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Resumen

Uno de los desafios actuales es reducir la produccion y desecho de plasticos de origen
fésil en la industria de empaques alimenticios. Se han estudiado diversas alternativas,
entre ellas el uso de nanofibras de celulosa (NFC) y quitosano (CS). Si bien se han
realizado diversas investigaciones relativas a cada material y el uso de NFC como refuerzo
de CS, su mezcla con un enfoque mas amplio ha recibido menos atencién. Ademas, no se
han realizado estudios exhaustivos sobre la interaccion electrostatica entre NFC y CS. Es
por esto que el objetivo general de esta investigacion fue desarrollar y caracterizar
peliculas, obtenidas a partir de mezclas de NFC con la adicion de quitosano. Se prepararon
dos baterias de peliculas. La primera, fue obtenida variando la composicion de NFC y CS.
La segunda, fue preparada manteniendo constante la composicidon, y modificando el grado
de protonacién (a), por medio del ajuste del pH de las dispersiones. Respecto a la
composicién NFC/CS, se encontré que el aumento de CS disminuyo el médulo de Young,
el limite elastico, y aumenté la permeabilidad al aire de las peliculas obtenidas. La
modificacion del grado de protonacion del quitosano en peliculas, con mezcla de NFC y
CS, pudo ser comprobado por variaciones en espectros FTIR y Raman. Un mayor grado
de protonacion aumenté significativamente el médulo de Young y limite elastico de
peliculas. Esto fue atribuido al aumento en las interacciones electrostaticas entre NFC y
CS, que ayudaron a reforzar la matriz de nanofibras. Las mediciones de angulo de contacto
revelaron que el aumento del porcentaje de CS en la mezcla NFC/CS ayuda a obtener
mayores angulos de contacto. Peliculas con 100%NFC resultaron hidrofilicas (43.5°),
mientras que las 100%CS fueron hidrofébicas (104.2°). Sin embargo, al aumentar el grado

de protonacion, fue posible obtener peliculas hidrofébicas con mayor contenido de NFC.

La combinacion de NFC y CS, junto con la modificacion de la protonacion de CS, demostro
potencial para obtener materiales compuestos como alternativas sostenibles para la
industria de empaques de alimentos. Estos resultados sugieren que la modificacién del pH
puede ser una forma facil y escalable de producir materiales mas amigables con el medio

ambiente.



Abstract

One of the current challenges is to reduce the production and disposal of fossil-based
plastics in the food packaging industry. In the search for a more sustainable industry,
various alternatives have been studied, including nanofibrillated cellulose from plant
biomass and chitosan. While individual contributions related to each material and the use
of NFC as reinforcement for CS have been made, the broader mix of NFC and CS has
received less attention. Additionally, comprehensive studies on the electrostatic
interaction between NFC and CS are still lacking. Thus, the general objective of this
research was to develop and characterize a sustainable material from NFC/CS mixtures
with characteristics suitable for food packaging applications. For this, two sets of films
were prepared. The first set varied the NFC/CS composition. The second set maintained
a constant composition and varied the chitosan protonation degree, by adjusting the pH
of the dispersions. Regarding the NFC/CS composition, it was found that increasing CS
content reduced the Young's modulus, elastic limit, and increased air permeability of the
films. The modification of chitosan protonation degree in films with NFC-CS mixture was
confirmed by changes in FTIR and Raman spectra. A higher protonation degree
significantly increased the Young's modulus and elastic limit of the films. This was
attributed to the increase in electrostatic interactions between NFC and CS, reinforcing
the nanofiber matrix. Contact angle measurements revealed that increasing CS
percentage in the NFC-CS mixture resulted in higher contact angles. Films with 100%
NFC were hydrophilic (43.5°), while those with 100% CS were hydrophobic (104.2°).
However, by increasing the protonation degree, it was possible to obtain hydrophobic films
with higher NFC content.

The combination of NFC and CS, along with chitosan protonation modification, showed
potential for producing composite materials as sustainable alternatives for the food
packaging industry. These results suggest that pH modification can be a simple and

scalable way to produce more environmentally friendly materials.
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1. Introduccion

Uno de los importantes desafios de nuestra época es disminuir la producciéon y desecho
de plasticos de origen fosil. Se ha estimado que, anualmente, 32 mil millones de toneladas
de plastico es desechado, de los cuales parte importante proviene de la industria de
empaques alimenticios (Lavric et al., 2021). Su capacidad de proteger y prolongar la vida
Gtil para cada tipo de producto depende de tres aspectos principales; resistencia mecanica,

permeabilidad de gases y degradabilidad (Yang et al., 2020).

Polimeros como polietileno y polipropileno son ampliamente utilizados en la industria de
empaques debido a su durabilidad y versatilidad. Sin embargo, su naturaleza persistente
contribuye a la acumulacion de desecho y dafio medioambiental. La necesidad de una
industria sustentable insta la busqueda de materiales renovables que se adapten a nuevas
necesidades. El uso de polimeros de origen natural en empaques de alimentos se ha
presentado como una alternativa de interés (Yates et al., 2021). Sustancias como; acido
polilactico (PLA) derivado de almidon de maiz, polihidroxialcanoatos (PHA) vy
polihidroxibutirato (PHB) obtenidos por la fermentacién de azucares, quitosano (CS)
derivado de la quitina presente en el exoesqueleto de crustaceos o materiales
lignoceluldsicos extraidos de la pared secundaria de las células vegetales de especies
lefiosas entre otros, han sido estudiados como posibles sustitutos y/o complementos de

empaques tradicionales en distintas aplicaciones.

Tanto el quitosano como los materiales lignoceluldsicos destacan como alternativas debido
a su escalabilidad asociada con la disponibilidad de materias primas y el conocimiento

existente de su procesamiento y obtencion.

La celulosa obtenida desde biomasa vegetal es generada en la membrana plasmatica de
cada célula vegetal y depositada en la pared celular, en conjunto con hemicelulosas y
lignina. La celulosa obtenida desde plantas se considera una fuente renovable y
sustentable para la produccion de nuevos materiales. El contenido de celulosa en plantas

varia dependiendo del tipo de especie, representa el 90%p/p en el algodén, 35-50%p/p en



especies lefiosas y entre el 70-80%p/p en especies como la lianza o el cafiamo. A nivel
microscopico, las microfibrillas de celulosa son estructuras resistentes, insolubles en agua
conformadas por agrupaciones de fibrillas elementales con regiones amorfas y cristalinas
(Fotie et al., 2020). A partir de distintos procesos de pulpaje quimico y mecénico es posible
separar las fibras de madera entre si, a través de la degradacion de la lignina presente en
la ldmina media en el caso de los métodos quimicos como el pulpaje Kraft y por la
separacion de las fibras por un esfuerzo cortante en el caso de los métodos mecanicos.
Tratamientos posteriores a esta pulpa permiten desarmar la fibra y acceder a la ultra
estructura de la pared celular. Cuando es tratada de forma quimica, mecanica y/o
enzimatica, es posible modular el tamafio de particula y generar una variedad de
materiales con caracteristicas deseables distintas aplicaciones, como los empaques de

alimentos.

Es posible obtener, a partir de biomasa vegetal, diferentes materiales nanoscépicos, como
nanocristales de celulosa (CNC) y nanofibras de celulosa (NFC). Ambos materiales
presentan una gran cantidad de grupos hidroxilos en sus cadenas principales,
otorgangoles una carga superficial negativa. Estos han demostrado un gran potencial en
su aplicacibn como empaque de alimentos area debido a su elevada resistencia mecanica,
estabilidad térmica, proteccion de barrera al traspaso de gases y baja resistencia al agua.
Wang (2020) estudio las diferencias en propiedades fisico mecanicas y de barrera a gases
de peliculas obtenidas a partir CNC y NFC provenientes de un mismo origen vegetal. A
partir de sus resultados concluydé que, CNC y NFC se comportan de manera similar
respecto a sus propiedades mecénicas cuando se comparan espesores, sin embargo, se
ha observado una mayor fragilidad a la ruptura en la manipulacion en peliculas de CNC.
Por otra parte, peliculas de NFC presentan mayor resistencia al vapor que CNC, esto se
atribuye a la generacion de un trayecto mas tortuoso que el generado por peliculas de
CNC.

Por otra parte, el segundo polimero natural mas abundante es la quitina, homopolimero de
N-acetil-D-glucosamina, componente estructural presente en el exoesqueleto de
crustaceos y generado por algunos hongos. Desde el punto de vista estructural es similar

a la celulosa y también es obtenido a escala industrial.



Quitosano (CS) es un biopolimero obtenido por medio de la desacetilacion de la quitina.
Un aumento del grado de desacetilacion (DD) permite mejorar la solubilidad en medio
acido e incrementar su actividad antibacteriana (Li et al., 2020). Se ha comprobado
ampliamente su capacidad antibacteriana contra Escherichia coli y Staphylococcus

aureus, entre otras bacterias asociadas a la contaminacion de alimentos (Liu et al., 2013).

Se ha aportado evidencia que indica que la formacion de peliculas de quitosano presenta
gran capacidad antibacteriana y resistencia al agua, pero deficientes propiedades fisico
mecanicas y permeabilidad al vapor de agua (Kaya et al., 2018; Sun et al., 2018). Al mismo
tiempo, se ha estudiado que cambios en pH del medio con distintos acidos permiten
modular el grado de protonacién de los grupos amino presentes en la estructura principal
del CS, afectando fuertemente su polaridad y su solubilidad (Wang, 2006; Rinaudo et al.,
1999). Al mismo tiempo, la modificacién de su protonacién permite modular las fuerzas
electrostaticas cuando interactlia con otras sustancias como alginato (Lavric et al., 2021)
y nano arcillas (Lewandowska et al., 2022). Un mayor caracter catidnico permite favorecer
las fuerzas de cohesion con matrices anionicas como la celulosa. Al presente no se han
reportado estudios exhaustivos en la determinacion de la interaccion entre NFC y CS en
distintas condiciones de protonacion.

La interaccion entre materiales nanoceluldsicos y quitosano ha despertado el interés de
distintos grupos de investigacion. El principal enfoque de estos estudios ha sido el
reforzamiento de peliculas de quitosano con la adicion de bajas porciones de materiales
nanocelulésicos para mejorar sus propiedades fisico mecénicas. Se ha evidenciado que la
formacion de peliculas por evaporacion de quitosano reforzado con bajas concentraciones
de NC (<1%), permite una mejora en su modulo de elasticidad sin una variacion
significativa en la permeabilidad al vapor (Solkhin et al., 2018). Por otra parte, peliculas de
CS recubiertas con CNC, no presentan cambios significativos en la permeabilidad al vapor
de agua, y bajos modulos de tension, atribuidos a la destruccion entre capas (Satam et al.,
2018). Por el contrario, la adicion de quitosano en peliculas de nanocelulosa y sus efectos

en sus distintas propiedades como empaque de alimentos ha recibido menos atencion.



Por este motivo, se propone el estudio de la obtencién de un material basado en NFC y
CS en distintas proporciones de composicion y protonacién de quitosano, a partir del
andlisis de las propiedades de peliculas obtenidas bajo distintas condiciones. Asi, poder
determinar el efecto de las fuerzas electrostaticas en la interaccion entre estos polimeros
de gran potencial para la industria de empaque de alimentos. Se espera, a través de
distintas series de experimentacion, establecer como cambia la resistencia mecanica,
permeabilidad a gases (aire y oxigeno), angulo de contacto del agua, y caracteristicas
superficiales en peliculas, frente a distintas proporciones de NFC/CS, como un material de
facil fabricacion que sea una alternativa sustentable y con caracteristicas favorecidas para

su aplicacion como empaque de alimentos.



2. Hipotesis

La modificacion del grado de protonacion del quitosano permitira favorecer su union a las
nanofibras de celulosa, por medio de interacciones electréstaticas, mejorando la
formacién de peliculas compuestas y sus propiedades mecanicas y de barrera.

3. Objetivos

3.1. Objetivo general

Desarrollar un material sustentable, a partir de mezclas de NFC con la adicion de
quitosano, que presente propiedades fisico mecanicas y de barrera compatibles con su

aplicacién en empaques de alimento.

3.2. Objetivos especificos

= Determinar el efecto de la adicion de nanofibras de celulosa y quitosano en distintas
proporciones sobre la resistencia mecanica, porosidad y angulo de contacto de
peliculas compuestas nebulizadas.

= Determinar el efecto de la modificacion del grado de protonacién del quitosano
sobre las propiedades finales de peliculas quitosano/nanofibra de celulosa

» Evaluar la interaccion entre nanofibras de celulosa y quitosano en distintas

proporciones sobre caracteristicas superficiales de peliculas.



4. Marco teodrico

4.1.Desafios de la industria del empaque

Uno de los importantes desafios de nuestra época es disminuir la produccién y desecho
de plasticos de origen fosil. Se ha estimado que, anualmente, 32 mil millones de toneladas
plastico es desechado, de los cuales parte importante proviene de la industria de
empaques alimenticios (Lavric et al., 2021). La necesidad de una industria sustentable
insta la busqueda de materiales renovables que se adapten a nuevas necesidades. La
calidad de empaques alimenticios depende de tres aspectos principales; resistencia

mecdénica, a la humedad y permeabilidad de gases (Yang et al., 2020).

Peliculas utilizadas en la industria alimenticia cumplen propdsitos cruciales en la
proteccion, calidad y durabilidad de productos de consumo humano. Los empaqgues deben
cumplir con una serie de requerimientos que dependen de las caracteristicas y
necesidades de cada alimento. Entre estos requerimientos se encuentran la resistencia
mecanica, la permeabilidad a gases y la resistencia al agua (Yates et al., 2021). Algunos
de los polimeros mas utilizados en la industria de empaque son el polipropileno (PP), el
polietileno tereftalato (PET) y el poliestireno (PS), que presentan una variedad de
propiedades dependiendo de su composicion, orientacion molecular y procesamiento. A
pesar de sus prestaciones ampliamente estudiadas por la industria, estos polimeros no
son considerados biodegradables y constituyen, sobre todo en el caso de los envases de

un solo uso, una gran preocupacion respecto a la polucion global.

La resistencia mecanica se refiere a la capacidad de los empaques para soportar las
fuerzas externas reciben durante etapas de almacenamiento y distribucion, como la
compresion, la traccién, el corte o el impacto. La resistencia mecéanica se puede medir
mediante diferentes magnitudes como; el médulo de Young, que indica la capacidad de
deformacion reversible de un material; la elongacion en la ruptura, que indica el grado de

deformacion que puede alcanzar el material antes de romperse; y la resistencia a la



tensidn, que representa su resistencia al impacto. Estas propiedades varian ampliamente

dependiendo del polimero, aditivos y procesamiento realizado.

La permeabilidad a gases se refiere a la capacidad de los empaques para permitir el paso
de gases a través de ellos, como el oxigeno, el dioxido de carbono, el vapor de agua o el
aire. La efectividad de esta barrera es critica para retardar procesos oxidativos y de
descomposicion de alimentos, al mismo tiempo puede prevenir la contaminacién cruzada
por microorganismos y polutantes. La permeabilidad a gases se puede medir mediante
diferentes parametros, permeabilidad al oxigeno (OTR), que indica la cantidad de oxigeno
que atraviesa una unidad de &rea del material por unidad de tiempo; permeabilidad al vapor
de agua (WVTR), que indica la cantidad de vapor de agua que atraviesa una unidad de
area del material por unidad de tiempo; y la permeabilidad de aire, que indica la cantidad

de aire que atraviesa una unidad de area del material por unidad de presion.

Dependiendo de la naturaleza del alimento, como en el caso de frutas climatéricas y no-
climatéricas, los valores objetivos de estos parametros pueden variar considerablemente
(Fig. 1). Frutas climatéricas como platanos, manzanas y tomates, sufren un proceso de
maduracion caracterizado por el aumento subito en su respiracion y produccién de etileno,
gue actia como acelerador de su maduramiento (Paul et al., 2012). Debido a esto,
empaques y protecciones a estas frutas incorporan mecanismos de retencion, absorcion o
bloqueo del etileno de exceso, con el objetivo de evitar el reblandecimiento o pérdida de
propiedades organolépticas como apariencia y sabor. Por otra parte, las frutas no-
climatéricas como frutas citricas, frutillas y uvas, no presentan este aumento en la emisién
de etileno (Kou et al., 2021). En cambio, su proceso de maduracién ha sido relacionado
con factores como la humedad y crecimiento bacteriano. Por este motivo, sus empaques
priorizan la barrera al oxigeno y vapor de agua, de manera de reducir la pérdida de
humedad previniendo la deshidratacién, asi manteniendo la frescura (Kaur et al., 2013;
Alamri et al., 2021).
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Figura 1. Permeabilidad de oxigeno (OTR) vs Permeabildiad de vapor (WVTR) para
distintos alimentos. (Schmidt et al., 2012)

La resistencia al agua se refiere a la capacidad de los empaques de mantener su integridad
estructural, para evitar o retardar la absorcién o pérdida de agua por parte del alimento o
del ambiente. Es importante regular la humedad en el empaque y alimento pues determina
su calidad y durabilidad. La resistencia al agua se puede medir mediante diferentes
propiedades, como el coeficiente de absorcion, que indica la cantidad de agua que absorbe
el material por unidad de masa; el coeficiente de hinchamiento, que indica el cambio
relativo en las dimensiones del material al absorber agua; y angulo de contacto, que
establece la afinidad del material respecto a la forma que adopta una gota depositada en
su superficie (Agarwal et al., 2022). Estas propiedades dependen del tipo, la estructura y
la hidrofobicidad o hidrofilicidad de los polimeros que componen los empaques. Algunos
polimeros presentan una mayor resistencia al agua que otros, como el PP y el PS, que son

hidrofébicos; y el PET, que es moderadamente hidrofilico.

Por otra parte, los biopolimeros son polimeros derivados de fuentes naturales renovables,
como plantas o animales. Los biopolimeros presentan ventajas ambientales frente a los

polimeros sintéticos, como la biodegradabilidad o la reduccion del uso de combustibles
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fésiles. Sin embargo, estos presentan desafios para su aplicacion en la industria de
empaque, como su menor disponibilidad, su mayor costo o sus limitaciones en cuanto a
sus propiedades mecanicas, térmicas o barrera. Por lo tanto, se requiere un desarrollo e
innovacion constante para mejorar las capacidades de los biopolimeros en la industria de

empaque.

Ademas de las tres caracteristicas previamente comentadas (resistencia mecanica,
permeabilidad de gases y degradabilidad), los empaques de alimento pueden ayudar a la

conservacion prolongada de los alimentos.

Actualmente, una de las principales causas de pérdida de comida por deterioro es la
presencia de bacterias, hongos, procesos oxidativos y la presencia de algunas enzimas
propias del alimento o contaminadas por el ambiente. A nivel comercial las principales
pérdidas ocurren por deficiencias en la manipulacibn durante la produccion,

almacenamiento y puesta a disposicion final para los consumidores (Motelica et al., 2020).

Por este motivo existe un creciente interés por el desarrollo de materiales que no sélo
sirvan como protectores, sino que también cumplan un rol activo en la preservacion de
alimentos. Bacterias como Escherichia coli (Gram Positiva) y Staphylococcus aureus
(Gram Negativa), son bacterias mesofilas, con temperaturas de mayor crecimiento en el
rango 25-40°C, habitualmente asociadas a la contaminacion de alimentos. Su presencia

puede provocar el deterioro de los alimentos y propagar enfermedades (Vilela et al., 2019).

A nivel industrial, se han agregado agentes antimicrobianos a materiales actualmente
utilizados. Entre ellos destaca la incorporacién de nano particulas de distintos metales y
oxidos (ZnO, TiO2, Ag20, Ag, Au) en las matrices de distintos sustratos. Lamentablemente,
con el aumento de uso de nanomateriales, también ha aumentado su deteccion a nivel
medioambiental. Existen preocupaciones toxicoldgicas relacionadas a la disminucion de
tamafio de particula y su citotoxicidad. Como alternativa, se ha planteado el uso de
distintos aditivos de origen natural para combatir la actividad microbiana. Entre ellos

destacan aceites esenciales y extractos hidrofilicos, aislacion de agentes microbianos



naturales como la nisina o pediocina y enzimas como lisosomas y peroxidasas entre otros

(Hernandez-Garcia et al., 2021).

Otra estrategia en el desarrollo de empaques activos, como alternativa a los plasticos
fosiles utilizados actualmente, es el desarrollo de peliculas a partir de biopolimeros como
celulosa, lignina, almidon, quitosano, acido polilactico (PLA), polivinil alcohol (PVA), acido
alginico entre otros (Motelica et al., 2020). Polimeros naturales como la celulosa no
presenta actividad antibacteriana, por lo que es necesario complementarlo para obtener

un material con este atributo.

4.2.Nanofibra de celulosa y quitosano como materias primas para empaques

alimenticios

4.2.1. Nanofibras de celulosa

La celulosa generada por plantas es considerado el polimero mas abundante a nivel
mundial, compomente principal en plantas, ubicada en distintas proporciones a lo largo de
su pared celular. La pared celular es una estructura compleja y dindmica, que provee el
soporte mecanico, regula la forma y juega un rol vital en el crecimineto y desarrollo de la
planta. Partiendo desde la lamela central, hacia el centro de la celula (lumen), la pared
vegetal esta compuesta por un conjunto de capas con diferentes caracteristicas (Fig 2).
La lamela central es una delgada capa compuesta principalemte por pectina y derivados,
que va acumulando lignina durante su diferenciacion. Mas al interior se encuentra la pared
primaria, esta capa esta compuesta por microfibrillas de celulosa arregladas de forma
aleatoria. Entre estas estructuras se encuentran derivados de pectina, lignina y
hemicelulosas. Cuando el desarrollo celular alcanza su tamafo definitivo, se forma al
interior la pared secundaria. Esta capa es la que mas aporta resistencia mecanica a la
célula. Se divide en 3 subcapas, Si, S2 y Ss. Cada una de ellas esta formada por
microfibrillas de celulosa arregladas de forma paralela con distintas orientaciones entre
subcapas (Ek et al., 2009). En cada una podemos encontrar hemicelulosas y lignina. Las
cantidades de estos compuestos puede variar por diferentes factores, tanto biéticos como

abioticos. La S1 es la mas delgada, representando entre 5-10% del espesor total del la
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pared celular. En general, las microfibrillas presentan angulos de orientacion, respecto del
eje de la celula, que varia entre 60-80°. La Sz corresponde a la subcapa de mayor espesor
(75-80%) y considerada como la principal. La orientacion de las microfillas oscila entre 5-
30° y es responsable de las propiedades estructurales de la pared. Finalmente la S3, mas
delgada que la S2 pero un poco mas gruesa que la Si, presenta una orientacion paralela

pero mas desorganizada, con angulos microfibrilares entre 60-90° (Plomion et al., 2002).

_lumen_

cellulose — ¢
microfibrils\,

S, layer—
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: of a tracheid
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. middle lamella

Figura 2. Esquema tridimensional de la estructura de la pared de celula vegetal. (Plomion
et al., 2002).

Quimicamente, la celulosa se clasifica como un homopolisacéarido constituido por unidades
monomeéricas de B-D-glucopiranosa unidas por enlaces [(-1,4-glucosidicos. Su grado de
polimerizacion depende de diversos factores como la especie de origen, oscila entre
10,000-15,000 unidades (Michelin et al., 2002). Cada unidad de anhidroglucosa presenta
tres grupos OH-, que le permiten formar puentes hidrégeno intra y entre hebras de celulosa.
Propiedades como resistencia mecanica, caracter anionico, insolubilidad en agua y alta
resistencia a solventes organicos son atribuidas a la fortaleza de estas interacciones (Ek
et al., 2009).

A patrtir de distintos procesos de pulpaje quimico y mecénico es posible separar las fibras
de madera. Tratamientos posteriores a esta pulpa permiten desarmar la fibra y acceder a

la ultra estructura de la pared celular, pudiendo obtener diferentes materiales nano y
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microscopicos, como nano cristales de celulosa (CNC) y nanofibras de celulosa (NFC) (Fig
1).
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Figura 3. Proceso de produccién de nano materials celulésicos a partir de biomasa
vegetal. (A) Pretratamientos quimicos y mecanicos de la biomasa para extraccion de
pulpa de fibra. (B) Hidrdlisis enzimatica controlada para la produccion de nanofibras de
celulosa y nanocristales con sus tamarfios respectivos. (C) Posible tratamiento mecanico
posterior, habitualmente utilzido para obtener una distribucién de tamafio mas uniforme.
(Michelin et al., 2020).

Se considera nanocelulosa (NC) a una estructura compuesta principalmente por celulosa,
gue presenta al menos una dimension caracteristica igual o menor a 100nm. CNC han sido
descritos como nanoparticulas cristalinas obtenidas a través de una hidrdlisis alcalina o
acida, donde se han disuelto las regiones amorfas de las microfibrillas. Por otra parte, NFC
presenta tanto regiones cristalinas como amorfas y son habitualmente obtenidas por

tratamiento mecénico, a través de la desintegracion de las fibras (Beneventi et al., 2014).

12



Las caracteristicas de la nanocelulosa obtenida no dependen solo del tratamiento utilizado,
sino también de la naturaleza de la materia prima. A pesar de esto, se considera que las
dimensiones habituales de CNC corresponden a un largo entre 100-250nm y 3-50nm de
ancho, mientras que la NFC presentan largos mayores a 1000nm y 3-100nm de ancho
(Dufresne, 2013). Esta propuesta involucra la obtencion de NFC a partir de fibra de
eucaliptus, para la obtencion de un compdsito utilizable en la industria de empaque de

alimentos.

La NFC es obtenida por desintegracion mecanica, precedida por pretratamientos que
pueden ser mecanicos, quimicos, enzimaticos o en accién conjunta. Esta desintegracion
involucra las etapas de refinacidbn y homogenizacion de alta presion. La refinacion
considera el paso de una solucion diluida de fibras de madera entre dos discos
estrechamente posicionados. Se obtiene una dispersion de fibras de menor distribucién de
tamafio que son posteriormente sometidas a la homogenizacién. Durante la
homogenizacion se aplican altas presiones (600-900bar) sobre pequefias porciones de

dispersiones y se obtiene la desintegracion de las fibras de madera (Lee et al., 2009).
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Figura 4. Esquema de las principales metodologias para la obtencion de nanomateriales

de celulosa a patrtir de pulpa blanqueda de fibras (Pirih et al., 2020).

Se ha reportado que la utilizacion de pretratamientos enzimaticos permite disminuir los

costos energéticos de fabricacion y facilitar su procesamiento (Josset et al., 2014). Las
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enzimas celulasas habitualmente utilizadas en el pretratamiento de fibras corresponden a
endogluacanasas, exoglucanasas, glucosidasa y celobiosidasa. Su accién es en conjunto
y se considera sinergética (Pirih et al., 2020). Estas enzimas son producidas por una
diversidad de bacterias y hongos. Actualmente, existen diversas mezclas enzimaticas
accesibles comercialmente. La actividad enzimatica permite la sacarificacion de las hebras
de celulosa y la disminucion del grado de polimerizacion, degrdacion de hemicelulosas y
ligina, pudiendo obtener distintas distribuciones de tamafio dependiendo del nivel de
accion utilizado (Alvarez et al., 2016).

“ Crystalline region ﬁf” Amorphous region “ -
&l »,
£y B

o CBH
° * %
“ ( )Glucose * 4 ‘ g

@ Non-reducing end
{) Reducing end
@) Cellobiose

Figura 5. Esquema de la accion enzimatica en de endoglucanasas (EG), exoglucanasas

(CBH) y B-glucosidasas (BG) en conjunto sobre microfillas (Pirih et al., 2020).

Tanto NFC como CNC han sido estudiadas como matrices para la obtencion de materiales
de empaque. Se han estudiado las diferencias en propiedades fisico mecanicas de
peliculas obtenidas a partir de CNC y NFC (Wang et al., 2020). Se ha reportado que, CNC
y NFC se comportan de manera similar respecto a sus propiedades de resistencia a la
tension, cuando se comparan a espesores similares. Sin embargo, se ha observado una
mayor fragilidad a la ruptura en la manipulacion en peliculas de CNC. Por otra parte,

peliculas de NFC presentan mejor resistencia a la transferencia de gases que CNC, esto
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ha sido atribuido a la generacién de un trayecto mas tortuoso que el generado por peliculas
de CNC (Fig 6).

Figura 6. Esquema de un gas atravesando una pelicula de NFC (izquierda) y una pelicula
de CNC (derecha) (Wang et al., 2020).

NFC ofrecen numerosas ventajas que la convierten una alternativa sustentable para la
produccién de materiales para empaque de alimentos (Azeredo et al., 2017). Poder
obtenerlas a partir de biomasa natural y su biodegradabilidad la convierten en una matriz
ecologicamente amigable. Por otra parte, su resistencia mecanica le permite comparase
con otros plasticos utilizados en la industria de empaque de alimentos. Ademas, a
diferencia de otros polimeros, films de NFC han demostrado gran capacidad como barrera
a gases (Fotie et al., 2020). Sin embargo, se ha reportado que estos films presentan baja
resistencia a la humedad, por lo que muchas de estas caracteristicas se pierden durante
su hinchamiento (Solberg et al., 2023).

4.2.2. Quitosano.

Por otra parte el chitosano (CS), es un biopolimero derivado de la quitina presente en el
exoesqueleto de crustaceos, ha recibido mucha atencién debido a que presenta

caracteristicas valorables en la formacion de empaques y su origen natural biodegradable.

De forma general el quitosano es obtenido a partir de una secuencia de etapas (Fig 7(a)).

Primero se realiza la molienda de exoesqueletos para reducir su tamafio de particula.
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Luego se le extraen las proteinas presentes usando una hidrélisis alcalina con soluciones
de NaOH.La etapa siguiente tiene como objetivo la remosion del contenido de minerales,
principalmente CaCOs. Esto es realizado por medio de tratamiendo acido con HCI o acido
acético. Luego de estos tratamientos, el sélido remanante recibe un primer lavado con
abundante agua para remover las especies disueltas. Le sigue un proceso de decoloracion
con H202 para remover impuresas y pigmentos para obtener un producto mas blanco. Es
reciente en este nivel donde se produce la desacetilacion donde la quitina presente se
convierte en quitosano. Esta conversion es principalmente realizada con NaOH a alta
temperatura, para asegurar la eliminacion de la mayor cantidad de grupos acetilo (Fig 7(b)).
Finalmente, el producto resultante es lavado por segunda vez para remover la base e
impuresas remanantes. A partir de modificaciones en este proceso es posible obtener
productos con distinto grados de desacetilancion, tamafio de particula y grado de

polimerizacion (Munim et al., 2020).

b)

» -
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[

Figura 7. Diagrama de bloques del proceso de obtencion habitual del quitosano (a) (llyas

et al., 2022). Esquema quimico de la desacetilacion de la quitina (b) (Munim et al., 2020).

Quimicamente, es un polisacarido compuesto por unidades de N-acetilglucosamina unidos
por enlaces 3-1,4-glucosidicos. Su grado de polimerizacion ha sido reportado entre 1000-
4000 unidades. Debido a los grupos amino presenta un caracter cationico (Fig 8).
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Figura 8. Efecto del grado deacetilacion y grado de polimerizacion sobre el tamafio de

particula y potencial Zeta de quitosano (Goycoolea et al., 2007).

Varios autores han estudiado materiales para empague basados en chitosano, destacando
tanto su actividad antimicrobiana, capacidad de barrera y resistencia a la humedad, como
su compatibilidad con otras sustancias (Thambiliyagodage et al., 2023; Yaneva et al.,
2020). Las propiedades del CS dependen fuertemente de su grado de acetilacion, fuente
de origen, tratamiento de obtencion y grado de protonacion, este ultimo siendo el menos
explorado. El grado de acetilacion corresponde a la cantidad relativa de grupos acetilo
presentes originalmente en la quitina y que son eliminados a través de tratamientos
alcalinos. Dependiendo de la cantidad remanente, es posible obtener distintas
caracteristicas de solubilidad, resistencia mecénica y actividad antibacteriana (Yaneva et
al., 2020).

El grado de protonacién hace referencia a la cantidad de grupos amino —NH2 presentes en
las cadenas de CS que son protonados a —NHs* en presencia de medio acido. En términos
de materiales basados so6lo en CS, Kim (2006) estudi6 el efecto del pH en peliculas de
quitosano en el rango de 3-5 con diferentes acidos organicos (acético, propionico y lactico).
En sus resultados observa variaciones en la permeabilidad de vapor de agua, resistencia
a la tensiéon y elongacion de ruptura respecto tanto al tipo de &cido, pH y grado de
acetilacién. Encontr6 que pH mas acidos fueron relacionados a un aumento en la

resistencia a la tension en todos los acidos evaluados. También que, independiente al tipo
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de acido, una mayor desacetilacion se relacionaba directamente con una mayor
sensibilidad al cambio de pH debido al mayor nUmero de grupos amino disponibles para
interactuar con los protones del medio acido.

Por otra parte, Melro (2021) estudié el efecto de tres acidos (acético, lactico y citrico) y su
concentracion en las propiedades finales de peliculas de CS, encontrando que un
aumento en la concentracion de acido mejora las propiedades mecénicas. Adicionalmente,
fue posible establecer la influencia del tipo de acido en la actividad antimicrobiana de las
peliculas frente a echerichia coli y staphylococcus aureus, midiendo la concentracion
minima inhibitoria (MIC). A través de su ensayo demostro que, a diferencia de los &cidos
acético y lactico, el acido citrico disminuia significativamente la actividad antimicrobiana de
la pelicula de quitosano. Esto fue atribuido a la baja solubilidad de los iones citrato y a su

resistencia a la evaporacion durante la conformacion de las peliculas.

Zhang et al. (2019) compar¢ las propiedades de peliculas de quitosano fabricadas por dos
meétodos diferentes (evaporacion de solvente y termomecénico), usando diferentes
concentraciones de acido clorhidrico y acético. De sus resultados pudo concluir que, para
ambos acidos, un aumento en la concentracion permitia obtener mejores propiedades de
resistencia mecanica. La sensibilidad al pH del quitosano ha sido explorada en distintas
aplicaciones en campos como la agricultura, medicina y tratamiento de agua para obtener
sistemas de liberacion controlada de sustancias como fertilizantes y medicamentos a
través de cambios de pH en el medio, basados en materiales derivados del quitosano
(Cazébn et al., 2019).

Omer et al. (2021) evalud las capacidades de distintos materiales obtenidos a partir de la
mezcla chitosano-alginato, para la liberacion controlada de diclofenaco de sodio
microencapsulado. Aprovechando la caracteristica cationica del CS de sus grupos —NHs*
y los grupos anidnicos —COOQO- propios del alginato, encontré que en condiciones acidas
(pH=1.2) la curva de liberacién del medicamento se mantenia estable durante mas de 8h,
mientras que en condiciones neutras (pH=7.4) esta estabilidad se perdia y el diclofenaco
era rapidamente liberado durante las primeras horas. Lewandoska et al. (2022) compar6

la adicion de tres diferentes arcillas modificadas y quitosano en la formacion de peliculas
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obtenidas por evaporacion de solvente y observé que con el tratamiento de NaOH sobre
peliculas se observaron cambios significativos en la rugosidad y morfologia superficial de
las peliculas obtenidas. Esto fue asociado a la disminucion de interacciones entre CS'y las
arcillas producto de su neutralizacion. En el area de los empaques de alimentos, los
cambios en el grado protonacion y las propiedades del quitosano han recibido atencion al
ser utilizado como soporte de diferentes sustancias con capacidades de cambio de color
respecto a cambios en pH, con el objetivo de obtener materiales inteligentes con la
capacidad de informar visualmente a los consumidores respecto al estado de los alimentos
(Chalitangkoon et al., 2021; Alizadeh-Sani et al., 2021). Estas investigaciones ilustran el
potencial del grado de protonacién en el desarrollo de materiales con caracteristicas

mejoradas.

En el contexto de materiales compuestos de NFC/CS, es necesario considerar las
interacciones electrostaticas entre ambos biopolimeros. NFC, consistente en estructuras
celulésicas con didmetros en escala nanométrica, ha sido ampliamente reportado como
una particula de carga negativa principalmente debido a la alta presencia de grupos
hidroxilos en su superficie por medio de diferentes mediciones de potencial Zeta
(Prathapan et al., 2016; Fall et al., 2011). Cuando el quitosano se encuentra en su forma

protonada, puede formar interacciones electrostaticas con NFC (Fig 9).

NFC
(1% wiw)

cs
(1% w/w)

Ajuste
pH

Figura 9. llustracién de las interacciones eletrostaticas entre nanofibras de celulosa y

quitosano.

19



Estas atracciones facilitan y ayudan a la adhesion de quitosano a la superficie de las fibras.
Trabajos previos han demostrado la gran influencia de la protonacion del quitosano frente
a diferentes &cidos organicos y grados de deacetilacion sobre propiedades de films de
quitosano puros (Wang et al., 2006; Melro et al., 2021). La protonacion del quitosano
depende del pH de la solucién. Frente a bajos valor de pH, el CS tiende a estar altamente
protonado, resultando en una carga superficial positiva. De la misma forma, altos valores

de pH se asocian con un bajo nivel de protonacion. (Fig 10).
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Figura 10. Cambio en el grado de protonacion del quitosano frente a cambios en

concentracion de acido clorhidrico y &cido acético (Rinaudo et al., 1999).

El grado de protonacion en quitosano juega un rol crucial en la formacion del material
NFC/CS. EIl ajuste del pH de la solucion puede ser modulado para favorecer las
interacciones electrostaticas con NFC. Esto abre la oportunidad de poder modificar las
caracteristicas del material resultante en un amplio rango de forma simple, aprovechando

las caracteristicas singulares de ambos biopolimeros.

4.2.3. Materiales compuestos de nanofibras de celulosa y quitosano.

La interaccion entre nanocelulosa y quitosano ha despertado el interés de distintos grupos
de investigacion. El principal enfoque de estos estudios ha sido el reforzamiento de
quitosano con la adicion de nanocelulosa, para mejorar sus propiedades fisico mecanicas.

Se ha evidenciado que, la formacién de peliculas de quitosano reforzado con bajas
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concentraciones de NC (<1%), permite una mejora en su médulo de elasticidad sin una

variacion significativa en la permeabilidad al vapor (Solkhin et al., 2018). Por otra parte,

peliculas de CS recubiertas con CNC, no presentan cambios significativos en la

permeabilidad al vapor de agua, y bajos médulos de tensién, atribuidos a la destruccion

entre capas (Satam et al., 2018). Por el contrario, la adicion de quitosano como agente

antibacteriano en peliculas de nanocelulosa y sus efectos en sus distintas propiedades

como empague de alimentos ha recibido menos atencion. La tabla 1 presenta algunos de

los desarrollos obtenidos a partir de mezclas de materiales nanocelulésicos y quitosano.

Tabla 1. Publicaciones relacionadas con NC, CS y obtencion de materiales para empaque.
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_ CNC por CNC y BNC
CNC - BNC hidrolisis acida, Alginato y permite mejorar .
BNC por 3%(<75%) . ; : Lavric, 2021
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Obtenida Erse]?grszgrle
comercialmente Alginato de - .
MFC (10%m/m) . . 1% m/m (95%) . mecanicamente Liu, 2013
(Daicell Chemical sodio eliculas de
Industries, Ltda) p alginato

En estas publicaciones, si bien presentan materiales celuldésicos y quitosano, no
profundizan ni evaluan los efectos de la concentracion de &cido en las propiedades finales
de los materiales obtenidos ni el impacto de la relacién de cantidades entre material
celulésico y quitosano. A pesar de los positivos resultados publicados, no existen estudios
que establezcan las caracteristicas de la mezcla de NC y CS en un amplio rango, y el
efecto del pH del medio. Tampoco, relacionadas a la preservacion de sus propiedades
individuales o la naturaleza de la formacion de la mezcla NC/CS, ya sea quimica o

morfol6gicamente.

4.3.Proceso de fabricacién de peliculas

Es posible tratar estos polimeros con distintas metodologias para obtener materiales.
Entorno a la obtencion de peliculas utilizables como empaque para alimentos, se han
reportado distintas técnicas, entre ellas; ensamble capa por capa, evaporacion y

nebulizacion.

El ensamble capa por capa permite la adicion de una dispersién de nanocelulosa sobre un
sustrato solido que es puesto a secar y recubierto secuencialmente hasta alcanzar las
propiedades fisico mecanicas requeridas. Dependiendo de la aplicacién, el nimero de
capas puede oscilar entre 20-150. Este procedimiento permite utilizar capas multi
componente y aprovechar incluso efectos electrostaticos alternar entre capas cationicas y

anidnicas para obtener capas ultra finas (Martin and Jean, 2014).

La evaporacion, método tradicionalmente utilizado, comprende utilizar soluciones diluidas
(<5%p/p) de NC a una temperatura controlada, dejado a secar sobre sustratos
impermeables. Este procedimiento presenta tiempos de secado que pueden ser mayores
a 72h dependiendo de la dilucion y el tamafio del ensayo. Por lo mismo, permite obtener
peliculas con distintos espesores y propiedades fisico mecanicas (Fotie et al., 2020).
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La nebulizacion de dispersiones de NC ha recibido recientemente interés en la formacién
de peliculas como barrera (Shanmugam et al., 2017; Messa y Faez, 2020; Chen et al.,
2021). A través de esta metodologia se proyecta una dispersion de NC en pequeiias gotas
que recubren un sustrato impermeable o semipermeable. Se considera una técnica rapida
para generar peliculas, con propiedades comparables a las obtenidas por evaporacion y
menor tiempo de secado (Pirozzi et al., 2021). Esta técnica se considera escalable y

compatible con la formacién de empaques para alimentos.

Peliculas nebulizadas de NC presentan menor rugosidad y menor permeabilidad de gases
cuando se comparan con peliculas preparadas por evaporacion. La figura 11 presenta los
modulos de elasticidad y gramaje de peliculas de NC obtenida bajo diferentes
procedimientos. Se observa que peliculas obtenidas por nebulizacion presentan médulos
de elasticidad comparables a las obtenidos con evaporacién con el mismo espesor.
Adicionalmente, se observa la relacion directa entre el médulo de elasticidad y el gramaje
de peliculas de NC obtenidas via nebulizacion. En la serie 1 es posible observar el efecto
de aplicar distintas concentraciones de dispersiones de NC (1-2%p/p). Se observa que un
aumento en la concentracién permite obtener peliculas de mayor gramaje, a su vez, se
logra relacionar un aumento del médulo de elasticidad. Por otra parte, la serie 2 evalla el
cambio en la velocidad de pasada del nebulizador en el rango 0.25-0.59 cm/s. Finalmente,
la serie 3 presenta el resultado obtenido con una configuracibn modificada con mayor
rango de concentraciones (1.5-2.5%p/p) y mayor velocidad de pasada (1.05 cm/s). A
través de estos ensayos es posible contemplar como variables de procesamiento durante

la nebulizacion afectan las propiedades finales de peliculas obtenidas.

23



18

16 A

14

12 - y = 0.0367x + 1.6394
R?=0.8829

10 A

Modulo elasticidad (GPa)

Serie 1 - Efecto concentracién

41 ° ® Serie 2 - Efecto velocidad
5 Pe ® Serie 3 - Configuracion modificada
A Pelicula evaporada
____ Ajuste lineal (SC-NC)
0 y ¢ T T T
0 50 100 150 200

Gramaje ( g/m?)
Figura 11. Efecto en el médulo de elasticidad en distintos ensayos con peliculas de NC

nebulizadas (Shanmugan et al., 2018).
Con estas consideraciones, se ha optado por la fabricacién nebulizada de peliculas en el

desarrollo de esta investigacion, por ser una metologia rapida, simple y escalable para la

obtencion de un material orientado a la industria del empaque.
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5. Materiales y métodos

A partir de lo previamente expuesto, se plantea que la metodologia comprende desde la
preparacion de la NFC a partir de pulpa de fibra de madera, hasta el analisis estadistico
de las propiedades medidas desde peliculas obtenidas. En esta seccion se presentan las
condiciones de tratamiento de cada etapa. Posteriormente, se presentan los experimentos
propuestos, objetivos que persiguen y el disefio experimental correspondiente. La figura
12 presenta el esquema de experimentacion realizada donde se evalla la composicion de
de los films NFC/CS vy el efecto de la modificacion del grado de protonacion de chitosano

para una proporcion de polimeros constante.

Pulpa Kraft
Béa.jqueada Set 1: Cambios en composicion
Eucaliptus
| A B [ D E F
100% NFC  BO% NFC 60% NFC -1]{‘-.. N{f.: 20% NFC % NFC
NFC e TR vl TRBIe: “SONLEANCS Formacion
(1%wiw) | 4 [ 4 [ 4 ‘ & | 4 nebulizada
S | [| = de peliculas
cs : ; t
(1%wiw) — s S it =k
(ustosano Set 2: Grado de protonacion de quitosano (a) e
comercial -
CA CcB cc CD CE CF oo %
a=1 a=08 a=083 as0.4 =02 ' —— Caracterizacion
4 f b f ! ‘ | —
= & | ! ! - | Secado

.‘ | | 5 L ! 48 h —_—
o D U o D OO 25°C, 50%HR

pH=4.95 pH=9,00

Figura 12. Esquema del disefio experimental realizado.

5.1. Materiales

Como materia prima para la obtencion de nanofibras de celulosa, se utilizé pulpa Kraft
blanqueada de Eucaliptus, proporcionada por una planta local (CMPC, Planta Santa Fe).
El tratamiento enzimatico fue realizado utilizando un complejo enzimatico de celulasas
QuimizimeB proporcionado por el grupo CHT (Santiago, Chile), compuesto principalmente
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por endoglucanasas (con actividad de 7.75 U/mIL). Durante la experimentacion se utilizé
quitosano de bajo peso molecular (50,000-190,000 Da) con un grado de deacetilacion 75-
85%, comprado a Sigma-Aldrich (CAS:9012-76-4) que fue disuelto en placa calefactora y

agitaciéon mecanica.

5.2. Metodologia

5.2.1. Produccion de nanofibras de celulosa

Se obtendran dispersiones de NFC, a partir del tratamiento enzimatico y mecénico de

pulpa de fibra de Eucalypus globulus blanqueada. El proceso consta de cuatro etapas.

En la primera, se obtiene una dispersion acuosa al 10%p/p de pulpa de fibra y es
procesada utilizando un refinador de pulpa (PFI), con 4,000 pasadas. Se espera que este
proceso permita aumentar el area superficial disponible y facilitar el tratamiento enzimatico.
La segunda, contempla la dilucién hasta el 5%p/p de la dispersion de fibras y la adicién de
0.5%, respecto a la masa de fibra, de la solucién enzimética (QuimizimeB) de forma de
favorecer la separacion de las fibras sin que se produzca sacarificacion de las mismas. El
tratamiento es realizado a 50°C durante 1h bajo agitacién mecanica, al final de este tiempo
la solucion es calentada sobre los 90°C para detener la accion enzimética. Durante esta
etapa se facilita el hinchamiento de las fibras y la separacién de las microfibrillas. En la
tercera, la dispersion obtenida es procesada nuevamente en el refinador, con 46,000
pasadas, permitiendo disminuir el tamafio de particula, obteniendo una dispersion al 5%p/p
de NFC. Finalmente, la dispersion obtenida es diluida al 1%p/p y homogenizada por el

equipo PandaPlus a una presién de 700 bar en 10 pasadas.

5.2.2. Caracterizacion de nanofibras de celulosa

Para caracterizar las NFC se determind la relacién de aspecto (P = largo/diametro) y la
viscosidad intrinseca (n). La caracterizacion de la consistencia de las nanofibras se realizé

masando tres muestras de 4 gramos en capsulas de aluminio para ingresarlas en una
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estufa a 105°C durante un minimo de 4 horas. Luego de transcurrido el tiempo, se situaron

las capsulas en desecador hasta enfriar y se masaron en balanza analitica de precision.

El porcentaje de consistencia de las nanofibras (C) se calculé mediante la ecuacion (1).

C (%) = (mss - me¢)/mi - 100 (1)

Considerando la masa total de la capsula luego del secado (mss), la masa de la capsula

(mc) y la masa inicial de la muestra (mi).

Posteriormente, se determind la viscosidad intrinseca (n) de la suspension mediante el
método de Albornoz-Palma (Albornoz-Palma et al., 2022). A partir de la consistencia de
las nanofibras, se prepararon muestras en matraces aforados de 100 mL al 0,02%, 0,04%,
0,06% y 0,08% en masa seca de nanofibras/volumen, estas muestras se agitaron
magnéticamente y luego fueron llevadas a un bafio termostatico con agitacién a 23°C. La
viscosidad fue medida utilizando el viscosimetro rotacional (Premium Series, Fungilab) y
cada muestra se midié a una velocidad de 60 rpm durante 90 segundos. Las mediciones
fueron realizadas en triplicado. La relacion de aspecto (P) se obtuvo a partir de la siguiente
ecuacion:
p-n=0,051-pPLE (2

El largo promedio de las nanofibras de celulosa, se determiné utilizando una solucién al
0,05% masa seca de nanofibras/volumen en un matraz aforado de 100 mL. Esta muestra
fue llevada a un analizador de tamafio de particulas Microtrac (S3500) con una
configuracion para particulas de forma irregular y un indice de refraccion de 1,54 (valor
correspondiente a celulosa). La muestra fue sonicada durante 60 segundos previo a la
medicion para evitar aglomeraciones. La medicion se realiz6 en triplicado. Con los
resultados de la medicién del largo promedio de las nanofibras (L) y la relacion de aspecto

(P) calculada se obtuvo el diAmetro aproximado (D) de las nanofibras.

D=L/P (3)
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5.2.3. Obtencion de dispersiones de quitosano

Quitosano de bajo peso molecular y con grado de desacetilacion entre 75-85% (CAS 9012-
76-4), sera solubilizado utilizando placa calefactora y agitador magnético. Se obtendran
soluciones de CS al 1%p/p. Se prepararan muestras de 200g totales a partir de la mezcla
de las dispersiones de NFC y CS. Las soluciones seran adicionadas directamente y
homogenizadas bajo agitacion mecanica durante 1h. Al final de esta etapa se obtendran

soluciones NFC/CS con distintas proporciones.

5.2.4. Determinacion del grado de protonacién de dispersiones de quitosano

La curva de grado de protonacion («) para dispersiones de quitosano fue obtenida a través
de titulacion potenciométrica (Rinaudo et al., 1999) usando el pH-metro HI 3221 de
HANNA. La titulacion fue realizada por medio de la adicion de alicuotas de 0.5ml de
solucién de NaOH al 0.1M, midiendo el pH en cada adicion. Se realizé la titulacion de la
dispersion al 1% de quitosano (muestra F) y la mezcla de 60%NFC y 40%CS (muestra C).
En ambos casos se construyeron las curvas ApH/AV y se obtuvo el volumen promedio
entre ambos picos encontrados en la curva ApH/AV. Posteriormente, se obtuvo el valor de
pKa del quitosano como el valor de pH al volumen promedio en la curva de titulacion. La
relacion entre el pH y el grado de protonacion se deriva de la ecuacién de Henderson-
Hasselbach:

_ 1-a ) _ [cs—-NHT]
pH = pKa + log( a« ) Y= esnnT+ics—NHy] )

A partir de esta relacion es posible conocer el valor de grado de protonacion () a partir

del pH de la solucion y el valor de pKa encontrado (Domard et al., 1987).

1
a(pH) = TopH-pKaz1 (5)

5.2.5. Formulaciones nanofibra de celulosa /quitosano estudiadas

Se prepararon dos baterias de mezclas de NFC/CS. La primera fue una bateria de 6

dispersiones acuosas etiqguetadas desde la A hasta la F, con composiciones como se
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presentan en la Tabla 2. Estos ensayos presentan diferentes proporciones de NFC/CS, y
no fueron ajustadas de pH. Se prepar6 en cada caso 200g de mezcla para ser nebulizada.
En la segunda, se utilizé una proporcion fija de 60%NFC y 40% CS en 6 mezclas, pero con
diferentes grados de protonacion, etiquetadas desde CA hasta CF, desde mas protonada
hasta menos protonada. Inicialmente se obtuvieron dispersiones acuosas de mezcla
NFC/CS, que posteriormente fueron ajustadas al pH objetivo para cada grado de
protonacion. El ajuste de las muestras CA y CB fue realizada a través de la adicion de
diferentes cantidades de acido acético glacial, la muestra CC fue la Unica que no recibio
modificaciones y fue utilizada directamente en dispersion acuosa por tener un pH similar
al objetivo, mientras que las muestras CD, CE y CF fueron ajustadas adicionando
diferentes cantidades de NaOH al 0.1M. Al igual que en la primera bateria, se prepararon

200g totales para ser nebulizadas en cada caso.

Tabla 2. Muestras y composiciones de la primera bateria de ensayos.

Set 1

Muestra A B C D E F

%NFC 100 8 60 40 20 O
%CS 0 20 40 60 80 100

Tabla 3. Muestras y grados de protonacién de la segunda bateria de ensayos.

Set 2

Muestra CA CB C CD CE CF

%NFC 60 60 60 60 60 60

%CS 40 40 40 40 40 40
DP (o) 1 08 063 04 02 O

5.2.6. Produccion de peliculas por nebulizacién

Las muestras de 200g con distintas dispersiones NFC/CS fueron nebulizadas utilizando

una pistola nebulizadora operada con aire, con presion de 3 bar. Se utiliz6 como base
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bastidores de 15cm de diametro con tela de poliéster, con entramado de 320 mesh. El
sistema utilizado se muestra en la Figura 13. El tiempo de nebulizaciéon fue 25s, con una
distancia de 40cm de la boquilla a la tela, similares a previamente reportadas (Shanmugan
et al., 2018). Las peliculas fueron obtenidas en triplicado y secadas en sala climatizada

con 23°C y 50%HR por 48h antes de ser caracterizadas.

Figura 13. Arreglo utilizado para la formacion nebulizada de peliculas. Pistola a presion

con aire (izquierda) y bastidor de 15cm de diametro (derecha).
5.2.7. Caracterizacién de peliculas obtenidas
5.2.7.1. Ensayo mecanico de tension
Se medio el esfuerzo de tension utilizando una maquina de ensayos universal (Instron
modelo 5566) con probetas de 1x12 cm obtenidas de cada pelicula. La tasa de elongacion
utilizada fue de 12.5 mm/min, siguiendo los procedimientos de la norma ASTM D882-18.
Cada ensayo fue realizado en triplicado.

5.2.7.2. Medicién angulo de contacto

Antes de la medicion de angulo de contacto cada pelicula fue inspeccionada en detalle

para evitar la presencia de impurezas o defectos. Una gota de agua destilada fue formada
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utilziando una jeringa con aguja de 0.516 mm de diametro externo. La gota fue depositada
sobre el film y se realizdé la medicion a los 30 s posteriores, por medio de la toma de
imagenes utilzando el sistema de analisis de gotas KRUSS DSA25. Todas las mediciones

se realizaron en triplicado.

5.2.7.3. Microscopia Optica y electronica de barrido

De forma de observar detalles en la superficie de las peliculas, se cortaron muestras de
lcmxlcm y fueron analizadas utilizando el microscopio Carl Zeiss Primo Star, con
aumentos x10 y x40, capturando las imagenes con el software del equipo. Por otra parte
las imagenes de microscopia de barrido fueron obtenidas luego del dopamiento de las
muestras de peliculas con oro. Las microfotografias fueron obtenidas utilizando el equipo
JEOL JSM-6380.

5.2.7.4. Andlisis de espectroscopia FTIR y Raman

Para estudiar los enlaces presentes en las peliculas de NFC/CS y sus espectros
vibracionales, se realizaron analisis de especroscopia IR con transformada de Fourier
(FTIR) y Raman. Espectros IR en el rango 400-4000 cm- fueron obtenidos utilizando el
equipo Nicolet Nexus. Pequefios cortes de 1cm? de peliculas fueron secadas en desecador
de silica por 24 h para evitar la interferencia de humedad. Luego, fueron molidas y
combinadas con KBr para obtener un disco analizable por el quipo. Por otra parte, los
espectros Raman fueron obtenidos en el rango 600-4000 cm-tutilizando el equipo LabRAM
HR evolution. Para facilitar el andlisis, correccion de linea base y reconicimiento de
sefales, los espectros FTIR y Raman fueron procesados utilizando el softwaare OriginPro
(2022h).

5.2.7.5. Permeabilidad de aire

La permeabilidad al aire de peliculas fueron medidos usando un equipo Gurley para
porosidad. A través de este método se mide el tiempo total que requiere un volumen fijo

de aire para atravesar la pelicula, estableciendo una relacién inversa entre tiempo
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transcurrido y permeabilidad. El area de prueba es de 12.5 cm?. El volumen de aire
utilizado fue de 100 ml, siguiendo las recomendaciones de la norma Tappi T460-Om. Para
cada pelicula el procedimiento fue repetido en triplicado.

5.2.7.6. Tasa de transferencia de oxigeno

La tasa de transferencia de oxigeno fue medida utilizando la norma ASTM D3985-02
usando el equipo SYSTESTER, modelo OTR-1903 en el modo inteligente. Las condiciones
dentro de la camara fueron controladas a 23°C y 0%HR, el area de medicion fue de 38.5

cm2.

5.2.8. Analisis estadistico de mediciones
La informacién generada en cada caracterizacion sera analizada utilizando el software
RStudio (1.4.1717). Se realizaran andlisis de varianza (ANOVA) y test de Tukey para

diferenciar las medias en distintos grupos. En cada caso, la significancia utilizada sera
p=0.05.
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6. Resultados y discusion
6.1. Caracterizacion de las nanofibras producidas

El analisis viscosimétrico de la solucién de NFC present6 una viscosidad intrinseca de
988.6 mg/L en agua (Fig 14). A partir de los resultados reportados por el analizador de
tamafo se obtuvo un largo aparente promedio de 8.45 + 0.5 um, posteriormente, y usando
la correlacion previamente reportada (Albornoz-Palma et al., 2022), se estimo la relacion
de aspecto (L/D) con valor 268, lo que permité obtener un diametro aproximado de
31.5+18.7 nm.
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Figura 14. Relacion de viscosidad reducida y concentraciéon para el calculo de viscosidad

intrinseca.

6.2. Grado de protonacion de quitosano

La titulacion potenciométrica de la dispersion de quitosano y la mezcla NFC/CS fue
realizada (Fig 15 (a)). Posteriormente se obtuvo el pKa del quitosano como el valor de pH
a partir del promedio de los picos encontrados (Vi1 y V2) en la curva ApH/AV (Fig 15(b))
para cada ensayo. Se obtuvo un pKa = 6.49 para la muestra de 100%CS y pKa=6.52 para
la muestra con 60%NFC + 40%CS. Estos valores son similares a previamente reportados
(Domard et al., 1987; Rinaudo et al., 1999).
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Figura 15. Titulacién potenciométrica realizada (a). Curva ApH/AV obtenida (b).

Utilizando el valor encontrado para la mezcla de NFC/CS fue posible correlacionar el pH
de la dispersién con el grado de protonacion (a) del quitosano presente utilizando la

ecuacion (5).

1
T ©)

La tabla 4 presenta los valores de pH asociados a cada grado de protonacion estudiado

en la segunda bateria de ensayos.

Tabla 4. pH objetivo de dispersiones utilizadas para estudiar el cambio en el grado de
protonacion (a) (pKa = 6.52).

Muestra CA CB C CD CE CF

o 1 08 063 04 0.2 0
pH 495 591 635 6.71 7.13 9.00

6.3. Espesor de peliculas obtenidas

Se estudio el espesor de peliculas obtenidas usando un micrometro. La figura 16 presenta
el diagrama de cajas de ambas baterias de ensayos. A pesar de la simpleza del método

de nebulizacion, fue posible obtener peliculas con gran reproducibilidad de sus espesores.
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En todos los casos se utilizd el mismo tiempo de nebulizado, consistencia de la dispersion

y condiciones de secado.

Es importante comentar la influencia de las condiciones de secado. Se probaron diversas
variantes antes de establecer la metodologia utilizada, como el secado en condiciones
ambientales, en estufa de tiro forzado o estufa al vacio y en todos los casos se observé
que cambios de termperatura durante el secado promovian el arrugamiento y la aparicion
de defectos durante la formacion de las peliculas, por lo que se prefirié utilizar el secado
en sala climatizada (23°C y 50%HR). Por otra parte la muestra F (100%CS) fue la Unica
que no pudo formar una superficie continua durante el tiempo de nebulizacion,

presentando puntos vacios observables de forma macroscopica y fragilidad al tacto.
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Figura 16. Diagrama de cajas del espesor de peliculas fabricadas. (a) Bateria 1: A
(100%NFC), B(80%NFC+20%CS), C(60%NFC+40%CS), D(40%NFC+60%CS),
E(20%NFC+80%CS), F(100%CS). (b) Bateria 2: CA(a=1), CB(0=0.8), CC(a=0.63),
CD(0=0.4), CE(a=0.2), CF(a=0).

No se encontraron diferencias significativas entre los espesores de las peliculas obtenidas,

por lo que se considera que es posible hacer comparaciones entre sus propiedades fisico

mecanicas, sin que el espesor sea una variable a ponderar en el analisis.
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6.4. Microscopia de peliculas obtenidas

6.4.1. Microscopia optica

Por medio de la microscopia Optica fue posible observar diferencias generales en la
morfologia superficial entre las peliculas obtenidas. La figura 17 presenta las imagenes
obtenidas. La pelicula A (100%NFC) presenta una matriz altamente enmarafiada formada
por las interacciones entre fibras (Fig 17). Es notable, que el patron de la tela de poliéster
de 140-mesh fue transferido a las peliculas con gran detalle. Esto se relaciona con lo
observado en otras publicaciones respecto a la capacidad de formacién de micro patrones
en peliculas de NFC (Browne et al., 2021). En el otro extremo, la pelicula F (100%CS),
presenta una estructura continua pero altamente porosa, similar a otros reportes (Qin et
al., 2023). Por otra parte, la muestra C (60%NFC+40%CS), revela una red de fibras
conectadas con quitosano presente tanto en los espacios entre fibras y como
recubrimiento. Cuando se evaluaron cambios en el grado de protonacion de quitosano
manteniendo fija la proporcion NFC/CS (Fig 18), se observan cambios en la superficie. La
pelicula CA (a=1), presentd una superficie mas homogénea, donde fue posible reconocer
fibras recubiertas con quitosano (sefialado en rojo), de mayor didmetro aparente que fibras
observadas en la pelicula CF (a=0) que no presentaron este recubrimiento y permitieron
observar fibras mas expuestas (sefialado en rojo). Esto puede ser atribuido a que, a mayor
protonacién del quitosano, mayor cantidad de interacciones electrostaticas con NFC. Estas
fuerzas de menor alcance de accion tienen un efecto de recubrimiento superficial entre los
grupos cationicos —NHs* presentes en quitosano y la carga superficial negativa de las
fibras. Mientras que un menor grado de protonacion favorece las interacciones puente
hidrogeno entre e intra NFC y CS, menos especificas, permitiendo que las fibras queden

Mas expuestas.
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Figura 17. Microscopia 6ptica de peliculas con diferente composicion NFC/CS.
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c
(a=0.63)

Figura 18. Microscoia 6ptica de peliculas con diferente grado de protonacioén (a).
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6.4.2. Microscopia electronica de barrido.

A través de la microscopia SEM fue posible estudiar con mayor detalle la superficie de
peliculas. La figura 20 presenta las micrografias SEM de peliculas obtenidas con distinta
composicion. Es posible observar la red interconectada de microfibrillas en la muestra A
(100%NFC) y la estructura porosa de la muestra F (100%CS). También se observa que la
muestra C (60%NFC+40%CS) presenta una estructura intermedia, con presencia de
conexiones entre microfibras y un recubrimiento parcial con quitosano. Cuando se
compara el grado de protonacion (Fig 21), la muestra CA (a=1) y la muestra C (a=0.63)
presentan agregacion de CS sobre las micro fibras, atribuidas al aporte de interacciones
electrostéticas. Asi mismo, la muestra CF presenta microfibras con una mucho menor
agregacion de quitosano, preservando su forma alargada. Esto es atribuido a la naturaleza
poco especifica de los puentes hidrégeno entre e intra NFC/CS. Es importante sefialar que
en todos los casos la orientacion cadtica de las fibras es preservada, permitiendo la
formacién de rutas tortuosas para el transporte de gases y las propiedades mecanicas

asociadas a la interaccién entre micro fibras.

39



A
(100%
NFC)
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NFC +
40%
CS)

(100%
CS)

Figura 19. Microscopia electrénica de barrido de superficie de peliculas de diferente

composicion.
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CA
(a=1)

c
(a=0.63)

CF
(a=0)

188 um

Figura 20. Microscopia electrénica de barrido de superficie de peliculas de diferente

grado de protonacion (a=1).
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6.5. Analisis espectropicos

6.5.1. Espectroscopia FTIR

La figura 21 presenta los espectros FTIR obtenidos para ambas baterias de ensayos. Las
muestras A (100%NFC) y F (100%CS) (Fig 21(a)) presentan espectros para NFC y CS con
sefales que concuerdan con lo previamente reportado (Kim et al., 2006; Lamm et al., 2022;
Hai et al., 2020; Costa et al., 2021). Debido a su similitud quimica, existen sefiales
caracteristicas compartidas entre NFC y CS. Entre ellas: la banda ancha de absorcion
entre 3200-3400 cm™ asociado a las vibraciones de estiramiento de O-H y N-H; la sefial a
2915 cmtatribuidos a la vibracion de C-H; la sefial en 1055 cm-trelacionado al estiramiento
del enlace C-O. Adicionalmente, la muestra A (100%NFC) presenta picos caracteristicos
en 1369 y 1315 cm? relacionados a la deformacion y doblamiento de grupos C-H y C-O.
Por otra parte, la muestra F (100%CS) presenta sefiales caracteristicas del quitosano en
1369, 1315 y 1557 cm relacionados al estiramiento de C=0 y el doblamiento de N-H. La

muestra C (60%NFC+40%CS), presenta todas las sefiales descritas.

Por otra parte, fue posible evidenciar cambios en los espectros asociados al cambio de
protonacion de quitosano en peliculas compuestas obtenidas (Fig 22 (b)). Se observa un
desplazamiento en la posicién del pico en la banda 3200-3400 cm™ (asociado a O-H y N-
H) y en la sefial de 1557 cm™ asociada al N-H, ambos cambios se encuentran sefialados
con (*) en la figura. En ambos casos un mayor grado de protonacion se relacion6 con una
disminucién del nimero de onda. Esto es debido a la interaccion de —NHs* y grupos O-H
(Mauricio-Sanchez et al., 2017; Zhang et al., 2019).
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Figura 21. Espectros FTIR de peliculas obtenidas. (a) Peliculas con diferente
composicién; A (100% NFC), C (60%NFC+40%CS), F (100%CS). (b) Peliculas con
misma composicion (60%NFC+40%CS) y distinto grado de protonacion; CA (a=1), C
(a=0.63), CF (a=0). Sefales con marca (*) presentan desplazamientos atribuidos a

cambios en protonacion.

6.5.2. Espectroscopia Raman

De forma similar, la figura 22 presenta los los espectros raman de peliculas compuestas
obtenidas. La muestra A(100%NFC) presenta una sefal fuerte cercana 1100 cm, que
representa el estiramiento y vibracion de grupos hidroxilos presentes en celulosa y la sefial
cercana a 2890cm que representa el estiramiento y vibracion de la parte cristalina en la
celulosa (Agarwal eta I., 2017). Por otra parte la muestra F(100%CS) presenta una sefial
fuerte en 1625 cm asociada a la vibracién de C-N y N-H como ha sido previamente
reportado (Varma et al., 2020; Nirmala et al., 2011). De manera esperable, la muestra C

(60%NFC+40%CS) presenta ambos grupos de sefales.

Cuando se evalu6 el cambio en el grado de protonacion (Fig 22(b)), se observaron ligeras
variaciones en los espectros. La sefial en 1150cm-?, asociado a la unién glucosidica C-O-
C entre unidades de glucosamina, presentd una sefial mas ancha con el aumento en el
grado de protonacion, lo que concuerda con lo encontrado por otros autores (Binias et al.,
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2016). También, la sefial de la banda amida en 1325cm-?, asociado al estiramiento de C-
N y N-H, present6 una variacion en la intensidad de su sefial. Esto concuerda con lo
previamente reportado (Binias et al., 2016; Eddy et al., 2020). Finalmente, la sefial débil
encontrada en 1690 cm™ en la muestra no protonada (CF) fue atribuida al estiramiento de
C=0 en quitosano permitido por la falta de interacciones con grupos —NHs*. Estos

resultados revelan que la protonacion de quitosano en las peliculas fue efectiva.
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Figura 22. Espectro Raman de peliculas obtenidas. (a) Muestras con diferente
composiciéon; A (100% NFC), C (60%NFC+40%CS), F (100%CS). (b) Muestras con
misma composicién (60%NFC+40%CS) y diferentes grados de protonacion (a).

6.6. Propiedades mecénicas

La tabla 5 presenta los resultados obtenidos de la prueba de tension. Cuando se analiza
el efecto de la composicion en las mezclas NFC/CS (setl), es notorio el efecto de refuerzo
de las NFC sobre el CS. A medida que aumenta el contenido de CS, propiedades como el
modulo de Young, limite elastico y elongacion a la ruptura disminuyen significativamente.
Esto concuerda con previos reportes (Zhang et al., 2021; Yadav et al., 2020). Las muestras
F (100%CS) presentaron las menores propiedades mecanicas. Esto se explica por la falta
de tiempo de nebulizacibn para obtener una estructura continua y su naturaleza
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quebradiza. En el otro extremo, las muestras A (100%NFC) presentaron las mejores

propiedades mecanicas entre las evaluadas.

Cuando se analiza el grado de protonacion, se observan cambios significativos. Quitosano

mas protonado permiti6 obtener mayores modulos de Young y limite elastico. Esto fue

asociado al refuerzo de la matriz de nanofibras por las interacciones electrostaticas de

grupos —NHs* y la superficie de NFC (Fig 23). Mientras que un menor grado de protonacion

permite la formacion de puentes hidrogenos menos especificos entre e intra NFC y CS,

permitiendo que el quitosano ocupe espacios libres entre fibras. Esto concuerda con el

aumento en la elongacion a la ruptura en la medida que disminuye el grado de protonacion,

debido al facilitamiento de la separacién de fibras durante las pruebas de tension.
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Figura 23. Cambios en interaccién entre NFC y CS en diferentes condiciones de

protonacion.

Estos resultados demuestran el potencial del ajuste de pH en la obtenciéon de materiales

con CS y NFC, que permiten obtener una gran variedad de propiedades mecénicas sin la

necesidad de funcionalizacion o la adicién de agentes entrecruzantes.
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Tabla 5. Resultados de las pruebas de tension en peliculas obtenidas.

Setl Set 2
Muestra A B C D E F| CA CB C CD CE CF
Médulo de Young
6.12 562 3.8 23¢ 21¢ 044|532 50 38 30d 25d 17d
(GPa)
S.D. () 1.1 0.7 0.1 0.1 03 01 | 0.2 0.2 0.1 0.9 0.5 0.3
Limite elastico (MPa) | 39.52 27.2° 21.5° 29.8° 10.9¢ 2.4c¢| 37.82 34.8% 215> 26,12 21.1b 21.9°
S.D. () 48 3.0 15 1.8 49 09 | 57 7.2 15 6.0 5.2 4.0
Elongacion a la
322 25 232 25 Q9¢ 1.0°|12¢ 12¢ 23 200 17bc 312
ruptura (%)
S.D.(2) 04 01 0.3 0.4 02 02 | 03 0.3 0.3 0.4 0.1 0.3

*(a,b,c,d,) Corresponde al grupo estadistico asignado por el test de Tukey.

6.7. Angulo de contacto

En cuanto a empaques de alimento, la interaccion superficial con agua es relevante, dado
que muchos alimentos como frutas y vegetales interactian de diversas formas con la
humedad durante su procesamiento, distribucion y almacenamiento. La tabla 6 presenta
los angulos de contacto obtenidos en ambas baterias de de ensayos. Usualmente, un
material se considera hidrofébico si el angulo de contacto de la gota supera los 90°
mientras que se considera hidrofilico si el &ngulo es menor. Cuando se evalua el efecto de
la composicion se puede observar que solo la muestra F (100%CS) es caracterizable como
hidrofébico. En la medida que aumenta la cantidad de NFC adicionada el angulo disminuye
significativamente hasta la muestra A (100%NFC). Esto es esperable debido a la gran
interaccion entre las NFC, alta superficie especifica y su capacidad para formar puentes
hidrégeno con el agua. Por otra parte, cuando se comparan distintos grados de
protonacion, utilizando la misma composicion, podemos observar el importante impacto de
la protonacion en la superficie de las peliculas. EI aumento en el grado de protonaciéon
permito a las muestras CA (a=1) y CB (0=0.8) alcanzaran angulo sobre los 90°. Este es
atribuido al recubrimiento superficial de las NFC con CS debido a las atracciones de
electrostaticas entre los grupos —NHs* y la superficie de NFC (Fig 23). Esto permite que,
en la superficie, al momento que se deposita la gota, esta tenga contacto principalmente

con quitosano, de ahi que los dngulos obtenidos se asemejan a los valores de quitosano
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(muestra F). Al mismo tiempo, cuando el quitosano se encuentra con bajo nivel de
protonacion aumenta la cantidad de grupos —NH2, que son capaces de formar puente
hidrégeno con el agua mejorando la afinidad de las peliculas con el agua. Ademas, similar
a lo previamente comentado, estas interacciones entre e intra NFC y CS permite dejar la
celulosa expuesta, fomentando ain mas la disminucién del angulo de contacto. Estos
resultados sugieren que el ajuste de pH en las dispersiones de NFC/CS puede ser una
alternativa atractiva para la obtencion de materiales hidrofobicos.

Tabla 6. Angulo de contacto al agua de peliculas obtenidas
Setl Set 2

Muestra A B C D E F CA CB C CD CE CF

Angulo de 43.5¢ 47.4° 64.7° 62.9° 71.0> 104.22 | 109.22 9552 64.7° 51.3%¢ 41.2¢d 31.3d
contacto (°)
S.D. () 2.8 1.0 4.3 2.0 5.8 1.3 14.5 7.5 4.3 14 14 0.3

*(a,b,c,d,) Corresponde al grupo estadistico asignado por el test de Tukey.

6.8. Barrera a gases

Teniendo en cuenta su aplicacion como empaque de alimentos, la capacidad de barrera a
gases de un material es fundamental para asegurar la proteccion del producto, para evitar
contaminacion o pérdida. La tabla 7 presenta los resutados obtenidos para permeabilidad
de aire y transferencia de oxigeno obtenidos. A partir del método de Gurley y cuando se
comparan los cambios de composicion en las mezclas NFC/CS, se observa una gran
variacion de valores de permeabilidad al aire. Las muestras de la A (100%NFC) hasta la D
(40%NFC+60%CS) presentan tiempos mayores a 1800 s. Segun lo sugerido por la norma
Tappi T460-om, materiales que presenten mas de 1800s de tiempo para permear 100 ml
de aire son considerados como materiales no porosos. Esto concuerda con lo reportado
frente a la capacidad de NFC de formar una barrera tortuosa y efectiva para el traspaso de
gases (Wang et al.,, 2020). La muestra E (20%NFC+80%CS) presentdé un tiempo de
permeabilidad menor a 1800 s, esto ha sido relacionado con el alto contenido de quitosano
y su naturaleza porosa. Por otro lado, la muestra F (100%CS), que no pudo formar una

superficie continua, no logro oponer mayor resistencia al aire debido a que no logro
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presentar una superficie continua, sino mas bien porosa (descrita en la seccion de

microscopia).

Cuando se evalla el cambio en grado de protonacién, ambas muestras CA (a=1) y CF
(a=0), presentaron mayores permeabilidades que C (0=0.63). A pesar de esto, la muestra
CA puede ser considerada como no porosa. En ambos casos, el recubrimiento de las fibras
con quitosano altamente protonado, 0 su exposicion debido a una baja protonacién pueden
aportar a en la formaciéon de caminos menos tortuosos para el traspaso de aire. Se
considera que C, por tener una protonacion intermedia, podria beneficiarse de ambos
fendbmenos, permitiendo oponer mayor resistencia al traspaso de aire. Esto concuerda con
previos reportes al adicionar CS disuelto en pH neutro (asociado a una protonacion
intermedia) y su capacidad para mejorar capacidades de barrera en matrices como papel

reciclado (Nassar et al., 2014) e hidrogeles de algodén (Benltoufa et al., 2020).

Tabla 7. Propiedades de barrera de peliculas obtenidas.

Set 1l

Sample A B C D E F CA CF
Gurley air permeability

©)

12,995 10,056° 4,126° 3,579 1,103¢ 219 | 2,0742  426°

S.D. () 811 400 338 361 302 3 84 102
OTR (cc/m2day) 0%HR 23.32 9.6b - 9.02 552
S.D. (3) 4.9 2.4 - 55 26

*(a,b,c,d,) Tukey'’s test correspondent group among sets.

Cuando se evalu¢ la tasa de transferencia de oxigeno, la muestra A (100%NFC) presento
una mayor transferencia que la muestra C (60%NFC+40%CS). Esto puede ser relacionado
a la interaccién directa entre quitosano y oxigeno, y como afecta la tortuosidad del paso
del gas. La muestra F no pudo ser analizada pues, tras varios intentos, la camara no logro
estabilizar la concentracion de oxigeno, atribuido a la presencia de poros a través de la
pelicula. Se requieren mas experimentos para entender la relacién entre NFC/CS y sus
propiedades de barrera, en este caso las muestras fueron procesadas con 0%HR que, si

bien es una configuracion estandar en el estudio de materiales, se aleja de las condiciones
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habituales de almacenamiento de la mayoria de alimentos. Estos ensayos podrian incluir
diferentes temperaturas y condiciones de humedad. Cuando se compara el efecto de la
protonacion, no se aprecian diferencias significativas entre las muestras CA'y CF. A pesar
de que estos resultados no son reveladores, la composicion de 60%NFC y 40%CS en
todos los grados de protonacién evaluados, esto es CA(a=1), C(a=0.63) y CF(a=0),
presentaron valores de OTR menores a 20 cc/m?dia lo que permitird utilizar estos
empaques en el envasado de carnes, segun Schmidt et al (2012). Esto indica el gran
potencial de la mezcla NFC/CS como alternativa sustentable como barrera a gases para

la proteccion de alimentos.
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7. Conclusiones

Cuando se evaluo el efecto de la adicion de nanofibras de celulosa y quitosano en distintas
proporciones se encontré que, con el aumento de CS, el modulo de Young disminuyo
significativamente desde 6.1 GPa para una pelicula 100% NFC hasta 0.4 GPa para una
pelicula 100%CS. El mismo efecto de refuerzo mecanico de NFC fue observado para el
limite elastico que varié desde 39.5 MPa (100%NFC) hasta 2.4 MPa (100%CS). La
permeabilidad al aire también vari6 de forma significativa, obteniendo los mejores
resultados con las muestras A (100%NFC) y B (80%NFC+20%CS), que presentaron
mediciones que permiten considerarlos no porosos. A su vez, la adicion de CS a partir de
este rango presentd menores permeabilidades hasta no oponer resistencia al paso de aire
en el caso de la pelicula F(100%CS). La estructura porosa de CS se comprobé a través

de los ensayos de microscopia Optica 'y SEM.

Respecto a la modificacion de grado de protonacion de quitosano en peliculas obtenidas
con mezcla 60%NFC+40%CS, se logro satisfactoriamente la protonacion en diferentes
grados. Fue posible comprobar el proceso a partir de ensayos de espectroscopia FTIR y
Raman y el desplazamiento de sefiales caracteristicas de los grupos amino (-NHz)
presentes en quitosano. Fue posible observar cambios significativos en las propiedades
mecanicas de peliculas con la modificacién de la protonacion. EIl modulo de Young varié
desde 5.3 GPa para la muestra CA (a=1) hasta 1.7 GPa para la muestra CF (a=0). Este
efecto de refuerzo atribuido al aumento de interacciones electrostéaticas con la protonacion
también se observé en el limite elastico desde 37.8 MPa para la muestra CA(a=1) hasta
21.9 MPa para la muestra CF (a=0). También se observd que la menor permeabilidad al
aire se obtuvo con un grado intermedio de protonacién C(a=0.63), mientras que aumentos

o disminuciones de la protonacion favorecian el traspaso de aire.

Fue posible evaluar el impacto en las caracteristicas superficiales de peliculas a partir de
las mediciones de angulo de contacto. Cuando se evaluaron distintas composiciones fue
posible comprobar la caracteristica hidrofilica de peliculas 100% NFC, con angulo de 43.5°

mientras que las peliculas 100%CS presentaron angulo centrados en 104.2°, por lo que
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pudieron ser considerados hidrofobicos. No fue posible obtener angulos mayores a 90°
con la adicién de NFC, siendo la muestra E (20%NFC+80%CS) la de menor cantidad de
NFC con angulo de 71.0°. Sin embargo, cuando se evalu6 el efecto del grado de
protonacion en muestras 60%NFC+40%CS fue posible obtener peliculas hidrofobicas

cuando se aumentoé el grado de protonacién: CA(a=1), 109.2° y CB (a=0.8), 95.5°.

Variar la composicion de NFC y CS, y la protonacion de quitosano, permitié aprovechar las
interacciones electrostaticas entre ambos biopolimeros. Estos resultados vislumbran el
potencial de la modificacion de pH en la obtencion de materiales compuestos NFC/CS
como una manera facil y escalable para obtener una alternativa sustentable a la industria

de empaque de alimentos.
Se considera que a través de la experimentacion fue posible desarrollar y caracterizar un

material sustentable, que presenta propiedades atractivas para la industria del empaque
de alimentos.
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