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RESUMEN

Se elaboraron peliculas biodegradables de almidén de maiz oxidado, gelatina
bovina y glicerol como plastificante, donde se incorporé el agente activo etil
lauroil arginato (LAE). Las peliculas se obtuvieron por extension y secado
(casting) y se caracterizaron sus propiedades fisicas (microestructura,
mecanicas, barrera, Opticas, humedad de equilibrio, migracién total en
simulantes alimentarios y solubilidad en agua). Se observé una estructura
estratificada a causa de la diferencia de densidad entre el almidon y la proteina,
mientras que la incorporacién de LAE favorecié una mayor homogeneidad y
propicio la aparicion de pequefias burbujas de aire a causa de su caracter
tensoactivo. Con oxidacion total, debido al mayor grado de entrecruzado, los
films fueron mas rigidos y menos extensibles, mientras que con oxidacion parcial
se observo el efecto contrario, atribuible a heterogeneidades en las cadenas. En
general la adicion de LAE supuso un descenso de los valores de esfuerzo. La
oxidacion del almidon tuvo como consecuencia la reduccién de la humedad de
equilibrio, la permeabilidad al vapor de agua y al oxigeno, coherentemente con
la mayor hidrofobicidad de la matriz. Las peliculas con almidon oxidado
presentaron coloraciones pardas atribuibles a productos de Maillard, que
también se liberaron en presencia de LAE. La oxidacion del almidon redujo
considerablemente la migracion en acido acético y la capacidad de hinchamiento

en agua destilada, coherentemente con el entrecruzado de la matriz.

Palabras clave: Films biodegradables, almidéon de maiz oxidado, gelatina
bovina, LAE.



ABSTRACT

Biodegradable films were prepared using oxidized corn starch, bovine gelatin and
glycerol as a plasticizer, with the incorporation of ethyl lauroyl arginate (LAE).The
films were obtained by casting, and their physical properties (microstructure,
mechanical, barrier, optical, equilibrium moisture content, overall migration in
food simulants and water solubility) were characterized. A layered structure was
observed as related to the density gradient between starch and protein, whereas
LAE incorporation favored film homogeneity and caused the appearance of small
air bubbles due to its surfactant character. Films with fully oxidized starch were
more rigid and less extensible due to the higher degree of crosslinking. On the
other hand, the opposite effect was observed in films with partially oxidized
starch, due to heterogeneities in the polymer chains. In general, the addition of
LAE caused a decrease of stress values. Oxidation of starch increased the
hydrophobic character of the matrix, thus causing a reduction in the equilibrium
moisture and permeabilities to both water and oxygen. Films with oxidized starch
presented browning, attributable to Maillard products, which are also present with
LAE. Oxidation of starch considerably reduced both film migration in acetic acid

and swellability in distilled water, as consequence of the crosslinked matrix.

Keywords: Biodegradable films, oxidized corn starch, bovine gelatin, LAE.
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1. Introduccion.

En la actualidad, la mayoria de los envases de productos alimentarios son
producidos a partir de materiales poliméricos derivados del petréleo no
biodegradables (Saiah et al., 2009). Entre ellos, los mas utilizados son el
polipropileno (PP) y polietileno (PE), con un 22 y 37% de la demanda mundial.
Estos envases cumplen con la finalidad de conservar y proteger a los alimentos
de dano fisico, oxidaciones y alteraciones microbiologicas, pero su uso masivo
se esta convirtiendo en un serio problema medioambiental, teniendo el uso
alimentario un gran peso respecto al total de sectores productivos (Azeredo,
2009). La figura 1.1 muestra el aumento exponencial de la produccién de

plasticos a nivel mundial y europeo.
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Figura 1.1. Evolucion de la produccion de plasticos a nivel mundial y en Europa.
Fuente: PlasticsEurope PEMRG.

Se puede observar que este aumento en Europa no ha sido tan elevado en
comparacién con la media mundial debido a la incorporacién de un gran numero
de paises, antes emergentes, a la produccion mundial. La sustitucién parcial o
total de estos materiales plasticos por polimeros biodegradables provenientes de
fuentes renovables podria reducir el impacto que tiene actualmente la produccion
de plasticos en el medioambiente (Andrade-Molina et al., 2013), siendo éste uno
de los temas que requiere todavia los esfuerzos de investigacién de académicos

y empresas para adecuar los nuevos materiales a los usos requeridos.



1.1 Materiales biodegradables para el envasado de alimentos

En la actualidad se han desarrollado un gran numero de bioplasticos o plasticos
biodegradables tanto a partir de fuentes renovables como de sintesis. Entre
estos polimeros destacan los obtenidos a partir de hidroxibutirato y
hidroxivalerato, que son producidos en la naturaleza durante la biosintesis. Otros
materiales biodegradables son polimeros provenientes del almidon o celulosa
que se suelen usar mezclandolos con polimeros sintéticos (Halina Kaczmarek,
2003). También se han desarrollado materiales nanocompuestos que presentan

buenas propiedades mecanicas, de barrera y térmicas entre otras.

Entre los biopolimeros, el almidon es destacable por su gran disponibilidad y bajo
coste en el mercado (Moreno et al., 2014 Wilhelm et al., 2003; Barnett, 2011).
Tras su termoprocesado en presencia de plastificantes, el almidon presenta
propiedades termoplasticas muy similares a la de los plasticos sintéticos, lo cual
posibilita la obtencidon de peliculas que pueden actuar como barrera al ambiente
externo, protegiendo los productos alimenticios y contribuyendo a alargar su vida
util. La obtencion de estas peliculas implica, ademas de los agentes formadores
de las mismas, el uso de solventes y plastificantes entre otros (Leites, 2015).
Ademas, algunos compuestos pueden anadirse durante la formacién del film
para proporcionar propiedades antioxidantes y antimicrobianas al material,
permitiendo la obtencion de los llamados materiales activos para el envasado,
que permiten aumentar la estabilidad del alimento y su vida util. La aplicacion de
los films biodegradables como cobertura de alimentos esta siendo investigada

en su capacidad de retardar la transferencia de humedad, gases, lipidos etc...

1.2 El almidén en la obtencidon de materiales para el envasado de alimentos.

El almidéon es un material polimérico muy abundante en la naturaleza.
Representa mas de un 60% de la composicion de los granos de cereales y se
puede separar facilmente de los otros componentes (Arvanitoyannis y Kassaveti
2009). Tanto los almidones nativos como los modificados juegan un papel
importante en la industria alimentaria, ya que pueden ser utilizados para adecuar

las propiedades fisicas de los productos alimenticios (salsas, sopas etc....) y



modificar su textura. Ademas, es destacable su capacidad de formacion de geles
y propiedades filmogenas. Los granulos de almiddn no son solubles en agua fria
debido a los puentes de hidrogeno que mantienen unidas las cadenas de amilosa
y amilpectina en el granulo nativo. Sin embargo, cuando el almidén se calienta
en agua, la estructura cristalina se ve afectada y las moléculas de agua
interaccionan con los grupos hidroxilo de las cadenas, tanto de amilopectina
como amilosa, provocando la parcial solubilizacion del almidén (Hoover, 2001).
Calentar suspensiones de almiddn en un exceso de agua hasta temperaturas del
orden de 65-100 °C provoca un proceso irreversible de gelatinizaciéon. Esto es
necesario para obtener una solucion homogénea formadora de pelicula. La
gelatinizacion consta de varias fases: la hidratacion del granulo, la difusion del
solvente dentro de los granulos de almidén, la fusion de las zonas cristalinas de
los polimeros y la solubilizacién parcial e hidratacion de las cadenas (Donovan,
1979; Liu et al., 1991; Jenkins and Donald, 1998).

1.3 Fuentes y estructura del almidén

Cereales y tubérculos como maiz, patata, trigo, sorgo o yuca, entre otros,
presentan un contenido entre el 30 y el 70% de almidén en su composicion
polimérica y son fuentes naturales de este polimero que puede usarse en su

estado nativo o modificado.

El almidon nativo estda compuesto por dos principales componentes
macromoleculares: amilosa y amilopectina. La amilosa es un polimero lineal de
a-1,4 unidades de glucosa que tiene una excelente capacidad de formacion de
films fuertes, isotropicos, inodoros, insipidos e incoloros (Campos et al., 2011).
Por otro lado, la amilopectina es un polimero altamente ramificado de cadenas
a-1,4 unidas de glucosa con puntos de ramificacién a-1,6 glucosidicos que
ocurren cada 25-30 unidades de glucosa (Durraniy Donald, 1995; Liu 2005).
Fisicamente, los almidones nativos adoptan la forma de granulos, donde tanto la
amilosa y la amilolopectina estan estructuradas por enlaces de hidrégeno, que
contienen regiones cristalinas y no cristalinas en capas alternas (Jenkins et al.
1993). Los almidones nativos mayoritariamente son semi-cristalinos, con una
cristalinidad de aproximadamente 20-45% (Whistler et al. 1984). La amilosa y los
puntos de ramificacion de amilopectina forman las regiones amorfas mientras
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que las cadenas cortas ramificadas en la amilopectina son los principales
componentes cristalinos en el almidéon granular. Los almidones pueden
diferenciarse entre si por su contenido de amilosa y amilopectina, que dependen

de la fuente de la que se extraen (Bemiller y Whistler, 2009; Bertolini, 2009).

1.4 Métodos de obtencidon de peliculas de almidén

La obtencidn de peliculas de almidon implica la desestructuracion de los granulos
y la liberacion de los polimeros, a fin de que puedan reorganizarse sus cadenas
de una forma ordenada capaz de formar una matriz polimérica con adecuadas
propiedades mecanicas y funcionales. Esto puede conseguirse mediante
procesado en humedo (extension y secado de dispersiones formadoras de
pelicula: casting) o termoprocesado de almidon en presencia de plastificantes,

principalmente glicerol (procesado termoplastico).

1.5 Peliculas de almidén obtenidas por casting

El método de casting consiste en la formaciéon de una pelicula por medio la
extension y secado de una dispersion del polimero que contiene ademas el resto
de componentes como los plastificantes. Este método es el mas comunmente
utilizado para la obtencion de recubrimientos, aplicando la dispersion
directamente sobre el producto con el posterior secado. Para la obtencion de
films por casting, la dispersion del polimero se vierte en una placa nivelada
(Bertuzzi et al., 2007; Jiménez et al., 2012) para proceder a su secado y obtener
los films. El proceso para los films de almidéon comprende varias etapas:
gelatinizacion, dispersion, homogenizacion de la mezcla, extension y secado. La
etapa inicial de gelatinizacion del almidon es necesaria cuando se utiliza almidon
nativo para liberar los polimeros de la estructura del grano. La optimizacion del
proceso depende del origen del almiddn, ya que la estructura del granulo viene
determinada por la fuente de almidén (Torres et al., 2005). Por tanto, esta etapa
puede llevarse a cabo a diferentes temperaturas, dependiendo del tipo de
almidon (Ratnayake y Jackson, 2007; Ronda y Roos, 2008) y del contenido de
plastificante (Tan et al., 2004). Tras la gelatinizacion tiene Ilugar la

homogenizacion, dependiente de los componentes afiadidos a la dispersion de



almidon. Finalmente, la extension de la dispersion formadora de film sobre una
superficie nivelada bajo condiciones controladas de temperatura y humedad
relativa, permite el secado y formacion del film. Los films son posteriormente
extraidos de las placas para las que se han utilizado diferentes materiales como
poliestireno (Han et al. 2006; Paes et al. 2008), polietileno (Garcia et al. 2000a;
Osés et al. 2009b) o politetrafluoretileno (Teflon) (Talja et al. 2007; Reddy and
Yang 2010; Jiménez et al. 2012). Se han utilizado también diferentes condiciones
de secado para la obtencién de films, que normalmente afectan a sus

propiedades por lo que deben ser controladas.

1.6 Obtencion de peliculas de almidén por termoprocesado.

Los llamados métodos “en seco” se basan en un tratamiento termoplastico. A
pesar de que el almidon nativo no es un material termoplastico, puede ser
procesado como tal si se lleva a cabo en condiciones adecuadas. Carvalho
(2008) describe el TPS (almidon termoplastico) como un material amorfo o
semicristalino compuesto de almidén gelatinizado o desestructurado que
contiene un plastificante o una mezcla de ellos. EI TPS puede ser repetidamente
ablandado y endurecido de modo que pueda ser moldeado por la accion de
fuerzas de cizallamiento y de calor, lo que permite llevar a cabo su procesamiento
con las técnicas comunmente usadas en la industria del plastico. El almidén
puede ser procesado térmicamente por extrusion de pelicula, extrusion de
espuma, inyeccion, moldeo por compresion y extrusion reactiva. Algunas de
estas técnicas son generalmente utilizadas con el almidén en combinacion tanto
con biopolimeros como con derivados del petréleo (Fishman et al 2000; Kim Lee
2002; Frost et al. 2011). El proceso de gelatinizacién depende principalmente del
contenido en agua y de las condiciones de temperatura. Mediante fuerzas de
cizalla se puede lograr la gelatinizacidn a bajos contenidos de agua debido a la
alta presion aplicada que desestructura los granulos de almidon, favoreciendo la
transferencia de agua a las moléculas del interior del granulo. Este proceso
térmico produce cambios fisicos en los biopolimeros de almidoén: difusion de

agua, expansion del granulo, fusion de zonas cristalinas y gelatinizacion.



1.7 Propiedades de las peliculas de almidén.

Las peliculas de almidén presentan buenas propiedades O6pticas, son
trasparentes e incoloras, y tienen muy buenas propiedades de barrera al
oxigeno, lo cual es interesante para la conservacion de alimentos. Por otro lado,
pero son altamente sensibles a la humedad por su caracter polar, lo que confiere
cambios notables en sus propiedades mecanicas y de barrera en funcion de la
humedad relativa ambiental. También presentan cambios en sus propiedades
con el tiempo, debido a la progresiva agregaciéon de sus cadenas que tienden a
formar puentes de hidrégeno entre sus grupos hidroxilo. Estas agregaciones, en
el caso de la amilosa, conllevan la formacion de zonas cristalinas. Todo este hace
a los films de almidon muy rigidos con el tiempo, perdiendo flexibilidad. El alto
caracter higroscoépico del almiddn, les confiere también a los films muy pobres
propiedades de barrera frente al vapor de agua, y a cambios relevantes en sus
propiedades en contacto con alimentos de alta humedad, lo que limita su uso
practico. La tabla 1.1 presenta de forma comparada los valores de las
propiedades mecanicas de films de plasticos convencionales con los de un
material comercial totalmente biodegradable a base principalmente de almidon
de maiz (Mater-Bi) y un poliéster alifatico-aromatico sintético, donde puede
observarse la menor extensibilidad y resistencia de los materiales de almidén en

comparacion con los plasticos convencionales.

Tabla 1.1 Médulo de elasticidad, tension y fractura y extensibilidad de diferentes
plasticos sintéticos (HDPE, PET y PP) y de almidén (Mater-Bi).

Propiedades HDPE PET PP Mater-Bi

mecanicas (Harper, (Harper, (Yam, 2009) (Petersen et
2004) 2004) al, 2001)

Médulo de

elasticidad 862 159 81.4 -

(MPa)

Tension de

fractura 21-52 9960 2760 18+ 2

(MPa)

Extensibilidad 10-500 30-300 35-475 60

(%)



En cuanto a las propiedades barrera, las peliculas de almidon superan
ampliamente a los plasticos convencionales en capacidad barrera al oxigenoy a
gases, pero su alto caracter hidrofilico le confiere muy bajo poder barrera al vapor
de agua. Estas debilidades de los films de almidon como material de envase
alimentario han obligado al desarrollo de modificaciones que permitan adaptar
sus propiedades a los requerimientos del envasado alimentario, y aprovechar su
bajo coste, disponibilidad, biodegradabilidad y compatibilidad para el contacto

con alimentos. Se han investigado diferentes estrategias de mejora:

1 Modificacion quimica del almidon: esterificacion, eterificacion, acetilacion,

hidroxipropilacién o la oxidacion (Lopez et al, 2013; Olsson et al., 2014 ).

1 Mezcla con otros biopolimeros mas o menos compatibles, como

quitosano, quitina, hidroxipropil metilcelulosa o gelatina.

1 Incorporacion de nanoparticulas organicas o inorganicas, entre otros
(Azeredo, 2009).

1.8 Propiedades del almidon oxidado

Entre los distintos métodos para modificar el almidon, se puede recurrir a su
oxidacion, y mas especificamente la division oxidativa, con peryodato, del enlace
C2-C3 de la anhidroglucosa del almidon nativo (Martucci & Ruseckaite, 2009).
La oxidacion del almidén puede llevarse a cabo a temperatura y pH adecuados
mediante una gran variedad de agentes oxidantes. Mediante la oxidacién del
almidén con peryodato, se introducen grupos funcionales carbonilo o carboxilo
en las cadenas de almidon que favorecen su entrecruzado (cross-linking) y
limitan el establecimiento de puentes de hidrogeno entre los grupos OH de las
cadenas y las moléculas agua, aportando un caracter mas hidrofébico al
producto. Esto podria suponer una mejora en sus propiedades barrera el vapor
de agua, limitando la capacidad de adsorcién de agua por parte del film. Ademas,
una matriz mas reticulada supondra también una mejora de las propiedades
mecanicas y la capacidad barrera tanto al oxigeno como al vapor de agua
(Martucci & Ruseckaite, 2009). Al almidén oxidado en esta forma se le denomina

DAS (dialdehyde starch). En la Figura 1.2 se ilustra la reaccién de oxidacion, con



la formacion de dialdehidos (Le Song et al., 2011) y, en la Figura 1.3 las
reacciones de entrecruzado mediante formacion de acetales entre carbonilos e
hidroxilos (Du et al. 2008).

CH,OH CH,OH
O
H H H Periodate H
O
OH H H
n
H OH
Starch Dialdehvde starch

Figura 1.2 Oxidacion del almidon

KBV}
KRy

Figura 1.3 Cadenas entrecruzadas mediante formacion de uniones acetalicas

H O H H O H
Ko\ W
ho ‘\
oH Q OH OH

entre carbonilos y oxhidrilos (Du et al. 2008).

El uso alimentario de DAS no esta permitido, por inducir la reticulacion de las
cadenas de polipéptidos y globulinas (Schwenke, Prahl, Gymratz, Ender, Uhlig y
Volnova, 1976) a través de la reaccion de condensacion de grupos carbonilo con
los grupos amino proteicos. Sin embargo, su potencial como componente de
plasticos biodegradables para fines de envasado radica precisamente en esta
capacidad de entrecruzar con proteinas para dar films con mejores propiedades.
Estudios previos con este almidon oxidado (Rhim et al., 1998) han puesto de
manifiesto un aumento en el médulo de elasticidad (rigidez), tension de fractura

(resistencia) del material y extensibilidad cuando se incorpord un 5 % de DAS en
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films de proteina de soja. Por otro lado, la solubilidad en agua disminuyd de
manera considerable a medida que el porcentaje de DAS aumento, lo cual es

indicador de la reticulacion de la estructura.

1.9 Films mixtos almidén-gelatina.

Como se ha comentado previamente, otra de las posibles estrategias para
mejorar las propiedades del almidén se basa en su combinacion con otros
biopolimeros. Diferentes autores han estudiado la combinacion del almidon con
gelatina, observando cémo diferentes proporciones de ambos polimeros
permiten modular la resistencia y extensibilidad de los films (Al-Hassan and
Norziah, 2012; Fakhoury et al., 2012). También se observé que la incorporacién
de gelatina a films de almidon de yuca les confiere una mayor dureza y
resistencia a la fractura y extensibilidad, particularmente en la proporcion 1:1
(Acosta et al., 2015). Sin embargo, en comparaciéon con los films sintéticos
comerciales, los films mixtos almidén-gelatina siguen presentando propiedades
mecanicas limitadas, altos valores de permeabilidad al vapor de agua y una
elevada solubilidad en agua, (Fakhoury et al., 2012). Esto se ha atribuido al
posicionamiento de moléculas de gelatina entre las cadenas de almidon
aumentado su volumen libre, y facilitando la difusion del agua. No obstante,
también puede estar relacionado con el aumento de la polaridad del film tras la

adicién de gelatina (Davancgo et al., 2007).

1.10 Incorporacién de agentes antimicrobianos a los films

La incorporacion a los films de envasado de sustancias con actividad
antimicrobiana permite reducir la utilizacion de aditivos conservantes en el propio
alimento, a la vez que éstos pueden actuar de forma efectiva en la superficie de
un producto sdélido, donde se da mayoritariamente la posible contaminacién. De
este modo, los films se convierten en films activos. Algunos estudios reportan la
adiciéon de proteinas antimicrobianas como la lactoferrina y la lisozima a films de
almiddn para potenciar su caracter antimicrobiano. Estos compuestos afectaron
a la estructura del film y sus propiedades funcionales pero disminuyeron el
recuento de coliformes en comparacion con un film control sin antimicrobianos
(Moreno et al. 2015). También se ha estudiado el poder antimicrobiano del LAE

9



(N-a-lauroyl-l-arginine ethyl ester monohydrochloride) adicionado a films almidon
gelatina (Moreno et al., 2016), observando un potente efecto antilisteria en
ensayos in vitro, pero con una liberacion muy rapida en sistemas alimentarios

polares.

1.11 Propiedades del LAE como antimicrobiano

El LAE (Figura 1.4) es un surfactante cationico derivado de la condensacion del
acido laurico, L-arginina y etanol, que posee un amplio espectro antimicrobiano
(Beltran et. al United States Patent, 2011). Es considerado GRAS (Generally
Recognized as Safe) y aditivo alimentario por la FDA (Food and Drug
Administration). EI LAE tiende a concentrarse en la fase acuosa, donde se
produce mayoritariamente la accion bacteriana. Ademas, muestra una elevada
estabilidad quimica en un intervalo de pH entre 3 y 7, comprendiendo asi a la
gran mayoria de alimentos. Gracias a estas cualidades, puede ser utilizado en
menor concentracion que otros conservantes alimentarios equivalentes, lo que
lo hace interesante para su incorporacidn como agente activo en peliculas
biodegradables (Higueras et al., 2013). En los alimentos se ha incorporado LAE
para reducir eficazmente los niveles iniciales de microorganismos, pero a
menudo se ha observado una adaptacién de las células que conduce a una
recuperacion total de la actividad microbiana anterior al uso de LAE en el
alimento (Stopforth et al., 2010).

Diversos estudios han mostrado que el LAE actua principalmente sobre la
membrana externa y citoplasmatica de los microorganismos (Bakal & Diaz,
2005). Ademas, se ha estudiado su metabolismo en ratas, mostrando una rapida
absorcidn y metabolizacion en forma de aminoacidos y &acido laurico, que
eventualmente se excreta en forma de dioxido de carbono y urea. Estudios
toxicolégicos han demostrado que el LAE es completamente inofensivo para
animales y seres humanos. Otra de las caracteristicas relevantes del compuesto
es su poder tensoactivo (Ruckman et al., 2004), que le aporta la capacidad de

reducir la tension interfacial y favorecer determinadas mezclas.
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Figura 4. Estructura quimica del LAE

1.12 Objetivos del estudio

El presente estudio se enmarca en un proyecto mas amplio donde se plantea
una estrategia basada en mezclas almidon-gelatina, para mejorar las
propiedades de films de almidén, en la obtencion del films biodegradables
activos, utilizando LAE como antimicrobiano. Dado que estudios previos han
puesto de manifiesto una liberacion muy rapida del activo hacia simulantes
alimentarios para los films almidén-gelatina, se plantea como mejora el fomento
del entrecruzado de la matriz polimérica a través de la reaccidén carbonilo-amino,
utilizando almidon oxidado (3.4 di-aldehido, DAS) en lugar de almidon nativo. De
esta forma se pretende reducir el caracter hidrofilico de las peliculas,
posiblemente mejorando sus propiedades barrera frente al vapor de agua,
limitando su capacidad de absorcion de agua, su solubilidad en medio acuoso y
la cinética de liberacion del activo al alimento, fomentando una accién mas

sostenida en el tiempo.

Con el fin de evaluar las ventajas potenciales del almidén oxidado frente al no
oxidado en films compuestos activos con gelatina, el objetivo global del estudio
es la obtencién de films biodegradables basados en gelatina, DAS, glicerol y

LAE, mediante la técnica de extension y secado y caracterizacién de sus
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propiedades funcionales para el envasado de alimentos: barrera al vapor de

agua y al oxigeno, propiedades mecanicas y oOpticas.

Para ello se plantean los siguientes objetivos especificos:
1) Obtencion y caracterizacién de almidon oxidado (DAS)

2) Obtencion de films activos DAS-gelatina con glicerol como plastificante y

LAE como antimicrobiano mediante extension y secado (casting).

3) Caracterizacion de las propiedades funcionales de los films en términos
de sus propiedades barrera, comportamiento mecanico, afinidad por el

agua y migracion global en simulantes alimentarios.

4) Comparacion de estas propiedades con las previamente descritas para

films de composiciéon similar pero con almidén no oxidado.

2. Materiales y métodos

2.1 Materiales

Para la obtencién de las peliculas se utilizd: Almidén de maiz (Roquette Laisa
Espana, S.A.); Gelatina bovina de tipo A (Sancho de Borja, S.L., Zaragoza);
Peryodato de sodio (NalO4) (Fluka Analytical, Sigma—Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Alemania); Etil lauroil arginato (LAE) al 10% en etanol (Vedeqgsa,
Grupo Lamirsa, Terrassa, Espafia) y glicerol como agente plastificante (Panreac
Quimica S.A., Castellar de Vallés, Barcelona). Para el acondicionamiento de las
peliculas obtenidas se utilizé nitrato de magnesio o pentéxido de fosforo, ambos

de Panreac Quimica S.A (Castellar del Vallés, Barcelona).

2.2 Oxidacion del almidén

El almidén de maiz fue oxidado segun una modificacion del método descrito por
Wang et al., 2015, utilizando periodato sodico como oxidante, el cual reacciona
con las unidades de glucosa que forman las cadenas de almidon. Se obtuvieron
dos dispersiones de almidén en agua destilada al 10%, y se afiadié peryodato
sodico en proporcidon molar de peryodato sodico respecto a la glucosa de 0,5
(oxidacién parcial: OR-0,5) y 1 (oxidacién total: OR-1). Estas dispersiones se
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mantuvieron en agitacion magnética constante en oscuridad, a 35°C y pH 3,5.
Transcurridas 4 h de reaccion, se filtraron a vacio para detener la reaccién. El
polvo obtenido se lavo dos veces con agua destilada mediante re-suspension,
utilizando un ultraturrax (Ultraturrax T25, Janke and Kunkel, Germany) a 8000
rom durante 30 segundos, y posterior filtrado. El sélido finalmente obtenido se
utilizé como almidén oxidado (OS) para la elaboracién de las peliculas. La
humedad del solido se determin6 por secado en estufa a vacio a 60°C y
acondicionamiento en pentéxido de foésforo, para determinar el contenido total en

soélidos y ajustar su proporcién en las posteriores formulaciones.

2.3 Obtencidn de las peliculas

Se prepararon 4 formulaciones (Tabla 2.1) a base almidon oxidado y gelatina
bovina en proporcién masica 1:1, con glicerol como plastificante (25% p/p con
respecto a la masa total de polimero). El almidon oxidado fue de dos tipos
(oxidacion total o parcial), por lo tanto se obtuvieron dos formulaciones control
en funcion del ratio de oxidacién del almidén, OR-0,5 y OR-1. Por otro lado, se
adiciond LAE como compuesto antimicrobiano, a las dispersiones formadoras de
film, en una proporcién masica de 0,1g de LAE/g de polimero total, y se
obtuvieron dos formulaciones activas, OR-0,5LAE y OR-1LAE. Los resultados
obtenidos para estas cuatro formulaciones se compararon con los obtenidos en
un estudio previo con similar disefio experimental, pero utilizando almidén nativo
sin oxidar (OR-0 y OR-0 LAE). La tabla 2.1 muestra el total de las formulaciones
comparadas.

Tabla 2.1. Proporciones masicas de los diferentes componentes en las

formulaciones de las peliculas. (AM: almidon de maiz, GB: gelatina bovina)

Formulacién Ratio oxidacion del AM GB Glicerol LAE
almidén

OR-0 0 0 0,5 0,5 0,25 0

OR-05 0,5 0,5 0,5 0,25 0

OR-1 1 0,5 0,5 0,25 0

OR-0LAE ) 0 0,5 0,5 0,25 0,1
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OR-05LAE 0,5 0,5 0,5 0,25 0,1
OR-1LAE 1 0,5 0,5 0,25 0,1

(*)Formulaciones caracterizadas en un estudio previo: Moreno et al. 2016

Tras la oxidacion del almidon, se pesé la masa necesaria de filtrado para obtener
el OS seco necesario. Este se dispersé en agua destilada al 2% (p/p) y se
mantuvo en un bafio termostatico a 99.9 °C durante 1h, agitando manualmente
cada 5 min, con fin de inducir la gelatinizacion. Transcurrido este tiempo, la
dispersion se enfri6 hasta temperatura ambiente en un bafo de agua
manteniendo una agitacion constante. Paralelamente, se prepard una disolucién
al 2% (p/p) de gelatina y se mantuvo en agitacion magnética suave a 40°C. Tras
ajustar el peso de la disolucién de gelatina, se adicion6 a la dispersion de OS
gelatinizado, junto con el glicerol, para obtener las dispersiones sin LAE. Tras
esto, se adicion6 LAE al 10% con respecto al polimero total con el fin de obtener
las dispersiones con LAE. Todas las dispersiones se ajustaron en peso y se
desgasificaron mediante una bomba a vacio (MZ 2C NT, Vacuubrand GMBH +
CO KG, Wertheim, Germany). Finalmente, se vertio la cantidad necesaria de
cada dispersion en placas de teflon de 150mm de diametro, manteniendo
constante la masa de sélidos (1.5 g/placa). Las peliculas se secaron durante 48
h, bajo condiciones de humedad relativa y temperatura controladas (45%HR vy
25°C). Las peliculas secas se retiraron de las placas y se acondicionaron durante
una semana en desecadores a 53% HR, con disoluciones sobresaturadas de

nitrato de magnesio, previamente a la caracterizacion.

2.4 Caracterizacién microestructural y fisica de las peliculas

2.4.1 Microestructura

Se obtuvieron imagenes transversales de las peliculas mediante microscopia
electronica de barrido de emision de campo (FESEM) con un microscopio
ZEISS®, modelo ULTRA 55 (Alemania), con un voltaje de 2kV y 4.5 mm de
distancia de trabajo. Las muestras se acondicionaron en desecadores con P20s
durante 48 h con el objetivo de eliminar el maximo su contenido en humedad.

Previamente a la observacion de la seccidn transversal, se criofracturaron en N2
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liquido. Las muestras se montaron sobre portas de cobre y se recubrieron con

platino.

2.4.2. Propiedades mecanicas

Las propiedades mecanicas se analizaron mediante una prensa universal de
ensayos mecanicos (Stable Micro Systems, TA.XT plus, Haslemere, Inglaterra),
de acuerdo con el método estandar ASTM D882. Se cortaron doce rectangulos
(de 25 mm por 100 mm) para cada formulacién y se acondicionaron al 53% de
HR'y 25 °C. Se determiné el espesor de cada muestra en cuatro puntos utilizando
un micrometro electrénico digital (modelo Palmer, Comecta, Barcelona) antes de
proceder con el ensayo. Se colocaron las muestras en las pinzas de ensayo
(modelo A/TG, Stable Micro System, Haslemere, Inglaterra). La separacion inicial
de las pinzas y la velocidad de elongacién fueron 50 mm y 50 mm-min-’
respectivamente. Se obtuvieron curvas de fuerza frente a distancia, que fueron
convertidas a curvas de tension (o) frente a deformacion de Hencky (en). Se
determind los parametros médulo de elasticidad o médulo de Young (EM, en
MPa), tension de fractura (TS, en MPa) y porcentaje de deformacién en el punto
de fractura (%E).

2.4.3. Humedad y propiedades barrera

El contenido en humedad se determind mediante un método gravimétrico en dos
etapas: secado en estufa de conveccién a 60°C durante 24h y almacenamiento
en desecador con P20s5 hasta alcanzar una masa constante. Se realizaron seis
repeticiones por cada formulacion. Los resultados se expresaron en g agua / g
de pelicula seca.

Para determinar la permeabilidad al vapor de agua (WVP) de las peliculas, se
siguio una modificacion del método gravimétrico ASTM E96-95, segun McHugh
et al. (1993). Se cortaron seis muestras circulares de 3,5 cm de didmetro por
formulacion. Las muestras fueron acopladas sobre copas de aluminio (Payne,
elcometer SPRL, Hermelle /s Argenteau, Bélgica) donde se adicionaron 5 ml de
agua destilada. La cara de la pelicula en contacto con el aire durante el secado
se orientd hacia la parte exterior de la copa. El conjunto se asegurd con un anillo
de goma y dos mordazas, y las copas se depositaron sobre soportes con
ventiladores. Estos soportes se colocaron en desecadores de vidrio con
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disolucion saturada de nitrato de magnesio (HR 53%). Los desecadores se
almacenaron a 25°C en estufa, y se monitorizé la pérdida de peso mediante una
balanza analitica (ME36S Sartorius, Alemania) a intervalos de 1,5 h durante 24h.
Finalmente, se midié el espesor de las peliculas en seis puntos con un

micrémetro electronico digital (modelo Palmer, Comecta, Barcelona).

La permeabilidad al oxigeno de las peliculas se midié segun el método estandar
ASTM D3985-05 (2005) con un equipo de medida de la transmision de oxigeno
(OX-TRAN, Oxtran System, Mocon, Mineapolis,USA). Las medidas se realizaron
a una HR de 53%, con 50 cm? de superficie de muestra expuesta. Se realizaron
dos réplicas por formulacién. Se midié el espesor de cada muestra en seis

puntos.

2.4 .4 Propiedades 6pticas: transparencia, color y brillo.

Se utilizd un espectrocolorimetro Minolta modelo CM-3600d (Minolta CO., Tokio)
con el cual se obtuvieron los espectros de reflexion de las peliculas sobre fondo
blanco (R) y fondo negro (Ro) entre 400 y 700nm, asi como el espectro del fondo
blanco utilizado en las medidas anteriores (Rg). A partir de estos espectros se
calcularon los espectros de transmitancia interna (Ti), indicador de la
transparencia de las muestras, y R« (reflectancia de una pelicula de grosor
infinito con espesor suficiente para que el efecto del fondo fuera nulo), utilizando
la teoria de Kubelka - Munk de dispersion multiple (Hutchings, 1999). Se llevo a
cabo el analisis de seis muestras por formulacién. La medida fue realizada sobre
la parte en contacto con el aire durante el secado. Por otro lado, se determinaron
las coordenadas de color en el espacio CIEL*a*b*, con los espectros de R,
utilizando como referencia el observador 10° y el iluminante D65. Con estas

coordenadas se calcularon los valores de tono (hab*), croma (Cab*).

2.4.5. Migracion total en simulantes alimentarios y solubilidad en agua

Se midié la migracién total en simulantes alimentarios de muestras de pelicula
acondicionadas al 53% HR. Cada muestra se puso en contacto con 50mL de
simulante alimentario, manteniendo la relacion 6 dm? de muestra/kg de
simulante, de acuerdo con la legislaciéon vigente (Commission Regulation (EU)
No. 10/2011). Con objetivo de simular el contacto con todo tipo de alimentos, se
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utilizaron diferentes simulantes alimentarios: simulante A, etanol 10 %(v/v),
corresponde a alimentos hidrofilicos: simulante B, acido acético 3% (w/v), se
asimila a alimentos hidrofilicos de bajo pH, y simulante D2, isooctano, simula
alimentos lipofilicos con grasas libres en su superficie. El contacto pelicula-
simulante se mantuvo durante 10 dias a 20°C, tras lo cual se retiraron las
peliculas y se evaporo los restos de simulantes a 100°C durante 12h. La masa
final de residuos obtenidos tras el secado de cada simulante corresponde con el
valor de migracion global. Los resultados se expresaron como miligramos totales
de constituyentes liberados por unidad de superficie de pelicula (mg/dm?). Se

realizaron dos repeticiones por muestra.

La solubilidad e hinchamiento de las peliculas se determiné de acuerdo con
Balaguer et al. (2011). Muestras cuadradas de 3 cm de lado se acondicionaron
inicialmente en desecadores con P20s, con fin de eliminar su contenido en agua
y poder determinar su masa (Wd'). Cada muestra se introdujo en 10mL de agua
destilada. El conjunto se agité suavemente y se mantuvo a 25 °C durante 24 h.
Transcurrido este tiempo, las muestras se retiraron y se elimin6 el exceso de
humedad para obtener el peso himedo de las muestras hidratadas (Ww/). El
contenido total de agua absorbida por las muestras fue determinado mediante el
acondicionamiento de las muestras en desecadores con P20s hasta alcanzar
peso constante (W4f). La solubilidad o pérdida de peso (WL %) de las muestras,
fue expresada en gramos de pelicula perdidos / 100g de pelicula seca inicial
(Ecuacion 3). La capacidad de hinchamiento o de captacion de agua (AW) se
expreso en gramos de agua ganados / 100 g de pelicula seca inicial (Ecuacién

4). Se realizaron tres repeticiones por formulacion.
iy f
WL% = 272,100 (Ecuacion 3)
d

f_wf
AWY% = %.100 (Ecuacién 4)

d
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2.5 Analisis Estadistico

Se llevo a cabo el analisis estadistico mediante el analisis de varianza (ANOVA),
empleando Statgraphics Centurion XVI para Windows (Manugistics Corp.,
Rockville, Md.).

3. Resultados y discusion

3.1. Microestructura de las peliculas

La figura 3.1 muestra las imagenes FESEM de las peliculas mezcla almidén
oxidado-gelatina, con diferente grado de oxidacion del almidon, sin y con LAE.
Su comparacién con las obtenidas en estudios anteriores para mezclas similares
con almidén no oxidado (Moreno et al. 2016), revela una mejor integracion de los
polimeros, sin una separacion de fases tan marcada. No obstante, se aprecia
también una ligera estratificacién de componentes, atribuida a la separacion por
densidades de las fases liquidas ricas en almidon o proteina durante el secado
de la pelicula. La fase superior es mas rica en proteina, con menor densidad y la
fase inferior mas rica en almidén, con mayor densidad. Las muestras con mayor
grado de oxidacion del almidon presentaron una superficie de fractura mas
quebradiza, lo cual es coherente con un mayor grado de entrecruzado de la
matriz. La incorporacion de LAE modifico sustancialmente la superficie de
fractura de los films, impartiéndoles mayor homogeneidad, a la vez que se
observan pequefias burbujas de gas en la matriz. Esto es, probablemente,
debido al caracter tensoactivo del compuesto, que facilita la incorporacion de aire
durante la etapa de homogenizacion del formulado, y su dificultad de eliminacién
por la alta viscosidad del mismo. No obstante, tal como se observo en las
peliculas con almidén no oxidado, el LAE parece compatibilizar los polimeros,
inhibiendo la separacién de fases durante la etapa de secado del film, ya que el
corte trasversal no refleja diferencias estructurales entre la zona superior e
inferior del mismo. Por consiguiente, desde el punto de vista estructural, tanto la

oxidacién del almidon, como la incorporacion de LAE tuvieron un efecto positivo.
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Figura 3.1. Microestructura de la seccion transversal de los films mezcla almidén

oxidado-gelatina obtenidas mediante FESEM.
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3.2 Propiedades mecénicas de las peliculas

La figura 3.2 presenta las curvas tension-deformacion relativa de las diferentes
peliculas obtenidas con almidén oxidado, sin'y con LAE, en comparacion con los
obtenidos con el mismo almidén sin oxidar (ratio de oxidacion 0) estudiados
previamente (Moreno et al. 2016). Pueden observarse claramente los diferentes
comportamientos mecanicos de las formulaciones en funcion del ratio de
oxidacion del almidon. La oxidacién parcial (OR-0,5) comporté un descenso en
la rigidez de las peliculas y un incremento en su extensibilidad respecto a la
formulacién con almidon no oxidado (OR-0), mientras que la oxidacion completa
(OR-1) incrementé en gran medida la rigidez de los films, haciéndolos menos
extensibles. A su vez las curvas para OR-0 y OR-0,5 mostraron una meseta tipica
de la deformacién plastica, la cual es apenas apreciable en los films OR-1, que
mostraron una mayor fuerza de fractura, pero muy poca extensibilidad. Es
remarcable el hecho de que la oxidacion parcial no incremento la rigidez, lo que
es propio de los procesos de entrecruzado en la matriz, lo que podria deberse a
la coexistencia de cadenas oxidadas y no oxidadas con un menor grado de
empaquetamiento final en la matriz. La adicion de LAE tuvo efectos diferentes,
dependiendo del grado de oxidacion del almidén; apenas afectdé al
comportamiento con almidén completamente oxidado, mientras que incremento
la extensibilidad de los films con almidon no oxidado y la disminuyé con la
oxidacion parcial. En los dos casos, provoco una disminucion de los valores del
esfuerzo, lo que supone menor rigidez y tensién de fractura de los films. Estos
efectos revelan una interaccion diferente del compuesto con los polimeros del

film en funcién del nivel de oxidacion del almidén.
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Curvas esfuerzo-deformacion

/ /< ______ , OR-05
é;‘} : — — - OR-O5LAE
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0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35

FIGURA 3.2 Curvas de esfuerzo o (MPa)-deformacién (en) de los films con

diferentes formulaciones.

En la tabla 3.1 se presentan los valores obtenidos para el espesor, médulo de
elasticidad (ME), tension de fractura (TF) y porcentaje de extensibilidad (E%)
para las diferentes peliculas. Tal como se ha observado en las curvas, los films
obtenidos con ratio de oxidacion 0,5 mostraron una menor rigidez y resistencia
la fractura, y una mayor extensibilidad que los films con almidén no oxidado,
mostrando un comportamiento mas plastico. Por otra parte, los films con ratio de
oxidacion 1 presentan los mayores valores de Modulo elastico y Tension de
fractura y el valor menor de extensibilidad. Los resultados parecen reflejar que el
grado de entrecruzado de la matriz almidén gelatina, atribuible a las reacciones
carbonilo-amino (reacciones de Maillard) no progresaron al mismo nivel en el
caso de la oxidacion parcial probablemente debido a la mayor heterogeneidad
de las cadenas (con grupos hidroxilo y carbonilo) y a la mayor dificultad estérica
para la formaciéon de enlaces. Sin embargo, con la oxidacion total del almidén, el
efecto de entrecruzado se hace muy evidente en el comportamiento mecanico,
que revela un gran fortalecimiento de la matriz. Estas muestras presentaron
también una menor capacidad de adsorcion de agua (Tabla 3.2), lo que es
coherente con un caracter menos polar de la matriz inducido mediante la

oxidacion del almidén (Zhang et., al 2007), lo que puede también contribuir a su
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menor plasticidad y extensibilidad. El agua tiene un efecto plastificante en las
matrices de polimeros polares por su bajo peso molecular, y su interaccién con
las cadenas, debilitando las fuerzas de interaccion entre ellas y aumentando su

volumen libre y movilidad.

La adicion de LAE supuso un descenso de la rigidez y extensibilidad de los films
con ratio de oxidacion 0,5, mientras que tuvo un efecto contrario en la
extensibilidad con el almidéon no oxidado. Por otro lado, los films con ratio de
oxidacion 1 no experimentaron cambios notables en su comportamiento
mecanico con la adicion de este compuesto. Tal como se ha comentado, la
heterogeneidad de las cadenas parcialmente oxidadas en matriz comportara
diferencias en cuanto a su grado de empaquetamiento, asi como en la ubicacién
del compuesto activo, que también presenta grupos amino y podria también
reaccionar con los carbonilos del almidon oxidado por el mismo mecanismo.
Debido a su menor tamafio molecular, es esperable que sea mas reactivo que
las proteinas, con lo que el compuesto podria estar anclado a las cadenas
oxidadas de almidon, limitando esto el entrecruzado de la matriz. No obstante,
con una mayor proporcion de grupos carbonilo en las cadenas de almidén (OR-

1) no se observo efecto del LAE en el comportamiento mecanico.

TABLA 3.1 Valores de espesor (um), parametros mecanicos (EM (MPa), TF
(MPa) y E%) de las formulaciones equilibradas al 53% de HR a 25 °C.

OR-0 (*) OR-05 OR-1
Sin LAE 65+6° Y 60+22 X 65+20 x
Espesor (um)
Con LAE 61+32X 64+20 v 65+9b x
Sin LAE 1020+190>Y  470+70*Y  1290+80%*
ME (MPa) X
Con LAE 510+90° * 360+70%* 1300+200<*
Sin LAE 33+6%Y 21+6%Y 46+8b
TF (MPa) .
Con LAE 24+73% 35+6 % 46+8°*
%E Sin LAE 14+45bx 27+5¢%Y 6,2+1,5%*%
° Con LAE 35426V 18+10° ¥ 7422 %

Valores promedio y desviacién estandar. Diferentes letras a, b, ¢ en la misma fila indican
diferencias significativas debidas al ratio de oxidacidén (p <0,05). Letras diferentes x, y, z en la
misma columna indican diferencias significativas debidas al LAE (p <0,05). (*) Datos de un estudio
previo: Moreno et al. (2016)
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3.3 Humedad y propiedades barrera de las peliculas
La Tabla 3.2 muestra los valores de la humedad de las peliculas y sus

permeabilidades al vapor de agua (WVP) y al oxigeno (OP).

Tabla 3.2 Humedad de equilibrio (Xw, b.s%), permeabilidad al vapor de agua

(WVP) y al oxigeno (OP) de las diferentes formulaciones

OR-0 (¥ OR-05 OR-1
Sin LAE 1243P. % 8,1+0,52 x 8,9+0,5% ¥
Xw (b.s%)
Con LAE 10,3+0,5>x  10,6+0,55 Y 7,7+1,02
WVPX107 Sin LAE  6,9+0,2¢Y 5,0+0,3P: x 4,64+0,14 ax
(g-mm/kPa-h-m?) Con LAE  5,0+0,6 540,92 x 5,2+0,62Y

Sin LAE  1,26+0,03>*  1,00+0,1582b. * 0,75+0,092 x

Con LAE 2,08+0,07°Y 2,5+0,5b % 0,95+0,11a
Valores promedio y desviacién estandar. Diferentes letras a, b, ¢ en la misma fila indican
diferencias significativas debidas al ratio de oxidacién (p <0,05). Letras diferentes x, y, z en la
misma columna indican diferencias significativas debidas al LAE (p <0,05). (*) Datos de un estudio
previo: Moreno et al. (2016)

OPx10%= (cm3®m s Pa)

Tanto los valores de humedad como los de WVP disminuyeron
considerablemente al oxidar el almidén. Esto hecho es coherente a la formacion
de una matriz mas hidrofdbica por la transformacion —OH a —C=0 en las cadenas
de almidén, lo cual disminuye la capacidad de adsorciéon de agua (Zhang et al.,
2007) y su difusion a través del material. La disminucién del contenido en
humedad de equilibrio fue diferente en presencia de LAE, que supuso valores de
humedad similares con la oxidacion total y valores en la oxidacién parcial,
indicando interacciones diferentes, en cada caso, del compuesto con los puntos
activos para la adsorcion de agua. Los valores OP disminuyeron también en las
matrices oxidadas lo cual puede estar asociado a la menor humedad de la matriz
y el consiguiente menor efecto plastificante del agua. La oxidacién supuso, por
tanto, la formaciéon de matrices menos polares, con menor afinidad con el agua,

y con propiedades barrera mejoradas, tanto al vapor de agua como al oxigeno.
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Esto se debe, en parte, a su menor nivel de plastificacion (menor humedad) y al
entrecruzado de la matriz que ralentiza los fendmenos de transporte, al potenciar

el factor de tortuosidad de la red polimérica.

La adicion de LAE supuso un aumento de los valores de OP tanto en la
formulacién sin oxidacién como en la de oxidacion parcial. Esto puede atribuirse
al caracter anfifilico del LAE que podria promover la solubilidad del oxigeno en
la matriz. Sin embargo, no se observo efecto significativo del LAE en la OP de la
matriz con oxidacion total. La incorporacion LAE no supuso grandes cambios en
los valores de WVP de las matrices oxidadas, aunque hubo un pequefio
incremento con la oxidacion total. Estas diferencias pueden justificarse por la
diferente microestructura de las formulaciones, que puede comportar diferentes

velocidades de transporte de moléculas de oxigeno o de agua.

3.4 Propiedades opticas

En la tabla 3.3 se presentan los valores obtenidos para las coordenadas de color

de las peliculas: Lav*, luminosidad; Cab*, croma; hab*, tono.

TABLA 3.3 Valores de los parametros opticos (luminosidad, croma y tono).

Valores promedio y desviacion estandar.

OR-0(¥) OR-05 OR-1
SinLAE  80,6+0,5%  76,8+1,1ay  78,0+0,80Y

L*
ConLAE  73,8+0,68%  73,4%1,0a%  73,8+0,40x
.. SinLAE  7,27+0,17¢ 28420, x 33,3+1,08
* ConLAE 4,41%0,082%  28,30,7>%  29,2+0,7¢
) SinLAE  98,0£0,3¢ 81422 x 91,2+0,75 v
e ConLAE  104,0+0,9Y  79,2+0,52%  79,1+0,6%

Valores promedio y desviacién estandar. Diferentes letras a, b, ¢ en la misma fila indican
diferencias significativas debidas al ratio de oxidacidén (p <0,05). Letras diferentes x, y, z en la
misma columna indican diferencias significativas debidas al LAE (p <0,05). (*) Datos de un estudio
previo: Moreno et al. (2016)

La oxidacién del almidon supuso un descenso en la luminosidad y el tono y un

aumento del croma, en coherencia con la formacién de compuestos pardos
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resultantes de las reacciones de condensacion carbonilo-amino. Asi, las
formulaciones con almidon oxidado presentaron tonos rojizos, indicadores de
pardeamiento, a diferencia con las formulaciones sin oxidacién. Adicionalmente,
la adicion de LAE supuso un descenso de la luminosidad en todas las
formulaciones oxidadas y un descenso del tono, lo cual indica la participacion del
compuesto en las reacciones causantes de pardeamiento, lo cual no se
evidencid en las muestras no oxidadas, donde provoco un aumento del tono y
una disminucion del croma. Con LAE, no hubo diferencias notables en los
parametros de color de las muestras oxidadas, lo que parece indicar que es la

reaccion de este compuesto con los carbonilos la causa mayor de pardeamiento.

En la Figura 3.3 se han representado los espectros de transmitancia interna (Ti)

de las distintas formulaciones, en el intervalo de luz visible (400-700 nm).
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FIGURA 3.3 Espectros de transmitancia interna (Ti) entre 400 y 700 nm para las
diferentes formulaciones

Se observa que, a mayor ratio de oxidacién se obtuvieron unos valores de Ti mas
bajos a longitudes de onda menores, siendo mas transparentes a altas

longitudes de onda. Esto es coherente con la absorcion selectiva de los
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productos pardos de condensacion formados (productos de Maillard) sobre todo
a partir de compuestos de bajo peso molecular como azucares reductores,
provenientes de la hidrélisis parcial del almidén, las cuales se ven favorecidas
por la mayor presencia de grupos carbonilo formados durante la oxidacion. La
adicion de LAE no supuso cambios significativos en la transmitancia de las
formulaciones, a excepcion de la formulacién con ratio de oxidacion 1, donde la
presencia de LAE aumento la transmision de luz para longitudes de onda entre
400-450 nm. La forma del espectro de la muestra con oxidacion total sin LAE
presentd valores muy bajos de transmitancia por debajo de 450 nm, revelando
la formacion de estructuras moleculares diferentes asociadas al alto nivel de

entrecruzado de la matriz.

3.5 Migracion total en simulantes alimentarios y solubilidad en agua

La Tabla 3.4 muestra los valores de migracion de los diferentes films en tres
simulantes alimentarios con diferente polaridad (etanol al 10 % agua: simulante
de alimentos polares, acido acético al 3 %: alimentos acidos, e isooctano:

alimentos grasos.

TABLA 3.4 Migracion total (mg dm2) de los diferentes films (durante 10 dias a
20 °C) en diferentes simulantes alimentarios: etanol (10% v/v), acido acético (3%

w/v) e isooctano.

OR-0(*) OR-05 OR-1
Sin LAE 108+152 x 243+30P % 218+40Qb. x
Con LAE 348+52b.y 260+18ab. 237+£33 %
Sin LAE 362+36P: x 2364212 % 2474202 %
Con LAE 622+148b % 277+16% % 280+82 x
Sin LAE 474243 % 51+652 % 25+32a %
Isooctano ConLAE  126+992 29452 30,1+0,5% X
Valores promedio y desviacién estandar. Diferentes letras a, b, ¢ en la misma fila indican
diferencias significativas debidas al ratio de oxidacidén (p <0,05). Letras diferentes x, y, z en la
misma columna indican diferencias significativas debidas al LAE (p <0,05). (*) Datos de un estudio
previo: Moreno et al. (2016)

Etanol 10% (v/v)

Acido acético 3% (w/v)

Todos los valores de migracion de todas las formulaciones y simulantes
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excedieron los limites establecidos por la legislacion vigente (10 mg dm). No
obstante, en las formulaciones con almidon oxidado la migracion total en acido
aceético 3% (w/v) descendié significativamente, pero no ocurri¢ asi con los otros
simulantes probados. Con etanol al 10% (v/v), aumenté de manera notable y con
isooctano no hubo diferencias significativas respecto la formulacién sin
oxidacion. Por otra parte, la adicion de LAE no supuso variaciones significativas
de migracion total en las formulaciones con almidén oxidado, a pesar de que éste
aumento la migracion en todos los casos con almiddn no oxidado. Esto también
apunta a la reaccion y anclaje del LAE a los grupos carbonilos del almidén

oxidado, limitando su migracion al simulante.

En relacién con la solubilidad en agua de los films, la Figura 3.4. muestra los
valores obtenidos para la pérdida de peso de los films (por solubilizacién en

agua) y su capacidad de hinchamiento (absorcién de agua).

(o)
AW (%) WL (%)
2500 50 ax 5y b,y b,y
b’y ’ bIX b,X
2000 40
a, X
1500 = 30
1000 20
b,
500 . ax IV . biy 10
0 i . minn 0
OR-0 OR-05 OR-1 OR-0 OR-05 OR-1
B Con LAE mSin LAE m Con LAE mSin LAE

FIGURA 3.4 Pérdida de peso de los films (WL% g por 100g de film seco) y
Capacidad de hinchamiento (AW%, g de agua por 100 g de film seco) después
de 24 h de inmersion en agua destilada a 25°C. Valores promedio y desviacion
estandar. Diferentes letras a, b, ¢ indican diferencias significativas entre los
diferentes ratios (p <0,05). Diferentes letras X, y, z indican diferencias

significativas debidas a la adicién de LAE (p <0,05).
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Puede observarse que la capacidad de hinchamiento disminuye en gran medida
con la oxidacion del almidén, en coherencia con la formacién de una matriz
polimérica menos polar, con menor capacidad para la formacién de puentes
hidrogeno. El entrecruzado también supone una limitacion estérica para la
retencion de agua, ya que las cadenas tienen limitada su separacién para la
adsorcion de agua por la formacion de enlaces puente entre ellas. No obstante,
la solubilizacion de compuestos del film en agua (pérdida de peso) fue mayor
para las formulaciones oxidacién del almidon. Esto podria atribuirse a la hidrolisis
parcial de las cadenas durante el proceso oxidativo, lo que comportaria una
mayor cantidad de moléculas de bajo peso molecular que se liberarian a la fase

acuosa.

Por otro lado, la adicion de LAE supuso un aumento de los valores de pérdida
de peso en las formulaciones con almidén oxidado, pero un descenso de la
capacidad de hinchamiento de los films. Este comportamiento contrasta con lo
observado para la formulacién sin oxidacion, donde el LAE promovio la
capacidad de hinchamiento de los films, a la vez que también aumento
ligeramente su solubilizacién. La mayor solubilizacion de los films con LAE podria
explicarse por su reaccion mayoritaria con los compuestos carbonilicos de bajo
peso molecular formados, liberandose estos al medio acuoso. Su efecto limitante
de la capacidad de hinchamiento de los films parece indicar su participaciéon
activa en las reacciones de entrecruzado de los polimeros, colaborando en la
limitacion estérica para la separacion de las cadenas durante la absorcion de
agua. Por consiguiente, el LAE parece reaccionar con grupos carbonilo de las
cadenas y también de las moléculas de menor peso molecular resultantes de la
hidrolisis parcial del almidén durante el proceso oxidativo. En este sentido apunta
también el hecho de que, mientras la pérdida de peso es similar para los films
oxidados, independientemente del grado de oxidacion, la capacidad de

hinchamiento se reduce, especialmente con LAE, en los films con oxidacion total.
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4. Conclusiones

La oxidacién del almidén afectd a las propiedades mecanicas de los films,
dependiendo del grado de oxidacion. Con oxidacion total, los films fueron mas
rigidos y menos extensibles, en coherencia con el mayor grado de entrecruzado
de la matriz. Con oxidacion parcial, por el contrario, los films fueron menos duros
y extensibles, lo cual podria deberse a las heterogeneidades de las cadenas (con
grupos —OH y C=0) que limitan su empaquetamiento. En general la adicion de
LAE supuso un descenso de los valores de esfuerzo, excepto con la oxidacion
total, donde no se vio efecto significativo del compuesto sobre el comportamiento
mecanico. Los films con almidén oxidado presentaron menores humedades de
equilibrio y fueron en general menos permeables al vapor de agua y al oxigeno.
La adicion de LAE no afecté de manera notable a las propiedades barrera de los
films oxidado, excepto un ligero aumento en la permeabilidad al oxigeno cuando
la oxidacion fue parcial. Los films con almidon oxidado presentaron coloraciones
pardas relacionadas con la formacion de productos Maillard debido reaccion de
los grupos carbonilo del almidon oxidado con grupos amino de las proteinas v,
en su caso, del LAE. Con LAE, las muestras oxidadas presentaron un tono mas
rojizo y menor luminosidad indicando su participacion en las reacciones de
condensacion con compuestos carbonilicos de menor peso molecular
resultantes de la hidrdlisis de almidéon. No obstante, la muestra con oxidacion
total sin LAE presentd la menor transparencia a bajas longitudes de onda. Por
otro lado, la migracién total en acido acético disminuy6 considerablemente en
formulaciones con almidén oxidado, al igual que su capacidad de hinchamiento
en agua destilada, lo cual es coherente con el entrecruzado de la matriz y la
menor capacidad para la formacién de puentes de hidrégeno con las moléculas
de agua. Por tanto, la oxidacion previa del almidén para la obtencién de films
mixtos con gelatina, se plantea como una alternativa interesante en la mejora de
las propiedades funcionales de los films como material de envase alimentario,
pero la formacién de coloraciones pardas podria limitar su uso en los casos

donde se requiera un caracter incoloro del material.
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