionanocompuestos esta asociada a la influencia
de la arcilla. Esta migra hacia la superficie del material polimérico como consecuencia
de interacciones débiles con los polimeros o a la mala dispersion de la arcilla, lo que
podria producir aglomeraciones de arcilla en las zonas superficiales.'3133

La presencia de eugenol en los bionanocompuestos no afecta la rugosidad (solo un
aumento de 5%), lo que seria atribuido a que se encuentra retenido en el interior del
material polimérico.
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Tabla 4.15. Rugosidad superficial y Rugosidad cuadratica media para PHB, la mezcla
PHB-ATP y los bionanocompuestos PHB-ATP/OMMT y PHB-ATP/OMMT/Eug.

Muestra Rugosidad superficial Rugosidad cuadratica
promedio (Ra) (nm) media (RMS) (nm)
PHB 13,045,3 20,446,1
PHB-ATP 18,94+2,9 24,614,1
PHB-ATP/OMMT (3%) 21,6124 29,1+2,8
PHB-ATP/OMMT (3%) 20,8+3,4 28,9+4,9
/Eug (2,5%)

PHB-ATP/OMMT (3%) 22,8+7,7 32,5+14,2

/Eug (3%)

4.5.3 Propiedades mecanicas

Se determind el médulo de tension (ASTM 638) para PHB, PHB-ATP, PHB-ATP/
OMMT (3%) y PHB-ATP/ OMMT (3%)/Eugenol (2,5 y 3%m/m). La tabla 4.16
muestra que el mddulo eléstico de la mezcla PHB-ATP disminuyé un 25% (1175
MPa) con respecto al PHB (1570 MPa), esta disminucion se asocia a que el ATP (109
MPa) es polimero mucho mas flexible que el PHB y a la baja compatibilidad entre los
polimeros.®%152

El modulo elastico de los bionanocompuestos (1760 MPa) aumenta con respecto a la
de mezcla PHB-ATP. Este aumento es atribuido a que la arcilla OMMT posee un
efecto reforzante,'® que produce que las cadenas de polimeros limiten sus
movimiento de tal forma que aumenta la rigidez del material.®

Tabla 4.16. Propiedades mecénicas modulo elastico, resistencia a la traccion y a
alargamiento a la rotura para ATP, PHB y los bionanocompuestos.

Muestra Mddulo Resisten Alargamiento a
elastico ciaala larotura (%)

(MPa) traccion
(MPa)
ATP 109+25 3,4+0,4 11,9429
PHB 15604283 24,215 3,65 +0,21
PHB-ATP (65:35) 1175120 13,2428 1,50£0,28
PHB-ATP/ OMMT (3% 1760+113 14,8+1,1 1,10 £0,01
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SRS T VIVANEI NN 1645478  16,3+05 1,35 +0,07
(2,5%)

SRR OVIVER CUR GO 1565464  16,8+0,2  1,45+0,07

La resistencia a la traccion de la mezcla PHB-ATP presenta una disminucién de un
45% y los bionanocompuestos de un 40% con respecto a la del PHB. Por lo tanto, los
materiales poliméricos son menos resistente que el PHB. La disminucion de la
resistencia a la traccion en la mezcla y los bionanocompuesto fue descrito por Reis et
al, como una consecuencia de la baja capacidad que tendrian los granulos de almidon
para alargarse'?® esto explicaria que el ATP presente un valor 3,4 MPa.

Por otro lado algunos autores como Thiré y Godbole han asociado la disminucion de
la resistencia a la traccion a una baja o mala adhesion interfacial entre el PHB vy el
ATP 194123 |g que explicaria que el alargamiento a la rotura de la mezcla PHB-ATP y
de los diferentes bionanocompuestos sea menor al del PHB en un 60% y en un 70%
respectivamente, y con respecto al del ATP la diferencia es de un 80%.

Nanoindentacion

Las propiedades mecanicas superficiales de un material polimérico tales como
modulo elastico y dureza (representa la resistencia del material a la penetracion y al
rayado) fueron estudiadas por nanoindentacion. La figura 4.40 muestra las diferentes
indentaciones realizadas en una muestra de PHB, con una matriz de 5x5 (25
indentaciones).

Figura 4.40. Matriz de nanoindentaciones realizadas en PHB. Fuente: elaboracion
propia.
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La figura 4.41 muestra las curvas de carga-descarga para PHB, la mezcla PHB-ATP
y los bionanocompuestos con diferentes concentraciones de eugenol (carga aplicada
12400 mN). En esta figura se pueden observar el desplazamiento (penetracion del
indentador) de la mezcla y de los bionanocompuesto aumenta en comparacion con la
del PHB. El desplazamiento se relaciona directamente con el area de contacto para un
indentador definido. De acuerdo con la ecuacion 3 la dureza es inversamente
proporcional al &rea bajo la curva carga-desplazamiento.

Prax
= (3)

——PHB

—— PHB-ATP

—— PHB-ATP/OMMT(3%)

——— PHB-ATP/OMMT(3%)/Eug (2,5%)
—— PHB-ATP/OMMT(3%)/Eug (3%)

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
Desplazamiento (nm)

Figura 4.41. Curvas de indentaciones carga-desplazamiento para PHB, mezcla y
bionanocompuesto con eugenol y sin eugenol. Fuente: elaboracion propia.

La figura 4.42 a) muestra una dureza de 92,6 MPa para el PHB (desplazamiento
maximo de 2647 nm) y de 53,7 MPa para PHB-ATP (desplazamiento maximo de
3382 nm), lo que indica que opone menos resistencia a la penetracion. La diferencia
de dureza entre la mezcla PHB-ATP y PHB se atribuye a la presencia de almidon en
la mezcla, ya que es un material polimérico mas blando que el PHB. 1% Los
bionanocompuestos presentaron un leve aumento de la dureza con respecto a la
mezcla PHB-ATP, pero no hay cambios significativos con la presencia del eugenol.

El médulo elastico obtenido por nanoindentacion muestra valores de: 2,26 GPa para
el PHB, de 1,46 GPa para la mezcla PHB-ATP. Los bionanocompuestos presentaron
un aumento del 10% del modulo elastico con respecto a la mezcla PHB-ATP y
disminuyd un 28% con respecto al PHB, por lo tanto, se aumenta la rigidez del
material al incorporar la arcilla. La disminucion del mddulo elastico es atribuible a
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presencia de ATP, tal como fue determinado cuando se analizé el modulo elastico
obtenido por ensayo de tension.

a) 100 b) I \i6dulo elastico
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Figura 4.42. a) Dureza para PHB, la mezcla PHB-ATP y los diferentes
bionanocompuestos y b) médulo elastico obtenido por nanoindentacién para PHB, la
mezcla PHB-ATP vy los diferentes bionanocompuestos. Fuente: elaboracién propia.

La diferencia entre el modulo elastico de los bionanocompuestos y la mezcla PHB-
ATP es muy pequefia. Esta leve diferencia se atribuiria a que la zona analizada por
nanoindentacion es mas representativa de la mezcla que del bionanocompuesto, o
que es atribuido a una baja dispersion de la arcilla. >4

Anélisis Térmico Dinamo-Mecanico (DMTA)

Las propiedades mecanicas de un plastico se ven fuertemente influenciadas por la
temperatura, que influye en una disminucion de la rigidez del material y un
incremento de su flujo viscoso. Estas variaciones se ven reflejadas en el modulo de
almacenamiento (E’), modulo de pérdida (E’’) y factor de pérdida (tan ). Estos
factores se determinaron mediante Andlisis Dindmico Mecéanico Térmico (DMTA).
Cuando se analiza el factor de pérdida (tan 8) se observan transiciones secundarias
como la temperatura de transiciéon vitrea (Tg), asi el DMTA es una técnica mas
sensible que el DSC.
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Para el analisis DMTA de todas las muestras se utilizo un rango de temperatura de -
140° a 100 °C, una velocidad de barrido 2,00 °C/min, una amplitud de deformacion
de 0,1% vy frecuencia de 10 Hz para PHB, la mezcla PHB-ATP y los
bionanocompuestos.

En la figura 4.43 se observa que a bajas temperaturas el ATP (-100 °C) se comporta
como un polimero rigido con un E’ de aproximadamente 16000 MPa a diferencia del
PHB con un E’ de 4000 MPa. Considerando que el modulo de almacenamiento refleja
la capacidad de un material para almacenar energia mecanica sin disipacion y resistir
la deformaciéon, el ATP a temperaturas menores a -70 °C es mas resistente a la
deformacion por lo tanto es mas rigido que la mezcla y los bionanocompuestos. Pero
luego tiene una caida pronunciada aproximadamente a -50 °C y comienza a
comportarse como un polimero con una baja resistencia a la deformacion o sea mas
flexible. Por otro lado, el PHB muestra una disminucion suave del modulo con la
temperatura.

En la mezcla PHB-ATP el valor de E’ (7740 MPa) es consistente con la relacion
PHB-ATP (65:35) que contiene la mezcla. Los bionanocompuestos muestran un E’
de 7432 MPa mayor que el del PHB. Este aumento es atribuible a la alta rigidez y
relacion de aspecto del nanorelleno. Ademas de la buena afinidad a través de la
interaccion interfacial entre los polimeros y la arcilla dispersada.®t

De los diferentes bionanocompuestos, el PHB-ATP/OMMT(3%) presento el mayor
E’ en todo el rango de temperatura hasta aproximadamente 50 °C. Sobre 50 °C no hay
una diferencia significativa entre los E’, lo que indicaria que la cantidad de ATP,
arcilla y eugenol no influyen en la capacidad de disipar energia del PHB a partir de
esa temperatura.
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Figura 4.43. Variacion del médulo de almacenamiento con la temperatura. Fuente:
elaboracion propia.

Otro parametro que se puede determinar es el moédulo de pérdida que refleja la
capacidad de los materiales para disipar energia. La figura 4.44 muestra las
transiciones relacionada con la region amorfa de los polimeros (transicion
secundaria). En esta zona se activan los movimientos moleculares, aunque ocurren
con dificultad, lo que produce friccion molecular disipando gran parte del esfuerzo
como calor, lo que conlleva a un aumento del modulo de pérdida.

El modulo de pérdida del ATP es de 1714 MPa, lo que indica que posee una gran
capacidad de disipacion. Ademas este pico (figura 4.44) es atribuido a la relajacion B1
del almiddn plastificado y se origina a partir de la miscibilidad parcial de glicerol y
almidon, especificamente la relajacion B1 que corresponde a la fase rica en glicerol
(glicerol puro tiene un transicién de -78 °C).'* Para la mezcla PHB-ATP vy el
bionanocompuesto PHB-ATP/OMMT(3%)/ Eug (3%) la transicion atribuida al
almidon sigue apareciendo a -57 °C, pero con una disminucion del modulo pérdida de
410 MPa para el PHB-ATP/OMMT (3%)/ Eug (3%) y de 592 MPa para la mezcla.

La disminucion en la intensidad de la transicibn PHB-ATP, se atribuye a la
contribucion del PHB en la mezcla, ya que el PHB posee un menor modulo de pérdida
(disipa menos energia). Comparado con el ATP que tiene un mayor modulo (disipa
mas energia). Para el PHB-ATP/OMMT (3%) y PHB-ATP/OMMT (3%)/ Eug (2,5%)
de eugenol, la transicion se desplazo a temperaturas més altas (-50 °C), ya que se
restringe el movimiento del glicerol producido por las interacciones moleculares entre
el ATP-PHB y ATP-Arcilla.
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Figura 4.44. Variacion del mddulo de pérdida con la temperatura. Fuente: elaboracion
propia.

Tan delta (factor de amortiguacién) proporciona informacion sobre la energia pérdida
en un sistema debido a la deformacién y esta relacionada con la resistencia al impacto
de un material polimérico. La figura 4.45 muestra que la intensidad maxima del ATP
se relaciona con la relajacion B1 (45 °C). Para PHB-ATP y los bionanocompuestos se
observa una disminucion de la intensidad la que estaria asociada a que el PHB-arcilla-
eugenol reducen la movilidad de las cadenas de almidon. Esto ademas sugiere que
cuando se elimina el estrés. La energia almacenada en la deformacion del material se
recupera mas rapidamente®® en comparacion a la del ATP. También se observa que
B1 de la mezclay PHB-ATP/OMMT (3%)/ Eug (3%) se desplaza a temperaturas mas
bajas, aproximadamente a -50 °C lo que indicaria que el movimiento molecular
asociado a la fase rica en glicerol del ATP se encuentra levemente restringido. Para el
PHB-ATP/OMMT (3%)y PHB-ATP/OMMT (3%)/ Eug (2,5%) no hay variacion (-44
°C).

El PHB muestra una relajacion a 16 °C correspondiente a la temperatura de transicion
vitrea (Tg). Para PHB-ATP, PHB-ATP/OMMT (3%), PHB-ATP/OMMT (3%)/ Eug
(2,5%) y PHB-ATP/OMMT(3%)/ Eug (3%) la Tg se desplazo a temperaturas mas
altas, 20 °C, 28 °C y 25 °C, 15 °C respectivamente. El aumento de la Tg sugiere que
se restringe la movilidad de las cadenas debido a una dispersion homogénea de la
arcilla, ademas de las interacciones entre carga (arcilla o eugenol) y la matriz
polimérica, lo que dificulta el movimiento de las cadenas lo cual aumenta la Tg. *3°
Por otra parte se observo en la figura 4.45 que la Tg de los materiales polimeéricos
disminuye con la concentracion de eugenol. Finalmente el PHB-ATP/OMMT (3%)
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tiene la mayor Tg, por lo tanto es capaz de disipar mejor la energia lo que se define
en una mejor resistencia al impacto a temperatura ambiente.

——ATP
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- PHB-ATP
— - = PHB-ATP/OMMT (3%)
035] —---PHB-ATP/OMMT (3%)/Eug (2,5%)
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Figura 4.45. Tan delta como funcién de la temperatura. Fuente: elaboracion propia.

4.5.4 Propiedades térmicas

Se determind la estabilidad térmica de los materiales poliméricos a través del perfil
de descomposicion. En la figura 4.46 se observa que el ATP presenta dos etapas de
descomposicién. La primera etapa se encuentra aproximadamente a 130 °C y
corresponde a la pérdida de agua.'®* Wilhelm y colaboradores®™ atribuyeron estas
etapas a que la liberacion de agua a altas temperaturas se produciria porque las
moléculas de agua pueden difundir facilmente por los enlaces H que se forman con
los grupos OH de las unidades de amilopectina a lo largo de las cadena de almidon y
la segunda corresponde a la degradacion del almidén. La degradacién del PHB ocurre
en dos etapas, la primera (299 °C) asociada a la ruptura de los grupos ester del PHB
y la segunda etapa (410 °C) se atribuye al plastificante que posee el PHB comercial .
En la mezcla y los bionanocompuesto se observan dos etapas de descomposicion. La
primera etapa es la descomposicion PHB-ATP (~ 301 °C) y las segunda al aditivo
presente en el PHB comercial (410 °C).

Los bionanocompuestos presentan un desplazamiento a mayores temperaturas de Tso
y T1o% que la mezcla PHB-ATP, esta diferencia seria atribuido a la presencia de arcilla
la que reorganiza las cadenas de almidén.t®
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Figura 4.46. Perfil de descomposicion térmica para ATP, PHB y PHB-
ATP/OMMT(3%), PHB-ATP/OMMT(3%)/ Eug (2,5%) y PHB-ATP/OMMT (3%)/
Eug (3%). Fuente: elaboracién propia.

La figura 4.47 muestra los termogramas (DSC) del segundo calentamiento, el PHB
presenta una temperatura de fusion (Tf) de 168 °C. La mezcla PHB-ATP y los
bionanocompuestos presenta una Tf: menor que el PHB (~162 °C). Esta disminucion
se produciria por la presencia del ATP e indicaria que en la mezcla PHB-ATP se
obtiene una separacion de fases, la que se obtiene cuando la mezcla de polimeros es
no miscible,**® y solo existen interacciones débiles entre los polimeros. Ademas con
la presencia de arcilla restringe la movilidad de las cadenas de PHB lo que conduciria
a un cristal menos perfecto y por lo tanto el pico de fusiéon se desplazaria a una
temperatura mas baja.’®” La temperatura de cristalizacion (Tc) y la entalpia de
cristalizacion (AHc) disminuyeron para la mezcla PHB-ATP y los
bionanocompuestos, atribuible a que el ATP y la arcilla actian como agentes
nucleantes!'® lo que facilita el proceso de cristalizacién y disminuye la Tc con respecto
al PHB. Como existe una gran cantidad de centros de nucleacion por la dispersion de
la arcilla y la presencia del ATP, se va a producir un gran nimero de cristales

pequefios que hace que la AHc disminuya.*®
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Figura 4.47. Termogramas DSC. Segundo calentamiento para PHB y PHB-
ATP/OMMT(3%), PHB-ATP/OMMT (3%)/ Eug (2,5%) y PHB-ATP/OMMT(3%)/
Eug (3%) . Fuente: elaboracion propia.

La tabla 4.17 muestra que el grado de cristalinidad aumenté un 10% y un 14% para la
mezcla PHB-ATP y para el bionanocompuesto PHB-ATP/OMMT (3%),
respectivamente con respecto a la del PHB. Los bionanocompuestos con eugenol
presentan un grado de cristalinidad muy similar a la de mezcla. Algunos autores como
Janigova®®>® y Abdelwahab '° concluyeron que un aumento en el grado de cristalinidad
con respecto a la del polimero puro se atribuye a un mejor empaque de los segmentos,
ademas de una buena dispersion la arcilla en la matriz polimérica lo que fomenta el
efecto de nucleacion,'® que por lo tanto produciria una disminucion en la entalpia de
fusion (AHm) tal como se muestra en la tabla 4.18.

Tabla 4.17. Propiedades térmicas DCS y TGA para PHB, ATP y los diferentes
bionanocompuestos.

Muestras Tc AHm AHc Td T10%

[’Cl1  (Jg) (g [°C] (°C)

ATP

PHB 74,22 64,98
PHB-ATP 162,0 107,1 52,53 42,00 55,35 299,8 163,0 210,0 298,0
PHB- 162,1 106,5 57,13 46,69 63,45 3015 1824 2274 2994

ATP/OMMT (3%
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PHB- 160,9 1064 4817 38,82 53,71 303,0 1947 2437 2997
ATP/OMMT (3%)/E
ug (2,5%)

PHB- 158,3 1036 5256 4054 58,92 3020 2049 2499 300,9
ATP/OMMT (3%)/E

Analizadas las propiedades morfologicas, mecanicas y térmicas de los
bionanocompuestos con eugenol, se procede a determinar la actividad antioxidante y
antifingica de PHB y PHB-ATP/OMMT (3%), PHB-ATP/OMMT (3%)/ Eug (2,5%)
y PHB-ATP/OMMT (3%)/ Eug (3%) con fin de determinar el efecto de eugenol en los
bionanocompuestos.

El desarrollo de materiales poliméricos con propiedades antifingicas y antioxidantes
esta directamente relacionado con la seguridad alimentaria y la extension de la vida
uatil de los alimentos. Un sistema de envasado antiflngico se desarrolla para reducir,
inhibir o retrasar el crecimiento de patégenos*® como por ejemplo Botrytis cinérea
(moho gris), que afecta particularmente a tomates, frutos rojos como frutillas,
frambuesas y uvas y también afecta a cebollas, ajos y tubérculos.

Un envase de material polimérico con propiedades antioxidantes permitiria retrasar la
oxidacion de los lipidos, que es un factor principal en la pérdida de calidad de los
alimentos y la reduccion de la vida atil. Los procesos oxidativos en los productos
alimenticios conducen a la degradacion de lipidos y proteinas que, a su vez,
contribuyen al deterioro del sabor, la textura'y el color de los productos.'6?

4.5.5 Actividad antioxidante de las peliculas de bionanocompuestos

Se evaluo la capacidad antioxidante de PHB-ATP, PHB-ATP/OMMT(3%), PHB-
ATP/OMMT(3%)/ Eug (2,5%) y PHB-ATP/OMMT(3%)/ Eug (3%) mediante el
ensayo con el radical estable 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), el que se decolora
en presencia de compuestos con capacidad captadora de radicales. El ensayo DPPH
consiste en medir la capacidad de los compuestos antioxidantes para atrapar radicales
libres mediante la donacion de atomos de hidrogeno siguiendo la absorbancia a 515
nm.
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Inhibicién(%)

Figura 4.48. Eliminacion de radicales libres (DPPH) para PHB-ATP, PHB-
ATP/OMMT(3%), PHB-ATP/OMMT (3%)/ Eug (2,5%) y PHB-ATP/OMMT(3%)/
Eug (3%) . ElI PHB es la muestra control y el acido ascorbico el control positivo.
Fuente: elaboracion propia.

La figura 4.48 muestra que la mezcla PHB-ATP y PHB-ATP/OMMT(3%)
presentaron una eliminacién de radicales libres de 5y 2,35% respectivamente y los
bionanocompuestos con 2,5 y 3% m/m de eugenol presentaron un porcentaje de
eliminacion de un 92% aproximadamente. Para el caso del control positivo (acido
ascérbico) se obtuvo un porcentaje de eliminacion de un 95%, valor muy cercano al
obtenido por los bionanocompuestos con eugenol. Con estos resultados la actividad
antioxidante solo es atribuible al eugenol, el cual con bajas concentraciones en el
bionanocompuestos obtiene altos porcentajes de eliminacién de radicales libres, el
que seria atribuible por algunos autores a que el eugenol reduce dos o mas radicales
de -DPPH?* debido a que dimeriza 'y forma el deshidrodieugenol®® el que reacciona
con el *DPPH, tal como lo muestra la figura 4.49.
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Figura 4.49. Posible mecanismo para la reaccion entre eugenol y DPPHe.

Los altos porcentajes de eliminacion de radicales obtenidos concuerdan con
investigacion que utilizé eugenol pero impregnado en polietileno lineal de baja
densidad (LLDPE) donde se obtuvo un 80% de inhibicién de radicales con
concentracion de 1 y 5% de eugenol.?® Otra investigacion determiné una inhibicion
de radicales del 50% para pellet de harina termoplastica que contenia nanoparticulas
de quitosano con una concentracion de 0,7 % masa/masa de eugenol.?’

4.5.6 Ensayo antifungico

La actividad antifungica se determind calculando el area inhibicion que presentaban
el PHB, PHB-ATP, PHB-ATP/OMMT (3%), PHB-ATP/OMMT (3%)/ Eug (2,5%) vy
PHB-ATP/OMMT (3%)/ Eug (3%) luego de 7 dias en contacto con Botritys cinérea.
La figura 4.50 muestra el efecto fungicida de los bionanocompuestos con eugenol, los
que presentan una clara zona de inhibicién después de 7 dias. PHB, PHB-ATP, PHB-
ATP/OMMT (3%) no presentaron inhibicion contra Botritys cinérea permitiendo el
crecimiento del hongo por todo el contorno de la pelicula, reflejando la ausencia de
actividad antifangica de estos componentes. Con estos resultados se comprueba que
la actividad antifangica solo se atribuye al eugenol, el que mantiene sus propiedades
cuando se encuentra en el bionanocompuesto.

La tabla 4.18 muestra que mientras mayor es la concentracion de eugenol en el
bionanocompuesto, mayor area de inhibicion se obtiene. Se determind un area de
inhibicion de 4,71 cm? para PHB-ATP/OMMT(3%)/ Eug (2,5%) con una
concentracion real de 1,5% m/m de eugenol y el PHB-ATP/OMMT (3%)/ Eug (3%)
presentd un area de inhibicién de 6,44 cm? con una concentracion real de eugenol de
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2% m/m. Si bien los bionanocompuestos muestran una diferencia entre la
concentracién de eugenol agregada y la concentracion real en el material, esta permite
obtener una inhibicion significativa al crecimiento de Botritys cinérea.

La diferencia de concentracion de eugenol esta asociada al proceso de obtencion de
los bionanocompuestos (altas temperaturas, largos tiempo de cizalla) y a la volatilidad
que presentan los aceites esenciales (presion de vapor de 0,022 mm de Hg a 25 °C,
Eugenol).164

Figura 4.50. Actividad antifingica contra Botritys cinérea para a) PHB b)PHB-ATP
c)PHB-ATP/OMMT (3%) d) PHB-ATP/OMMT (3%)/ Eug (2,5%) y d) PHB-
ATP/OMMT (3%)/ Eug (3%) después de 7 dias. Fuente: elaboracion propia.

El mecanismo de accién del eugenol como fungicida ha sido estudiado por varios
autores y han determinado que el eugenol induce anomalias morfol6gicas las cuales
evitan el crecimiento del hongo, ya que ataca la membrana y la pared celular,*®® esto
ocurre porque el eugenol afecta la biosintesis del ergosterol (componente de la
membrana celular de los hongos) interfiriendo en la integridad y funcionamiento de
la membrana.'6®

Tabla 4.18. Concentracion de eugenol en los bionanocompuestos obtenidos por
extrusion y actividad antifungica de las muestras con y sin eugenol.

Muestra Concentracion Eugenol
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Concentracion Concentraci Area de
de eugenol on Real inhibicién
(% m/m) (% m/m) contra Botritys
cinérea (cm?

PHB
PHB-ATP

PHB-ATP/ OMMT (3%)
PHB-ATP/OMMT (3%)/Eug 1,56+0,13
(2,5%)
PHB-ATP/OMMT (3%)/Eug 3,0 2,00+ 0,07 6,44+ 2,50

4,71+ 2,18

Un envase de material polimérico biodegradable es una de las soluciones para
contrarrestar el problema ambiental producido por residuos de envases de polietileno,
polipropileno o polietilenotereftalato (polimeros sintéticos) los que necesitan largos
periodos de tiempo para degradarse (~ 100 afios).

Un plastico degradable en condiciones de degradacion produce fragmentos de menor
peso molecular producidos por la accion de microorganismos naturales como
bacterias, hongos y algas.'®” De acuerdo con la definicion 1SO® "Un plastico
degradable esta disefiado para someterse a un cambio en su estructura quimica bajo
condiciones ambientales especificas, lo que resulta en la pérdida de algunas
propiedades ".

Un pléstico puede ser degradable sin ser biodegradable, es decir, podria desintegrarse
en pedazos o incluso en un polvo invisible, pero no ser asimilado por
microorganismos. Un plastico puede ser degradable y biodegradable sin ser
compostable, es decir, puede biodegradarse a una velocidad demasiado lenta como
para ser llamado compostable.*6°

4.5.7 Desintegracion bajo condiciones de compostaje

Con el fin de analizar el comportamiento de las diferentes muestras obtenidas es que
se emple6 un método para determinar el grado de desintegracion de las muestras bajo
condiciones de compostaje aerébico segun la norma ISO 20200. La norma I1SO 20200
define como desintegrable una muestra con un 90% de desintegracion en un maximo
de 90 dias, lo que significa que no debe retenerse mas del 10% del peso seco original
en un tamiz de 2 mm.
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El ensayo se realizo en un periodo de tiempo de 42 dias, para las cuales se extraian
cada 7 dias los triplicados de las muestras de PHB, la mezcla PHB-ATP, los
bionanocompuestos PHB-ATP/OMMT (3%), PHB-ATP/OMMT (3%)/ Eug (2,5%) y
PHB-ATP/OMMT (3%)/ Eug (3%). La Figura 4.51 muestra las diferentes peliculas
poliméricas recuperadas en diferentes tiempos de ensayo.

En el dia 7 (Figura 4.51) el PHB no sufre ningln cambio visual, a diferencias de las
otras muestras que existe un cambio en sus aspectos, se tornan un poco blancas y
marron, cambios que se relacionan con la absorcion de agua y por el proceso de
degradacion hidrolitical’® que podria atribuirse a la presencia de ATP, para el caso de
mezcla y de los bionanocompuestos. En el dia 14 (Figura 4.51) el PHB comienza a
sufrir cambios y la mezcla y los bionanocompuestos contintian cambiando su color.
En el dia 21 (Figura 4.51) el PHB, la mezcla y los bionanocompuestos comienzan a
descomponerse, presentando erosiones en la superficie, ademas se vuelven mucho
mas fragiles. En el dia 28 (Figura 4.51) comienzan a degradarse todas las muestras,
las peliculas poliméricas reducen su tamafio original, presentando fragmentos de
diferentes dimensiones. En el dia 42 (Figura 4.51) las muestras superaron el 90% de
degradacion a excepcion del PHB que se degradé hasta un 73% aproximadamente.
Por la alta tasa de degradacion es que ya se comienzan a encontrar fragmentos
pequerios, hasta en ocasiones en algunos triplicados no se observé la presencia de
fragmentos, indicando que la muestra se degradd totalmente o que se redujo a tamafios
menores de 2 mm logrando atravesar la malla que contenia la muestra.
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Figura 4.51. Fotografias de las diferentes muestras luego de ser extraidas del compost
a diferentes dias. Fuente: elaboracion propia.

La figura 4.52 representa los porcentajes de degradacion obtenidos para PHB, la
mezcla PHB-ATP, los bionanocompuestos PHB-ATP/OMMT (3%), PHB-
ATP/OMMT (3%)/ Eug (2,5%) y PHB-ATP/OMMT (3%)/ Eug (3%). Los dias 7 y
14 (figura 4.52 ) no muestran cambios significativos, ya que la degradacion para la
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mezcla y los bionanocompuestos es aproximadamente un 10% Yy para el PHB de un
3%, lo que indicaria que el ATP influye en la degradacidn de los materiales, esto como
consecuencia de su caracter hidrofilo, lo que facilita el ataque de agua por la presencia
de grupos hidroxilos disponibles, asi permite la hidrélisis!®® en la mezcla PHB-ATP
y los bionanocompuestos, contribuyendo en acelerar la degradacion.!*?

El dia 21 (figura 4.52) muestra un aumento en la tasa de degradacion del PHB
alcanzando un 13%, lo que indicaria que es la fase inicial de degradacién, que
comienza por la erosion de la superficie del polimero, la cual es producida por los
microorganismos que se extenderan gradualmente dentro de la matriz polimérica. "
Rosa y colaboradores determinaron que las cadenas de alto peso molecular del PHB
comienzan a hidrolizar produciendo cadenas de menor peso molecular las cuales seran
mas susceptible al ataque de hongos o microorganismos. 1> La mezcla aumento su
tasa de desintegracion hasta un 30%, el bionanocompuesto PHB-ATP/OMMT (3%)
un 36%, el bionanocompuesto PHB-ATP/OMMT (3%)/ Eug (2,5%) un 31% vy el
bionanocompuesto PHB-ATP/OMMT (3%)/ Eug (3%) un 20%. Al analizar PHB-
ATP/IOMMT (3%)/ Eug (3%) muestra el menor porcentaje de desintegracion,
atribuido a la mayor concentracion de eugenol el que disminuiria la accion del
microorganismo. Ademas, la arcilla no muestra una influencia significativa en el
proceso de degradacion, a pesar de ser una carga hidrofébica, lo que podria dificultar
la difusion de agua y por lo tanto la degradacion.

PHB

Il FHB-ATP

[0 PHB-ATP/OMMT(3%)

Il PHB-ATP/OMMT(3%)/Eug(2,5%)
100 4 [] PHB-ATP/OMMT(3%)/Eug(3%)

80+
60 4

40

Desintegracion(%)

20+

7 14 21 28 35 42

Dias

Figura 4.52. Porcentaje de desintegracion de las diferentes peliculas bajo condiciones
de compostaje en funcién del tiempo. Fuente: elaboracion propia.
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El dia 28 (figura 4.52) muestra un 66% de degradacion para PHB-ATP, aumentando
un 36% desde el dia 21 al 28, lo que podria atribuirse a que el almidon acelera la
velocidad de degradacion. Los bionanocompuestos PHB-ATP/OMMT (3%), PHB-
ATP/OMMT (3%)/ Eug (2,5%) y PHB-ATP/OMMT (3%)/ Eug (3%) presentaron un
aumento de un 10%, 18% y un 31%, respectivamente. Los bionanocompuestos no
superan la tasa de desintegracion de la mezcla, atribuido a que la arcilla estaria
retrasando o evitando que los bionanocompuestos se degraden mas rapido. La arcilla
impide el movimiento de las cadenas de los polimeros, lo que dificulta la hidrélisis,
permitiendo solo una degradacion superficial.!’®  Desde el dia 28 los
bionanocompuestos con eugenol (2,5 y 3%) se comenzaron a degradar mas rapido que
el bionanocompuesto sin eugenol lo que podria atribuirse a que el contenido de
eugenol comienza a perderse a medida que va ocurriendo el ensayo. Un efecto similar
fue analizado por el grupo de la Dra. Arrieta en que su mezcla terciaria de PLA-PHB-
Limoneno, se degradaba mas rapidamente que sus otras muestras, comprobando que
con el transcurso del tiempo el limoneno disminuia su concentracion en las
muestras.t’

En los dias 35 y 42 (figura 4.52) de compostaje los bionanocompuestos con eugenol
alcanzaron aproximadamente el 95% de desintegracion. La mezcla y el
bionanocompuesto sin eugenol superaron el 90% desintegracion en el dia 42, lo que
indica que estas muestras presentan una naturaleza compostable, ya que superaron el
90% de desintegracion definido por la norma. EI PHB no alcanzé el objetivo de
degradarse completamente en el dia 42, donde se desintegro un 73% indicando que
necesitaba mas tiempo para degradarse completamente. Por lo tanto, se favorece la
desintegracion del PHB con la presencia de ATP, arcilla y eugenol.
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CAPITULO 5. CONCLUSIONES

Se obtuvo por mezclado en estado fundido la mezcla PHB-ATP, bionanocompuestos
PHB-ATP/OMMT vy  bionanocompuestos PHB-ATP/OMMT/Eugenol.  Se
determinaron las propiedades morfologicas, mecanicas, térmicas, antiflngicas,
antioxidantes y de degradacién, las que se resumen a continuacion:

a)

b)

Obtencidén de mezcla PHB-ATP.

Estructuralmente se comprobd que existen interacciones intermoleculares
entre el PHB y el ATP.

La concentracion de ATP determina larigidez de la mezcla PHB-ATP, un 35%
m/m resulta es un material polimérico flexible (660 MPa) como el polietileno
(409 MPa) y con un 25% m/m resulta un material polimérico rigido (1120
MPa) como el polipropileno (1860 MPa).

Se determin0 por andlisis térmico (DSC y TGA) que la presencia de almidén
aumentd la ventana de procesamiento del PHB, debido a que disminuyo la
temperatura de fusion y aumento la temperatura de descomposicion, lo que fue
atribuido a una baja interaccion interfacial entre los polimeros.

Obtencién de bionanocompuestos PHB-ATP/OMMT.

Los bionanocompuestos de PHB-ATP incorporando 1, 3 y 5% m/m de arcilla
montmorillonita modificada presentaron una morfologia combinada
intercalada y exfoliada lo que fue determinada por DRX y TEM.

Se analizd la influencia de la arcilla en las propiedades mecanicas y
nanomecanicas. A altas concentraciones de arcillas el bionanocompuesto
aumenta la rugosidad, el médulo elastico y la dureza, con respecto a la mezcla
PHB-ATP.

Las propiedades térmicas de los bionanocompuestos, tales como; la
temperatura de fusion, cristalizacion y descomposicion no presentan cambios
significativos con respecto al PHB. El grado de cristalinidad disminuye con la
presencia de arcilla.

Obtencion de bionanocompuestos PHB-ATP/OMMT/Eugenol.
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La presencia de eugenol no afecta la morfologia de los bionanocompuestos
(morfologias intercaladas y exfoliadas). Lo que fue corroborado por DRX y
TEM.

Al analizar la superficie por SEM se determinG que con un mayor contenido
de eugenol se produce una disminucién de los granulos de almidon producto
de la mejor compatibilidad entre PHB-ATP.

Todos los bionanocompuestos presentaron un aumento del médulo elastico
(tension) con respecto al PHB-ATP, por el efecto reforzante de la arcilla.

Con la incorporacion del eugenol en el bionanocompuesto no hay cambios
significativos en las propiedades térmicas con respecto a la mezcla PHB-ATP,
lo que indica que contrarresta el efecto de la arcilla.

Mediante analisis en vitro se evalud la capacidad antifingica de los diferentes
materiales, donde se establecié que la presencia de eugenol en los
bionanocompuestos permitid inhibir el crecimiento del hongo Botrytis cinérea
en un ensayo de 7 dias. Por el contrario, el PHB, la mezcla PHB-ATP vy el
bionanocompuesto no presentaron ninguna actividad, atribuyendo la inhibicién
principalmente al aceite esencial.

El estudio de la capacidad antioxidante mediante DPPHe mostr6 que los
bionanocompuestos con eugenol presentaron altos porcentajes de inhibicion de
radicales libres alcanzando valores muy proximos al del control positivo (&cido
ascorbico), a diferencia de los otros materiales poliméricos que no presentaron
actividad antioxidante significativa.

La capacidad antifungica y antioxidante es atribuida exclusivamente a la
presencia de eugenol, las que se mantienen al ser expuestas a un proceso de
mezclado en estado fundido (160 °C).

Todos los materiales poliméricos fueron sometidos a condiciones de
compostaje. PHB-ATP, PHB-ATP/OMMT y PHB-ATP/OMMT/Eugenol se
degradaron en el dia 42 de ensayo, a excepcion del PHB (73% de
desintegracion). Atribuyendo el efecto de desintegracion al almidon.

Los bionanocompuestos PHB-ATP (65:35)/OMMT(3%)/Eugenol poseen las
propiedades necesarias para ser utilizados como un material polimérico para
envases de alimentos (envase activo). La actividad antioxidante determinada
permitiria evitar la oxidacion de lipidos. La actividad antifingica favoreceria
inhibir el crecimiento de hongos. Por otra parte, estos bionanocompuestos son
totalmente degradable (ISO 20200) en cortos periodos de tiempo.
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5.1 Perspectiva

Debido a los interesantes resultados obtenidos en esta tesis doctoral en torno a las
propiedades térmicas, mecanicas, antifungica, antioxidante y biodegradable de los
bionanocompuestos PHB-ATP/Arcilla/Eugenol, se podrian realizar ensayos in vivo
frente a frutas que son susceptibles al ataque de Botrytis cinérea, tales como uvas,
frutillas o a productos sensibles a la oxidacion como manzanas o productos lacteos
como yogurt, para analizar el efecto real del material polimérico obtenido. Esto desde
el punto de vista de potenciar y enfatizar la capacidad antifungica y antioxidante
determinada en los bionanocompuestos. Ademas, se podria analizar la actividad
antifingica in vitro con respecto a otros hongos tales como Aspergillus, Fusarium,
Penicillium o Rhizopus que encuentran en la lechuga, cebada, limén y pan
respectivamente.

Evaluar la liberacién del aceite esencial (Eugenol) mediante diferentes ensayos tales
como volatilizacion hacia el ambiente o simulador de alimento con el fin de
determinar el tiempo maximo de actividad que presentaria el eugenol y como es su
comportamiento con el paso del tiempo.

Obtener bionanocompuestos con diferentes organomodificadores en la arcilla para
determinar como puede variar la liberacion de eugenol y las propiedades mecanicas.
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OBTENCION DE MEZCLAS DE POLIHIDROXIBUTIRATO/ALMIDON
TERMOPLASTICO, APLICANDO DISENO DE EXPERIMENTO.

Karla A. Garrido-Miranda, Ménica A. Pérez, Bernabé L. Rivas, Victor H. Campos-Requena.
Departamento de Polimeros, Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad de Concepcidn,
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Los plasticos han mejorado notablemente la calidad de vida del ser humano, ya que presentan
un gran nimero de aplicaciones. La gran desventaja es la acumulacion de sus desechos, debido a su
persistencia en el medio ambiente ya que su degradacion puede tardar hasta 500 afios en muchos de
ellos. Por esta razon en los ultimos afios las investigaciones se enfocan en la produccion de materiales
biodegradables desde recursos renovables. Entre los materiales biodegradables destaca el
polihidroxibutirato (PHB), un polimero biocompatible, producido por bacterias, que se proyecta
como posible sustituto del polipropileno. Los inconvenientes por los que aln no impacta en el
mercado son su alta fragilidad, alto precio, y su corto rango entre la temperatura de fusion y la
temperatura de descomposicion.t

En la presente investigacion se realizé un estudio aplicando disefio de experimento (DoE), para
analizar el efecto de cuatro variables? del proceso de obtencion de mezclas de PHB y almidén
termopléstico (ATP) en una extrusora de doble husillo: temperatura de mezclado en dos zonas de la
extrusora (1y 2), velocidad de mezclado y concentracion de (ATP), sobre el modulo elastico de estas
mezclas de PHB/ATP. Tras un DoE factorial completo 2* se determiné que solo existe interaccion
significativa (p<0,05) entre la concentracién de ATP y la temperatura de mezcla 2. La velocidad de
mezcla es una variable no significativa (p>0,05) sobre el mddulo elastico y solo las temperaturas de
mezclas y la concentracion ATP tienen un efecto directo sobre la respuesta estudiada (Fig.1).

Médulo elastico
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Figura 1. Mapa de superficie de respuesta 3D,
graficando el efecto de la temperatura de mezcla 2 y
la concentracion de ATP, sobre el médulo elastico.
Temperatura de mezcla 1 a 130°C.
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Introduction step for decomposition of PHB.

Biodegradable polymers are being researched those could replace
synthetic polymers such as polyethylene, polypropylene and polyethylene
terephthalate, in applications of short periods of time (packaging, medical
supplies, agriculture, etc.)." Among different biodegradable polymers it is
found polyhydroxybutyrate (PHB), which has a melting point between 170-
180°C and high rigidity'”>. The reason why they have not replaced
synthetic polymers yet, it's because it has some drawbacks in its thermal
properties (poor thermal stability) and mechanical properties (high
brittleness). One way to counter these disadvantages is by obtaining of
PHB / thermoplastic starch blends, because starch helps reduce stiffness
and increase its processing window.

Experimental Part

The blending PHB/Starch were obtained by melt blending using a co-
rotating twin-screw extruder, with L/D ratio of 16 mm, using a temperature
profile of 100, 150, 165, 170°C and a screw speed set at 100 rpm. It worked
with concentration of thermoplastic starch 25 and 35 % wt/wt.

The blends were characterized by X-ray diffraction (XRD), differential
scanning calorimetry (DSC), thermogravimetric analysis (TGA), Fourier
transform infrared spectroscopy (FT-IR) and mechanical properties
(Tensile properties were evaluated according to ASTM D 638).

Results and Discussions

The results obtained of the blends by FT-IR showed the characteristic
peaks of biopolymers, a strong peak at 1700 cm!, attributed to vibrations
of the carbonyl groups of the PHB and a peak corresponding to the band
of the hydroxyl group at (3400 cm) of the starch, also showed a slight
decrease in intensity these peak, this could be attributed to the existence
of weak interactions (hydrogen bonds) between the PHB and TPS. Figure
1 shows the Young's modulus for the blends with 25 and 35% wt / wt of
TPS, this reflects that higher content of TPS is less the Young's modulus,
which is attributable to the TPS is a more flexible polymer.

The results of the thermal properties are shown in Table 1 (the melting
temperatures and enthalpies were obtained from the second heating).
The PHB / TPS blends show two melting temperatures, these two melting
peaks which are attributed to recrystallization or two different lamella
thickening.2 The decomposition temperature showed increases with
respect the PHB. Improvement in the thermal stability is thought to be
due to the hydrogen bonds that form between TPS and PHB as these
may inhibit the formation of the six-membered ring? which is the primary
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Figure 1. Effect of TPS content on young modulus of TPS/PHB blends.

Table 1. DSC and TGA data of PHB/TPS blends and PHB.

Content of TPS (% Td Tmi Tmz Crystallinity*
wt/wt) (°C)  (°C) (°C) (%)
25 301,4 151,5 159,2 53,9
35 303,3 154,2 160,2 571
0 287,6 163,2 54,2
*The degree of crystallinity was calculated by the following relation*:
AHf

+100 where AH100%=146 J/g and xphe is the polymer
XPHBAHF 100% PHB
weight fraction (PHB) in the sample.

Conclusions

With the obtaining the blends PHB-TPS were prepared by melt
compounding. The thermal properties showed that increased the
processing window compared to PHB, as the result of the reduction in
melting temperature and the decomposition temperature increase. Also the
results indicate that blending of PHB with thermoplastic starch allow
obtaining more flexible materials according to the content of TPS.
Acknowledgment: Beca CONICYT N°21161368 and CIPA (Centro de
Investigacion de Polimeros Avanzados).
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Propiedades mecéanicas y térmicas de bionanocompuestos de PHB-AImidon
termoplastico/arcilla
Karla A Garrido, Monica A Pérez, Bernabé L Rivas.
Universidad de Concepcion, Casilla 160-C, Chile, karlagarrido@udec.cl

El polihidroxibutirato (PHB) es un polimero natural y biodegradable, posee propiedades
similares a polimeros sintéticos que son ampliamente utilizados actualmente, como el
polipropileno o el caucho sintético.! Sin embargo, su aplicacion en la industria se ve limitada, ya
que posee algunas desventajas (alta fragilidad, estrecha ventana de procesamiento y su alto costo).
Una buena alternativa para contrarrestar sus desventajas es la obtencién de bionanocompuesto de
PHB-almiddn termoplastico (ATP)/arcilla.

En la presente investigacion se obtuvo bionanocompuesto de PHB- ATP con una arcilla
montmorillonita por mezclado en estado fundido a 175°C. Los bionanocompuestos fueron
caracterizados por difraccién de rayos X (DRX), Microscopia de Fuerza Atdémica (AFM),
Microscopia electronica de barrido (SEM), Calorimetria diferencial de barrido (DSC), Analisis
termogravimétrico (TGA) y nanoindentacion. En los resultados obtenidos por AFM se mostrd
que los bionanocompuestos presentan una rugosidad superficial 30,88 nm comparada con la del
PHB procesado que es de 14,53 nm, estos resultados estan asociados a la migracion de las capas
de arcilla hacia la superficie. Los resultados de DRX mostraron que las capas de arcilla se
encontraban totalmente dispersadas, lo que corresponderia a una morfologia exfoliada del
bionanocompuesto. La dureza y el médulo elastico de los bionanocompuestos presentan valores
similares a los del PHB logrando mejorar las desventajas que presenta la mezcla de polimeros
PHB-ATP. Las propiedades térmicas no presentan cambios significativos, solo el grado de
cristalinidad presenta una disminucion con el aumento del contenido de arcilla. Estos resultados
muestran que con la obtencidn de bionanocompuesto se mantienen y mejoran las propiedades del
PHB, ademas de que las mezclas son una buena alternativa para reducir el coste de los productos.

Tabla 1. Resumen de propiedades térmicas y mecanicas de la mezcla PHB-ATP y de los
bionanocompuesto PHB-ATP con 1y 5% m/m de arcilla.

Dureza Médglo Rugosidad Tmi | Tme (_3rad_o_de
Muestra (Mpa) elastico superficial (nm) | [°C] [°C] Td (°C) cristalinidad
5 (GpA) | P (%)
PHB 139,8+14,5 | 3,14+0,49 14,53+6,75 163,2 296,7 54,2
P?ggfgp 112,6+116 | 2544049 | 12,60:0028 | 1515 | 1600 | 3001 34,4
PHB-
ATPIOMMT | 1337%224 12642038 | 17,77%0,92 159,6 | 168,1 299,5 33,4
PHB-
ATP/50MMT 136,2+26,0 3,09+0,71 30,88+5,88 155,4 | 164,2 298,3 30,3

Agradecimientos: Beca CONICYT de doctorado, Direccién de Postgrado de univeridad de concepcion, al
Dr. Cristian Nufies (Universidad del Bio Bio) y la Dra. Raquel Mauler de la Universidad federal de Rio
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Y BUILDING BRIDGES

ANTIOXIDANT AND ANTIFUNGAL ACTIVITIES OF PHB-
TPS/CLAY/EUGENOL BIONANOCOMPOSITES FILMS

K. Garrido-Miranda?, B.L Rivas!, M. Pérez*
Faculty of Chemistry, University of Concepcién, Concepcidn, Chile
Corresponding author’s email: Karlagarrido@udec.cl

The packaging industry is that contributes with the most amount of waste since its use is
limited to a short period of time,* for this reason It is becoming increasingly important to
use biodegradable materials that helps to reduce the packaging industry residues, and also
to satisfy the need of the consumers of a packaging that can extend shelf-life of food.
Therefore, it was determined obtain Polyhydroxybutyrate (PHB)- thermoplastic starch
(TPS)/Clay (organically modified montmorillonite)/Eugenol bionanocomposites as an
alternative to traditional materials,? where Eugenol is the major component of clove oil,
PHB and TPS are biodegradable polymers.

PHB-TPS/Clay/Eugenol bionanocomposites were obtained by melt blending using a co-
rotating twin-screw extruder. The bionanocomposites were tested for antifungal activity
against botrytis cinerea and the antioxidant activity were assessed via the DPPH radical
scavenging activity (%) according to Eq (1), where Abscontrol is the absorbance of the
control (PHB). Also, morphological, thermal and mechanical properties were determined.

Scavenging activity (%) = (Absc"’;t;;’i;::jam’”e) x100 (1)
PHB-TPS/Clay/Eugenol bionanocomposites showed microbial inhibition zones against
the botrytis cinerea. The films without eugenol did not show clear inhibition zones for
fungi, reflecting no antifungal activity for this material. DPPH radical scavenging activity
was approximately 92% for bionanocomposites with eugenol. This suggests that the
bionanocomposites have a strong antioxidant activity, releasing an amount of eugenol
high enough to scavenge DPPH. The mechanical and thermal properties did not present
changes significant with respect to the PHB. In conclusion, Bionanocomposites with
eugenol (3 wt%) could be used for prolong the shelf life of food.

Keywords: bionanocomposites, Antifungal activities, Antioxidant activities.
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Efecto del eugenol en las propiedades de los bionanocompuesto de
polihidroxibutirato-almidon termoplastico.
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Como una alternativa a los materiales para envase tradicionales se estan desarrollando materiales con
capacidad antioxidante y antimicrobiana en matrices biodegradables con el fin de contrarestar el nivel de
contaminacion por plastico y retrasar el deterioro de los alimentos. Para este fin se estan utilizando aceites
esenciales como timol, carvacrol y eugenol en bionanocompuestos con arcilla, ya que estos mejoran las
propiedades de la mezcla polimeros biodegradables® y ademas se ha comprobado de que la arcilla evita la
rapida liberacion de los aceites esenciales.?

Los bionanocompuestos de polihidroxibutirato (PHB)-almiddn termopléastico (ATP)/ arcilla (3%)/eugenol
(2,5%) fueron obtenidos por mezclado en estado fundido. Se analizé el efecto del eugenol en las
propiedades morfoldgicas, mecéanicas y térmicas del bionanocompuesto mediante técnicas como
Microscopia de Fuerza Atomica (AFM), Microscopia Electronica de Transmision (TEM), Analisis
Térmico Dinamico-Mecéanico (DMTA) y Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC), ademas se analiz6 su
capacidad antioxidante mediante el porcentaje de eliminacion de radicales DPPH.

Figura 1. Microfotografias TEM e imagenes topograficas 3D de AFM para a) bionanocompuesto
PHB-ATP/Arcilla (3%) y b) bionanocompuesto PHB-ATP/Arcilla (3%)/Eugenol (2,5%).

Las microfotografias TEM mostraron una morfologia combinada intercalada-exfoliada para los
bionanocompuestos, en las imagenes topograficas de AFM no se observo diferencia entre el
bionanocompuesto con y sin eugenol, por lo que la rugosidad promedio no present6é cambios significativos
entre ellos. Por DMTA se observo que el eugenol disminuyd el médulo de almacenamiento (E’) y la Tg,
lo que podria atribuirse a que el eugenol interfiere en las interacciones entre la arcilla y el polimero. Por
DSC se obtuvo una disminucién en la temperatura de fusion y la temperatura de cristalizacion de los
bionanocompuesto y el grado de cristalinidad aumento con respecto al del PHB. Finalmente, los
bionanocompuesto con eugenol presentaron un 92% de inhibicion para radicales DPPH y los
bionanocompuestos sin eugenol un 2% de inhibicion.
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