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RESUMEN

Los films de hidroxipropil metilcelulosa (HPMC) son flexibles y transparentes sin olor ni
sabor, con una permeabilidad selectiva a los gases que permiten, al aplicarlos a frutas,
el retraso de la madurez al reducir la concentracién interna de O,, sin causar una
acumulacién excesiva de CO,. Sin embargo, su alta permeabilidad al vapor de agua
(PVA) hace necesaria la incorporacién de lipidos (4cidos grasos, ceras, resinas y/o
tensoactivos) en la matriz del hidrocoloide para mejorar esta propiedad. Por este
motivo, en este trabajo se disefiaron y caracterizaron recubrimientos composifes a base
de HPMC vy diferentes compuestos (4cido oleico (AO), tensoactivos, extracto etandlico
de prépolis (EEP)) y se evalué el efecto de su aplicacién en la calidad de fresones y uvas
almacenados en refrigeracién.

Los resultados mostraron que las propiedades fisicoquimicas de las formulaciones
formadoras de recubrimiento (FFRs) se vieron afectadas por la concentracion del
polimero y por el tipo de compuesto afadido (AO, tensoactivos, EEP), dando lugar a
dispersiones con diferentes grados de estabilidad en términos de tamafio y carga de
particula, tensién superficial y viscosidad. De igual forma, las propiedades de los films
también se vieron afectadas por la incorporacién de los mismos componentes citados
anteriormente.

La mayor reduccién en la PVA se consiguié con el aumento de la concentracién de
HPMC, AO vy EEP y entre éstos, en los films a base de 5% de HPMC y 1,5% de EEP, se
obtuvo la méxima reduccién en la PVA del orden del 88% con respecto a la PVA del
film puro de HPMC. Las propiedades mecdénicas y épticas variaron en funcién del tipo
de compuesto incorporado, siendo la incorporacién de prépolis la que causé un
aumento de la resistencia mecdnica y rigidez de los films y dio lugar a un menor brillo.
Ademds, los films a base de prépolis mostraron una notable actividad antifdngica
contra Penicillium italicum 'y Aspergillus niger, pero sobre todo contra este Gltimo.

La aplicacién de recubrimientos composites a base de HPMC y Sugin 471/PHK-40 en
fresones (var. Ventana) dio lugar a ligeros cambios en la calidad fisicoquimica vy
sensorial. Las muestras recubiertas presentaron una mayor resistencia al vapor de agua
y tasa respiratoria. La firmeza de las muestras aumenté y las coordenadas de color
(luminosidad, croma y tono) disminuyeron a lo largo de los 9 dias del almacenamiento
a 5°C. En cuanto a la calidad sensorial, evaluada en términos de brillo, sabor, textura y
olor, se vio modificada por el recubrimiento tanto més cuanto mayor fue la proporcién
de hidrocoloide en la formulacién.

La aplicacién de recubrimientos de HPMC en uvas (var. Moscatel) impidié la pérdida de
peso y el pardeamiento, mejorando el brillo y la calidad microbiolégica. La
incorporacién de EEP a los recubrimientos de HPMC aumenté la luminosidad, no
presentando ningtn efecto sobre el mantenimiento de la calidad de las uvas durante los
22 dias del almacenamiento a 1-2°C y 85-90% de humedad relativa. De nuevo, las
propiedades sensoriales de las uvas recubiertas se vieron afectadas por la composicién
de los films. Teniendo en cuenta las numerosas propiedades que posee el propolis, su
incorporacién en los recubrimientos de HPMC podria contribuir a enriquecer las
caracteristicas nutricionales de los productos recubiertos. En este sentido, estos
recubrimientos composites pueden ser considerados como una alternativa eficaz para
obtener frutas y hortalizas mds saludables.
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Abstract

Hydroxypropylmethylcellulose (HPMC) films are flexible, transparent, odorless, and
tasteless, with o selective permeability to gases. However, its high water vapour
permeability (WVP) makes necessary the addition of lipidic compounds (fatty acids,
waxes, resins and/or surfactants) into the polymeric matrix to improve this property.
Therefore, the aim of this work was to formulate and characterize composites coatings
based on HPMC and different lipidic compounds (surfactants, oleic acid (OA) and
ethanolic extract of propolis (EEP)). The effect of its application on the quality of
strawberries and grapes throughout cold storage was also evaluated.

Results showed that the physicochemical properties of the film forming-dispersions
(FFDs) were affected by the concentration of the polymer and by the added compounds
(OA, surfactants, EEP), giving as a result dispersions with different particle size, C-
potential, superficial tension and rheological properties. Similarly, film properties were
also affected by the incorporation of the previously cited compounds.

The greater WVP reduction was obtained increasing the HPMC, OA and EEP
concentration. Among these formulations, the maximum WVP reduction was achieved by
using 5% HPMC and 1.5% EEP in the film, WVP values being reduced around 88%, in
comparison with pure HPMC film. Mechanical and optical properties of films changed
as a function of the added compound. Incorporation of EEP into HPMC films led to an
increment in the mechanical strength and stiffness of the films, which also became less
glossy. Furthermore, films containing propolis showed a notable antifungal activity
against the tested fungi, which was more intense against Aspergillus niger than against
Penicillivm italicum.

The application of composite coatings based on HPMC and Sugin 471/PHK-40 as a
surfactant to strawberry fruit (cv. Ventana) slightly modified the fruit physicochemical and
sensorial properties. Coated samples showed higher resistance to water vapour
transmission and respiration rate. The firmness increased and the color coordinates
(luminosity, croma and hue) of these coated samples decreased through 9 days of
storage at 5°C. On the other hand, coatings caused significant changes in the sensory
properties in terms of gloss, flavour, olour and firmness, more marked when using the
highest hydrocolloid concentration.

The application of HPMC coatings to grapes (cv. Muscatel) reduced their weight loss
and browning rates, while improving their gloss and microbial safety.The incorporation
of EEP into pure HPMC films increased the luminosity of the samples, but no other
significant effect on the preservation of grape quality through out 22 days of storage at
1-2°C and 85-90% relative humidity was observed. Again, the sensory properties of
coated grapes were significantly affected by the film composition. Nevertheless, taking
info account the properties of propolis, its incorporation into HPMC coatings could
contribute to enhance the nutritional characteristics of the coated product. In this sense,
these coatings can be considered as an efficient alternative to obtain healthier fruits.
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INTRODUCCION

Recubrimientos Comestibles

Segun la Food and Drug Administration (FDA) de EEUU (FDA, 2006), los
recubrimientos comestibles son aquellos formados a partir de formulaciones
que contengan aditivos permitidos para su uso alimentario. Entre esos aditivos
alimentarios, la Directiva 95/2/CE (1995) incluye los siguientes: goma ardbiga,
goma xantana, glicerina, pectinas, celulosa y sus derivados (metilcelulosa,
hidroxipropil celulosa, hidroxipropil metilcelulosa, etc.). En 1998, esta directiva
fue modificada por la Directiva 98/72/CE (1998) introduciendo nuevos aditivos
tales como la lecitina, polisorbatos, dcidos grasos y sales de dcidos grasos.

Técnicamente, se habla de recubrimiento cuando una solucién aplicada sobre
un producto forma una pelicula superficial al secarse, mientras que un #i/m se
forma con anterioridad y posteriormente se aplica sobre el producto (Guilbert,

1986). En la préctica, se habla indistinftamente de film o recubrimiento,
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haciendo referencia a una delgada capa de material que cubre la superficie del
alimento, aplicada mediante inmersién, pulverizacién o pintado, o bien como
una envoltura continua que separa distintos componentes alimenticios, que
puede ser consumida como parte del producto (Guilbert, 1986; Gennadios y

Weller, 1990).

Propiedades de los recubrimientos comestibles

Segun Kester y Fennema (1986) los recubrimientos comestibles deben presentar
ciertos requerimientos funcionales que permitan controlar o aminorar las causas
de alteracién de los alimentos a recubrir. Algunos de estos requerimientos,
dependientes de la naturaleza del producto alimenticio al cual se aplica y de su

principal mecanismo de deterioro son:

e Propiedades sensoriales: deben ser fransparentes, no otorgar sabor y olor

diferente al alimento y no ser detectados durante su consumo.

e Propiedades barrera: presentar una adecuada permeabilidad al vapor de

agua y solutos y una permeabilidad selectiva a gases y voldtiles.
e Deben estar libres de toxicos y ser seguros para la salud.
e Deben requerir una tecnologia simple para su elaboracién.

e Las materias primas y el coste de produccién del recubrimiento deben ser
de bajo costo.

Para que los recubrimientos comestibles sean funcionales y por tanto, éptimos,

se deberd otorgar una especial importancia a la seleccién de los materiales que

los forman, ya que sus propiedades estdn fuertemente afectadas por la

naturaleza de sus componentes, composicién y estructura final.



Introduccién 3

Composicién de los recubrimienfos comestibles

Los recubrimientos comestibles pueden agruparse en tres categorias,

dependiendo del tipo de compuesto que incluyen en su formulacién:

Hidrocoloides: polisacaridos o proteinas que en general, forman recubrimientos
con buenas propiedades mecdnicas y son una buena barrera para los gases
(oxigeno (O,) y diéxido de carbono (CO,)), pero no impiden suficientemente la

transmision de vapor de agua (Drake ef o/, 1988).

Llos polisacdridos son los hidrocoloides que més se utilizan como
recubrimientos en frutas y hortalizas, ya que forman parte de la mayoria de las
formulaciones que actualmente existen en el mercado. Los polisacdridos
presentan buenas propiedades barrera a los gases y pueden adherirse a las
superficies de frutas y hortalizas troceadas, pero son hidrofilicos y por lo tanto
constituyen una pobre barrera a la pérdida de humedad (Kester y Fennema,
1986; Krochta y de Mulder-Johnston, 1997). La tabla 1 recoge los principales
polisacdridos utilizados en la formulaciéon de los recubrimientos y sus

caracteristicas mds relevantes (Pastor et a/., 2005; Vargas et a/., 2008a).

Las profeinas utilizadas en la formulacién de recubrimientos comestibles pueden
ser de origen animal (caseinas, proteinas del suero lacteo) o de origen vegetal
(zeina de mafz, gluten de trigo, y proteina de soja, principalmente) y
dependiendo de este origen muestran una amplia variedad de caracteristicas
moleculares. Asi, las proteinas varfan en su peso molecular, conformacién,
carga (dependiendo del pH), flexibilidad y estabilidad térmica y las diferencias
en estas caracteristicas moleculares determinardn su habilidad para formar

recubrimientos asi como las caracteristicas de los recubrimientos formados. La
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tabla 2 recoge las principales proteinas utilizadas en la formulaciéon de los
recubrimientos y sus caracteristicas mds relevantes (Pastor et a/., 2005 y Vargas

et al.,, 2008a).

Tabla 1.- Caracteristicas de los principales polisacéridos utilizados en la

formulacién de los recubrimientos. Adaptado de Pastor ef o/, 2005 y Vargas ef

al., 2008a.

Permeabilidad

Tipo Compuesto al vapor de NP  Otros Citas
agua/gases
MC, CMC, GRAS
Baja/Alta Si [1-3]
HPC, HPMC Flexible
Dextrina Alta/Moderada - Secado lento (1], 3]
, . . . [1],
Alginato Baja/Moderada  Si Frdgil
[3-4]
o)
-2 GRAS
'8 Quitosano Moderada/Alta No [5-7]
3 Antimicrobiano
& Pectina Baja/Alta ~ GRAS 8]
Carragenato Baja/Moderada - Fragil (1], [3]
Goma ardbiga  Baja/Moderada - Buena adhesiéon  [1], [3]
Goma guar Baja/Moderada - Firmeza [1], [3]
Goma Santana  Baja/Moderada - Buena adhesién  [1], [3]

NP: Necesita Plastificante

MC: Metilcelulosa; CMC: Carboximetilcelulosa

HPC: Hidroxipropil celulosa; HPMC: Hidroxipropil metilcelulosa

[11 Greener y Fennema, 1994; [2] Herndndez, 1994; [3] Kester y Fennema, 1986; [4]
Glicksman, 1983; [5] Tharanathan y Kittur, 2003; [6] Wong et al., 1992; [7] Hadwiger y
Beckman, 1980; [8] Liu et a/, 2006.
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Tabla 2.- Caracteristicas de las principales proteinas y lipidos utilizados en la

formulacién de los recubrimientos. Adaptado de Pastor ef o/, 2005 y Vargas et

al., 2008a.

Permeabilidad al

Tipo  Compuesto vapor de NP  Otros Citas
agua/gases
Zeina Baja/Alta Si GRAS (1], [2]
Dependiente
Gluten del pH y del Si Frdgil [2-4]
disolvente/Alta
Proteina de
Baja/Baja - Flexible [5-8]
2 soja
o
9) Proteina de
a Moderada/Alta Si Flexible [9-10]
suero lacteo
Casefna Moderada/Baja - Fragil [11-12]
Colageno Baja/Alta - Duro [13-15]
Flexible
Gelatina Alta/Alta - 2]
y fuerte
Cera de abeja  Alta/Baja Si GRAS [16]
9 Cera candelilla  Alta/Baja Si GRAS [16]
% Cera carnauba  Alta/Baja Si GRAS [17]
Acidos grasos  Segun tipo/Baija GRAS [17-18]

NP: Necesita Plastificante

[1] Koelsch, 1994; [2] Gennadios y Weller, 1990; [3] Gontard et a/., 1992, 1993; [4] Guilber,
2000; [5] Cho y Rhee, 2004; [6] Guilbert et al., 1996; [7] Gennadios y Weller, 1991; [8]
Guilbert, 1986; [9] Maté et al., 1996; [10] McHugh et a/., 1994; [11] Dangaran ef al., 2006;
[12] Khwaldia et al, 2004; [13] Hood, 1987; [14] Krochta, 1997b; [15] Rice, 1994; [16]
Hagenmaier y Baker, 1997; [17] Martin-Polo ef a/,, 1992a, 1992b; [18] Shellhammer y Krochta,

1997.



6 Introduccién

Lipidos: formados por compuestos hidrofébicos y no poliméricos (Krochta,
1997b) con buenas propiedades barrera al vapor de agua y a los gases, pero
con poca capacidad para formar recubrimientos (Shellhammer y Krochta,
1997). Reducen la transpiracién, la deshidratacién, la abrasion en la
manipulacién posterior (Herndndez, 1994) y pueden mejorar el brillo (Nisperos-
Carriedo et al., 1992). Sin embargo, los recubrimientos basados en lipidos
presentan una superficie grasienta y propiedades organolépticas no deseadas

como un sabor a cera y cierta rancidez (Guilbert, 1986).

Los /jpidos se utilizan en la formulacién de recubrimientos con el objetivo de
mejorar la propiedad barrera al vapor de agua. Entre los lipidos comestibles
que pueden ser incorporados en la formulacién de recubrimientos comestibles
se encuentran las ceras (cera de abeja, cera candelillo y cera carnauba), la
goma laca, la goma xantana y los édcidos grasos tales como el 4cido estedrico,
palmitico, ldurico y oleico, entre ofros (ver Tabla 2). Estos 0ltimos requieren de
una matriz estructural de proteinas o polisacdridos ya que carecen de

integridad estructural y durabilidad en su forma libre.

Composites o compuestos: formulaciones mixtas de hidrocoloides y lipidos que

aprovechan las ventajas de cada grupo y disminuyen sus inconvenientes
(Greener y Fennema, 1994). En general, los lipidos aportan resistencia al vapor
de agua y los hidrocoloides, permeabilidad selectiva al O, y CO,, durabilidad,

buena cohesién estructural o integridad.

Los composites pueden ser de capas separadas, llamados multilaminados o
bicapas, o formados por una Unica capa. Los bicapa se forman en dos etapas:
en la primera se forma la base de polisacérido o proteina y en la segunda, se

aplica el lipido sobre la base previamente formada. En los films en monocapa,
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es necesaria la dispersion o emulsion del lipido en la fase hidrofilica que
contiene la disolucién de hidrocoloide y su posterior extensién y secado
(Shellhammer y Krochta, 1997). Cuando se preparan films mediante esta
técnica de emulsién, durante la etapa de secado es posible que se produzca un
proceso de cremado de los lipidos hacia la superficie, debido a su baja
densidad y a la baja capacidad emulsionante del polimero que actia como
matriz soporte (Kamper y Fennema, 1984a, 1984b; Vojdani y Torres, 1989;
Park et al., 1994). No obstante, aunque se produce una cierta separacién de
fases, normalmente no logra formarse una verdadera bicapa, quedando
particulas de lipidos distribuidos en la matriz soporte (McHugh, 1996). Martin-
Polo et al. (1992a, 1992b) estudiaron el efecto de la estructura del film sobre
la propiedad barrera al vapor de agua, proponiendo un modelo de resistencias
en serie para los films bicapa (Figura 1a) y un modelo de resistencias en
paralelo para los films procedentes de una emulsién (Figura 1b), en el que la
transferencia de vapor de agua se realiza mayoritariamente a través de la fase
hidrocoloide.

Desde el punto de vista de la transferencia de masa, los recubrimientos bicapa
son los mds eficaces como barrera al vapor de agua. Sin embargo, debido a
que el proceso de preparacién incluye etapas de laminado y de secado en las
que es necesario el uso de disolventes y altas temperaturas, su produccién
resulta mds costosa y menos segura que la de los recubrimientos emulsionados.
Ademds, también es posible que con el tiempo las ldminas se separen. Este
problema podria ser soslayado formando la bicapa por separacién de fases en
la emulsién, una vez ésta ha sido aplicada sobre la superficie del alimento
(McHugh, 1996).

La efectividad de los films composites de hidrocoloides y lipidos depende, entre
otros factores, de la concentracion relativa de ambos, del estado fisico del

lipido, de la longitud, grado de insaturacién y ramificaciéon de la cadena
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hidrocarbonada, asi como de la distribuciéon que alcancen los componentes
lipidicos en la estructura final: tamafio de los glébulos grasos y nivel de
agregacién (Baldwin et al., 1997; Morillon ef o/, 2002). Ademés, la forma de
preparaciéon y la composicion de la emulsion de partida influye en gran medida
en el tamafo y distribuciéon de tamafnos de gotas y por tanto, también en las

propiedades finales del film (Martin-Polo et o/, 1992a).

(a) (b)

Transferencia vapor de agua Transferencia vapor de agua

.:::f:

HIDROCO|OIDE (H) |

v

Modelo resistencia en serie Modelo resistencia en paralelo

R >>>> R

1/Rosonnte = 1/ R+ 1/R
R\cminodo = RL + RH / emulsionado / L / H

Figura 1.- Modelos de resistencia a la transferencia de vapor de agua para

recubrimientos laminados (a) y emulsionados (b). Adaptado de Wu et ol

(2002).

Como se puede observar en las tablas 1 y 2, algunos de los recubrimientos
requieren la incorporacién de agentes plastificantes, compuestos que se
adicionan con el fin de impartir una mayor flexibilidad y resistencia al
recubrimiento y reducir el quebrantamiento (Gennadios y Weller, 1990). Estos
compuestos disminuyen las fuerzas intermoleculares en las cadenas del

polimero produciendo un descenso en las fuerzas de cohesién y por tanto,
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imparten  movilidad molecular a la matriz, plastificdndola.  Entre  los
plastificantes mds utilizados se encuentran mono-, di- y oligosacéridos (jarabes
de glucosa y fructosa, miel) y polioles (sorbitol, glicerol, derivados de la
glicerina y polietilenglicol) en concentraciones del orden del 10 al 60% de base
seca (b.s.), dependiendo de la rigidez del recubrimiento y del polimero
(Guilbert, 1986).

La incorporacién de lipidos y derivados (4cidos grasos, monoglicéridos, ésteres,
fosfolipidos y tensoactivos) también ejerce un efecto plastificante que es
atribuible fundamentalmente a las discontinuidades en la matriz polimérica que
supone su dispersién. Otros de los compuestos que forman parte de las
disoluciones formadoras de recubrimientos composites son los fensoactivos.
Estos se utilizan para favorecer la formacién de la emulsion y su estabilizacién
por accién interfacial, debido a que poseen una parte polar y otra apolar, y se
adsorben en la interfase aceite-agua como una monocapa orientada,

disminuyendo asf la tensién interfacial (Sharma, 1981).

Caracterizacién de las formulaciones formadoras de recubrimiento: factores

que afectan a la estabilidad.

El desarrollo de recubrimientos comestibles en los que un componente
hidréfobo se encuentra disperso en un medio hidréfilo continuo, requiere el
estudio de la estabilidad de las formulaciones formadoras de recubrimiento
(FFRs), ya que algunas de las propiedades de los films secos (propiedades
barrera, o6pticas, mecdnicas, etc.) estdn directamente relacionadas con la
microestructura desarrollada en los mismos y ésta a su vez, por la estructura y

estabilidad de dichas dispersiones.
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La estabilidad de estas FFRs estd relacionada con las caracteristicas de la fase
dispersa, siendo las més relevantes, el tamafio de particula del componente
disperso, la carga superficial de las mismas y la existencia de fuerzas atractivo-
repulsivas entre las particulas de tipo van der Waals, electrostdticas, estéricas y

de hidratacién (Dickinson, 1992).

La determinacién del tamafo de particula se puede realizar mediante
tecnologia de difraccién ldser, basada en la medida de la cantidad de luz
dispersada por las particulas cuando un haz de luz léser incide sobre ellas. La
interaccién de una onda electromagnética con las particulas se caracteriza por
un patrén de dispersién caracteristico. El tamafio de particula se determina
aplicando un modelo teérico a dicho patrén. Entre los diferentes modelos, la
teorfa Mie es la que mejor interpreta los patrones de dispersién de emulsiones
diluidas que contengan gotas esféricas de cualquier tamafio y por tanto, es la
que se aplica en la mayoria de equipos comerciales disponibles. Es importante
sefalar que la teoria Mie asume que las ondas de luz son dispersadas por una
Unica particula y por tanto, estrictamente sélo puede ser aplicada a sistemas
muy diluidos. Por esta razén, las FFRs deben ser diluidas antes de realizar los
andlisis hasta una concentracién en la que los efectos de dispersiéon mltiples
sean despreciables (McClements, 2007). Para expresar el tamafo medio de las
particulas existen varios pardmetros. Uno de los mds utilizados es el didmetro
promedio expresado en drea-volumen (dj,), el cual estd relacionado con el

drea media superficial (Ay) de las gotas expuestas en la fase continua por

unidad de volumen de la emulsion, siendo A, =6% y ¢ la fraccion
32

volumétrica de la fase dispersa. Otro pardmetro cominmente utilizado es el

didmetro promedio expresado en volumen-longitud (d,3), que es la suma de los

volumenes de las gotas de cada distribucién de tamafio de particula
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multiplicado por el didmetro promedio de cada clase de tamario. De los dos
pardmetros, el d,; es mds sensible a la presencia de particulas grandes y el dg,
mds sensible a los fenémenos de floculacion (McClements, 2005).

Por ofra parte, la medida del potencial-{ de las particulas da una idea de la
estabilidad del sistema coloidal puesto que estd relacionada con la carga
superficial de las particulas que inhibe la coalescencia y potencia la estabilidad
del sistema (Sejersen ef al., 2007). En general, cuando las particulas presentan
un potencial-{ mds positivo o negativo que = 30 mV se considera que las
fuerzas de repulsién electrostdticas exceden a las atractivas, con lo que las
particulas del sistema se encuentran dispersas y no se produce floculacion
(Roland et al., 2003; Kumar, 2006).

la medida del potencial-{ de las particulas se realiza a través de la
determinacién de su movilidad electroforética (velocidad de las particulas del
sistema en un campo eléctrico). La movilidad electroforética (UE) depende de la
intensidad del campo eléctrico o voltaje aplicado y se puede calcular mediante

la ecuacién de Henry (Ec. 1).

U, :M (Ec. 1)

3-n

donde,

g, constante dieléctrica del medio

n, viscosidad
¢, potencial-¢
f (Ka), funcién de Henry, que para el caso de medios acuosos y con
concentracién de electrolitos baja toma valores de 1,5 segin la aproximacién

de Smoluchowski.
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La determinacién de las propiedades reolégicas de las FFRs es también
relevante en el estudio de la estabilidad de las mismas y ademds, presenta un
especial interés a la hora de seleccionar la técnica de aplicacién a emplear, ya
que ésta dependerd del nivel de viscosidad desarrollado a un gradiente de
velocidad determinado (Fellows, 1990). La caracterizacién reoldgica de las

FFRs se obtiene a partir de las curvas de flujo, curvas que relacionan el esfuerzo

cortante () desarrollado en el seno del fluido en funcién del gradiente de

velocidad (). Estas curvas se pueden ajustar a diferentes modelos como el de

La Ley de la Potencia (Ec. 2), que determina cémo varia el esfuerzo con el
gradiente de velocidad del fluido en funcién de dos pardmetros, el indice de

comportamiento al flujo (n) y el indice de consistencia (K) de las FFRs.

O'=/(-7n (Ec. 2)

Finalmente, para evaluar la extensibilidad de los recubrimientos sobre las frutas
y por tanto, la eficacia del recubrimiento es importante determinar la tensién
superficial de la formulacién (y) y el dngulo de contacto entre el liquido y la
superficie del alimento (6) mediante un goniémetro a temperatura controlada.
Una adecuada FFR debe presentar un valor bajo de tensién superficial y un
dngulo de contacto lo mds bajo posible para que la extensibilidad sea méxima.
Si el dngulo de contacto es menor a 90°, el mojado serd espontédneo (Moules,
1995). Por ejemplo, segin Hagenmaier y Baker (1993) para un recubrimiento
céreo, un valor de tensién superficial de 29,2 mN/m fue lo suficientemente
bajo como para mojar la superficie de la uva. En algunos casos, se incorporan
tensoactivos a las FFRs para reducir su tensién supericial y mejorar asi la

extensibilidad y adhesividad del film (Hiemenz y Rajagopalan, 1997).
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Para la determinacién de la tensién superficial de las FFRs se puede utilizar el
“método de la gota suspendida” (Wu, 1974). Este método se basa en el
andlisis del perfil de una gota suspendida que se encuentra en equilibrio

hidrodindmico e interfacial, gobernado por la ecuacién de Bashforth y Adams

(Ec. 3), que permite la obtencién de la tensién superficial del liquido (y).
g:8p:(d,)" (Ec. 3)

donde,

g, aceleracién de gravedad

Ap, diferencia de densidad entre las dos fases (la gota y el aire)

d., didmetro ecuatorial de la gota

d,, didmetro horizontal, en un plano medido a una distancia d, desde la base
de la gota

H, factor de correccién

El factor de correccién H, se obtiene por solucién numérica de ecuaciones
diferenciales y sus valores se encuentran tabulados en forma de 1/H versus el

pardmetro s, calculado a partir de la ecuacién 4.

s= d, (Ec. 4)
Ole
donde,

d., didmetro ecuatorial de la gota
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d,, diémetro horizontal, en un plano medido a una distancia de desde la base

de la gota
Propiedades de los films: caracterizacién y factores que afectan a los mismos.

Las propiedades de los recubrimientos comestibles (permeabilidad al vapor de
agua y a los gases, solubilidad en agua o lipidos, capacidad de adsorcién de
agua, color, transparencia, brillo, respuesta mecdnica, etc.), dependen del tipo
de material utilizado, de las condiciones de formacién del film, del tipo de
plastificante, de la naturaleza del disolvente, de la velocidad de evaporacion
del disolvente, y de su espesor, entre otras (Guilbert, 1986). En la mayoria de
los casos, la efectividad del recubrimiento cuando se aplica a frutas y hortalizas
depende fundamentalmente de un control efectivo de la permeabilidad al vapor

de agua y a los gases con unas adecuadas propiedades mecdnicas.

La permeabilidad al vapor de agua (PVA) es una medida de la facilidad con la
que el vapor de agua puede penetrar en un material. Para el estudio de la
permeabilidad de un componente en estado estacionario a través de una
barrera no porosa y sin imperfecciones se utiliza una combinacién de la Ley de
Fick para la difusién, y la Ley de Henry para la solubilidad (McHugh y Krochta,
1994d). La primera Ley de Fick (Ec. 5) asume que el flujo del componente (J),
depende de la difusividad del permeante (D), de la concentracién diferencial
(dC) en el film, y del diferencial de espesor (dX). El signo negativo indica que la

migracién se produce hacia la menor concentracion.

D-dC
J=—— Ec. 5
X (Ec. 5)
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A partir de la pendiente de la curva peso versus tiempo (J) se calcula la
velocidad de transmisién de vapor de agua, VTIVA, (Ec. 6) y teniendo en cuenta
las presiones parciales de vapor de agua en ambas caras del film y el espesor

del film se calcula la PVA (Ec. 7).

VIVA = S (Ec. 6)
t-A

PVA=W—VA~[ (Ec. 7)
wi _sz

donde,

VTVA, velocidad de transmisién de vapor de agua, g-s'-m™

J, pendiente de la curva de pérdida de peso en el tramo lineal, g-s™

A, drea efectiva para la transmisién de vapor de agua, m?

Pwi, presién parcial de vapor de agua en la superficie del film en la cara
orientada hacia el interior de la celda, Pa.

Pwo, presién parcial de vapor de agua en la superficie del film en la cara
orientada hacia el exterior de la celda, Pa.

L, espesor del film, m

La American Society for Testing and Materials (ASTM) define la PVA como la
velocidad de transmisiéon de vapor de agua por una unidad de superficie de un
drea plana y por unidad de espesor, inducida por una unidad de diferencia de
presion de vapor entre dos superficies, y bajo unas condiciones particulares de
temperatura y humedad relativa (ASTM, 1995). La permeabilidad es un proceso

de disolucién y difusiéon en el que el vapor se disuelve en un lado del film y
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entonces se difunde a través del otro lado. No se debe confundir con el
transporte a través de poros.

Con respecto a los recubrimientos comestibles, los cuales tienen la tendencia a
interaccionar fuertemente con vapor de agua, la permeabilidad puede ser
definida como una propiedad del complejo film-permeante, bajo condiciones
especificas de temperatura y actividad de agua. Aparentemente, las diferentes
caracterfsticas inherentes a los recubrimientos comestibles juegan el papel
principal en el proceso de transferencia de materia debido a la influencia de la
difusividad y solubilidad de permeantes como el agua y el O,, CO, y otros
gases. La estructura quimica, polaridad relativa, grado de cristalinidad,
densidad, orientaciéon molecular, grado de uniones cruzadas entre moléculas,
peso molecular y polimerizacién y la presencia de plastificantes y aditivos,
influyen directamente sobre las propiedades barrera al vapor de agua de los
recubrimientos comestibles (Wu et a/., 2002). El efecto de los plastificantes ha
sido ampliamente estudiado (Gontard et o/, 1993; Gaudin et al, 1999;
Myllarinen et o/, 2002; Rodriguez et al., 2006). Su presencia disminuye las
fuerzas intermoleculares en las cadenas del polimero y por tanto, le confiere
una mayor movilidad molecular, aumentando su permeabilidad al agua, gases
o aromas. La intensidad de estos efectos depende del tipo, cantidad y peso
molecular de los agentes plastificantes utilizados (Gontard et af., 1993).
Normalmente, el agua también actéa como plastificante y en general, los films

més hidrofilicos presentan mayores valores de PVA.

Las propiedades barrera al vapor de agua de recubrimientos multicomponentes
formulados a partir de hidrocoloides y lipidos estdn determinadas generalmente
por el potencial de cada uno de sus componentes (Guilbert ef o/, 1995). La
tabla 3 muestra valores de permeabilidad al vapor de agua de algunos films

formulados a base de biopolimeros.
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Tabla 3.- Permeabilidad al vapor de agua (PVA) de algunos films a base de
biopolimeros. Adaptado de Vargas et a/. (2008b).

Film PVAX 10" T(C) AHR(%) Citas

(@m' s'Pa’)
MC 7,55 25 0/75 [1-4]
HPC 11 - - [1-2], [5-6]
HPMC 10,5 27 0/85 [6-7]
Almidén 217 23 74/50 [8-10]
Alginato 390 20 100/50 (5], [10]
Quitosano 360 25 100/50 [11]
Carragenato 190 25 100/50 [11-12]
Zeina de maiz 8,9-13,2 21 0/85 [1], [13-14]
Gluten de trigo 4,3 23 0/50 [15-17]
Soja 354 25 100/50 [18-20]
PSL 417 25 100/55 (7], [21-23]
Caseinato sédico 42,5 25 0/81 [24-25]
Cera de abeja 0,058 25 0/100 [26]
Cera candelilla 0,017 25 0/100 [5], [26-27]
Cera carnauba 0,033 25 0/100 [5], [14],[28]
Acidos grasos 0,22-3,47 23 12/56 [28-30]

MC: Metilcelulosa; HPC: Hidroxipropilcelulosa; HPMC: Hidroxipropilmetilcelulosa; PSL: Proteinas
de suero lacteo

[11Park, 1999; [2]Kester y Fennema, 1986; [3]Garcia ef al, 2004; [4]Pinotti ef al, 2007;
[5]Guilbert, 2000; [6]Hagenmaier y Shaw, 1990; [7]Krochta y de Mulder-Johnston, 1997;
[8]Peterson y Stading, 2005; [9]Garcia et af., 2000; [10]Glicksman, 1983; [11]Park e o/, 2001;
[12]Ribeiro et al., 2007; [13]Gennadios y Weller, 1990; [14]Bai ef a/, 2003a; [15]Gontard et
al., 1996; [16]Guilbert et al., 1996; [17]Herndndez-Mufioz et al., 2004; [18]Gennadios y
Weller, 1991; [19]Cho y Rhee, 2004; [20]Cho et o/, 2007; [21]McHugh y Krochta, 1994a,
1994b, 1994c; [22]; Maté et al, 1996; [23]Mei y Zhao, 2003; [24]Khwaldia et a/., 2004;
[25]Dangaran et af., 2006; [26]Hagenmaier y Baker, 1997; [27]Bai et a/., 2003b; [28]Martin-
Polo et al, 1992a, 1992b; [29]Morillon et al., 2002; [30]Shellhammer y Krochta, 1997.
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La determinacién de la PVA en recubrimientos comestibles se puede realizar
con los mismos equipos y técnicas utilizadas para films poliméricos sintéticos.
Entre los equipos que pueden ser utilizados se encuentra el Permatran, serie W
de Mocon (Modern Controls Inc., Minneapolis, MN, EEUU) basado en sensores
infrarrojos. Sin embargo, el método mds empleado por los investigadores que
trabajan en recubrimientos comestibles estd basado en una modificacién de la
técnica gravimétrica ASTM E96-95 (McHugh et o/, 1993). El método ASTM
establece que la resistencia al transporte de agua, a través del espacio de aire
entre la superficie del agua y el film es despreciable (Pyy = Py;). Sin embargo,
para films hidrofilicos, esto no se cumple y puede inducir a importantes errores
en la permeabilidad calculada. Asi, para considerar el efecto de la capa
estanca de aire en las medidas de PVA, los valores de Py, tendrdn que ser

calculados a partir de las ecuaciones 8-11 (Gennadios ef al., 1994).

Ny h;
Pn=F =B =F)-e @ (Ec. 8)
NW =6,43-10" -VTVA (Ec. 9)
c= /:*7 (Ec. 10)
D = o,%(&jm (Ec. 11)
donde,

P,, presion total del sistema, Pa

Pwo, presion de vapor saturado del agua a la temperatura de trabajo, Pa
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Nw, flujo de agua en el film, g-mol-cm?s™

h;, distancia entre el agua desionizada y el film, m

c, concentracién molar total de aire y vapor de agua, g-mol-cm™
D, difusividad del vapor de agua en el aire, cm?'s

T, temperatura de trabajo, K

R, constante universal de los gases, Pa-cm®-g-mol K"

Este método consiste en utilizar agua destilada en una cara del film, la que
estuvo en contacto con la placa durante el secado, para conseguir una
humedad relativa del 100% (Pyo) y una disolucién saturada de humedad
relativa conocida en la otra cara del film (Py,). En la parte superior de la copa
se coloca un ventilador para eliminar el vapor de agua que atraviesa el film.
Las medidas de la VTVA se realizan a temperatura controlada y el peso de las
copas se determina a intervalos de 2 horas durante un periodo de al menos 10

horas. La pendiente de la curva peso versus tiempo (J) se utiliza para calcular la

VTVA.

La permeabilidad a los gases, en especial al O, y CO,, es ofro factor a tener
en cuenta ya que puede influir en gran medida en la estabilidad de los
alimentos sensibles a la oxidacién de lipidos, vitaminas y pigmentos y en la vida
otil del producto recubierto, si limita la disponibilidad de dichos gases. La
medicién de la permeabilidad al O, se puede realizar mediante un analizador
de O, mientras que la del CO, o la de cualquier ofro gas sélo se pueden

realizar a fravés de un cromatégrafo de gases.

Un recubrimiento comestible con muy buenas propiedades barrera al vapor de
agua podria llegar a ser ineficiente si sus propiedades mecdnicas no permiten

mantener la integridad del film durante su manejo, envasado y transporte
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(Rowe, 1978). Los recubrimientos deben ser resistentes a la rotura y la abrasién
(para reforzar la estructura del alimento y facilitar su manipulacién) y flexibles,
con la suficiente plasticidad para adaptarse a posibles deformaciones del
producto sin romperse. Por esta razén, la resistencia mecdnica y deformabilidad
deben ser determinadas. Entre las propiedades comUnmente evaluadas en films
comestibles se encuentran el médulo de elasticidad, la elongacion y el esfuerzo
de fractura (McHugh y Krochta, 1994b; Greener y Fennema, 1994; Park et al.,
1994). Algunos de los equipos utilizados para evaluar estas propiedades, son
lo prensa universal de ensayos mecdnicos tipo Instron (Instron Engin. Corp.,
Canton, MA, EEUU) o tipo TAXT2 de Aname (Aname, Surrey, Reino Unido). Las
curvas fuerza versus distancia obtenidas de los ensayos mecdnicos se
transforman en curvas esfuerzo versus deformacién de Hencky (Peleg, 1979),

utilizando las ecuaciones 12y 13.

oo Flart) (Ec. 12)
A - Ly

h+h (Ec. 13)
L

gy =1Ln

donde,

o, esfuerzo, Pa

F, fuerza, N

L,, longitud del film a tiempo t, m

Lo, longitud inicial del film, m

A, drea transversal inicial del film, m?

€4, deformacion de Hencky
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La tensién de fractura nos da una idea de la resistencia a la fractura del film, el
médulo de elasticidad, de la firmeza y el porcentaje de elongacién, de la
flexibilidad del film.

Por otra parte, las propiedades mecdnicas de los recubrimientos comestibles
dependen de la cohesién estructural del material a partir del que se obtienen.
La cohesién es el resultado de la capacidad de los polimeros de formar fuertes
y/o numerosas uniones moleculares entre cadenas poliméricas, dificultando asi
la separacion de las cadenas. Esta capacidad depende de la estructura del
polimero y su fuerza molecular, geometria, distribuciéon de peso molecular y
tipo y posicién de los grupos laterales (Guilbert ef o/, 1995). Las propiedades
mecdnicas también estdn ligadas a las condiciones de formacién del
recubrimiento (tipo de proceso y solvente, velocidad de enfriamiento o de
evaporacién, técnica de aplicacién, etc.). La incorporacién de una fase dispersa
(lipidos) o la adicién de un agente plastificante ocasionan normalmente una
debilitacién de la red polimérica, dando lugar a matrices més flexibles y més
elésticas (Gontard et al., 1993).

Otras caracteristicas de los recubrimientos que normalmente se investigan con
el fin de esclarecer los mecanismos que regulan sus propiedades mecdnicas y
de barrera son las isotermas de sorcién de agua y la microestructura. La
mayoria de los films son sensibles a la humedad ya que sus componentes ligan
agua en mayor o menor medida dependiendo de su naturaleza, de las
interacciones entre componentes, de la humedad relativa que les rodea y de la
temperatura, entre otros factores. A partir de la determinacién de las isotermas
de sorcién de agua de los films podemos llegar a conocer el grado de
interaccién del agua con los componentes del film y analizar cémo cambian sus
propiedades en funcién de su contenido en humedad. Los modelos mdés
utilizados para el estudio de las isotermas son los de Brunauer, Emmett y Teller

(BET) y Van den Berg y Bruin (GAB) (Ec. 14 y 15, respectivamente). El modelo
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de BET es un modelo fisico que se ajusta hasta valores de a,, menores de 0,5,
mientras que el de GAB es un modelo semiempirico que suele dar buenos

resultados en todo el intervalo de a,, (0,11 a 0,85).

a 1 C-1
T AT C+l(/1/ C)-aW (Ec. 14)
_OW). e 0" 0"’

v _ ! +C_2'0W+K.(]_C)-G\QN (Ec. 15)
We Wo’C'K Wo’C Wo'C
donde,

W,, humedad de equilibrio (g agua/g film seco),

W,, humedad de la monocapa (g agua/g film seco)

C, constante relacionada con el calor de sorcién de la monocapa
K, factor relacionado con el calor total de sorcién de la multicapa

ay, actividad de agua

Los estudios de microscopia permiten analizar cémo la estructura de los films
afecta a sus propiedades fisicas, a través del estudio de las interacciones entre

componentes y de la estructura y distribucién de estos en la matriz polimérica.

La apariencia o aspecto es otro de los factores de calidad decisivo para la
aceptacién de un producto por parte del consumidor, por lo que el color, la
translucidez y el brillo, también han sido objeto de recientes estudios en
recubrimientos y films comestibles (Cuq ef o/, 1996; Nussinovitch et al., 1996;
Ward y Nussinovitch, 1996; Trezza y Krochta, 2000a, 2000b).

La transparencia de los films se determina aplicando la teoria de Kubelka-Munk

(Hutchings, 1999) a los espectros de reflexion de las muestras obtenidos
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mediante un espectrocolorimetro. La luz que pasa a través de la muestra se ve
afectada por el coeficiente de absorcién (K) y el coeficiente de dispersién (S)
(Ec. 16). En esta ecuacién, R, es la reflectancia de la muestra con un espesor
infinito, determinada a través de las ecuaciones 17-19 en funcién de la
reflectancia de la muestra (R), medida sobre un fondo negro de reflectancia
conocida (Ry) y R, es la reflectancia de la muestra sobre un negro ideal. La
translucidez se define a través de Ti segin la ecuacién 20. Valores bajos de K/S
y Ti, se asocian con estructuras cerradas y materiales opacos, mientras que

valores altos se relacionan con estructuras abiertas y materiales transparentes.

_ 2
EZM (Ec. 16)
S 2R,
R =a-b (Ec. 17)
R,—R+R
o=t pplo TR (Ec. 18)
2 RoR,

b=(a*-1) (Ec. 19)
TP =(a-R,) -b* (Ec. 20)

A partir del espectro de reflexién, se obtienen las coordenadas CIEL*a*b* (Ec.
21 a 23) utilizando como sistema de referencia el iluminante D65/observador

10° (Anexo ). Y a partir de las coordenadas L*a*b* se calcula el tono (Ec. 24),

croma (Ec. 25) e indice de blancura (IB) (Ec. 26).



24 Introduccién

5
[*=116(£] ~16 (Ec. 21)
5 A
a* =500 (i] —(LJ (Ec. 22)
X
A 5
b* =200 (LJ —(ij (Ec. 23)

h*, =tan™ (b—:) (Ec. 24)

C*,=va** +b* (Ec. 25)

18 =100 —(100— L) +a** +b*2 (Ec. 26)

El brillo de los films se puede medir con un brillémetro en unidades de brillo
(UB). Las medidas a dngulos préximos a 45° son adecuadas para muestras de
brillo medio, a dngulos bajos pueden diferenciarse mejor las muestras de brillo
alto y a dngulos altos las muestras de brillo bajo, lo cual es debido a la
potenciacién de la reflexién especular a medida que aumenta el dngulo de
incidencia (Hutchings, 1999). Normalmente, las superficies lisas y homogéneas,
sin presencia de irregularidades, presentan mayores valores de brillo (Ward y
Nussinovtch, 1996). En este sentido, todas aquellas prdcticas que aumenten la

rugosidad superficial del film, contribuirdn a una reduccién del mismo. La
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rugosidad superficial del film puede ser evaluada a través del estudio de la
topografia superficial del film mediante microscopia de fuerza atémica

(Villalobos et al., 2005; Fabra et al., 2009b).

Aplicacién de los recubrimientos comestibles a frutas y hortalizas

La aplicacién de recubrimientos comestibles supone una alternativa de futuro
para la conservacién de la calidad de frutas y hortalizas. Su aplicaciéon permite
alargar la vida 0fil durante el almacenamiento al reducir las pérdidas de
humedad y ralentizar la maduracién de los frutos, ya que acttan como barrera
al intercambio gaseoso. También se utilizan para mejorar su integridad
mecdnica o su proteccién frente a la manipulacién posterior (Krochta, 1997a) y
para aportar brillo a la fruta, confiriéndole un aspecto mds apetecible en el
punto de venta. Los recubrimientos més comunes son aquellos que se aplican a
las frutas para sustituir la cera natural que se ha eliminado durante el lavado y
cepillado de las mismas, procesos realizados con el fin de eliminar el polvo, la
suciedad, las esporas de hongos y los pesticidas usados en el campo
(Shellhammer y Krochta, 1997). En la bibliografia se pueden encontrar
numerosos estudios de ejemplos de aplicacién de films comestibles a frutas y
hortalizas tales como aguacate, espdrrago, fresa, mango, manzana, peraq,
zanahoria, entre ofros (Han et al., 2004; Fayaz ef al., 2009; Saucedo-Pompa et
al.,, 2009; Tzoumaki et al, 2009; Lima et a/., 2010). En la mayoria de los
casos se consigue una reduccién importante en la pérdida de peso de las
muestras recubiertas (Han et o/, 2004; Fayaz et al., 2009; Tzoumaki ef al,,
2009), un mejor mantenimiento de vitaminas (Navarro, 2009; Brito, 2009)
antocianos (Vargas ef al., 2006) y en general, una vida Gtil mayor.

En la tabla 4 se muestran algunos de los recubrimientos comerciales que se

aplican a frutas y hortalizas frescas y enteras. Cabe destacar el uso de
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derivados de celulosa y ésteres de sacarosa que han sido incorporados en la

mayoria de las formulaciones comerciales.

Tabla 4.- Algunos de los recubrimientos comerciales que se aplican en frutas y

hortalizas frescas y enteras. Adaptado de Pastor ef o/, 2005 y Vargas et al,,

2008a, 2008b.

Frutas y Hortalizas

Recubrimiento Composicién Citas
(Aplicacién)
Banana, mango,
Nature Seal® Celul "
elulosa tomate, papaya
1000
(Spray)
Citricos, mango,
Nature Shine
Ceras naturales Manzana 2]
9000
(Pulverizacién)
Acidos grasos
Food Coat Cereza [3]
y polisacéridos
Banana, manzana,
Sucroésteres de dcidos
Pro-Long mango, patata, tomate  [4-6]
grasos y CMC
(Inmersion)
Esteres de sacarosa, Banana, calabacin,
mono y diglicéridos, sal  cereza, citricos,
Semperfreh™ [7-11]

sédica de CMCy

caseinato cdlcico

manzana

(Cepillo, inmersién)

Tropical Fruit

Coating 213

Cera carnauba y

4cidos grasos

Mango
(Esponija)

[12]

CMC: Carboximetilcelulosa
[1]Nisperos-Carriedo ef al., 1992; [2] www.interamsa.com (29/07/04); [3] Alonso y Alique,
2004; [4] Dhalla y Hanson, 1988; [5] Banks, 1985; [6] Banks, 1984; [7] Avena-Bustillos ef a.,
1994; [8] Curtis, 1988; [9] Drake et a/., 1988; [10] Drake ef af., 1987; [11] Banks, 1983; [12]

Baldwin ef al., 1999.
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Por otra parte, los recubrimientos comestibles también pueden ser utilizados
como vehiculo para la incorporacién de aditivos con el fin de modificar las
condiciones superficiales del alimento y afiadir otras funcionalidades al film
resultante. Entre los aditivos comlUnmente utilizados se encuentran:
antioxidantes, antimicrobianos, vitaminas, colorantes, saborizantes o la
inclusién de microorganismos para un control biolégico (Guilbert, 1988;
Baldwin et al., 1996; McHugh y Senesi, 2000; Appendinni y Hotchkings, 2002;
Lee et al., 2003; Cha y Chinnan, 2004; Pérez-Gago et al., 2006; Valencia-
Chamorro et al., 2008; Rojas-Grai et al., 2009). En ese sentido, Oms-Oliu et
al. (2008) observaron una disminucién del pardeamiento enzimdtico y del
crecimiento microbiano en peras cortadas recubiertas con films a base de
polisacdridos y agentes antfipardeantes. Valencia-Chamorro ef o/ (2009)
estudiaron el efecto de films compuestos de HPMC-lipido y aditivos antiféngicos
sobre naranjas y obtuvieron una reduccién significativa de Penicillivm digitatum
e italicum. Vargas et al. (2006) utilizaron recubrimientos a base de quitosano
para reducir el deterioro microbiolégico y alargar la vida ¢til de fresas.

Una aplicacién potencial de los recubrimientos comestibles es a productos
minimamente procesadas (MP), entendiéndose por producto MP aquel que ha
recibido uno o varios tratamientos suaves en su acondicionamiento y
preparaciéon para el consumo y que mantiene una apariencia y calidad
préximas al producto fresco, donde el hecho diferenciador clave reside en que
el tejido permanece vivo (Pérez, 2003). Las frutas y hortalizas MP presentan una
vida 0til muy corta, entre 5-7 dias, debido a limitaciones microbiolégicas,
sensoriales y nutricionales. En este caso, las investigaciones que se estdn
desarrollando actualmente se centran en incluir en las formulaciones la
utilizacién de conservantes para retardar el crecimiento de levaduras, mohos, y
bacterias durante su almacenamiento y distribuciéon, contribuyendo asi @

aumentar su vida Util.
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Recubrimientos comestibles bioactivos con incorporacién de antimicrobianos

naturales.

Como se ha comentado anteriormente, la funcionalidad de los recubrimientos
comestibles puede ser mejorada incorporando por ejemplo, agentes
antimicrobianos. Una de las tendencias actuales en la industria alimentaria,
como respuesta a la demanda de consumidores cada vez més concienciados
por la salud y el medio ambiente, consiste en sustituir los aditivos quimicos por
sustancias naturales, especialmente si se usan para la conservaciéon de
alimentos. Por ello, el desarrollo de films comestibles bioactivos a partir de
compuestos naturales (polimeros, antimicrobianos o antioxidantes o cualquier
ofro tipo de compuesto) ha recibido recientemente un interés creciente (Vargas
et al, 2007b; Du et al, 2009a, 2009b; Sdnchez-Gonzdlez et al., 2009;
Valencia-Chamorro et al., 2009).

Entre los compuestos naturales con actividad antimicrobiana, los que han
suscitado mayor interés para su aplicaciéon a alimentos son: quitosano, aceites
esenciales, polipéptidos antimicrobianos, bacteriocinas, ciertos enzimas como
el sistema lactoperoxidasa y la lisozima, dcidos grasos y orgdnicos, propdleo,

entre otros.

El guitosano, polimero obtenido por desacetilacién alcalina de la quitina
proveniente de crustdceos, tiene la capacidad de formar films y se utiliza
ampliamente en la formulacién de recubrimientos (Zhang y Quantick, 1998;
Jiang y Li, 2001; Vargas, 2008). Este tipo de recubrimiento es efectivo en
prolongar la vida Gtil y mejorar la calidad de frutas enteras y cortadas ya que
presenta una alta permeabilidad selectiva frente a los gases, una moderada
resistencia al vapor de agua (Tharanathan y Kittur, 2003), ademds de poseer

propiedades antimicrobianas (Cuero, 1999), antifingicas (Krochta y de Mulder-
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Johnston, 1997) y antibacterianas (Muzzarelli y Muzzarelli, 2003). El potencial
de aplicacién del quitosano a alimentos es enorme y ha dado lugar a la
aparicion de diversas patentes para su aplicacién a alimentos (Vargas y
Gonzdlez-Martinez, 2010). Existen en la bibliografia numerosos estudios de
aplicacién de films de quitosano a diferentes alimentos, desde frutas y hortalizas
enteras o minimamente procesadas a carnes y derivados y productos de la
pesca (Jeon et al., 2002; Quattara et al., 2002; Sagoo et al., 2002; Han et al,,
2004; Vargas et al., 2006; Chien et al., 2007; Vargas et al.,, 2009b; Duan et
al, 2010).

Los aceifes esenciales (AEs) son mezclas de varias sustancias quimicas
biosintetizadas por las plantas que dan el aroma caracteristico a algunas flores,
arboles, semillas y a cierfos extractos de origen animal. Son intensamente
aromdticos, no grasos, voldtiles y livianos. Son insolubles en agua, levemente
solubles en vinagre, y solubles en alcohol, grasas, ceras y aceites vegetales. Se
oxidan por exposicién al aire (Mihaliak et a/., 1991). La actividad antifdngica y
antibacteriana de los AEs ha sido ampliamente documentada por distintos
autores en aplicacién in vitro e in vivo (Reuveni ef al., 1984; Deans y Ritchie,
1987; Alankararao ef al., 1991; Baruah et ol., 1996; Gogoi et al., 1997;
Pitarokili et al., 1999; Meepagala et al., 2002; Pranoto et al., 2005; Chi et al.,
2006; Seydim et al., 2006; Rojas-Grai et al., 2007a; Sénchez-Gonzdlez et al.,
2009, 2010) y existen numerosos trabajos donde se incorporan en
recubrimientos para su aplicacién a diferentes tipos de alimentos como carne
(Goswami et al., 2009; Zinoviadou et al., 2009; Lim et al., 2010), pescados
(Gémez-Estaca ef al, 2007, 2009), frutas y hortalizas (Rojas-Grai et al.,
2007b; Du et al, 2009a, 2009b; Gamage ef al., 2009), entre otros. En
general, los AEs suelen ser mds efectivos contra bacterias Gram positivas que

contra las Gram negativas (Marino ef al., 2001; Chorianopoulos et a/., 2004;
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Gutiérrez et al., 2008), aunque los AEs de orégano, clavo, canela y citral son
efectivos contra ambos grupos (Sivropoulou ef o/, 1996; Skandamis et al.,
2002; Kim y Fung, 2004). Los principales componentes de los AEs con
actividad antimicrobiana son compuestos fenélicos como terpenos, alcoholes
alifdticos, aldehidos, cetonas, dcidos e isoflavonas (Lépez-Malo et af., 2005;
Chorianopoulos et al., 2008). En general, la eficiencia antimicrobiana de los
AEs depende de la estructura quimica de sus componentes y de su
concentracién. Asi, los AEs con una alta concentracién en eugenol (como es el
caso del aceite de clavo, perejil y canela), en cinamaldehido (AE de canela) y
en citral (AE de limén y lima) son potentes antimicrobianos (Lis-Balchin ef af.,
1998; Davidson y Naidu, 2000). EI AE de tomillo posee fenoles
monoterpénicos con probada actividad antiviral (Wild, 1994), antibacteriana
(Cosentino et al., 1999; Essawi y Srour, 2000) y antifongica (Karaman ef af.,
2001; Pina-Vaz et al., 2004). Por otra parte, se han encontrado estudios que
utilizan compuestos puros (carvacrol, eugenol, etc.) procedentes de AEs con
actividad antimicrobiana, pero en la mayoria de los casos, la actividad
antimicrobiana del AE suele ser mayor que la del compuesto puro debido a la
gran complejidad de sustancias que lo componen, seguramente con efecto

sinérgico (Gutiérrez et al., 2008).

La /isozima es una enzima que rompe las paredes celulares de las bacterias
catalizando la hidrélisis de las uniones B 1,4 entre los residuos de dcido N-
acetilmurdmico y N-acetil-D-glucosamina en un peptidoglicano. La lisozima es
muy abundante en la clara del huevo, de donde se extrae para su uso
industrial, en particular para el control de las bacterias léacticas en los vinos. Es
estable a altas temperaturas (100°C) y a pH menor a 5,3 pero se inactiva a

bajas temperaturas cuando el pH aumenta (Smolelis y Hartsell, 1952). La
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lisozima es més efectiva contra las bacterias Gram-positivas (Cagri et al,,
2004).

El sistema /acfoperoxidasa se produce de forma natural en la leche, y cuando
se combina con H,O, para oxidar al ion SCN" da lugar a varios compuestos
intermedios como el hipotiocianato, dcido cianosulfuroso y écido cianosulfirico
los cuales presentan actividad antimicrobiana (Beuchat y Golden, 1989;
Joerger, 2007). La lactoperoxidasa ha demostrado inhibir el crecimiento de
gran variedad de bacterias, especialmente las Gram negativas, y de hongos
(Tiwari ef al., 2009). En este sentido, Yener et a/. (2009) en un estudio con films
a base de alginato y lactoperoxidasa, concluyeron que este tipo de films son
efectivos contra Escherichia coli, Listeria innocua y Pseudomonas fluorescens.
Por otra parte, Min y Krochta (2005) estudiaron la efectividad de films a base
de proteinas y lactoperoxidasa contra el Penicillivm commune. En la actualidad,
no se han encontrado estudios sobre films de lactoperoxidasa aplicados a

alimentos.

los dcidos grasos y sus ésteres también son considerados agentes
antimicrobianos cuando se utilizan a bajas concentraciones y con un nimero
de carbonos en la cadena entre 12 y 18. Son mds efectivos contra las bacterias
Gram-positivas y las levaduras (Kabara y Eklund, 1991), aunque la longitud de
lo cadena, el grado de insaturacién y la configuraciéon geométrica determinan
su toxicidad. Los dcidos miristico y palmitico son mds efectivos contra las
bacterias Gram positivas, el cdprico contra las levaduras y el dcido ldurico es
efectivo tanto contra las bacterias Gram positivas como contra las levaduras
(Kabara, 1983). La fraccién no disociada de la molécula del écido graso es la
responsable de su actividad antimicrobiana y esta actividad viene determinada

por el pH. Por tanto, son mds efectivos a pH bajos, normalmente menores a 5

(Cagri et al., 2004).
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En cuanto a los ésteres, el glicerol monolaurato es el mds activo contra las
bacterias Gram positivas y hongos como Penicillivm citrinum, Aspergillus niger y
Candlida utilis, a pH ente 5y 8 (Cagri et al, 2004). En cambio, el glicerol del
4cido cdprico y ldurico, es mds eficaz contra las bacterias Gram negativas
(Beuchat y Golden, 1989).

Entre los dcidos grasos poliinsaturados, el dcido eicosapentaenoico y el dcido
docosahexaenoico, procedentes de la serie omega-3, han mostrado ser
eficaces frente a algunas bacterias Gram positivas como  Bacillus subtilis,
Listeria monocyfogenes, Staphylococcus aureus y bacterias Gram negativas
como E£. coli, Enterobacter aerogenes, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
tyohimurivm y Salmonella enferitidis (Shin et al., 2007). No se han encontrado
estudios donde se incorporen como aditivos en films comestibles para su

posterior aplicacién en alimentos.

Entre los dcidos orgdnicos mas utilizados como conservantes y antimicrobianos
se encuentran el acido citrico, mélico, tartérico, léctico, benzoico y propiénico
(Eklund, 1985; Beuchat y Golden, 1989; Davidson y Branen, 1993). Su
efectividad depende del pK del 4cido ya que la forma activa es la no disociada.
Como la mayoria de los valores de pK, de estos dcidos estdn entre 3 y 5, su

capacidad antimicrobiana es mayor a bajos valores de pH (Beuchat y Golden,

1989).

El propdleo o prépolis es una resina cérea natural, de composiciéon compleja y
consistencia viscosa, que las abejas elaboran a partir de particulas resinosas de
diferentes vegetales. Su composicién difiere en funcién de la variedad de las
abejas, el clima, la flora, la época de recoleccién y la situacidon geogréfica
(Farré ef al., 2004). Los principales componentes son resinas y balsamos (50%),

compuestas por flavonoides, dcidos fendlicos y sus ésteres, ceras (30%), aceites
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esenciales (10%), polen (5%) y compuestos orgdnicos (5%) (Juliano et al.,
2007). El propolis es un producto de extraordinario interés en el campo de la
medicina y la industria farmacéutica debido a sus numerosas propiedades tales
como, antiinflamatorias, antimicrobianas, antivirales y antifingicas entre otras
(Krell, 1996; Durk, 1997; Choi et al., 1999; Scheller et al., 1999; Bankova,
2000). En bibliografia no se han encontrado estudios donde se incorpore

propolis a films comestibles para su posterior aplicacién a alimentos.

Por Gltimo, existe una gran variedad de polipéptidos procedentes de bacterias,
plantas, insectos, anfibios, crustdceos y organismos marinos que tienen una
aplicacién potencial como antimicrobianos. El primer polipéptido que se aislé
fue la nisina, y a partir de ahi la lista de estos polipéptidos antimicrobianos ha
ido creciendo constantemente, sobre todo en las dos Gltimas décadas (Tiwari ef
al., 2009).

La nisina, la cual procede de las bacterias lécticas, es una de las bacteriocinas
més utilizadas para la conservacién de alimentos. Las bacteriocinas son
péptidos catiénicos de origen bacteriano con propiedades hidrofébicas o
anfifilicas, que normalmente acttan a nivel de la membrana de las bacterias
(Tiwari et al, 2009). Se obtiene como subproducto durante el proceso de
fermentacién de algunas cepas de Strepfococcus lactis y Lactococcus lactis. Se
trata por tanto de un conservante natural, permitido por la Unién Europea
segun la Directiva 95/2/CE, que posee una accién inhibidora en ciertas
especies y en general sobre las bacterias Gram-positivas. No tiene gran
influencia sobre las bacterias Gram-negativas y ninguna accién sobre hongos y
levaduras. La nisina es soluble en medio acuoso y muy estable en medio dcido
(3,5-8,0). La actividad antimicrobiana de la nisina ha sido documentada por
varios autores (Sebti ef al.,, 2003; Sanjurjo et al.,, 2006; Guiga et al., 2009;
Pintado et al., 2009; Rossi-Mdarquez et al., 2009; Pintado ef o, 2010). En este
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sentido, Martins ef a/. (2010) observaron que el queso Ricotta recubierto con un
film que contenia nisina presenté buenos resultados contra el ataque de L.
monocytogenes. Gadang et al. (2008) estudiaron el efecto de films a base de
proteina, nisina, Gcidos orgdnicos y otros compuestos sobre salchichas Frankfurt
de pavo y corroboraron que estos films fueron efectivos contra L
monocytogenes, S. typhimuriumy E. coli.

La pediocina es ofra bacteriocina que se ha usado ampliamente en alimentos
como antimicrobiano. Estd producida por las cepas de Pediococcus acidilactici
y Pediococcus pentosaceus y también estd considerada como GRAS. Otras
bacteriocinas de interés son la reuterina, acidolfina, bulgaricina, helveticina,
lactacina, plantaricina y diplocina producidas por los microorganismos
Lactobacillus  reuteri,  Lactobacillus — acidophilus,  Lactobacillus — bulgari,
Lactobacillus helveticus, Lactobacillus johnsonii,  Lactobacillus plantarum 'y

Streptfococcus cremoris, respectivamente) (Tiwari ef a/., 2009).

El futuro de los recubrimientos comestibles

En el futuro, la aplicacién de recubrimientos comestibles serd uno de los
métodos mds efectivos para alargar la vida 0til de las frutas y hortalizas. En la
actualidad aunque la aplicacién de la tecnologio no estd muy extendida, se
espera que se extienda a toda clase de productos, tanto frescos como tratados
(secos, rehidratados, etc.). Su aplicacién permitird, en algunos casos, la
eliminacién de los envases tradicionales y por tanto, mejorard el impacto
medioambiental al generar menos materiales de deshecho. La tendencia se
centrard en el desarrollo de recubrimientos con componentes bioactivos que
permitan alargar la vida Gtil y mejorar la calidad de los productos. Estos
recubrimientos podrian actuar ralentizando la degradacién de los compuestos

funcionales tales como, vitaminas, enzimas pro o prebidticos en la matriz del



Introduccién 35

alimento a través del tiempo. Inicialmente, estos compuestos actuarian en la
superficie del producto pero a medida que transcurriera el tiempo entrarian en
la matriz del producto por difusién. Teniendo en cuenta las preferencias de los
consumidores por productos frescos y sin aditivos, estos componentes
bioactivos deberdn ser preferiblemente componentes naturales (Vargas ef o/,
2008a).

Estudios recientes apuestan por la aplicacién de micro y nanotecnologias para
desarrollar recubrimientos comestibles en los que se puedan incorporar
compuestos en forma de micro o nano encapsulados que permitan controlar el
pH, temperatura o presién del medio. La encapsulacién protegerd a los
componentes bioactivos de forma que estos sean biolégicamente activos en el
momento de ser consumidos (Weiss et al, 2006). Otra futura aplicacién
consiste en la aplicacién de recubrimientos multicomponentes mediante la
deposicién de nanocompuestos que permitan mejorar sus propiedades (Vargas
et al., 2007a, 2008b).

En definitiva, la aplicacién de recubrimientos comestibles supone una
alternativa de futuro para la conservacién de la calidad de frutas y hortalizas.
Las investigaciones deben ir dirigidas hacia la obtencién de recubrimientos
adecuados para cada tipo de producto, de modo que se consiga un control
6ptimo de la permeabilidad a los gases, de los cambios de color y de textura y

en la calidad nutricional de los mismos.






JUSTIFICACION E INTERES DEL ESTUDIO

La aplicacién de recubrimientos comestibles parece ser una tecnologia
prometedora para la mejora de la calidad y conservaciéon de los alimentos
durante el procesado y almacenamiento. En frutas y hortalizas, por ejemplo, se
aplican para alargar la vida ¢til durante su almacenamiento, reducir las
pérdidas de humedad y ralentizar los procesos de maduracién de los frutos ya
que actban como barrera al intercambio gaseoso. También se utilizan para
mejorar su infegridad mecdnica o su proteccién frente a la manipulacién
posterior (Krochta y de Mulder-Johnston, 1997) y para aportar brillo al
producto, confiriéndole un aspecto mds apetecible en el punto de venta. Por
ofra parte, los recubrimientos y films comestibles también pueden ser utilizados
como vehiculo para la incorporacién de antimicrobianos, antifingicos vy
antioxidantes, entre otros (Cha y Chinnan, 2004).

Los recubrimientos comestibles pueden utilizarse donde los plésticos no pueden

usarse. Son recubrimientos “inteligentes” puesto que son activos y selectivos con
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un uso potencial practicamente infinito. Las materias primas empleadas en su
formulacién son de origen natural y son perfectamente biodegradables y por
tanto seguros para el entorno. Si bien su costo es mds elevado que el de los
films de polietileno o polipropileno, son del mismo orden que los
recubrimientos multicapa o los envases activos. Sin embargo, su coste no
puede ser un inconveniente importante puesto que se aplican en muy pequenas
dosis y aumentan notablemente el valor afadido del producto.

En la actualidad, la nueva tendencia hacia el uso de materiales biodegradables
en el sector del envase ha impulsado el desarrollo de recubrimientos y films
comestibles a base de polisacdridos solubles en agua. En este sentido, las
soluciones de hidroxipropil metilcelulosa (HPMC) son compatibles con otros
polisacéridos solubles en agua, con sales y con tensoactivos (Nisperos-
Carriedo, 1994). Forman films resistentes a aceites y grasas, flexibles,
transparentes, sin olor y sabor. Su permeabilidad selectiva a gases permite el
retfraso de la madurez en las frutas al reducir la concentracién interna de
oxigeno (O,), sin causar una acumulacién excesiva de didxido de carbono
(CO,). Sin embargo, su alta permeabilidad al vapor de agua hace necesaria la
incorporacién de compuestos lipidicos como sucroésteres de dcidos grasos y
tensoactivos entre otros (Herndndez, 1994; Debeaufort y Voilley, 1995) para
mejorar esta propiedad (Greener y Fennema, 1994). De ahi que, en este
trabajo se hayan desarrollado recubrimientos comestibles a base de HPMC con
diferentes tipos de materiales lipidicos que permitan una adecuada
optimizacién de las propiedades funcionales del film.

Los films composites ofrecen grandes ventajas en cuanto a la posibilidad de
modificacién y adecuacién, a determinados usos, de las propiedades
funcionales. Sin embargo, existen pocos estudios sistemdticos en los que se
correlacionen las caracteristicas de la emulsiéon de partida y las propiedades

finales del film formado. En este trabajo, se pretende analizar dicha relacién



Justificacién e Interés del Estudio 39

para establecer criterios de formulaciéon de recubrimientos que permitan su
adecuacién a diferentes usos en productos alimentarios como frutas y hortalizas

enteras y cortadas, productos cdrnicos, frutos secos, congelados, etc.






OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO

El objetivo general del trabajo consiste en desarrollar y caracterizar
recubrimientos comestibles para su uso en diferentes sistemas alimentarios,
mediante el uso de mezclas de hidroxipropil metilcelulosa (HPMC) y lipidos en
emulsién, que permitan una adecuada optimizacién de las propiedades
funcionales del film. También se pretende evaluar cémo la incorporacién de
prépolis en la matriz polimérica del film afecta a sus propiedades fisicoquimicas

y de barrera y a su efectividad como agente antifingico.
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Objetivos y Plan de Trabajo

Los objetivos especificos son:

Disefio de formulaciones formadoras de recubrimiento (FFRs) a base de

HPMC puro y mezclas de HPMC con diferentes lipidos y prépolis.

Caracterizacién de las FFRs, mediante el estudio de las propiedades

fisicoquimicas mas relevantes.

Caracterizacién de los denominados films (recubrimientos secos vy
aislados), mediante el estudio de diferentes propiedades fisicoquimicas

y del andlisis microestructural de los mismos.

Estudio de la influencia de la aplicacién de los recubrimientos en
fresones y uvas, durante el almacenamiento en condiciones de
refrigeracién, a través de la determinacién de los pardmetros mds
relevantes desde un punto de vista de la calidad del fruto, asi como el
andlisis del impacto del recubrimiento sobre las caracteristicas

sensoriales de las muestras recubiertas.
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Para la consecucién de los mencionados obijetivos se planteé el siguiente Plan

de Trabajo:

e Puesta a punto de la metodologia para el disefio y preparaciéon de las

FFRs.

e Caracterizacién de las FFRs: determinaciéon del comportamiento
reolégico, densidad, tensién superficial, tamafo de particula, vy

potencial-C.

e Evaluaciéon de los films secos: obtencién de las isotermas de sorcién y
determinacién de la permeabilidad al vapor de agua, brillo,
translucidez, color y propiedades mecdnicas y microestructura vy

propiedades antifingicas, en el caso de los films a base de prépolis.

e Aplicacién de las FFRs en fresones y uva: determinacién de la densidad
superficial de sélidos y de la resistencia a la transmisién de vapor de
agua. Estudio de la evolucion del color, propiedades mecdénicas y tasa
respiratoriac  de las muestras durante el almacenamiento, de la
microestructura de las muestras recubiertas y andlisis del impacto del
recubrimiento sobre las caracteristicas sensoriales de las muestras

recubiertas.






PRESENTACION DEL TRABAJO

Con el fin de organizar y ofrecer una mayor fluidez en la presentacién de los

resultados, el estudio se compone de una introduccién general y tres capitulos:

l.- Recubrimientos comestibles a base de HPMC y diferentes tensoactivos.

Aplicacién a fresones.

II.- Recubrimientos comestibles a base de HPMC, d4cido oleico y diferentes

tensoactivos.

lII.- Recubrimientos comestibles a base de HPMC y prépolis. Aplicacién a uva.






CAPITULO |

RECUBRIMIENTOS COMESTIBLES A BASE DE
HPMC Y DIFERERENTES TENSOACTIVOS.
APLICACION A FRESONES.






Capitulo | 49

.1.- INTRODUCCION

En los ¢ltimos afios se ha incrementado el interés por conseguir que las frutas y
hortalizas conserven durante un tiempo mdés largo sus caracteristicas
sensoriales, nutricionales y microbiolégicas, que es lo que determina su calidad
y vida til. Estas caracteristicas se suelen ver afectadas durante el proceso de
postcosecha, almacenamiento y comercializacién y aunque hay procesos fisicos
y quimicos que permiten estabilizar y preservar la calidad de los alimentos,
normalmente se hace necesario el uso de un envase adecuado para su
distribucién y almacenamiento que proporcione una adecuada permeabilidad
al vapor de agua y a los gases, asi como una cierta proteccién mecénica
(Debeaufort et al, 1998). La permeabilidad de estos envases junto a la
concentracién gaseosa en su interior marcard la pauta respiratoria en los
productos de origen vegetal. El empleo de atmésferas modificadas (AM) o
controladas (AC) en el interior del envase suponen la reduccién de la
concentracién de oxigeno (O,) y/o elevacion del didxido de carbono (CO,),
con la consecuente disminucién en la tasa respiratoria y su aplicacién reduce la
emision de etileno, retrasa la maduracién y el ablandamiento, mitiga los
desordenes fisioldgicos y los dafos por frio, frena el ataque fungico y mantiene
mejor la calidad organoléptica, nutritiva y sensorial de los alimentos. Sin
embargo, aunque el envasado en atmésferas modificadas ha demostrado ser
0til para mantener las cualidades sensoriales de los alimentos, su efecto sobre
el crecimiento microbiano es limitado.

Una alternativa para alargar la vida ¢til de las frutas y hortalizas durante su
distribucién y almacenamiento y que ademds permita la incorporacién de
antimicrobianos naturales es el empleo de recubrimientos comestibles. Estos
recubrimientos permiten alargar la vida Util de las frutas al actuar como barrera

frente al transporte de gases (vapor de agua y O,), pudiendo tener un efecto
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similar al conseguido por el del empleo de AM o AC (Park, 1999; Vargas et al.,
2008a, 2008b). Ademds, como los recubrimientos se producen a partir de
compuestos naturales biodegradables, cumplen con las exigencias solicitadas
por los consumidores, cada vez més preocupados por su salud y el medio
ambiente, inclindndose mds hacia la compra de productos libres de quimicos
de sintesis.

En este sentido, al ser la fresa una fruta muy perecedera y muy sensible a los
dafios mecdnicos y al deterioro fungico, la aplicacién de recubrimientos
comestibles podria ser de interés para mantener sus atributos de calidad
durante mds tiempo y poder alargar su vida Gtil.

Los términos fresa y fresén, engloban especies de la familia de las Rosdceas
pertenecientes al género Fragaria 'y a los fresones (Fragaria x ananassa Duch.)
también se les suele designar con el nombre comin de fresa (Namesny, 1999).
El fresén es un producto muy apreciado por los consumidores, sobre todo por
su contfenido nutricional ya que, en comparacién con el resto de frutas,
contiene una cantidad moderada de hidratos de carbono y su valor calérico es
bajo. Ademds, destaca por su aporte de vitamina C, de sustancias de accién
antioxidante y su alto contenido de dcidos orgdnicos, entre ellos, el citrico, el
mdlico, el oxdlico y el salicilico. El fresén es un fruto no-climatérico y por tanto,
debe ser recolectado listo para el consumo. Esto implica que hay un periodo
muy corto en el que el producto presenta una calidad éptima. En ese sentido,
cualquier tecnologia que permita alargar su vida Util (preservando su calidad),
presenta un gran interés para el sector de la alimentacién.

Entre los principales factores, limitantes de la vida postcosecha de las fresas, se
encuentran los dafos mecdnicos y la contaminacién por hongos. Durante la
conservacién, manipulacién y distribucién, la composiciéon quimica del fruto se
modifica con el tiempo provocando un descenso de su valor nutritivo y calidad

global. Para limitar estos cambios es indispensable controlar los procesos
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respiratorios y enzimdticos asi como los dafos mecdnicos, responsables de las
lesiones producidas en los tejidos y como consecuencia de ello, de la pérdida
de turgencia. Estos cambios aumentan la producciéon de etileno y de
metabolitos secundarios asi como la tasa respiratoria, la cual es un indicador
excelente de la actividad metabdlica del fruto y un factor importante para
determinar el tiempo de conservacién. Sin embargo, la causa mds importante
del deterioro postcosecha de las fresas es la infeccién fingica, producida
principalmente por Botrytis cinereay Rhizopus sp. (Maas, 1981).

En la bibliografia se pueden encontrar diversos trabajos de aplicacion de
recubrimientos comestibles a fresa y la mayoria suelen combinar diferentes
compuestos para conseguir una mayor funcionalidad en el recubrimiento. Asi,
Fan et al. (2009) aplicaron recubrimientos a base de alginato y dcido palmitico
y observaron que la aplicacién no modificé el color externo de las fresas ni
tampoco afecté al contenido en antocianinas durante el almacenamiento. En
cambio, si redujo el crecimiento microbiano, la pérdida de peso y ademds
mantuvo la firmeza de las fresas. Resultados similares se obtuvieron también
por Ribeiro et al. (2007) cuando aplicaron recubrimientos a base de almidén,
carragenato y quitosano sobre fresa. Vargas et al. (2006) observaron que las
fresas recubiertas a base de quitosano y dcido oleico mantuvieron mejor sus
propiedades mecdnicas y Opticas que las no recubiertas a lo largo del
almacenamiento. Ademds, el dcido oleico redujo el deterioro fungico de las
mismas aunque produjo cierfos cambios a nivel sensorial. Sin embargo, Han et
al. (2005) comprobaron que el sabor de las fresas no se vio afectado cuando
el recubierto contenia quitosano y dcido acético o ldactico, pero si cuando se le
incorporé ademds una pequefia cantidad de vitamina E al compuesto por
quitosano y 4cido léctico.

Como ya se ha explicado en la introduccién, la hidroxipropil metilcelulosa

(HPMC) es uno de los polimeros mds utilizados en recubrimientos comestibles
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por presentar buenas propiedades mecdnicas, barrera a los gases y un alto
brillo (Krochta y de Mulder-Johnston, 1997; Sdnchez-Gonzélez et al., 2009)
aunque su mayor limitacién es su alta permeabilidad al vapor de agua (PVA).
Para mejorar esta propiedad, normalmente se utilizan compuestos de
naturaleza hidréfoba como pueden ser los lipidos y los tensoactivos (Kester y

Fenema, 1986; Baldwin et al., 1997; Vargas et al., 2009a).

El objetivo de este capitulo consiste en llevar a cabo una caracterizacién
fisicoquimica de formulaciones formadoras de recubrimiento (FFRs) a base de
HPMC vy tensoactivos con diferentes balances hidréfilo-lipéfilo (BHL) y de los
films resultantes, en términos de sus propiedades reolégicas, de estabilidad y
de tensién superficial, propiedades de sorcién y permeabilidad al vapor de
agua, propiedades mecdnicas y épticas. Ademds, se pretende evaluar el efecto
de la aplicacién de estos recubrimientos a fresones recubiertos y almacenados
en refrigeracién, a partir de la evolucién de la calidad fisicogquimica y sensorial

de los mismos.

.2.- MATERIALES Y METODOS

1.2.1.- Disefio y preparacién de las formulaciones formadoras de recubrimiento

Para la obtencién de las FFRs se utiliz6 como matriz soporte HPMC (Methocel ®
E-15) de bajo peso molecular y de viscosidad 15 cPoise al 2% a 20°C
suministrado por la empresa The Dow Chemical Company (Midlan, USA) y
como tensoactivos no-iénicos se utilizaron Sorbester 80 (Monooleato de
Sorbitan, S80), Sorbester 20 (Monolaurato de Sorbitan, S20) y Sugin 471/PHK-
40 en escamas (Mono-diglicéridos de dcidos grasos, S), suministrados por la

empresa Cargill Texturizing Solutions S.L. (Barcelona, Espafia). La eleccién de
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tres tensoactivos distintos fue para estudiar la estabilidad de las formulaciones
formadoras de recubrimiento en funcién de su BHL.

La metodologia de preparacién de las FFRs fue estandarizada y consistié en
dispersar y disolver 1,5, 3 y 4,5% (p/v) de hidroxipropil metilcelulosa (M) en
agua bidestilada a 80°C durante 2 horas y manteniendo una agitacion
constante. A continuacién, a cada formulacién se le anadié un 3% (p/v) del

tensoactivo correspondiente, tal y como se muestra en la tabla I.1.

Tabla 1.1.- Composicién de las formulaciones formadoras de recubrimiento

(FFRs).

. M 580 520 S
CopN)  %phN)  GpN) (% pN)
1.5MS80 1,5 3 0 0
3M-$80 3 3 0 0
4,5M-S80 4,5 3 0 0
1,5M-520 1,5 0 3 0
3M-520 3 0 3 0
45M-520 4,5 0 3 0
1,5M-S 1,5 0 0 3
3M-S 3 0 0 3
4,5M-S 4,5 0 0 3

En las formulaciones en las que se anadié Sorbester 80 y 20, estos fueron
previamente fundidos a 40°C en 50 mL de agua bidestilada y en aquellas en
las que se utilizdé Sugin 471/PHK-40 escamas, éste se adiciond una vez fundido
a 65°C en 50 mlL de agua bidestilada. Una vez anadido el tensoactivo

correspondiente, la mezcla se siguié agitando hasta alcanzar los 80°C y a
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continuacién, todas las FFRs se homogeneizaron en un equipo ultraturrax (T25,
IKA®, Alemania) a 12500 rpm durante 10 minutos. Posteriormente, a cada
formulacién se le adicioné el agua restante para completar su volumen y fue
enfriada hasta temperatura ambiente manteniendo una suave agitacién para
favorecer la disolucién del hidrocoloide. Para evitar una separacién de las fases
se procedid, una vez fria la formulacién, a calentarla nuevamente, a 60°C, y

realizar una nueva homogeneizacién en el ultraturrax durante 10 minutos.

1.2.2.- Propiedades fisicoquimicas de las FFRs

1.2.2.1.- Densidad y tensién superficial

La densidad y tensién superficial de las FFRs fue determinada a 25°C mediante
un densimetro (DA-110M, Mettler Toledo, Espafa) y un goniémetro (OCA20,
DataPhysics Instruments GmbH, Alemania), respectivamente.

Para obtener los valores de tensién superficial se seleccion6 el método de
Laplace-Young (Karbowiak ef al., 2006) y los ajustes de la imagen de la gota
se realizaron mediante el programa SCA20. En las mediciones se utilizaron
agujas Hamilton 19, de didmetro interior de 0,69 mm y exterior de 1,07 mm.

Para cada FFR se realizaron 9 determinaciones.

1.2.2.2.- Caracterizacion reoldgica

La caracterizacién reolégica de las FFRs fue realizada utilizando un viscosimetro
(Rheolab MCT, Paar Physica, Alemania) de cilindros concéntricos con un sensor
del tipo Z1 DIN para las formulaciones mds viscosas (3M-S80, 4,5M-S80;
3M-520, 4,5M-S20; 3M-S, 4,5-S) y un sensor del tipo Z2 DIN para las
formulaciones menos viscosas (1,5M-S80; 1,5M-520; 1,5M-S). Las mediciones
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se realizaron por triplicado para cada muestra a una temperatura de 25°C, tras
un periodo de reposo de 20 minutos. Las curvas de flujo (esfuerzo vs. gradiente)
fueron obtenidas en un intervalo de gradientes de velocidad de O a 100 s™.
Estas se ajustaron a la Ley de Potencia, para obtener los pardmetros reolégicos
del modelo: K (indice de consistencia) y n (indice de comportamiento al flujo).

Las viscosidades aparentes fueron calculadas a un gradiente de 100 s

1.2.2.3.- Indice R y cinética de sedimentacién

Uno de los métodos tradicionales mds usados para estudiar la estabilidad de
una emulsién/dispersién, es el indice de estabilidad “R”, el cual estd
relacionado con la distribucién del tamafo de la gota en la emulsién. El valor
de este indice, se obtiene como el cociente entre la absorbancia de la emulsién
medida a 800 y 400 nm (Kaufman y Garti, 1981). Las lecturas de absorbancia
a 400 nm y 800 nm de cada formulacién, diluida 200 veces, fueron obtenidas
en un espectrofotémetro (Cecil 2021, Cecil Instruments, Reino Unido). Todas
las medidas se realizaron por triplicado a 25°C.

La cinética de sedimentacién de cada FFR, fue analizada mediante medidas de
absorbancia a una longitud de onda de 400 nm cada 5 segundos por un

periodo de 20 minutos. Todas las mediciones fueron realizadas por friplicado.

1.2.3.- Obtencién de los films

Las FFRs fueron vertidas en placas niveladas de politetrafluoretileno (PTFE) de
15 cm de didmetro, y se secaron a temperatura ambiente durante 48 horas. El
espesor de los films se controlé siguiendo el procedimiento descrito por Park y
Zhao (2004) y ajustando a una misma densidad de sélidos para todos los films

de 56 g/m? ya que el espesor de los films hidrofilicos es un factor a tener en
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cuenta para su caracterizacién (McHugh et o/, 1993; Hagenmaier y Shaw,
1990). El espesor de los films fue medido por quintuplicado utilizando un
micrémetro digital (Palmer - Comecta, Espafa, = 0,001 mm).

Para determinar la permeabilidad al vapor de agua (PVA) los films secos fueron
equilibrados durante 2 semanas en desecadores a 5°C y 76% humedad relativa
(conseguida mediante una disolucién saturada de NaCl).

Para determinar las isotermas de sorcién de agua los films secos se equilibraron

durante 2 semanas en desecadores con P,Os.

1.2.4.- Caracterizacién de los films

1.2.4.1.- Isotermas de sorcidn de agua

Para la determinacién de las isotermas de sorcién, los films secos (¢ = 3 cm) y
previamente equilibrados durante 2 semanas en desecadores con P,O;, fueron
colocados, por triplicado, en desecadores que contenian sales saturadas de:
LiCI, CH;COOK, MgCl,, K,CO; Mg(NOs),, NaCl y KCI, las cuales se
mantuvieron a 5°C en un incubador (Hot-Cold B, J.P.-Selecta, Espafia), para
mantener unas humedades relativas de 11,3%, 29,2%, 33,6%, 43,1%, 58,9%,
75,6% y 87,7%, respectivamente (Labuza et o/, 1985; ASTM, 1996). Los films
fueron pesados periédicamente (= 0,00001 g) hasta que alcanzaron peso
constante (AM = 0,0005 g), asumiendo que habian alcanzado el equilibrio
(Spiess y Wolf, 1983). Finalmente, la humedad de equilibrio de las muestras
(W) se determiné utilizando una estufa de vacio (Vaciotem-T, J.P. Selectq,
Espafia) a 60°C durante 48 horas. Los datos experimentales (W, (b.s.) versus
actividad de agua (a,)) fueron ajustados al modelo de BET y de GAB segun las

ecuaciones 14 y 15 citadas en la introduccién.
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1.2.4.2.- Permeabilidad al vapor de agua

La PVA fue medida segin una modificacién de la técnica gravimétrica ASTM
E96-95 (McHugh et o/, 1993), usando copas de aluminio (fabricadas por
Monje Hnos. S.L., Valencia, Espafa) y considerando la correccién al método
sugerida por Gennadios et al., (1994). La metodologia llevada a cabo asi
cémo la obtenciéon de los resultados fueron los mismos que se explican en la

introduccién.

1.2.5.- Aplicacién a fresones (var. Ventana)

La materia prima utilizada fueron fresones de la variedad Ventana procedentes
de Palos de la Frontera (Huelva, Espafa), adquiridos en un mercado local de
Valencia (Espafia) el mismo dia en que fueron procesados. En cada una de las
experiencias, se utilizaron fresones de un mismo lote, que fueron seleccionados
en base a un color y tamafo uniforme, ausencia de dafos mecdnicos y/o
signos visibles de ataque fungico. Antes de aplicar los distintos tratamientos los
fresones fueron lavados con una disolucién de hipoclorito sédico (10 mL/L) y se
dejaron secar a temperatura ambiente.

La aplicacién a fresones sélo se realizé con las FFRs que contenian Sugin
471/PHK-40 escamas (S) en su composicién. Para ello, los fresones fueron
sumergidos en las distintas FFRs durante 1 minuto y secados en una estufa (Hot-
Cold M, J.P. Selecta, Espafia) durante 1 hora aproximadamente a 25°C. Una
vez secos, los fresones se introdujeron en envases de 900 mL de capacidad (8
fresones/envase), compuestos por una bandeja de poliestireno y una tapa
transparente de polietileno. La eleccién de los materiales de los envases se
realizé en funcién de la permeabilidad al agua y a los gases ya que los fresones

necesitan una permeabilidad selectiva a los gases y una humedad relativa del
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90 al 95%. De los materiales poliméricos accesibles en el mercado, el
poliestireno es el que mayor permeabilidad al agua (60-150 g 25um/m?24h) y
a los gases (6000 cm®*25um/m?*24hbar para el O, y 18000
cm®*25um/m?24h'bar para el CO,) presenta. Los envases se mantuvieron
cerrados en una cdmara de temperatura controlada a 5°C (AL265, Aqualytic
GmbH & Co., Alemania) hasta cada uno de los tiempos de almacenamiento
ensayados (0, 3, 6 y 9 dias). A cada tiempo, se analizé el pH, sélidos solubles,
pérdida de peso, propiedades mecdnicas y épticas y tasa respiratoria de las
muestras recubiertas y no recubiertas. Para realizar todos los andlisis periédicos
por triplicado se utilizaron tres envases por tiempo y formulaciéon mds tres

envases por tiempo con fruta sin recubrir (fruta control).

1.2.5.1.- Sélidos solubles fotales y pH

Para la determinacién de los sélidos solubles y pH, cada una de las muestras se
trituré con un ultraturrax (T25, IKA®, Alemania) durante 1 minuto a 8500 rpm.
Los sélidos solubles totales se determinaron mediante un refractémetro (3T
ABBE, ATAGO Co. lid., Japén) termostatado a 20°C. La medida del pH se
realizé con un pH-métro (C830, Consort, Bélgica). Todas las determinaciones

se realizaron por friplicado.

1.2.5.2.- Densidad superficial de sdlidos y resistencia a la transmision de vapor

de agua.

La densidad superficial de sélidos (DSS), como indicador del espesor medio del

recubrimiento, se determiné mediante la ecuacién I.1.
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MpXs
As

DSS =

donde,

DSS, densidad superficial de sélidos, g/m?

Me4, masa de disolucién adherida en la superficie de la muestra, g
XFs, fraccién mésica de sélidos en la formulacién

A, drea superficial inicial de la muestra, m?

El 4rea de la muestra se estimé a partir de la medida del volumen de cada
fresén, calculado mediante picnometria, y asimilando la geometria de las

muestras a un cono de altura conocida (medida mediante un pie de rey).

Para determinar la resistencia a la transmisién de vapor de agua (RVA) las
muestras recubiertas y no recubiertas fueron colocadas en un desecador a una
humedad relativa del 76% generada por una disolucién saturada de NaCl. Los
desecadores fueron introducidos en una cdmara de temperatura controlada
(Hot-Cold M, J.P. Selecta, Espafa) a 5°C. Se realizaron 5 repeticiones para
cada tratamiento.

A infervalos de 2 horas se realizé el control de peso de cada muestra, con una
precisién de 0,0001 g. La resistencia a la transmisién de vapor de agua fue
estimada mediante la ecuacién de la primera Ley de Fick modificada (Ec. 1.2)

tal y como ha sido descrito por Avena-Bustillos et al. (1994).

%HR

RVA = [OW_]OOJPVS [Aj (Ec. 1.2)

RT n
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donde,

RVA, resistencia a la transmisién de vapor de agua, s/cm

a,, actividad de agua de la muestra

HR, humedad relativa en el interior del desecador, %

Pys, presion de vapor saturado a la temperatura de la cdmara, mmHg
R, constante universal de los gases, 3464,629 mmHg-cm?®/g-K

T, temperatura de la cémara de almacenamiento, K

A, drea de la superficie de la muestra, cm?

J, pendiente de la curva de perdida de peso, en condiciones estacionarias, g/s

La a, de las muestras fue determinada mediante un higrémetro de punto de
rocio (Aqua Lab CX-3, Decagon Devices Inc., EEUU) a 25°C, calibrado con

una disolucién sobresaturada de dicromato potdsico.

1.2.5.3.- Propiedades mecdnicas

Las propiedades mecdnicas de los fresones se determinaron mediante un
analizador de textura (TA-XT-plus, Stable Micro Systems, Reino Unido) con una
célula de carga de 50 kg y una sonda cilindrica de 10 mm de didmetro. Los
fresones se cortaron en dos mitades longitudinalmente y se comprimieron a una
velocidad de 0,2 mm/s hasta una deformacién méxima del 95%. Como
pardmetros mecdnicos, se utilizé la fuerza y la distancia en el momento de la
ruptura de la muestra. El ensayo se realizé por quintuplicado para cada tiempo,
tanto en fresones recubiertos como no recubiertos.

Los pardmetros mecdnicos fueron calculados segun las ecuaciones 12 y 13

citadas en la introduccién.



Capitulo | 61

1.2.5.4.- Propiedades dpticas

El color de los fresones se midi6 por reflexiéon mediante un espectrocolorimetro
(CM-3600d, Minolta Co., Japén), previa calibracién, con una ventana de
medicion de 10mm, vutilizando como sistema de referencia el iluminante
Dé5/observador 10°. Las medidas se efectuaron en una zona previamente
delimitada, antes y después de la aplicacién de las FFRs y a cada tiempo de
almacenamiento por quintuplicado.

Las coordenadas de color fueron determinadas aplicando la teoria de Kubelka-
Munk (Hutchings, 1999) segin las ecuaciones 21-25 citadas en la

introduccién.

1.2.5.5.- Tasa respiratoria

La tasa respiratoria de las muestras se determiné utilizando un sistema cerrado
(Castellé et al, 2006). A cada tiempo de almacenamiento, las muestras
(aproximadamente 150 g) se introdujeron en recipientes herméticos de vidrio de
0,847 L con un septum en la tapa para efectuar la medida de concentracién de
gases en el espacio de cabeza a diferentes tiempos. Los recipientes se
almacenaron en una cédmara de temperatura controlada (Hot-Cold M, J.P.
Selecta, Espafia) a 5°C. La medida de la concentracién de gases se efectud
cada 30 minutos por medio de una aguja conectada a un analizador de gases
(CheckMate 9900, PBI Dansensor, Dinamarca). Este analizador de gases estd
equipado con un sensor electroquimico para medir la concentraciéon de O, y un
miniespectrofotémetro de infrarrojos para detectar el contenido en CO, (Rocculi
et al., 2005). Se efectuaron tres repeticiones para cada uno de los fratamientos.
Se consideraron los puntos experimentales en el intervalo de tiempo donde se

observé una relacién lineal entre la concentracién de gases y el tiempo, para
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asegurar que no se produjeron cambios en la pauta respiratoria de las
muestras y que los cambios en la composicién del espacio de cabeza no
produjeron alteraciones importantes en su metabolismo. La tasa respiratoria
(TR, mg-kg'-h") de las muestras en términos de generacién de CO, y consumo
de O, se determiné a partir de la pendiente de la ecuacién lineal del ajuste
concentracién de gases frente al tiempo), donde Yy, es la concentracién de
gases (%O,, %CO,) a tiempo 1, i siendo O, (Ec. 1.3) o CO, (Ec. 1.4), M es la
masa de muestra (kg) y V el volumen del espacio de cabeza (ml) (Fonseca et
al., 2002). A partir de la tasa respiratoria de O, y CO, se determina el

coeficiente respiratorio (CR) segin la ecuacién (Ec. 1.5).

O, _ 0O, .V
S il 9 e 13)
2 100-M -t

co co
(yfo LYy )’V
TReo, = YR (Ec. 1.4)

TRo,

CR = (Ec. 1.5)

1.2.5.6.- Evalvacién organoléptica

La evaluacién organoléptica (Anexo Il) de los fresones recubiertos y no
recubiertos se realizé a través de una prueba triangular (UNE 87-006-92,
1997) y de un ensayo de clasificacién por ordenacién (UNE 87-023-95,
1997). Ambas pruebas se realizaron en la sala de cata del Departamento de
Tecnologia de Alimentos (DTA) de la Universidad Politécnica de Valencia (UPV)
la cual cumplia con las normas UNE 87-004-79 (1997).
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Prueba triangular

La prueba triangular permite distinguir entre muestras sin caracteristicas
sensoriales especificas y ademds, detectar mejor pequefas diferencias cuando
se trabaja con catadores no entrenados (Lawless y Heymann, 1998). Esta
prueba exige que el nimero de catadores (jueces) sea multiplo de seis. Por ello,
el andlisis sensorial de los fresones se llevd a cabo por 12 jueces (catadores).
Para la realizacién de la prueba triangular fue necesario disponer de la
cantidad suficiente de todas las muestras para poder preparar series de tres
muestras codificadas con tres digitos tomados al azar. Ademds, todas las series
se prepararon de idéntica manera: utilizando recipientes y utensilios iguales,
colocando la misma cantidad de producto y en la misma disposicién (en
triangulo), efc.

En cuanto a los jueces, estos examinaron las muestras de cada serie en un
orden fijado de antemano y siempre el mismo, es decir, empezaron la cata
siempre por la muestra de la izquierda, siguieron por la del centro y terminaron
por la muestra situada a la derecha. A todos los jueces se les informé de la
finalidad de la prueba y se les comunicé previamente las normas a seguir (UNE
87-008-92, 1997) (Anexo lll).

La interpretacién de los resultados se realizé sumando el nimero de respuestas
correctas y se comparé con el dato correspondiente de la tabla del anexo IV
(UNE 87-006-92, 1997) para determinar si existian diferencias significativas

entre las muestras.

Ensayo de clasificacion por ordenacidn

El ensayo de clasificaciéon por ordenacién consistié en ordenar cuatro fresones

(3 recubiertos y el control), seleccionados al azar de cada tratamiento, en orden
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decreciente de brillo y en evaluar el aspecto del film (homogeneidad, manchas,
etc.) en una escala del 1 al 3, siendo 1: malo; 2: aceptable y 3: bueno (Anexo
).

Para interpretar estadisticamente los resultados se recomienda la prueba de
Friedman (Ec. 1.6), aplicable cuando el objetivo es establecer la significacién
de las diferencias detectadas por los jueces entre las muestras (Meilgaard e af.,

1991) y es la recomendada por la norma UNE 87-023-95 (1997).

12 2 2 2
F=———[R R .R7)=-3-J-(P+1 Ec. I.
ke e -

donde:
J, nimero de jueces

P, nimero de muestras

Ry, Ry,...R

R,, sumas de las ordenaciones atribuidas al conjunto P de muestras
para los J jueces

Sin embargo, cuando uno o mdés jueces asignan a dos o mds muestras el
mismo nUmero de orden en lugar del valor F se debe utilizar el valor F* (Ec.

.7).

F'= i (Ec. 1.7)

(Er )

donde E se obtiene de la siguiente forma:

E= (m3—n])+ (nQS —n2)+....+(nk3 —nk)
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Siendo n;, n,,....n, el nimero de muestras con el mismo ndmero de ordenaciéon

en la evaluacién de distintos jueces (1, 2,...k).

Una vez calculado el valor de F” se compara con los valores criticos de la tabla
del anexo V para determinar si existen o no diferencias significativas entre las
muestras. En el caso que se demuestre estadisticamente que existen diferencias
entre muestras, se pueden identificar los pares de muestras que difieren
significativamente entre si, a partir de los valores de sus sumas de
ordenaciones, utilizando un andlogo de prueba de diferencias minimas
significativas de Fisher. Siendo i y | dos muestras y Ry R sus sumas de
ordenaciones vy, utilizando una aproximacién normal las dos muestras serén

diferentes si (Ec. 1.8).

Nivel significacion 0,05, siendo 1,960 = t;5

(Ec. 1.8)

‘R.—R.‘Z],%O JP-(P+1)
—R 7

1.2.6.- Andlisis estadistico

Los resultados fueron analizados mediante un andlisis de la varianza (ANOVA)
con un nivel de significacién del 95% vy utilizando para las comparaciones
mltiples el test Least Significant Difference (LSD). Los célculos se realizaron con

el Software Statgraphics Plus® 5.1.
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|.3.- RESULTADOS Y DISCUSION

1.3.1.- Propiedades fisicoquimicas de las FFRs

Para la obtencién de las FFRs se utilizé hidroxipropil metilcelulosa (M) como
matriz soporte de los tensoactivos, dada su capacidad de formar films
transparentes, fuertes y flexibles y por presentar propiedades sensoriales neutras
(Kester y Fennema, 1985). Sin embargo, su alta permeabilidad al vapor de
agua hace necesaria la incorporacion de compuestos lipidicos como
sucroésteres de dcidos grasos y fensoactivos entre otros (Herndndez, 1994;
Debeaufort y Voilley, 1995) para mejorar esta propiedad (Greener y Fennema,
1994). Puesto que este hidrocoloide es soluble en solventes polares, posee un
carécter anfifilico y favorece la emulsificacién de muchos aditivos hidréfobos
y/o plastificantes, se afadieron tres tensoactivos no iénicos cominmente
empleados en alimentos para potenciar la propiedad barrera al vapor de agua
(Roth y Loncin, 1984) y la adhesividad de los recubrimientos en la superficie de
productos hidréfilos (Gontard y Guilbert, 1994). Ademds, se prepararon
distintas proporciones de hidrocoloide/tensoactivo para obtener recubrimientos
con diferente cardcter hidréfilo-lipdfilo y asi estudiar sus propiedades
funcionales.

De acuerdo al disefio planteado para el estudio se obtuvieron nueve
formulaciones. En cada grupo de formulaciones se varié el contenido del
hidrocoloide (M) en tres niveles para una concentracién constante de
tensoactivo y por otro lado, se utilizaron tres tensoactivos distintos para obtener
diferentes niveles de BHL (Tabla 1.2).

Para analizar el efecto de las variables: proporcién hidrocoloide/tensoactivo

(H/T) y el BHL de los tensoactivos sobre todas las propiedades analizadas se
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realiz6 un ANOVA multifactor y las diferencias entre medias fueron analizadas

por el método LSD.

Tabla 1.2.- Composicién de las formulaciones formadoras de recubrimiento
(FFRs) (g/100 mL de disolucién) y su correspondiente relacién
hidrocoloide/tensoactivo  (H/T) y balance hidréfilo-lipéfilo  (BHL) de los

tensoactivos.

M S8 S20 S
FFR H/T BHL

(%p) (op) (%op) (%p)
1,5M-S80 1,5 3 0 0 0,5 4,3
3M-S80 3 3 0 0 1 43
4,5M-S80 4,5 3 0 0 1,5 4,3
1,5M-820 1,5 0 3 0 0,5 8,6
3M-S20 3 0 3 0 1 86
4,5M-520 4,5 0 3 0 1,5 8,6
1,5MS 1,5 0 0 3 0,5 10-12
3M-S 3 0 0 3 1 10-12
45MS 45 0 0 3 1,5 10-12

1.3.1.1.- Densidad y tension superficial

La tabla 1.3 muestra los valores de densidad y tensién superficial de las FFRs,
junto con los resultados del andlisis estadistico (ANOVA), donde se observa que
existieron diferencias significativas entre formulaciones (p<0,05).

En cuanto a los valores de tension supericial, todas las formulaciones
estudiadas presentaron valores inferiores a los del agua pura (72,8 mN/m),

siendo esta disminucién causada por la adiciéon de los tensoactivos y por el
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cardcter anfifilico de los hidrocoloides que componen las formulaciones
(Hayakawa ef al., 1997). Los valores de tensién superficial fueron inferiores a
los obtenidos por Ribeiro ef a/. (2007) y Villalobos (2003) para formulaciones
de carragenato con Tween 80 y HPMC con otros tensoactivos, respectivamente.
Como se puede observar, el andlisis estadistico mostré que ambos factores
(BHL y H/T) y sus interacciones presentaron un efecto significativo (p<0,05)
sobre la densidad. Sin embargo, para la tensién superficial, este efecto estuvo

mds influenciado por el BHL que por la proporcién hidrocoloide/tensoactivo.

Tabla 1.3.-

formadoras de recubrimiento (FFRs) a 25°C. Valores medios y desviaciones

Densidad (p) y tensién superficial (y) de las formulaciones

estandar.

FFR p (kg/md) ¥ (mN/m)
1,5M-S80 1000,93 (0,21)** 41 (1)>¥
3M-S80 1004,07 (0,12)>* 35 (2)>¥
4,5M-S80 1008,17 (0,12)=* 35 (1)>
1,5M-S20 1003,73 (0,12)** 24,95 (0,14)**
3M-520 1006,23 (0,15)>* 32,7 (0,6)>"
4,5M-520 1010,40 (0,10)%* 32,4 (0,4)>*
1,5M-S 1001,17 (0,21)>Y 36,8 (0,6)"*
3M-S 1005,07 (0,40)> 45,3 (0,4)>*
4,5M-S 1009,13 (0,21)% 46,1 (0,5)>*

a,b,c: Diferentes superindices en una columna indican

diferencias

significativas

entre

concentraciones

del

hidrocoloide para un nivel de confianza del 95%.

X,Y,Z:

Diferentes superindices en una columna indican

diferencias significativas entre tensoactivos para un nivel de
confianza del 95%.
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La figura 1.1 muestra el efecto del BHL de los tensoactivos, de la proporcién
hidrocoloide/tensoactivo y de sus inferacciones sobre la densidad y tension

superficial de las FFRs.

b
1012 1 a 5. )
_. 1008 A 40 1

e E

E) P

< £

< 1004 | > 30|

1000 ‘ ‘ ‘ ‘ 20 ‘ ‘ ‘
0 0.5 ! 15 2 0 05 1 1,5 2
H/T H/T
—O— BHL bajo —0— BHL medio —A— BHL alto —O— BHL bajo —O0— BHL medio —A— BHL alto

Figura I.1.- Efecto del balance hidréfilo-lipéfilo (BHL) de los distintos
tensoactivos, de la proporcién hidrocoloide/tensoactivo (H/T) y de sus
interacciones sobre la densidad (a) y tensién superficial (b) de las formulaciones

formadoras de recubrimiento (FFRs).

En la figura I.1a se observa que la densidad aumenté exponencialmente con el
incremento de la concentracion de hidrocoloide, estando dicho aumento mds
afectado por la proporcién de hidrocoloide/tensoactivo que por el BHL de los
tensoactivos. Ademds, este efecto fue mds notorio para las formulaciones con
un BHL bajo. Las formulaciones que presentaron los mayores valores de
densidad fueron las de BHL medio, seguidas por las de BHL alto y las de bajo,
respectivamente. En la figura |.1b se observa que los mayores valores de
tensién superficial se obtuvieron en las formulaciones con BHL alto y los
menores en las formulaciones con BHL medio. En las formulaciones con BHL

alto y medio se observé un aumento significativo de la tensién al aumentar la



70 Capitulo |

concentraciéon de hidrocoloide de 1,5% a 3%, siendo dicho aumento menos
acusado cuando la proporcién H/T aumenté a 1,5. En cambio, en las
formulaciones con BHL bajo hubo una disminucién muy acusada de la tensién
superficial al aumentar la concentracién de hidrocoloide/tensoactivo de 0,5 al
1, manteniéndose précticamente constante a partir de un ratio de 1. De la
figura I.1b se deduce que el BHL ejerce una mayor influencia en aquellas
formulaciones donde la proporcién hidrocoloide/tensoactivo es baja. Para
concentraciones mayores, los menores valores de tensién superficial se obtienen

en formulaciones con BHL de bajo a intermedio.

1.3.1.2.- Caracterizaciéon reoldgica

La tabla I.4 muestra los valores de viscosidad aparente calculada a 100 s y los
pardmetros reolégicos obtenidos al ajustar los datos de las curvas de flujo al
modelo de la Ley de la Potencia, junto con el coeficiente de determinacién (r?)
del ajuste y los resultados del ANOVA, donde se observa que existieron
diferencias significativas entre formulaciones (p<0,05).

Estos valores son del orden de los encontrados por Villalobos (2003) para
formulaciones de HPMC y ofros tensoactivos. Como se puede observar, las
FFRs presentaron un ligero comportamiento pseudopléstico, llegando a ser
newtoniano en algunos casos, sobre todo a bajas concentraciones de
hidrocoloide.

Por ofro lado, es esperable que el comportamiento reolégico de las
formulaciones esté influenciado por las propiedades de flujo de la fase continua
y por las interacciones que se produzcan entre ésta y los demds componentes
dispersos (Ma y Barbosa-Cdanovas, 1993). En este caso, la fase contfinua estd
constituida por una disoluciéon del hidrocoloide HPMC que por debajo de su

temperatura  de gelificacién, presenta  un comportamiento  reolégico
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pseudopldstico, tal y como se observa en la figura 1.2, que muestra, a modo de
ejemplo, un reograma tipico de una formulacién a las distintas concentraciones

de hidroxipropil metilcelulosa (M).

Tabla 1.4.- Pardmetros del modelo de Ostwald de Waale (n y K), viscosidad
aparente (n,,) y coeficiente de determinacién () de las formulaciones
formadoras de recubrimiento (FFRs) a 25°C. Valores medios y desviaciones

estandar.

FFR n K (Pa s)" r MNep (Pa s)*
1,5M-S80 0,81 (0,07)»* 0,03 (0,14)>* 0,864 0,01~
3M-S80 0,96 (0,04)>* 0,05 (0,15)>* 0,905 0,04>*
4,5M-S80 0,97 (0,02)®* 0,13 (0,06)>* 0,983 0,12%*
1,5M-520 1,10(0,03)*Y 0,01 (0,02)>* 0,961 0,01

(0,07) (0,14)
(0,04) (0,15)
(0,02) (0,0¢)
(0,03)" (0,02)
3M-S20 0,82 (0,05)>" 0,08 (0,12)>* 0,847 0,03"
(0,02) (0,05)
(0,02) (0,0¢)
(0,02) (0,09)
(0,02) (0,03)

4,5M-520 0,97 (0,02)*¥ 0,13 (0,05)~* 0,986 0,12%¢
1,6M-S 0,96 (0,02)>Y 0,02 (0,06)* 0,985 0,01**
3M-S 1,00 (0,02)>* 0,05 (0,09)** 0,966 0,05>*
4,5M-S 0,88 (0,02)**” 0,26 (0,03)“¥ 0,995 0,15

N, calculada para un gradiente (y) de 100 s™!

a,b,c: Diferentes superindices en una columna indican diferencias significativas
entre concentraciones del hidrocoloide para un nivel de confianza del 95%.
x,y,z: Diferentes superindices en una columna indican diferencias significativas
entre tensoactivos para un nivel de confianza del 95%.

Este comportamiento prdcticamente newtoniano suele ser habitual en
disoluciones diluidas de hidrocoloides a niveles de gradiente de velocidad
bajos, donde la orientaciéon de las moléculas asimétricas o la forma de las
moléculas flexibles no se ven afectadas adn por el gradiente de velocidad, y

también en disoluciones concentradas, donde el gradiente de velocidad no ha
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alcanzado el nivel suficiente para afectar a las interacciones intercadena del
hidrocoloide (Mitchell, 1979). La bondad del modelo de la Ley de la Potencia
para modelizar el comportamiento al flujo de las formulaciones queda reflejado

en los altos valores de coeficiente de determinacién obtenidos (Tabla 1.4).

16 -
12 A
e
[
(o]
4,
0 W@
0 20 40 60 80 100

Y (1/s)

<& 1,5M-S O3M-S A4,5M-S

Figura |.2.- Reograma de la formulacién formadora de recubrimiento (FFR) que
contenia  Sugin  471/PHK-40 (S) como tensoactivo a las distintas
concentraciones de hidroxipropil metilcelulosa (M) a 25°C. Llos datos

experimentales estdn representados por simbolos y los predichos por lineas.

Los resultados del ANOVA mostraron que todas las variables y sus interacciones
presentaron un efecto significativo sobre la viscosidad (p<0,05), tal y como se
observa en la figura 1.3.

La figura 1.2 y la figura 1.3 muestran un comportamiento reoldgico caracteristico
de disoluciones isotrépicas de polimeros o polimeros cristalinos liquidos, donde

lo adicién de particulas produce un aumento de su viscosidad (Ohl y Gleissle,
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1993; Hartmann et o/, 2000). De los tres tensoactivos utilizados, el que
produce formulaciones mds viscosas es el de mayor BHL (Sugin 471/PHK-40
escamas), seguido por el Sorbester 80 (BHL bajo) y el Sorbester 20 (BHL
medio), aunque los valores de viscosidad que presentan estos dos Ultimos
tensoactivos son muy similares, existen diferencias significativas entre los tres

tensoactivos.

0,16

0,12 ~

0,08 -

n (Pa's)

0,04 A

H/T

—O— BHL bajo —3— BHL medio —A— BHL alto

Figura 1.3.- Efecto del balance hidréfilo-lipédfilo (BHL) de los distintos
tensoactivos, de la proporcién hidrocoloide/tensoactivo (H/T) y de sus
interacciones sobre la viscosidad (b) de las formulaciones formadoras de

recubrimiento (FFRs).

1.3.1.3.- Indice R y cinética de sedimentacién

El indice R corresponde a un indice entre absorbancias, que se correlaciona

bien con el tamafo de particula de un sistema disperso, pero sélo cuando el
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tamafo es relativamente pequefo, ya que a medida que aumenta el tamafo
promedio, el método pierde sensibilidad para apreciar diferencias (Kaufman y
Garti, 1981). Este indice permite establecer la estabilidad de una emulsién en
base al tamafio medio de las gotas y estd dado por el cociente entre la lectura
de absorbancia a 800 nm y su valor a 400 nm. La lectura de absorbancia es
tanto mayor cuanto mayor es la cantidad de luz dispersada a una determinada
longitud de onda. A su vez, ésta es funcién del tamafo de las particulas
dispersas y de la longitud de onda, de tal manera que cuanto menor sea el
didmetro de las gotas, la cantidad de luz difundida serd mayor, siendo el efecto
mds acusado cuanto menor es la longitud de onda. Por tanto, la densidad
6ptica a 400 nm es mayor que a 800 nm, siendo el cociente R tanto menor
cuanto menor es el tamafo medio de las gotas. Atendiendo a la relacién
existente entre el diGmetro de las gotas y la estabilidad, las emulsiones serén
mds estables cuanto menores sean los valores de R.

Adicionalmente al indice R se analizé el comportamiento de floculacién-
sedimentacién de las particulas en las formulaciones estudiadas, ya que éste
también depende del tamafo de particula. Para ello se analizé la evolucién de
los lecturas de absorbancia a una longitud de onda de 400 nm durante 20
minutos. La disminucién de la absorbancia en el tiempo de la mayoria de las
formulaciones se puede relacionar con la velocidad de floculacién-
sedimentacién, aunque también estd fuertemente afectada por la viscosidad del
medio. Para poder comparar el comportamiento de las distintas formulaciones,
se cuantificé el porcentaje relativo (al valor inicial) de la disminucién de la
absorbancia a los 20 minutos. Estos valores porcentuales pueden considerarse
como un findice cinético de floculacién-sedimentacién, ya que a mayor
reduccién relativa de absorbancia mayor formacién de particulas grandes o

desaparicién de las mismas en el medio dispersante al sedimentar.
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En la tabla .5 se presentan los valores obtenidos para el indice R y el indice
cinético de floculacién-sedimentacién para las diferentes formulaciones junto
con los resultados del ANOVA, donde se observa que existieron diferencias

significativas entre formulaciones (p<0,05).

Tabla 1.5.- indice R y porcentaje de reduccién de la absorbancia de las
formulaciones formadoras de recubrimiento (FFRs) a 25°C. Valores medios y

desviaciones estdndar.

Reduccién de la

Absorbancia (%)
1,56M-S80 0,286 (0,002)**  -2,0(0,3)>*
3M-S80 0,38 (0,07)>" - 1,34 (0,08)**
4,5M-S80 0,365 (0,003)>* - 1,6 (0,6)""
1,5M-S20 0,360 (0,002)*Y  -2,76 (0,17)*"
3M-S20 0,172 (0,005)>Y  -2,5(0,5)°>"
4,5M-S20 0,144 (0,002)>* -1,53(0,02)>"

FFR indice R

1,5M-S 0,21 (0,02)* _4 (1)
3M-S 0,174 (0,005)>* - 3,4 (0,7)%*
4,5M-S 0,18 (0,03)" 23,11 (0,03)>*

a,b: Diferentes superindices en una columna indican
diferencias  significativas entre  concentraciones  del
hidrocoloide para un nivel de confianza del 95%.

x,y,z: Diferentes superindices en una columna indican
diferencias significativas entre tensoactivos para un nivel
de confianza del 95%.

Como se puede observar, el andlisis estadistico mostré que, de nuevo, todos

los factores y sus interacciones presentaron un efecto significativo (p<0,05)
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sobre las variables estudiadas, estando dicho efecto més influenciado por el

BHL que por la proporcién hidrocoloide/tensoactivo.

La figura 1.4 muestra el tipo de influencia de estas variables sobre los

pardmetros de estabilidad de las FFRs.
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Figura |.4.- Efecto del balance hidréfilo-lipéfilo (BHL) de los tensoactivos, de la
proporcién de hidrocoloide/tensoactivo (H/T) y de sus interacciones sobre el
indice R (a) y el porcentaje de reduccién de la absorbancia (b) de las

formulaciones formadoras de recubrimiento (FFRs).

En la figura |.4a se observa que cuando se utilizan tensoactivos con un valor de
BHL intermedio a alto, el tamafo de particula (indice R) disminuye cuando
aumenta la relacién H/T. Sin embargo, cuando el BHL del tensoactivo es bajo,
el indice R aumenta cuando la relacién H/T estd comprendida entre 0,5y 1. De
la figura .40 se deduce que las formulaciones que presentan los menores
indices R son las que incorporan tensoactivos de BHL intermedio a alto y con

una relacién hidrocoloide/tensoactivo de 1 a 1,5. En algunas formulaciones de
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HPMC vy otros tensoactivos, Villalobos (2003) obtuvo valores de indice R del
orden y en ofras, algo superiores.

Con respecto a los datos de cinética de floculacién, en la figura 1.4b se observa
que para todos los niveles de BHL, la estabilidad aumenté cuanto mayor fue la
proporcién de hidrocoloide, probablemente debido al efecto viscoso que limita
la movilidad de las particulas y la cinética de todos los procesos controlados
por difusiéon. Este aumento fue més acusado para las formulaciones que
presentaron un BHL intermedio. Las formulaciones que presentan mayor
estabilidad cinética son las que tienen un BHL bajo, seguidas de la formulacién
de BHL medio con la mayor concentracién de hidrocoloide.

El que los valores porcentuales de absorbancia sean negativos implica que a
medida que transcurre el tiempo las particulas crecen y sedimentan, mientras
que valores positivos indican que las particulas crecen sin llegar a sedimentar.
Por tanto, la emulsion serd mds estable cuanto mayor sea el indice de
floculacién-sedimentacién. La velocidad de floculacién-sedimentacién aumenté
con el tamafo de la particula deducido a través del indice R y disminuyd con el
aumento de viscosidad del medio continuo segin los modelos cinéticos que

rigen estos fenémenos (Dickinson, 1992).

1.3.2.- Caracterizacién de los films

1.3.2.].- Isotermas de sorcién de agua

La figura 1.5 muestra las isotermas de sorcién de agua de los componentes
puros y de los films. Segin esta figura, los recubrimientos y los componentes

puros presentaron isotermas de adsorcién de tipo Il, con una convexidad casi

imperceptible a bajas a,, (Brunauver et a/., 1940).
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Figura 1.5.- Isotermas de sorcién de agua de los componentes puros (a) y de los
films con un balance hidréfilo-lipéfilo (BHL) bajo (b), medio (c) y alto (d). Datos

experimentales (sfmbolos) y predichos por GAB (lineas).

De los cuatro componentes puros (Figura 1.5a), la hidroxipropil metilcelulosa
(M) presenté una mayor afinidad por el agua, debido al mayor nimero de
grupos hidroxilos en su estructura que lo hace mds higroscépico. La W, de la
hidroxipropil metilcelulosa aumenté lentamente en el intervalo de a, de 0 a
0,59 y a partir de este Gltimo nivel se produjo un ascenso rdpido e importante

que puede asociarse a un cambio en el tipo de interacciones agua sustrato, las
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cuales pasan a ser mds caracteristicas de sistemas soluto-solvente. La curva de
la isoterma obtenida para M fue muy similar a la encontrada por otros autores
en films de metilcelulosa, hidroxipropil celulosa e hidroxipropil metilcelulosa sin
plastificantes (Chinnan y Park, 1995; Sebti et o/, 2002; Villalobos ef a/., 2006;
Sebti et al., 2007; Sénchez-Gonzdlez et al., 2009). La capacidad de sorcién de
agua de estos compuestos estructurados como films es menor que la obtenida
para los productos en polvo (Spiess y Wolf, 1983) debido a la menor superficie
especifica del film comparada con el lecho poroso de particulas.

Por otro lado, los tensoactivos Sugin 471/PHK-40 escamas y Sorbester 80
presentaron isotermas mdés suaves que la hidroxipropil metilcelulosa y el
Sorbester 20, sin ascensos abruptos en todo el intervalo de a,, analizado y con
W, menores. A baja a,, parece ser que el Sugin 471/PHK-40 escamas es el que
presenta mayor capacidad de adsorcién de agua pero, en la medida que la ay
aumenté se puso de manifiesto la mayor capacidad de M. De los ftres
tensoactivos, el que presentd la menor W, fue el Sorbester 80 y el que presenté
un comportamiento mds similar a la hidroxipropil metilcelulosa fue el Sorbester
20.

En las figuras I.5b-d se muestran también las isotermas de adsorcién de agua
de todos los recubrimientos dispuestos en grupos con un BHL ascendente. Se
observa que en la medida que la proporcién de hidrocoloide aumenta en los
recubrimientos su capacidad de retenciéon de agua es mayor, especialmente a
a, mayores de 0,59. A partir de este nivel de a, a todos los recubrimientos
mostraron un incremento significativo en la capacidad de adsorcién lo cual se
justifica por la contribucién de las interacciones de tipo soluto-solvente en la
retenciéon de agua. Este efecto fue mayor en los recubrimientos con mayor

proporcién H/T.
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Para analizar las posibles interacciones entre los componentes del film, se
compararon los valores experimentales de las W, a cada nivel de a, con los
valores obtenidos mediante la ecuacién 1.9. En esta ecuacién se ha
considerado la contribucién de cada componente a la capacidad de retencién
de agua global, asumiendo que no hay interacciones entre ellos y por tanto que
lo capacidad de retencién de agua de cada uno de ellos es la misma que

cuando estdn puros.

W

estlaw =X'O+Y'b (EC |9)
donde,

Weit|aw: humedad de equilibrio del film, estimada a una a,, constante

X, y: fraccién mésica de M, S80, S20 y S en el film seco

a, b: humedad de equilibrio de M, S80, S20 y S a una a,, constante

En la figura 1.6 se presentan las gréficas de las W, experimentales versus las W,
predichas, para los nueve recubrimientos, agrupados de acuerdo a su BHL. En
cada grupo de films se observa que los valores de la W, se alinean sobre la
diagonal, especialmente para valores bajos de la humedad, lo cual indica una
escasa inferaccién entre los componentes. Este hecho pone de manifiesto que
los componentes se encuentran en el film en gran proporcién en fases
separadas. Este fenémeno también ha sido observado por Debeaufort y Voilley
(1995) y McHugh (1996). Estos autores sefalan que esta separacién,
determinada por la inmiscibilidad de los componentes, se produce
fundamentalmente durante el proceso de secado del film debido a la diferencia
de densidad entre los componentes, la temperatura y la velocidad del proceso

de secado.
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Figura 1.6.- Comparacién de los valores de humedad de equilibrio (W,) de los

datos experimentales con los predichos para los distintos balances hidréfilos-

lipdfilos (BHL): (a) BHL bajo, (b) BHL medio y (c) BHL alto.



82 Capitulo |

A altos niveles de a,, se aprecia que la W, sufre una mayor dispersién sobre la
diagonal, lo que sugiere que a partir de un determinado nivel de hidratacién,
las moléculos de agua imparten movilidad al sistema y promueven las
interacciones posiblemente entre grupos polares del film. Este comportamiento
concuerda con el sefalado por Seo y Kumacheva, (2002) para films de
hidroxipropil celulosa (HPC). Estos autores encontraron que las interacciones
agua-polimero a humedades relativas crecientes producian modificaciones en
la estructura supramolecular que pueden inducir cambios significativos en la
interaccién entre componentes y en el comportamiento de sorcién. Los
mecanismos de sorcién propuestos contemplan que a bajas humedades
relativas, las capas de fibra de HPC adsorben humedad mediante un proceso
de condensacién capilar, en los grupos -OH y —-C=0O de las unidades de
glucosa en la superficie de las fibras. A medida que la humedad relativa
aumenta, el agua penetra en las fibras de HPC y disuelve parcialmente su
superficie formando un gel. Esto da lugar a un incremento en el volumen libre
de las cadenas del polimero. En este estado de gel generado por el proceso de
adsorciéon de humedad, puede darse un mayor nivel de interaccién de las
cadenas polimero-polimero asi como polimero-tensoactivos u  ofros
componentes presentes.

La ecuacién de BET y GAB (ecuaciones 14 y 15) fueron utilizadas para ajustar
los datos de adsorcién de agua de los films y de los componentes puros. Las
constantes de la ecuacién de GAB fueron obtenidas considerando todo el
intervalo de a, y las de la ecuacién de BET sélo hasta una a,, de 0,59. La tabla
|.6 muestra los valores de las constantes obtenidas en cada caso.

El procedimiento de ajuste utilizado para la ecuacién de GAB considerd la
ecuacion tfransformada en un polinomio de segundo grado realizando una
regresién multiple para ajustar un polinomio de orden dos. Esta transformacién

comporta cierta imprecisién en las constantes obtenidas, porque lleva a una
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ponderaciéon incorrecta de los datos; por otro lado, las constantes se
encuentran correlacionadas entre si (Schar y Riegg, 1985). Por este motivo, el
andlisis de los valores de los parémetros de GAB debe hacerse con cautelq,
aunque la ecuacién permite una excelente prediccion en los datos

experimentales en todo el intervalo de a,,, tal como se muestra en la figura I.5.

Tabla 1.6.- Pardmetros estimados de los modelos de BET y GAB para isotermas

de sorcién de agua de los films y componentes puros.

BET GAB

Film

Wo C r? Wo C K r2
1,6M-580 0,016 5,95 0,953 0,015 7,04 1,00 0,950
3M-580 0,017 4,39 0,946 0,015 5,41 1,06 0,946
4,5M-880 0,019 3,56 0,945 0,018 3,61 1,04 0,969
1,6M-520 0,016 7,36 0,891 0,015 7,45 1,06 0,884
3M-520 0,018 5,47 0,984 0,016 6,38 1,07 0,965
4,56M-520 0,026 1,95 0,974 0,026 2,02 1,00 0,993
1,6M-S 0,025 5,49 0,206 0,037 3,23 0,865 0,883

3M-S 0,025 2,20 0,963 0,027 2,03 0,95 0,955
4,5M-S 0,030 1,58 0,823 0,038 1,31 0,923 0,991
M 0,062 0,42 0,814

S80 0,012 34,59 0,837 0,011 44,40 0,99 0,885
520 0,026 11,85 0993 0,027 1023 0,97 0,981
S 0,026 13,97 0,939 0,034 7,60 0,83 0,657

Por otro lado, las constantes de la ecuacién de BET, que estén menos afectadas
por los problemas de célculo, fueron usadas para interpretar las diferencias de

comportamiento entre los films debido al diferente BHL de la formulacién. Los
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valores obtenidos para la humedad de la monocapa fueron similares a los
encontrados por otros autores en estudios con HPMC (Villalobos et a/., 2006;

Sebti et al., 2007).

En la figura 1.7 se muestran los valores de los pardmetros de BET en funcién de

los niveles de las variables de formulacién.
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Figura 1.7.- Efecto del balance hidréfilo-lipéfilo (BHL) y de la proporcién

hidrocoloide/tensoactivo (H/T) sobre las constantes de la ecuacién de BET.

El contenido de humedad de la monocapa (W) y la constante (C), relacionada
con el calor de sorcién o fuerza de enlace de las moléculas de agua a los
grupos activos del film, muestran un efecto relevante del BHL y de la relacién
H/T. La W, fue mayor a mayor ratio H/T, coherentemente con una mayor
proporcién del polimero hidrofilico en el medio. Este efecto fue més acusado
para las formulaciones con el BHL mds alto, posiblemente asociado a su mayor
cardcter hidrofilico, comparado con el resto de los tensoactivos utilizados. El
parémetro C disminuy6é con el aumento del polimero en la formulacién y al

utilizar el tensoactivo con mayor BHL (S). Este hecho parece indicar que a



Capitulo | 85

medida que el film se vuelve mdas hidrofilico, las moléculas de agua son
absorbidas con menos energia en los sitios activos del sustrato. Resultados
similares han sido descritos por Villalobos e a/. (2006) y Sénchez-Gonzdlez et

al. (2009) en films a base de HPMC vy diferentes compuestos hidrofébicos.

1.3.2.2.- Permeabilidad al vapor de agua

Para analizar el efecto de las variables (BHL, H/T, y de sus interacciones) sobre
la permeabilidad de las FFRs se realiz6 un ANOVA multifactor, no mostrando
en este caso efecto significativo para el BHL pero si para la relacién H/T tal y

como se observa en la figura 1.8.
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Figura 1.8.- Efecto del balance hidréfilo-lipéfilo (BHL) de los tensoactivos, de la
proporcién de hidrocoloide/tensoactivo (H/T) y de sus interacciones sobre la
permeabilidad al vapor de agua de las formulaciones formadoras de

recubrimiento (FFRs). Valores medios e intervalos LSD.
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Como se observa en la figura 1.8 los menores valores de PVA se obtuvieron con
la mayor proporcién de polimero en el film (1,5 H/T). Parece ser que, para los
tensoactivos y la cantidad utilizada (3%), se necesite una concentracién critica
de polimero para tener una mejora significativa en la resistencia a la
transferencia del vapor de agua. Rodriguez et a/. (2006) en films a base de
almidén, glicerol y diferentes concentraciones de tensoactivos (0,5% y 5%),
tampoco obtuvieron una mejora en los valores de la permeabilidad al disminuir

el ratio H/T (aumentar la concentracién de tensoactivos) en la formulacién.

Por otro lado, para un mismo ratio H/T, los films que presentaron los menores
valores de PVA fueron los de menor BHL (Sorbester 80), aunque este efecto sélo
fue notable cuando se utilizaron ratios H/T bajos o medios (0,5-1). EI mayor
carécter hidréfobo de este tensoactivo podria explicar la tendencia observada.
Rodriguez et al, (2006) mostraron tendencias similares, siendo en este caso

significativas.

La figura 1.9 muestra la relacién entre PVA y la humedad de equilibrio de los
films a una a, de 0,875, considerada como el valor medio del gradiente de a,
del film utilizado para las mediciones experimentales de la permeabilidad.
Como puede observarse, las diferencias en los valores de PVA parecen estar
relacionadas con el valor critico del ratio H/T mds que con el diferente

contenido en humedad de los films, en el rango estudiado.
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Figura |.9.- Relaciéon entre el contenido de humedad de equilibrio (W,) en el
film a a,=0,875 y su permeabilidad al vapor de agua (PVA) a 5°C. Los
simbolos representan la proporciéon  hidrocoloide/tensoactivo  (H/T) y los
diferentes balances hidréfilos-lipédfilos (BHL) estédn representados por colores:

blanco: BHL bajo; gris: BHL medio; negro: BHL alto.

1.3.3.- Aplicacién a fresones (var. Ventana)

La aplicacién se llevd a cabo con fresones de la variedad Ventana comprados
en un mercado local de Valencia el mismo dia en que fueron procesados.
Todos los fresones presentaron un tamafo, color y grado de madurez similares
con el objeto de conseguir la mayor homogeneidad posible de las muestras de
partida y reducir de este modo la heterogeneidad en los resultados. Para la
aplicacién, sélo se utilizaron los recubrimientos comestibles que contenfan
Sugin 471 PHK-40 escamas (S) como tensoactivo porque eran los Gnicos que

no impartian sabores extrafios a la fruta y porque desde el punto de vista de la



88 Capitulo |

estabilidad eran unos de los més estables al contener particulas de menor
tamano.

De acuerdo al disefio planteado para el estudio los fresones se recubrieron con
tres formulaciones distintas y como control se utilizaron fresones sin recubrir
(Tabla 1.7). Con este disefio es posible obtener cuatro niveles de proporcién
hidrocoloide/tensoactivo que junto con el periodo de almacenamiento, serdn

las variables experimentales que se utilizardn para el estudio.

Tabla 1.7.- Composiciéon de los recubrimientos comestibles (g/100 mL de

disolucién) y su correspondiente relacién hidrocoloide/tensoactivo (H/T).

M S
Muestra

(% p/v) (% p/v)
C 0 0 0
1,5M-S 1,5 3 0,5
3M-S 3 3 1
4,5M-S 4,5 3 1,5

1.3.3.1.- S6lidos solubles fotales y pH

La tabla 1.8 muestra los valores medios de los sélidos solubles y pH de las
muestras  recubiertas 'y no recubiertas en funcion del tiempo de
almacenamiento. Los valores medios obtenidos para los sélidos solubles
oscilaron entre el 5-6°Brix, un poco por debajo del valor éptimo para su
consumo (7°Brix) mientras que el pH oscil6 entre 3,28-3,58, siendo del orden
de los encontrados en la bibliografia para otras variedades como la Camarosa

(Castro et al., 2002; Cordenunsi et al., 2003).
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Tabla 1.8.- Sélidos solubles (°Brix) y pH de los fresones recubiertos y no
recubiertos (C) durante el almacenamiento a 5°C. Valores medios y

desviaciones estdndar.

Pardmetro t (dias) C 1,5M-S 3M-S 4,5M-S
5,10 5,43 5,0 5,3
0 (0,12) (0,06) 0,2) 0,2)
3 5,42 5,63 5,03 5,43
. (0,08) (0,12) (0,06) (0,06)
5,63 5,23 5,3 4,53
¢ (0,06) (0,06) 0,2) (0,12)
o 5,50 5,07 5,08 6,17
(0,02) (0,06) (0,08) (0,12)
3,40 3,44 3,37 3,43
0 (0,03)" (0,09) (0,02)" (0,02)"
3 3,38 3,41 3,46 3,44
" (0,02)" (0,02) (0,09) (0,02)"
5 3,58 3,40 3,39 3,53
(0,02) (0,06 (0,09)" (0,03)
o 3,28 3,42 3,38 3,39
(0,09)" (0,02)" (0,09)" (0,03)

x,y,z: Diferentes superindices en una columna indican diferencias significativas entre tiempos
de almacenamiento para una misma muestra y para un nivel de confianza del 95%.

Para analizar el efecto de los factores estudiados (muestra, perfodo de
almacenamiento y de su interaccién) sobre los sélidos solubles y el pH de los
fresones se realizé6 un ANOVA multifactor. Los resultados del ANOVA mostraron
que los factores y la interaccién doble no fueron significativos. Sélo en el caso

del pH, el factor tiempo fue significativo (Tabla 1.8). Como se puede observar,
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el contenido en sélidos solubles practicamente no varié a lo largo del periodo
de almacenamiento o bien aumenté ligeramente como consecuencia del
avance de la maduracién. El pH tampoco presenté cambios notables,
disminuyendo ligeramente (p<0,05) en el Gltimo dia de almacenamiento.

La poca variacién obtenida en estos pardmetros estd en concordancia con los
encontrado por ofros autores (Cordenunsi et al., 2003; Pelayo et al., 2003).
Vargas et al. (2006) tampoco encontraron variaciones significativas en estas
variables a lo largo del tiempo ni por efecto del recubrimiento sobre fresones

recubiertos con quitosano y écido oleico.

1.3.3.2.- Densidad superficial de sdlidos y resistencia a la fransmision de vapor

de agua

La figura 1.10 muestra la densidad superficial de sélidos (DSS) (a) y la
resistencia al vapor de agua (RVA) (b) de los fresones recubiertos y no
recubiertos.

Como cabia esperar, la DSS (Figura 1.10a) aumenté con la concentracién de
sélidos de las FFRs, aunque en las muestras recubiertas con 3M-S existié cierta
disminucién, seguramente debido a la desviacién que presentaron sus valores y
al propio error experimental de la metodologia.

En la figura 1.10b se observa que la aplicacién de los recubrimientos sobre los
fresones aumenté la RVA tanto mds cuanto mayor fue la proporcién de
hidrocoloide utilizado. Este efecto sélo fue significativo (p<0,05) para las
muestras recubiertas con 4,5M-S lo que parece indicar que dicho recubrimiento
si mejora la propiedad barrera al vapor de agua. Este efecto barrera podria
estar atribuido al aumento del espesor como consecuencia del aumento de la
densidad de sélidos que presenta dicha formulacién. Por otro lado, los

resultados obtenidos coinciden con los obtenidos para la PVA de los



Capitulo | 91

recubrimientos aislados para un gradiente de humedad relativa de 76/100,

donde la formulacién que presenté los menores valores de PVA fue

precisamente la 4,5M-S.
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Figura 1.10.- Densidad superficial de sélidos (DSS) (a) y resistencia al vapor de

agua (RVA) (b) de los fresones recubiertos y no recubiertos (C). Valores medios

e intervalos LSD.
1.3.3.3.- Propiedades mecdnicas

Las propiedades mecdnicas de las muestras se evaluaron a partir de la fuerza
mdéxima registrada en el ensayo de compresién antes de la rotura ya que dicho
pardmetro estd relacionado con la firmeza de las muestras.

La figura .11 muestra, a modo de ejemplo, el perfil de compresién tipico de un
fresén recubierto almacenado a 5°C.

Para analizar el efecto de los factores (muestra, periodo de almacenamiento y
de sus interacciones) sobre la firmeza de los fresones se realizé un ANOVA
multifactor. Los resultados mostraron que la aplicacién de los recubrimientos no
provocéd cambios significativos (p>0,05) en la respuesta mecdnica, pero si el

factor tiempo de almacenamiento (p<0,05).
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Figura 1.11.- Perfil de compresién tipico de un fresén recubierto con 1,5M-S y

almacenado a 5°C.

En la figura 1.12 se observa que las muestras recubiertas presentaron mayor
firmeza que el resto de los muestras no recubiertas aunque, como se ha
comentado anteriormente, el efecto no fue significativo. En cuanto al periodo
de almacenamiento, no hubo diferencias significativas (p>0,05) entre las
muestras almacenadas o los diferentes tiempos pero si entre éstas y las
muestras a fiempo 0. El que las muestras presenten una mayor firmeza a lo
largo del almacenamiento en refrigeracién ha sido observado también por
ofros autores en fresas de la variedad Selva y Diamante (Pelayo et a/., 2003) y

podria ser debido a un ligero secado superficial.
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Figura 1.12.- Fuerza méxima (F) de los fresones recubiertos y no recubiertos (C)

a lo largo del almacenamiento a 5°C. Valores medios e intervalos LSD.

1.3.3.4.- Propiedades dpticas

A partir del espectro de reflexién de las muestras, se obtuvieron las
coordenadas L*, a*, b* (Ec. 21, 22 y 23) del espacio CIE L*a*b* y a partir de
estas coordenadas se calculé el tono (Ec. 24) y croma (Ec. 25).

La figura .13 muestra los valores de luminosidad (L*), croma (C*,,) y tono (h*,,)
de los fresones a cada tiempo de almacenamiento a 5°C. El andlisis estadistico
mostré diferencias significativas tanto para el factor muestra como para el
tiempo pero no para la interaccién. En ella se observa cémo los valores de L¥,
C*s y h*y, disminuyeron (p<0,05) desde el inicio hasta aproximadamente el
sexto dia del almacenamiento y practicamente se mantuvieron constantes en los
Oltimos dias, dando lugar a muestras més oscuras, con una coloracién rojiza
menos viva. Otros autores (Pelayo et al., 2003; Ayala-Zavala et al, 2004)
también obtuvieron las mismas tendencias en fresas almacenadas en

refrigeracion.
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Figura .13.- Luminosidad (L*) (a), croma (C*,) (b) y tono (h*y) (c) de los
fresones a cada tiempo del almacenamiento a 5°C. Valores medios e intervalos

LSD.
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Las muestras recubiertas presentaron mayor luminosidad que las no recubiertas
(p<0,05), tanto mayor cuanto mayor fue la proporcién de hidrocoloide en la
formulacién. Esto puede ser debido a un menor secado superficial de estas
muestras y al ligero aspecto blanquecino aportado por el recubrimiento. En
cuanto al croma y el tono también aumentaron significativamente (p<0,05) con
el aumento del hidrocoloide, excepto en las muestras que contenian la mayor
proporciéon de hidrocoloide (4,5M-S) que disminuyeron significativamente
(p<0,05) debido al mayor color blanquecino del recubrimiento.

La figura .14 muestra el plano cromdtico de las muestras recubiertas y no

recubiertas para todos los tiempos de almacenamiento.

20 ~

®C ¢1,5M-S O3M-S A4,5M-S

Figura I.14.- Plano cromdtico de las muestras recubiertas y no recubiertas (C)

para todos los tiempos de almacenamiento. Valores medios e intervalos LSD.

En ella se observa que las muestras recubiertas sufrieron un cambio en las
coordenadas como consecuencia de la aplicaciéon del recubrimiento. Ademds,

se pueden observar tres grupos més o menos diferenciados que estarian
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formados por un lado, por las muestras sin recubrir (C) por otro, por las
muestras recubiertas con un contenido bajo-medio en hidrocoloide (1,5M-S y
3M-S) y un tercero, formado por las muestras con mayor contenido en
hidrocoloide (4,5M-9S). La disminucién de a* (pérdida de la tonalidad roja) y de
b* (pérdida de la tonalidad amarilla) de las muestras recubiertas con la mayor
proporcién de hidrocoloide (4,5M-S) se traduce en el plano cromdtico en una

pérdida de pureza de color (C*,.) y una disminucién del tono (h*,,).

1.3.3.5.- Tasa respiratoria

Con el objetivo de determinar los cambios en la actividad metabdlica de los
fresones como consecuencia de las condiciones de almacenamiento, se
cuantificé la tasa respiratoria de la fruta mediante un método estdtico. Para
ello, en periodos de tiempo prefijados, se sacé la fruta del envase y se colocod
en un recipiente de vidrio hermético, analizdndose el cambio en la composicién
del espacio de cabeza.

Los valores de la tasa respiratoria, TRO, (mL O,/kg h) y TRCO, (mL CO,/kg h),
de los fresones recubiertos y no recubiertos almacenados junto con los
resultados del andlisis estadistico se muestran en la tabla 1.9.

La tasa respiratoria de O,, es decir, el consumo de oxigeno por parte de las
muestras aumenté  significativamente (p<0,05) a partir del tercer dia de
almacenamiento, siendo este aumento menor en las muestras recubiertas. En
cuanto a la tasa respiratoria de CO,, entendida como la velocidad de emisién
del gas, ésta se mantiene practicamente constante durante los 6 primeros dias
de almacenamiento en todos los casos, observdndose sélo un aumento
significativo (p<0,05) en la emisién de CO, en el Gltimo dia analizado. Estos

resultados concuerdan con los encontrados por otros autores durante el
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almacenamiento de fresas en refrigeracion (El Gaouth ef al, 1991; Wszelaki ef

al., 2000).

Tabla 1.9.- Tasa respiratoria de O, (mL O,/kg h) y CO, (mL CO,/kg h) de los
fresones recubiertos y no recubiertos (C) a lo largo del tiempo de

almacenamiento. Valores medios y desviaciones estédndar.

0 dias 3 dias 6 dias 9 dias

Muestra

O, CcO, O, CO, 0O, CO, O, CO,
c 6,6 9,3 9,1 9,2 10,5 10,0 13,4 14

(0,7)* (0,8) (0,4)> (0,6)> (0,5 (0,97 (0,6)" (2)

9,7 6,6 8,0 10 10 10 10

1,5M-S

(1)> 0,90 (0,77 (0,6)> (1) (2 (3)" (2)

7,1 8,8 6,6 7,4 8,8 9,1 12 10,5
3M-S

(0,4)> (0,8 (0,7)>* (0,3)* (0,9 (0,5 (2 (0,9

5,4 10,0 6,6 7,5 8,7 9,20 11 13
4,5M-S

0,3 (0,97 (0,7)* (0,4)™ (0,7)*" (0,20)" {

p—
—
N

(2)

a,b,c: Diferentes superindices en una columna implican diferencias significativas entre muestras
para un nivel de confianza del 95%.

x,y,z,w: Diferentes superindices en una fila implican diferencias significativas entre tiempos para
un nivel de confianza del 95%.

En general, las muestras recubiertas presentaron niveles de tasa respiratoria
ligeramente menores (p<0,05) a las no recubiertas. Este efecto también fue
observado por El Gaouth et al (1991) y Vargas ef al. (2006) en fresas
recubiertas con quitosano debido a la posible modificacién de la atmésfera
interna de las fresas por la aplicacién del recubrimiento. Cabe destacar, que en
ningin caso se observaron diferencias significativas por efecto de la

composicién del recubrimiento.
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La figura 1.15 muestra el coeficiente respiratorio (CR) de las muestras
recubiertas y no recubiertas en funcién del periodo de almacenamiento. Como
se puede observar, durante los primeros dias del almacenamiento el CR es
mayor que la unidad ya que el sistema en el envase se encuentra en estado no
estacionario, tendiendo al equilibrio cuando se iguala la tasa respiratoria del
producto con la permeabilidad del material polimérico del envase. Después de
este periodo, el CR se mantuvo cercano a la unidad, poniendo de manifiesto la
ausencia de cambios en las rutas metabdlicas de las muestras por efecto del

recubrimiento.

0,5

t (dfas)

Figura 1.15.- Coeficiente respiratorio (CR) de los fresones recubiertos y no
recubiertos (C) a lo largo del almacenamiento a 5°C. Valores medios e

intervalos LSD.
1.3.3.6.- Evalvacion organoléptica
Como se ha comentado en materiales y métodos, en este trabajo se realizaron

dos sesiones de catas compuestas cada una de ellas por una prueba triangular

y un ensayo de clasificacién por ordenacién.
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La prveba triangular se trata de una prueba de diferenciacién en la que se
presentan simultdneamente tres muestras, dos de las cuales son iguales, con el
fin de que el juez identifique cual es la muestra desparejoda. Esta prueba es
especialmente indicada cuando se dispone de pocos jueces y se puede utilizar
para la seleccién y entrenamiento de los jueces y para controlar el grado de
eficacia de sus respuestas. En esta prueba se evalué si la muestra desparejada
diferia de las otfras dos en cuanto a sabor, textura y olor.

En la primera prueba triangular todos los jueces evaluaron 4 series distintas
(C/1,5M-S, 1,5M-S/3M-S, 1,5M-S/4,5M-S y 3M-S/4,5-M) presentadas por
duplicado con diferente codificacién para asegurar la validez de los resultados.
Los resultados obtenidos se muestran en la tabla .10. Puesto que el nGmero de
respuestas mdximas que se podrian haber obtenido habria sido de 24, el
nimero minimo de respuestas necesarias para alcanzar un nivel de
significacién de 0,05 fue de 13 (Anexo IV). Por lo tanto, se puede decir que
existieron diferencias significativas (p<0,05) en la evaluacién gustativa (sabor,

textura y olor) para todas las series a excepcion de la serie 3M-S/4,5M-S.

Tabla I.10.- Resultados de la primera prueba triangular.

Serie N° Aciertos  p-value
C/1,5M-S 14 p<0,05
1,5M-S/3M-S 13 0<0,05
1,5M-S/4,5M-S 13 p<0,05

3M-S/4,5M-S 5 0>0,05
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De este primer ensayo se dedujo que los jueces fueron capaces de discriminar
los muestras recubiertas de las que no y, ademds diferenciar entre algunas de
ellas por su composicién, aunque el aumento en la proporcién del hidrocoloide
dificulté la discriminacién entre pares con una composicién muy proxima. De
todas las muestras, la que proporcioné una mayor semejanza con la fruta
fresca (control) fue la recubierta con 1,5M-S.

En la segunda prueba triangular todos los jueces evaluaron de nuevo la serie
C/1,5M-S para corroborar la existencia o no de diferencias significativas entre
muestras (Tabla [.11). En este caso, como los jueces obtuvieron 10 respuestas
de las 24 posibles (Anexo V) se puede decir que no existieron diferencias

significativas (p>0,05) entre las muestras.

Tabla .11.- Resultados de la segunda prueba triangular.

Serie N° Aciertos p-value

C/1,5MS 11 6>0,05

El ensayo de clasificacién por ordenacién permite apreciar diferencias entre
varias muestras basdndose en la intensidad relativa de un determinado atributo,
caracteristica o impresién global. Esté especialmente recomendado para
realizar una primera seleccién de las muestras antes de ser evaluadas con otras
pruebas o cuando los jueces disponibles no son capaces de realizar otras
pruebas de forma fiable. También es Util para determinar la influencia de
diferentes materias primas, de los tratamientos, del envasado y del
almacenamiento y para seleccionar y entrenar jueces.

En el primer ensayo de clasificaciéon por ordenacién, los jueces ordenaron de
mayor a menor brillo 4 muestras correspondientes a cada uno de los

tratamientos. Los resultados de la primera evaluacién se muestran en la tabla
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1.12. De acuerdo con el apartado 1.2.5.6. Evaluacién organoléptica (Materiales
y métodos) y puesto que hubo més de un juez que asigné a dos o mdés muestras
el mismo numero de orden, se calculé el valor de F” (Ec. I.7). Para un nivel de
significacién de 0,05 y al comparar 4 muestras, el valor critico de distribucién
de ¥ que se obtiene del anexo V es de 7,81. Al comparar el valor de F’
(23,90) con el valor critico de distribucién de & (7,81) se demostré que existian

diferencias significativas entre las muestras. Para identificar qué pares de

muestras fueron las que diferian significativamente entre si, se calculé ‘Ri —Ri‘o

partir de los valores de sus sumas de ordenaciones y se observé que existian
diferencias significativas entre las series 4,5M-S/C, 4,5M-S/1,5M-S y 4,5M-
S/3M-S puesto que los valores obtenidos fueron mayores a 12,40 (Ec. 1.8).
Estos resultados parecen indicar que la diferencia de brillo en las muestras por
efecto de la aplicacién de los recubrimientos estudiados, sélo fue perceptible
por los catadores cuando la proporcién de hidrocoloide fue elevada.

En el segundo ensayo de clasificacién por ordenacién, los jueces ordenaron de
mayor a menor brillo las dos muestras elegidas (C y 1,5M-S). Los resultados de
la segunda evaluacién se muestran en la tabla 1.12. En este caso, como ningn
juez asigné el mismo nimero de orden a las muestras, se calculé el valor de F
(Ec. 1.6) teniendo en cuenta que se trataba de una prueba de comparacién por
parejas “modelo bilateral’ (UNE 87-005-92, 1997). Para un modelo bilateral
con 12 jueces, el nimero minimo de respuestas necesarias para alcanzar un
nivel de significacién de p<0,05 (Anexo VI) es de 10. Puesto que el valor de F
(12) es mayor al ntmero minimo de respuestas necesarias, se puede decir que
si que existen diferencias significativas entre las muestras recubiertas con 1,5M-
Sy las no recubiertas (C).

En conclusién, los jueces consideraron que no existieron diferencias apreciables
en cuanto a sabor, textura y olor (evaluacién gustativa) entre los fresones

recubiertos con 1,5M-S y los no recubiertos (C). Sin embargo, los jueces
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prefirieron el aspecto de las frutas sin recubrir que el de las frutas recubiertas
con 1,5M-S debido a la presencia de una ligera capa blanquecina en la
superficie como consecuencia de la aplicacién del recubrimiento. En este caso,

los jueces si encontraron diferencias significativas entre las muestras.

Tabla 1.12.- Resultados del primer y segundo ensayo de clasificacién por

ordenacién de las muestras recubiertas y no recubiertas (C).

P

J 1° Ensayo 2° Ensayo

4,5M-S 3M-S 1,5M-S C [1,5MS C
1 4 3 1 2 1 2
2 4 3 1,5 1,5 1 2
3 4 3 1 2 1 2
4 4 3 2 1 1 2
5 4 3 1,5 1,5 1 2
6 4 3 1,5 1,5 1 2
7 4 1 3 2 1 2
8 4 2 2 2 1 2
9 4 2 1 3 1 2
10 4 3 1 2 1 2
11 4 1 3 2 1 2
12 4 1 25 25 1 2
R 48 28 21 23 12 24
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l.4.- CONCLUSIONES

En general, las propiedades fisicoquimicas de las formulaciones formadoras de
recubrimiento se vieron afectadas significativamente tanto por la concentracion
de hidrocoloide empleada como por el BHL de los tensoactivos. La densidad y
la tensién superficial de las formulaciones oscilé entre 1001 y 1010 kg/m?® y
entre 24,95 y 46,1 mN/m, respectivamente. La densidad aumenté a medida
que aumenté la concentracién de hidrocoloide estando dicho aumento més
afectado por la proporcién de hidrocoloide/tensoactivo que por el BHL de los
tensoactivos. Sin embargo, para la tensién superficial, este efecto estuvo mds
influenciado por el BHL que por la proporcién hidrocoloide/tensoactivo. Las
FFRs presentaron un ligero comportamiento pseudopldstico, llegando a ser
newtoniano en algunos casos, sobre todo a bajos concentraciones de
hidrocoloide. De los tres tensoactivos utilizados, el que presentd formulaciones
mds viscosas fue el de mayor BHL (S), seguido por el S80 (BHL bajo) y el S20
(BHL medio). Desde el punto de vista de la estabilidad de las dispersiones, las
formulaciones que presentaron mayor estabilidad cinética fueron las de BHL
bajo, seguidas de la formulacién de BHL medio con la mayor concentracion de

hidrocoloide (4,5M-S20).

Las propiedades de los films también se vieron afectadas tanto por la
proporcién hidrocoloide-tensoactivo como por el BHL de los tensoactivos. En
los films secos, las humedades de equilibrio pudieron predecirse del
comportamiento de sorcién de los componentes puros, cuando se trabajé a
bajas humedades. Al incrementar de forma importante el nivel de humedad
(para a,>0,59) la mayor movilidad molecular en el sistema parece potenciar
los interacciones entre componentes, lo que afecté al comportamiento de

sorciéon. A partir de este nivel de a, todos los recubrimientos mostraron un
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incremento significativo en la capacidad de adsorcién, lo cual se justifica por la
contribucién de las interacciones de tipo soluto-solvente en la refencion de
agua. Este efecto fue mayor en los films con mayor cardcter hidrofilico, es decir,
mayor H/T y/o mayor BHL. La PVA de los films oscilé entre 15x10'° y 42x10'°
g/Pa.s.m. Los menores valores de PVA se obtuvieron con la mayor proporcién
de polimero en el film (4,5%) y los menores valores de BHL (S80). Parece ser
que, para los tensoactivos y la cantidad utilizada (3%), se necesite una
concentracién critica de polimero para tener una mejora significativa en la

resistencia a la transferencia del vapor de agua.

La aplicacién de los recubrimientos comestibles dio lugar a ligeros cambios en
la calidad fisicoquimica y sensorial. Por un lado, las muestras recubiertas
presentaron mayor RVA y menor TR, seguramente debido a una modificacién
de la atméstera interna de las fresas por la aplicaciéon del recubrimiento. El
almacenamiento de las fresas (recubiertas y no recubiertas) en refrigeracion
provocé un aumento de la firmeza, una disminucién de los valores de las
coordenadas de color (L*, C*,, y h*,) y un aumento de la TR. Por otro lado, la
calidad sensorial evaluada en términos de brillo, sabor, textura y olor se vieron
modificados en las muestras recubiertas, tanto mds cuanto mayor fue la

proporcién de hidrocoloide en la formulacién.
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II.1.- INTRODUCCION

Actualmente, el creciente interés por aplicar recubrimientos comestibles a frutas
y hortalizas para alargar su vida 0til ha impulsado el desarrollo de films y
recubrimientos comestibles. Entre ellos, destacan en la bibliografia los films a
base de metilcelulosa (MC) e hidroxipropil metilcelulosa (HPMC), por sus
excelentes propiedades (Wu ef o/, 2002). Como se ha comentado
anteriormente, las disoluciones de HPMC forman films flexibles y transparentes,
sin olor ni sabor. Ademés, su permeabilidad selectiva a los gases permite el
retraso de la madurez en las frutas al reducir la concentracién interna de O,,
sin causar una acumulaciéon excesiva de CO,. Sin embargo, su alta
permeabilidad al vapor de agua hace necesaria la incorporacién de lipidos
(4cidos grasos, ceras, resinas y/o tensoactivos) en la matriz del hidrocoloide
para mejorar esta propiedad (Kester y Fennema, 1986; Herndndez, 1994;
Debeaufort y Voilley, 1995; Baldwin ef al., 1997). Por tanto, el desarrollo de
formulaciones formadoras de recubrimiento (FFRs), en las que un componente
hidréfobo se encuentra disperso en un medio hidréfilo continuo, requiere el
estudio de la estabilidad de las FFRs, que se encuentra directamente
relacionada con la existencia de fuerzas atractivo/repulsivas de tipo van der
Waals, electrostéticas, estéricas y de hidratacién entre las particulas dispersas
(Dickinson, 1992). Para promover la formacién de la emulsién y estabilizacién
por accién interfacial, se puede adicionar una pequefa cantidad de un
tensoactivo. Los tensoactivos poseen una parte polar y otra apolar, por lo que
se adsorben en la inferfase aceite-agua como una monocapa orientada
disminuyendo asi, la tensién interfacial. En este sentido, el HPMC puede
contribuir a la formacién y estabilizacion de las FFRs por el aumento de la

viscosidad de la fase continua (Wollenweber et a/., 2000).
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El objetivo de este capitulo consiste en estudiar las propiedades fisicoquimicas
de FFRs a base de HPMC, 4cido oleico y diferentes tensoactivos, y en analizar
en que medida éstas afectan a las propiedades fisicoquimicas de los films secos

resultantes.

I1.2.- MATERIALES Y METODOS

I.2.1.- Diserio y preparacién de formulaciones formadoras de recubrimiento

Para la obtencién de las FFRs se utilizé hidroxipropil metilcelulosa (Methocel®
E-15) de bajo peso molecular y de viscosidad 15 cPoise al 2% a 20°C
suministrado por la empresa The Dow Chemical Company (Midlan, USA), é4cido
oleico (AO) y tres tensoactivos de distinto balance hidréfilo-lipéfilo (BHL):
Sorbitan monooleato (SMO), Polioxietilen sorbitan monooleato o Tween 80
(T80) y Polioxietilen sorbitan trioleato o Tween 85 (T85). Todos ellos fueron
suministrados por Panreac (Barcelona, Espafa) excepto el T85 que fue
suministrado por Fluka (Buchs SG, Schweiz).

La metodologia de preparacién de las FFRs fue estandarizada y consistié en
dispersar y disolver 5% (p/p) de hidroxipropil metilcelulosa (M) en agua
bidestiloda a 80°C durante 2 horas, manteniendo una agitaciéon constante. A
continuacién, se le aiadié el AO hasta obtener una concentracién final de 0, 1
y 2% (v/p) y después a cada formulacién se le adicioné un 0,1% (v/p) del
tensoactivo correspondiente tal y como se muestra en la tabla II.1. Todas las
FFRs se homogeneizaron a temperatura ambiente en un equipo ultraturrax

(DI25 Yellow Line, IKA®, Alemania) a 13500 rpm durante 4 minutos.
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Tabla 11.1.- Composiciéon de las formulaciones formadoras de recubrimiento
(FFRs) (g/100 mL disolucién), balance hidréfilo-lipdfilo de la mezcla de lipidos
(BHLyy) y de los tensoactivos (BHL;).

ErR M AO SMO  T85 T80 BHL, BHLy,
(% p/p) (% v/p) (%v/p) (% v/p) (% v/p)

M 5 0 0 0 0 0 0
M-10A 5 1 0 0 0 1,0 1,0
M-20A 5 2 0 0 0 1,0 1,0
M-TOA-SMO 5 1 0,1 0 0 43 1,3
M-20A-SMO 5 2 0,1 0 0 43 1,2
M-TOA-T85 5 1 0 0,1 0 11,0 1,9
M-20A-T85 5 2 0 0,1 0 11,0 1,5
M-TOA-T80 5 1 0 0 0,1 15,0 2,3
M-20A-T80 5 2 0 0 0,1 15,0 1,7

I.2.2.- Propiedades fisicoquimicas de las FFRs

11.2.2.1.- Densidad, pH, conductividad y tensidn superficial

La densidad, el pH y la conductividad de las FFRs fueron determinadas a 25°C
por triplicado mediante un densimetro (DA-110M, Mettler Toledo, Espafia) y un
analizador multipardmetro (C831, Consort, Bélgica), respectivamente.

Para la determinacién de la tensién superficial de las FFRs se utilizd un
goniémetro (OCA20, DataPhysics Instruments GmbH, Alemania) a 25°C y para
obtener los valores de tension superficial se seleccioné el método de Laplace-
Young (Karbowiak ef a/, 2006). Los ajustes de la imagen de la gota se

realizaron mediante el programa SCA20. En las mediciones se utilizaron agujas
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Hamilton 19, con didmetro interior de 0,69 mm y exterior de 1,07 mm. Para

cada FFR se realizaron 9 determinaciones.

1.2.2.2.- Caracterizacidn reoldgica

El comportamiento reolégico de las FFRs se analizé a 25°C por triplicado
usando un redmetro rotatorio de cilindros concéntricos con un sensor del tipo

Z34DIN Ti (HAAKE Rheostress 1, Thermo Electric Corporation, Alemania). Se

midié el esfuerzo cortante () en funcién del gradiente de velocidad () desde

0 a 512 s de la siguiente manera: 5 minutos hasta alcanzar el gradiente de
velocidad mdéximo y 5 minutos hasta descender a 0. Las curvas de flujo
obtenidas se ajustaron a La Ley de la Potencia para determinar el indice de
comportamiento al flujo (n) y el indice de consistencia (K) de las FFRs. La

viscosidad aparente fue calculada a 100 s™.

11.2.2.3.- Tamario de particula

El tamafo de particula de las FFRs se determiné a 25°C por triplicado usando
un difractémetro laser (Mastersizer 2000, Malvern Instruments, Reino Unido).
Las muestras fueron dispersadas en agua bidestilada a 2000 rpm hasta que se
obtuvo un nivel de obscuraciéon del 10-12%. Para aplicar la teoria Mie, se
considerd un indice de refraccién de 1,46 y una absorcién de O para las
particulas dispersas. El tamafio medio de particula fue caracterizado a partir de

los parédmetros ds, y dys tal y como se explica en la introduccién.
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11.2.2.4.- Potencial-{

El potencial-¢ de las FFRs fue obtenido a partir de la determinacién de la

movilidad electroforética de las particulas realizada en un equipo Zetasizer

(Nano-Z, Malvern Instruments, Reino Unido). Para transformar las medidas de

movilidad electroforética en valores de potencial-C, se utilizé el modelo

matemdtico de Smoluchowsky. Las FFRs fueron medidas por triplicado a una
concentracién de dcido oleico de 0,02%, diluyendo cada una de las

formulaciones con agua bidestilada antes de cada andlisis.

11.2.3.- Obtencién de los films

Las FFRs fueron vertidas en placas niveladas de politetrafluoretileno (PTFE) de
15 cm de didmetro, y se secaron a temperatura ambiente durante 48 horas. El
espesor de los films se controlé siguiendo el procedimiento descrito por Park y
Zhao (2004), y ajustando una misma densidad de sélidos para todos los films
de 56 g/m? ya que el espesor de los films hidrofilicos es un factor a tener en
cuenta para su caracterizacién (McHugh ef o/, 1993; Hagenmaier y Shaw,
1990). El espesor de los films fue medido por quintuplicado utilizando un
micrémetro digital (Palmer-Comecta, Espaia, = 0,001 mm).

Para determinar la permeabilidad al vapor de agua, las propiedades mecdnicas
y 6pticas, los films secos fueron previamente equilibrados durante 2 semanas en
desecadores a 5°C y 59% humedad relativa (conseguida mediante una

disolucién saturada de Mg(NO5),).
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/1.2.4.- Caracterizacién de los films

I.2.4.1.- Isofermas de sorcidon de agua

Para la determinacién de las isotermas de sorciéon los films secos (¢ = 3 cm),
previamente equilibrados durante 2 semanas en desecadores con P,O;, fueron
colocados, por triplicado, en desecadores que contenian diferentes sales
saturadas de: LiCl, MgCl,, K,CO;, Mg(NOs),, NaBr, NaCl, KCI, las cuales se
mantuvieron a 5°C en un incubador (Hot-Cold B, J.P.-Selecta, Espafia), para
mantener unas humedades relativas de 11,3%, 33,6%, 43,1%, 58,9%, 63,5%,
75,6%, 87,7%, respectivamente (ASTM, 1996). Los films fueron pesados
periédicamente (= 0,00001 g) hasta que alcanzaron peso constante (AM =
0,0005 g), asumiendo que han alcanzado el equilibrio (Spiess y Wolf, 1983).
Finalmente, loa humedad de equilibrio de las muestras (W,) se determiné
utilizando una estufa de vacio (Vaciotem-T, J.P. Selecta, Espafia) a 60°C
durante 48 horas. Los datos experimentales (W, (b.s.) versus actividad de agua
(a,)) fueron ajustados al modelo de BET y de GAB segun las ecuaciones 14 y

15 citadas en la introduccion.

1.2.4.2.- Permeabilidad al vapor de agua

La permeabilidad al vapor de agua (PVA) fue medida segin una modificacién
de la técnica gravimétrica ASTM E96-95 (McHugh ef o/, 1993), usando copas
de aluminio (fabricadas por Monje Hnos. S.L., Valencia, Espafa) vy
considerando la correccién al método sugerida por Gennadios ef a/. (1994). La
metodologia llevada a cabo asi cémo la obtencién de los resultados fueron los

mismos que se explican en la introduccién.
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1.2.4.3.- Propiedades mecdnicas

Los ensayos mecdnicos se realizaron con una prensa mecdnica (TA-XT-plus,
Stable Micro Systems, Reino Unido), con una célula de carga de 50 kg y pinzas
de tension (A/TG). Las muestras (25,4 x 100 mm) fueron colocadas dejando
una separacién entre las pinzas de 50 mm vy el ensayo se realizé a una
velocidad de 50 mm/min (ASTM, 2001). El esfuerzo de fractura (o), el
porcentaje de deformacién en el momento de la rotura (% E) asi como el
médulo de elasticidad (ME) de los films fueron evaluados por quintuplicado.
Los pardmetros mecdnicos fueron calculados segin las ecuaciones 12 y 13

citadas en la introduccién.

11.2.4.4.- Propiedades Jpticas

Translucidez y color

Las determinaciones de transparencia y color se realizaron por quintuplicado a
través del especiro de reflexion de las muestras obtenido con un
espectrocolorimetro (CM-3600d, Minolta Co., Japdn), previa calibracién, con
una ventana de medicién de 10mm, utilizando como sistema de referencia el
iluminante D65/observador 10°. Las medidas se efectuaron en el centro de
cada film, sobre un fondo blanco y un fondo negro.

La transparencia (evaluada a través de la transmitancia interna, Ti), las
coordenadas de color y el indice de blancura (IB) fueron determinadas
aplicando la teoria de Kubelka-Munk (Hutchings, 1999) segin las ecuaciones

16-26 citadas en la introduccién.
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Briflo

El brillo de las muestras fue determinado por quintuplicado usando un
brillémetro plano (Multi-Gloss 268, Minolta Co., Japén) a un dngulo de
incidencia de 85° perpendicularmente a la superficie del film, de acuerdo con
el estdndar D523 de la American Society for Testing and Materials (ASTM,
1999). Para llevar a cabo las determinaciones, los films fueron colocados sobre
una cartulina negra mate. Los resultados fueron expresados en unidades de
brillo, relativas a una superficie estdndar negra altamente pulida con un valor

de brillo cercano a 100.

11.2.5.- Andlisis estadlistico

Los resultados fueron analizados mediante un ANOVA con un nivel de
significacién del 95% y utilizando para las comparaciones maltiples el test Least
Significant Difference (LSD). Los cdlculos se realizaron con el Software

Statgraphics Plus® 5.1.

11.3.- RESULTADOS Y DISCUSION

I.3.1.- Propiedades fisicoquimicas de las FFRs

De acuerdo con los resultados obtenidos en el Capitulo |, las FFRs se
caracterizaron con un 5% (p/p) de hidroxipropil metilcelulosa (M) debido al
efecto espesante y estabilizante que ejercen los hidrocoloides al aumentar su
concentracién (Wollenweber et o/, 2000; Dalgleish, 2006; Sovilj y Petrovic,
2006). Para mejorar la propiedad barrera al vapor de agua del hidrocoloide se

incorpord una mezcla de lipidos formada por 4cido oleico y un tensoactivo. En
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los formulaciones basadas en mezclos de hidrocoloides y lipidos, los
tensoactivos se utilizan para promover la formacién de la emulsiéon y la
estabilizacién interfacial (Vargas et a/., 2009a).

De acuerdo al disefio planteado para el estudio se obtuvieron nueve
formulaciones. En cada grupo de formulaciones se varié el contenido de AO y
el tensoactivo para obtener diferentes niveles de BHL (ver Tabla I1.1), ya que al

aumentar el ratio de AO disminuyé el BHL de las formulaciones.

I1.3.1.1.- pH, conductividad, densidad y comportamiento reolégico

La tabla 1.2 presenta los resultados obtenidos de pH, conductividad eléctrica,
densidad y propiedades reolégicas de todas las FFRs, junto con los resultados
del andlisis estadistico (ANOVA simple), donde se observa que existieron
diferencias significativas entre formulaciones (p<0,05).

Las FFRs presentaron pH neutro, baja conductividad y densidad ligeramente
superior a la del agua pura (998,2 kg/m?® a 20°C). Todas las FFRs presentaron
un comportamiento pseudopldstico (n<1), tipico de hidrocoloides (HPMC) (Al-
Sabagh, 2002; Rahate y Nagarkar, 2007).

Para analizar el efecto de las variables: concentracién de AO vy tipo de
tensoactivo se realizé un andlisis de la varianza multifactorial (ANOVA). Este
andlisis mostré que tanto los efectos simples (concentracion de AO vy tipo de
tensoactivo) como su interaccién doble fueron significativos al 95%.

La incorporacién de AO disminuyé ligeramente la densidad, el indice de flujo
(n) y el pH, debido a la naturaleza 4cida de éste (pK, = 4,8). Por otfro lado, su
adicién aumenté el indice de consistencia al flujo (K) y la viscosidad aparente
de las FFRs. El aumento de la viscosidad aparente estd relacionado con la
aparicién de una nueva fase (fase dispersa) en el medio. Este efecto fue mayor

cuando aumenté la fraccién volumétrica de la fase dispersa (AO), como ha
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sido observado por otros autores en emulsiones concentradas (Campanella ef

al., 1995; Walstra et al., 1999). La adicién de los diferentes tensoactivos no

supuso cambios significativos (p>0,05) en los pardmetros comentados.

Tabla 11.2.- pH, conductividad eléctrica (o), densidad (p), pardmetros del

modelo de Ostwald de Waale (n y K), viscosidad aparente (n,,) y coeficiente de

determinacién (r?) del ajuste. Valores medios y desviaciones estandar.

c K a
FFR pH P Tee
(S/m) (kg/m?) (Pa s)" (Pa s)*
1010,70 0,988 0,128
M 6,47 0,031 0,999 0,121¢°
(0,10 (0,004)f (0,002)°
1009,40 0,985 0,136
M-TOA 6,78 0,029 0,999 0,127°
(0,10)¢ (0,005)%  (0,003)°
1008,20 0,983 0,145
M-20A 6,26 0,028 0,999 0,134¢
(0,10)° (0,005)>  (0,003)°
M-10A- 1009,73 0,984 0,138
6,90 0,026 0,999 0,128¢
SMO (0,06)° (0,005)<  (0,003)c
M-20A- 1008,83 0,982 0,148
6,62 0,025 0,999 0,136
SMO (0,21)¢ (0,006)° (0,003)
M-10A- 1009,33 0,984 0,140
6,64 0,027 0,999 0,130¢
185 (0,06)? (0,005)  (0,003)¢
M-20A- 1008,57 0,981 0,150
6,38 0,026 0,999 0,137¢
185 (0,12)° (0,005)¢ (0,003)¢
M-10A- 1009,83 0,986 0,137
6,54 0,027 0,999 0,128¢
T80 (0,06)° (0,006)° (0,003)F<
M-20A- 1008,33 0,982 0,151
6,40 0,026 0,999 0,139"
T80 (0,21)° (0,006)®  (0,003)¢

*calculada para un gradiente (y) de 100 57!
a-h: Diferentes superindices en una columna indican diferencias significativas entre FFRs para un
nivel de confianza del 95%.
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La adiciéon de AO a las FFRs disminuyé la conductividad con respecto a la
formulacién control (M) debido a la formacién de micelas que retienen los
iones y por fanto, quedan menos disponibles en la fase acuosa. Esta
disminucién fue mayor cuando aumenté la concentraciéon de AO por la
formacién de un mayor nimero de micelas. La adicién de tensoactivos también
disminuyé la conductividad debido a la mayor retencién de iones al aumentar

la polaridad.

I.3.1.2.- Tamario de particula, potencial-¢ y tension superficial

La determinacién del tamafo de particula y del potencial-C de las FFRs juega
un papel fundamental en la estabilidad de las emulsiones. El tamafio de
particula permite analizar si existe interaccién entre los distintos componentes
de las formulaciones (HPMC, AO vy tensoactivo) o si bien, se estructuran como
particulas individuales y el potencial-C si dichas particulas/distribuciones de
particulas son estables o no, desde un punto de vista de la carga superficial.

La figura II.1 muestra una distribucién tipica de tamafio medio de particula
para las FFRs que contenian un 1% de AO, con y sin tensoactivos. Para las
formulaciones del 2% se obtuvieron resultados similares. En la figura Il.1a la
distribucién de tamafo de particula estd en términos de porcentaje de volumen
de las particulas y en ella se observan tanto distribuciones monomodales como
bimodales, con tamafos medios entre 0,01 y 1 um, similares a los obtenidos
por Schulz y Daniels (2000) en emulsiones a base de hidroxipropil metilcelulosa
y triglicéridos. Sin  embargo, las distribuciones fueron aparentemente
monomodales en términos de porcentaje de nimero de particulas (Figura
II.1b), lo cual indica que hay un nimero muy pequefio de particulas de gran

tamano.
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10 7 a 164 b)
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Tamaiio de particula (um) Tamafo de particula (um)

Figura 11.1.- Distribucién tipica de tamario de particula de las formulaciones
formadoras de recubrimiento (FFRs) con un 1% de 4cido oleico (AO) en funcién

del: (a) volumen de las particulas (%) y (b) nGmero de particulas (%).

La presencia de distribuciones polidispersas se pueden detectar también a través
de las diferencias observadas entre los pardmetros dy; y ds,, tal y como se
observa en la tabla 11.3. Segin McClements (2005), las distribuciones
polidispersas aparecen cuando las particulas grandes floculan o cuando no
existe suficiente tensoactivo para estabilizar la  emulsién durante la
homogeneizacion. Estos resultados apuntan a lao presencia de dos tipos de
particulas: micelas de écido oleico y micelas de dcido oleico-tensoactivo, ya
que, en general, la existencia de interacciones entre un polimero y un
tensoactivo no idénico no se dan o son muy escasas (Taylor e a/., 2007; Sovil y
Petrovic, 2006).Vargas et al. (2009a) encontraron estructuras similares en
sistemas con un 1% AO y 0,1% Tween 80, con tamanos de particulas parecidos
a los encontrados en este trabajo.

La tabla I1.3 presenta los resultados obtenidos de tensién superficial, tamafio de

particula y potencial-{ de todas las FFRs, junto con los resultados del andlisis
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estadistico (ANOVA simple), donde se observa que existieron diferencias

significativas entre formulaciones (p<0,05).

Tabla 11.3.- Tamafo de particula (ds; y ds,), drea media superficial (As), nGmero

de particulas/m® (N), potencial- y tensién superficial (y) de las formulaciones

formadoras de recubrimiento (FFRs). Valores medios y desviaciones estandar.

FFR dus ds As N/m®  Potencial-{
(wm)  (um) x105(m?3) X107 (mV) (mN/m)
0,934 0,43 1,57 2,7 7,03 41,57
MO (0,012) (0,02%  (0,07)° 0,4 (0,15¢  (0,12)°
0,967 0,46 2,95 4 4,3 39,57
M2OA (0,012)° (0,03)°  (0,21) (1> (0,7)° (0,23)°
MIOA. 0925 0,41 1,66 3,2 8,3 42
SMO (0,008) (0,02 (0,08 0,4¢  (0,6) (2)
M20A. 0,823 0,44 3,09 11,0 42
SMO (0,012)° (0,03)*  (0,20) (M (0,8) (2)b¢
M1OA. 0,327 0,147 4,62 68 212 40,8
185 (0,004)° (0,002)°  (0,03)¢ (1) (1) (0,7)
M20A. 0521 0,187 7,25 66 212 41,2
185 (0,007)° (0,003 (0,12) (3)¢ (1) (0,3)°
M-10A- 0,72 0,33 2,09 o) -14,7 43
180 (0,02 (0,02  (0,13)° (1) (0,5)° (1)¢
M20A. 076 0,36 3,8 10 -10,2 42
T80 (0,020 (0,03°  (0,3)° (2) (0,8)° (2)>

a-g: Diferentes superindices en una columna indican diferencias significativas entre FFRs para un

nivel de confianza del 95%.
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Para analizar qué efectos fueron significativos (concentracién de AO, tipo de
tensoactivo y la inferaccién doble), se realizd un andlisis de la varianza
multifactor. Los resultados mostraron que, en general, todos los efectos simples
y la interaccién doble resultaron significativos al 95%.

Como se puede observar en la tabla 1.3, el aumento de la concentracién de
AQO incrementé el tamafio medio de las particulas, aunque este efecto sélo fue
significativo (p<0,05) en las FFRs con Tween 85. Ademds, el drea media
superficial (As) y el nimero de particulas/m® aumentaron significativamente
(p<0,05) con el contenido en AO. Por el contrario, la incorporacién de los
tensoactivos supuso una reduccién (p<0,05) del tamafio medio de las
particulas, por la formacién de una membrana interfacial que impidié la
agregacién de las particulas.

El tamafo de particula obtenido dependié del tipo de tensoactivo utilizado,
aunque fodas presentaron tamafos de particulas bastante pequefios, menores
de 1 um. Asi, las FFRs que presentaron una mayor estabilidad, en términos de
tamafo de particula, fueron las que contenian como tensoactivo Tween 85
(BHL=11), presentando los menores tamarios de particula (entre 0,15-0,52
um). Normalmente, la mdaxima estabilidad de una emulsién aceite en agua
(O/W) se obtiene incorporando tensoactivos con BHL de 10-12, aunque a
menudo depende del tipo de aceite (McClements, 2005).

Todas las FFRs presentaron valores de potencial-C (Tabla 11.3) negativos debido
a que el grupo carboxilo del dcido oleico (pK, COOH/COO" = 4,8) se
encuentra cargado negativamente al pH de las FFRs (Ham-Pichavant et al.,
2005). La carga superficial de las FFRs se volvid mds negativa (p<0,05)
cuando se incorporaron los tensoactivos. Este efecto fue mds marcado
(p<0,05) a medida que aumenté la polaridad del tensoactivo, debido a una
mayor absorcién de iones del medio. Por tanto, la incorporacién del

tensoactivo dio lugar a particulas de menor tamafio con mayor carga neta
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superficial. Cuando se utilizan tensoactivos no-idénicos, como es este el caso, es
normal que las particulas de aceite presenten una notable carga superficial.
Este fendémeno ha sido atfribuido a la preferencia que tienen los iones OH™ por
ser absorbidos por los grupos hidrofilicos del tensoactivo (Hsu y Nacu, 2003;
McClements, 2005). Estos tensoactivos no idnicos siguen una tendencia similar
a las gotas sin recubrir (sin tensoactivo) pero tienden a presentar un mayor
nimero de cargas negativas al mismo pH. Resultados similares han sido
observados por Sdnchez-Gonzdlez et ol (2009) con dispersiones de HPMC,
aceite de drbol de té y Tween 85.

La incorporaciéon de AO aumenté la carga neta supericial de las particulas
sélo en las FFRs que contenian SMO como tensoactivo. En las demds FFRs
disminuyd, posiblemente por una insuficiente cantidad de iones para la gran
cantidad de micelas presentes en el medio.

Los bajos valores de potencial-{ obtenidos (menores a 30 mV, en valor
absoluto) no fueron suficientes para asegurar la estabilidad termodindmica del
sistema.

Los valores de tensién superficial de las FFRs se detallan en la tabla 11.3. Todas
las FFRs presentaron valores de tensién superficial significativamente menores a
los del solvente utilizado (agua pura, 78 mN/m). La hidroxipropil metilcelulosa
es una celulosa modificada con sustituciones metil, que dan lugar a zonas
hidrofébicas a lo largo de la cadena de celulosa, mientras que los grupos
hidroxipropil son hidrofilicos. Estos grupos hidrofilicos permiten al HPMC
comportarse como tensoactivo (Sarkar y Walker, 1995; Ochoa-Machiste y
Buckton, 1996) de ahi que, las dispersiones puras de HPMC presentaron
valores entre 48,2+0,5 mN/m.

La incorporacion de AO provocéd una disminucién significativa (p<0,05) de la
tensién superficial (46,4+0,4 mN/m) de la dispersion de hidroxipropil

metilcelulosa (M). Por otro lado, para las formulaciones composites, la tensiéon
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superficial no se vio afectada (p>0,05) por el aumento de la concentracién de
AO y muy poco por la presencia de tensoactivos, sin presentar ninguna
tendencia clara. La concentracién de AO utilizada (1%AO, 32mM) fue mucho
mayor que la Concentracion Micelar Critica (CMC) del mismo (3,1mM)
(Murakami ef al., 1986) y por tanto, concentraciones mayores a la CMC no
afectan a los valores de tensién superficial de la dispersién. De igual modo, la
pequefa cantidad de tensoactivo afadida, en comparacién con la del AO, no

produjo cambios en la misma.

11.3.2 - Caracterizacién de los films

11.3.2.1.- [sofermas de sorcién de agua

La figura 1.2 muestra las isotermas de sorcién de agua del film puro (M), con
4cido oleico a diferentes concentraciones (M-1AO, M-2AQ0) y con mezclas de
4cido oleico y diferentes tensoactivos (M-1AO-SMO, M-2A0-SMO, M-1AO-
T85, M-2A0-T85, M-1AO-T80, M-2A0-T80) obtenidas a 5°C.

Como se observa en la figura 1.2, las isotermas de sorcién de todos los films
presentan una forma sigmoidal, tipica de una isoterma de tipo Il, con un
aumento progresivo en la W, hasta una a, de 0,6, a partir de la cual se
produce un aumento brusco en la W, que puede asociarse a un cambio en el

tipo de interacciones agua sustrato (tipo soluto-solvente predominantemente).
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Figura 11.2.- Isotermas de sorcién de los films a 5°C. Datos experimentales

(simbolos) y predichos con el modelo de GAB (lineas).

De todos los films, el que presenté una mayor afinidad por el agua fue el film
puro (M) debido al gran nimero de grupos hidroxilos en su estructura que lo
hace mds higroscépico. Este comportamiento también ha sido observado por
ofros autores con films a base de HPMC (Villalobos ef a/., 2006; Sebti ef al.,

2007; Sénchez-Gonzdlez et al., 2009). Para los polimeros sin carga, como es
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el caso de la hidroxipropil metilcelulosa (HPMC), normalmente el agua es
adsorbida como agua no congelable a lo largo de todo el intervalo de
humedades relativas (Berthold et o/, 1994), de modo que puede ser
considerada como agua fuertemente ligada.

En general, todos los films mostraron unas isotermas menos abruptas que la
obtenida para el film puro (M) en todo el rango de actividades de agua,
mostrando la menor capacidad de ligar agua de los films composites a medida
que aumentaba la concentracién de AO.

Para modelizar la adsorcién del agua de los films se utilizaron los modelos de
BET y de GAB. Las constantes de la ecuacién de GAB fueron obtenidas
considerando todo el intervalo de actividad de agua y las de la ecuaciéon de
BET sélo hasta una actividad de agua de 0,59. Los valores obtenidos para las

constantes de ambos modelos se muestran en la tabla 11.4.

Tabla 11.4.- Pardmetros de BET y GAB estimados para las isotermas de sorcién

de los films, junto con el coeficiente de determinacién (%) del ajuste.

BET GAB
Film

Wo C r? Wo C K r?
M 0,049 45,96 0,941 0,063 13,46 0,895 0,971
M-1OA 0,034 67,75 0,994 0,036 41,51 0,964 0,985
M-20A 0,028 34,64 0,888 0,030 32,84 0,988 0,919

M-TOA-SMO 0,049 30,28 0,947 0,053 32,08 0,874 0,970
M-20A-SMO 0,070 24,60 0,973 0,094 25,11 0,554 0,946
M-TOA-T85 0,051 58,93 0,968 0,069 11,56 0,833 0,935
M-20A-T85 0,035 54,84 0,975 0,036 70,85 0,947 0,943
M-1OA-T80 0,040 30,66 0,971 0,044 32,90 0,892 0,979
M-20A-T80 0,033 26,08 0,969 0,042 10,91 0,863 0,924
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Para realizar el ajuste de los datos experimentales al modelo de GAB, se utilizé
una ecuacién polindmica de segundo orden. Debido al alto grado de
correlacién entre los tres pardmetros del modelo de GAB (Schar y Ruegg,
1985) su significado fisico no se tuvo en cuenta, pero si que se utilizd para
poder predecir las isotermas en todo el rango de actividades de agua
considerado. El contenido de humedad de la monocapa (W,) del film puro
estuvo alrededor de 4,9-6,3 g agua/100 g sélido seco (s.s.). Estos valores
fueron del orden de los obtenidos para otros componentes hidrofilicos de los

alimentos (entre 5,0-8,0 g agua/100 g sélido seco) (Fontan ef al., 1982).

En general, se observé un descenso tanto de la humedad de la monocapa (W)
como de la constante C, con la incorporacién y el aumento de la proporcién
de é4cido oleico. Para polimeros altamente hidrofilicos, las interacciones tienen
lugar entre las moléculas de agua y los grupos hidroxilicos activos para la
adsorcién, donde cada grupo hidroxilo liga una molécula de agua (Berthold ef
al., 1994). Por tanto, la menor capacidad de ligar agua de los films composites
podria explicarse por la menor disponibilidad de puntos activos para la
adsorciéon de agua en la matriz polimérica debido a la presencia de cadenas

hidrofébicas procedentes del acido graso.

Los cambios en los valores de C parecen indicar que la energia requerida para
ligar moléculas de agua en los puntos activos disminuye con el aumento del

contenido en AO.

1.3.2.2.- Permeabilidad al vapor de agua

La permeabilidad al vapor de agua (PVA) de los films fue medida a un
gradiente de humedad relativa de 59/100 y a una temperatura de 5°C,

tratando de reproducir las posibles condiciones en las que se encontrarian los
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films si fueran aplicados como recubrimiento para frutas durante el
almacenamiento en refrigeracién. El espesor medio de todos los films fue de

50+7 um.

Para obtener los valores de PVA, los datos fueron corregidos segin el modelo
descrito por Gennadios et a/. (1994). El film de HPMC (M) presenté una PVA de
34,8x10°+0,8 g/Pa s m, del orden del encontrado por Villalobos ef a/. (2006)
para dispersiones de HPMC con diferentes mezclas de tensoactivos. El andlisis
estadistico puso de manifiesto el efecto significativo (p<0,05) del AO, pero no

el del tipo de tensoactivo o de la interaccién doble (p>0,05).

La figura 1.3 muestra la permeabilidad al vapor de agua de los diferentes films.
Como cabria esperar, la PVA del film de HPMC (M) disminuyé notablemente
(p<0,05) cuando se incorporé dcido oleico (entre un 70-72%) debido a la
naturaleza apolar del AO que disminuye la afinidad de los films por el agua.
Ademads, segin varios autores (McHugh y Krochta, 1994d; Debeaufort y Voilley,
1995; Koelsch y Labuza, 1992; Sapru y Labuza, 1994), el aumento de la
concentracién de sustancias hidrofébicas es un factor esencial para mejorar las
propiedades barrera al vapor de agua de los films. En ese sentido, el aumento
de la concentracién de dcido oleico en los films mejord la PVA (valores mads
bajos) debido al mayor nimero de gotas dispersas que aumentaron la
tortuosidad de la matriz polimérica dificultando la movilidad del agua por la

misma, ya que la distancia a recorrer por las moléculas es mayor (Pérez-Gago y

Krochta, 2001).

Como se ha comentado anteriormente, a una concentracidon de AO dada, la
incorporacién de los diferentes tensoactivos dio lugar a variaciones en el

tamafo medio de las gotas de las FFRs. McHugh y Krochta (1994d) observaron
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una correlacién positiva entre la PVA y el tamafio medio de las gotas (con un
tamafo entre 0,88-1,9 um) para una cantidad de lipido dada. Sin embargo,
este efecto no fue observado en nuestro caso, seguramente debido al menor
tamafo de particula obtenido en las FFRs (~ 0,3-0,9 um). Con tamafos de
particulas mayores, los fenémenos de floculacién y coagulacién entre gotas de
aceite se ven favorecidos en mayor medida durante el secado de los films,
dando lugar a mayores diferencias en los valores de permeabilidad al vapor
agua que los obtenidos en este trabajo, donde el tamafio inicial de la fase
lipidica dispersa era mucho menor.

Por tanto, podemos concluir que, en el intervalo de tamafio considerado, los
valores de PVA de los films composites fueron independientes del tamario de las

gotas de las FFRs.

40 A
20 ~

i TR

M M-SMO M-T85 M-T80

PVA (g/Pa s m)x1 o'

BOAOC O1AO B2AO

Figura II.3.- Permeabilidad al vapor de agua (PVA) de los diferentes films a 5°C
y 59% de humedad relativa.
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1.3.2.3.- Propiedades mecdnicas

Las curvas tipicas de esfuerzo (0) frente a deformacién de Henky (€,) obtenida a

partir de los datos fuerza-distancia del film de HPMC (M) y de los films con un

1% de AO se muestran, a modo de ejemplo en la figura 1.4.
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10 4 £ M-10A-T85 . \
‘f ! 1
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Figura 11.4.- Curvas tipicas esfuerzo versus deformacién de Henky obtenida en
los ensayos mecdnicos para el film puro (M) y los films con un 1% de d4cido

oleico (AO).

Como se puede observar, la incorporacién de AO cambié de forma notable la
respuesta mecdénica de los film de HPMC (M), dando lugar a films menos
rigidos, menos firmes y en general, mds extensibles.

La tabla 1.5 presenta los resultados obtenidos para el médulo de elasticidad
(ME), el esfuerzo en el momento de la rotura (of) y el porcentaje de elongacién

(E) de los films equilibrados a una humedad relativa del 59% y una temperatura
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de 5°C, junto con los resultados del andlisis estadistico (ANOVA simple), donde
se observa que existieron diferencias significativas entre formulaciones
(p<0,05).

Para analizar qué efectos fueron significativos (concentracién de AO, tipo de
tensoactivo y/o sus interacciones), se realizé6 un andlisis de la varianza
multifactor. Los resultados mostraron que el Unico efecto significativo (p<0,05)

fue la concentracién de AO.

Tabla I1.5.- Médulo de elasticidad (ME), esfuerzo de traccién en el momento de
la rotura de los films (of) y porcentaje de elongacién (E) de los films. Valores

medios y desviaciones estdndar.

Film ME (MPa) o (MPa) E (%)
M 1673 (57)¢ 70 (13)° 12 (6)**
M-10A 1080 (28)< 39 (6)¢ 13 (7)**
M-20A 637 (44)° 28 (1) 16 (1)
M-10A-SMO 903 (53)° 36 (7) 11 (5)*
2 14 (7)°
(2)

M-TOA-T85 952 (40)° 36 (4
M-20A-T85 653 (54)° 23 (4)° 8 (3)
M-TOA-T80 881 (40)

)

(

(

( (

( (

M-20A-SMO 601 (111)° 25 (
( (

( (

( (

M-20A-T80 579 (42)° 29 (6)™ 17 (5)

a-d: Diferentes superindices en una columna indican
diferencias significativas entre films para un nivel de
confianza del 95%.

Como cabria esperar, la incorporacién de AO supuso un descenso significativo
(p<0,05) en los pardmetros de carga (ME y o) y un aumento (p<0,05) en la

flexibilidad del film (mayor E%). Este efecto se puede explicar por la presencia
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de particulas dispersas que interrumpen la matriz continua del polimero,
provocando una mayor fragilidad en la estructura del film (de Moura et o/,
2009; Vargas et al., 2009a). Al mismo tiempo, la adicién de AO ejercié un
efecto plastificante sobre los films, efecto también observado por otros autores
(Debeaufort y Voilley, 1997; Baldwin et al., 1997; Srinivasa et al., 2007;
Monedero et al., 2009; Vargas et al. 2009a).

1.3.2.4.- Propiedades Spticas

Las propiedades épticas mds importantes de los films son la transparencia y el
brillo debido al impacto directo que tienen sobre la apreciacién del color y
apariencia del producto recubierto (Hutchings, 1999).

En la tabla 11.6 se presentan los valores de brillo a 85°, transmitancia interna
(Ti) obtenida a una longitud de onda de 420 nm, coordenadas cromdticas (L*,
C*, v h*y) e indice de blancura (IB) de los films, junto con los resultados del
andlisis estadistico (ANOVA simple), donde se observa que existieron algunas
diferencias significativas entre formulaciones (p<0,05).

Para analizar qué efectos fueron significativos (concentracién de AO, tipo de
tensoactivo y su interaccién) se realizé un andlisis de la varianza multifactor. Los
resultados del andlisis mostraron como significativo (p<0,05) la concentracién
de AO para las variables brillo y transparencia. Para el resto de las variables
(L*, C*,., h*4, 1B), sélo la incorporacién de AO fue significativa (p<0,05) pero
no la concentracién (1% o 2%) o el tipo de tensoactivo utilizado ni su
interaccion.

Como se puede observar en la tabla 1.6, el film de HPMC (M) presenté los

mayores valores de brillo, en concordancia con otros autores (Villalobos ef o/,

2005; Vargas, 2008; Sanchez-Gonzélez et al., 2009).
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Tabla 11.6.- Valores de brillo a 85°, transmitancia interna (Ti), coordenadas
cromdticas (L*, C*,, y h*,,) e indice de blancura (IB) de los films. Valores medios

y desviaciones estdndar.

Brillo 85°
Film Ti L* C*, h*, B
(UB)
v 27 0,840 83,9 7,9 90,50 82,1
(8)¢ (0,003)°  (0,8° (0,4 (0,19)° (0,8)°
0,801 86 7,5 95 84
M-TOA
(2)° (0,008)°  (2)° (0,6)° (2 (1)°
14 0,784 86,2 7,9 97 84,1
M-20A
(5)°° (0,006)* (0,9° (0,8)° (1) (0,7)°
8,8 0,805 85,7 7,3 95,3 83,9
M-TOA-SMO
(0,4)° (0,009  (0,5° (0,3)* (0,7)¢ (0,4)
15 0,790 86,6 7,8 96,0 84,5
M-20A-SMO
(4)°° (0,005 (0,8° (0,3 (0,9* (0,7)°
11 0,804 86,0 7 95 84,2
M-TOA-T85
(4)° (0,012 (0,6 (1) (3)° (0,6)°
19 0,784 86,0 8 96 83,9
M-20A-T85
(6)° (0,002 (0,6)° (1) (2 (0,9°
12,9 0,816 86 6,5 97 84
M-TOA-T80
(0,4)°° (0,012  (1)° (0,6)° (2 (1)
19 0,777 85,6 8 95 83
M-20A-T80
(1)° (0,003 (0,8 (1)° (2)% (1)°

a-d: Diferentes superindices en una columna indican diferencias significativas entre films para un
nivel de confianza del 95%.

El brillo del film puro (M) disminuyé significativamente (p<0,05) cuando se le

incorpord AO, debido a la aparicién de una nueva fase dispersa en el medio,
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que dio lugar a una superficie menos homogénea durante el secado del film. El
brillo de los films estd relacionado con la morfologia superficial desarrollada
durante el secado y en general, cuanto mayor es la rugosidad de los films
menor es el brillo (Ward y Nussinovich, 1996). Vargas et al/. (2009aq)
encontraron resultados similares en films a base de quitosano y AO.

Sin embargo, a medida que aumenté la concentracién de AO el brillo de los
films aumenté  significativamente  (p<0,05), seguramente debido a una
disminucién de la rugosidad superficial y un aumento en la reflexién especular
en la interfase aire-film, ya que el AO puede rellenar los pequefios huecos
superficiales generados durante la formacién del film.

No se encontré ningin tipo de correlaciéon entre el brillo y el tamafo de
particula de la dispersién, en el intervalo de tamafo considerado, tal y como ha
sido observado por otros autores (Trezza y Krochta, 2000b) en dispersiones con
ceras. El estado fisico del lipido empleado (en nuestro caso, liquido a
temperatura ambiente) podria estar condicionando los resultados.

La incorporacién de fensoactivos no provocd cambios significativos (p>0,05)
en el brillo.

La transparencia de los films, evaluada a través de la transmitancia interna (Ti),
aumenta cuando Ti aumenta ya que el film presenta una menor opacidad. De
todos los films, el que presenté una mayor transparencia (p<0,05) fue el film
de HPMC (M). La incorporacién de AO provocd una disminucién significativa
(p<0,05) de la transparencia de los films puros debido a una mayor dispersién
de la luz provocada por la presencia de la fase dispersa con distinto indice de
refraccién, tal y como observaron otros autores (Fabra ef o/, 2010). Este efecto
fue mayor al aumentar la concentraciéon de AO. Sin embargo, el andlisis
estadistico mostré que ni el tipo de tensoactivo ni el contenido en AO afecté
(p>0,05) a la transparencia de los films, seguramente debido a las pocas

diferencias observadas en el tamafio de particula de la fase dispersa. Asi, la
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estructura interna de los films desarrollada durante el secado debe ser muy
similar entre los diferentes films, dando lugar a escasas diferencias en los
valores de la transmitancia interna.

Como se puede observar en la tabla 1.6, el tono, el indice de blancura y la
luminosidad o claridad aumentaron ligeramente (p<0,05) con la aparicién de
la nueva fase lipidica dispersa. El aumento de la concentraciéon de AO o el tipo
de tensoactivo no dio lugar a cambios significativos. El croma no presenté
variaciones significativas por efecto de la incorporacién de AO ni del tipo de

tensoactivo.

I1.4.- CONCLUSIONES

Las propiedades fisicoquimicas de las FFRs se vieron afectadas por la
incorporacién de AO, su concentracién y el tipo de tensoactivo utilizado, dando
lugar a dispersiones con diferentes grados de estabilidad en términos de
tamafio y carga de particula, tensién superficial y viscosidad. Los resultados
apuntaron a la presencia de dos tipos de particulas en el sistema: micelas de
AO vy micelas de AO-tensoactivo, ya que en general, la existencia de
interacciones entfre un polimero y un tensoactivo no iénico no se dan o son muy
escasas.

Teniendo en cuenta los pardmetros analizados, las dispersiones mds estables
fueron las que contenian como tensoactivo T85 (menor tamafo de particula,
alta carga y viscosidad).

De igual forma, las propiedades de los films secos de HPMC también se vieron
mayormente afectadas por la incorporacién de AO y la concentracién

empleada, mds que por el tipo de tensoactivo utilizado.
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Los films composites mostraron una menor capacidad de ligar agua, fueron
menos transparentes y brillantes y mecdnicamente menos rigidos, menos firmes
y en general més extensibles.

Por ofro lado, la PVA disminuyé a medida que aumenté la concentracién de
AQO y fue independiente del tamafo de particula desarrollado en los films, en el
intervalo de tamafio considerado.

El aumento de la concentracion de AO no afecté a la transparencia,
seguramente debido a la similitud en la estructura interna de los films
desarrollada durante el secado que dio lugar a escasas diferencias en los
valores de la transmitancia interna.

Por otro lado, el brillo de los films fue mayor cuando se utilizé la mayor
proporcién de AO, probablemente por la disminucién de la rugosidad
superficial de los mismos al rellenar el AO los pequefios huecos superficiales

generados durante la formacién del film.
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I11.1.- INTRODUCCION

El principal objetivo de la aplicacién de films comestibles es reducir las pérdidas
de humedad y dafos mecdnicos, mejorar la apariencia de los productos y
actuar como matriz para incorporar diferentes ingredientes alimentarios, tales
como colorantes, aromas o nutrientes (Franssen y Krochta, 2003). Su
funcionalidad puede ser ampliada con la incorporacién de antimicrobianos que
protejan los alimentos de la alteracién microbiana, aumentando asf su vida Util
y mejorando su seguridad (Franssen y Krochta, 2003; Cagri et afl., 2004;
Oussalah et al.,, 2006; Rojas-Grai et al., 2007q). La tendencia actual de los
mercados estd orientada hacia el uso de compuestos naturales (Beuchat y
Golden, 1989; Sanchez-Gonzdlez ef al., 2009; Tiwari ef al., 2009) y por ello,
la bUsqueda de nuevos antimicrobianos naturales estd recibiendo cada vez
mayor atencién. Entre estos compuestos, los mds ampliamente estudiados han
sido diversos tipos de enzimas, nisina, dcidos orgdnicos y aceites esenciales
(AEs), entre otros (Padgett ef al., 1998; Cagri et al., 2004; Eswaranandam ef
al., 2004; Pranoto et al., 2005; Oussalah ef o/, 2006; Rojas-Gral et al.,
2006). El propolis ha sido aplicado en medicina y cosméticos, y mds
recienfemente, a productos alimentarios, debido a sus propiedades
antibacterianas, antifingicas y antioxidantes (Ghisalberti et o/, 1979; Tosi et
al.,, 1996; Burdock, 1998).

El prépolis es una resina cérea, de composicién compleja y consistencia
viscosa, que las abejas elaboran a partir de particulas resinosas de las yemas,
brotes y peciolos de las hojas de diferentes vegetales. En general, contiene
resinas (50%), compuestas de flavonoides, dcidos fendlicos y sus ésteres, ceras
(30%), aceites esenciales (10%), polen (5%) y varios compuestos orgdnicos (5%)
como Fe y Zn, vitaminas (B,, B,, B; y B,), dcido benzoico, d4cidos grasos,

ésteres, cetonas, lactonas, quinonas, esteroides, azlcares y también, pigmentos
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naturales como clorofila y carotenoides (Farré et al, 2004; Juliano et al,
2007; Cavaco et al., 2008). Su color varia del amarillo verdoso al marrén
oscuro, dependiendo de su origen y antigiedad (Burdock, 1998).

Sus propiedades antibacterianas y antifingicas han sido ampliamente
investigadas y parte de su actividad antimicrobiana se debe especificamente a
la fraccién de flavonoides. Se ha comprobado que el prépolis y sus extractos
(acuosos o etandlicos) poseen actividad antimicrobiana contra S. aureus, B.
subtilis, E. coli, Salmonella, P. digitatum (Soylu et al.,, 2008) y otros hongos
como el A. niger, Candida albicans y Botrytis cinerea (Mirzoeva et al., 1997;
Ozcan, 1999; Scazzocchio et al., 2006; Kalogeropoulos et al., 2009), entre
otros. Ademds, el prépolis es una fuente natural de antioxidantes y por ejemplo,
ha demostrado proteger a aceites y a lipoproteinas séricas de la oxidacién
(Krell, 1996; Isla et al., 2001).

En la actualidad, existen muy pocos estudios sobre la incorporacién de prépolis
a recubrimientos y si existen, no estdn aplicados a alimentos. Asi, Juliano et a.
(2007) caracterizaron films a base de prépolis para uso bucal. Basédndose en
los resultados obtenidos, los autores recomendaron la aplicacién de estos films
no sélo en el sector farmacéutico, sino también en la agricultura y la industria
alimentaria. Por ofra parte, Budija et a/. (2008) estudiaron la aplicacién de
films a base de extractos etandlicos como componentes adicionales en el
acabado de las maderas debido a su composicién rica en resinas, ceras y
aceites.

En la industria alimentaria, sus propiedades antioxidantes, antimicrobianas y
antifdngicas pueden ofrecer una gran variedad de aplicaciones, con la ventaja
de que, ademds, su ingesta puede ser beneficiosa para la salud humana (Farré
et al., 2004). En este sentido, la incorporacién de prépolis a recubrimientos
comestibles podria resultar de interés. Ademdés, debido a que el prépolis posee

un color, olor y sabor fuerte, lo cual provoca que no pueda administrarse en su



Capitulo Il 139

forma cruda, hace necesario incorporarlo a films sin color, olor y sabor tales
como los de hidroxipropil metilcelulosa (HPMC). De esta manera, mejorarian
estas propiedades y ademdés, su coste final serfa menor al incorporarlo en los
films en pequefias cantidades. Por otra parte, la formulacién de films a base de
prépolis podria mejorar algunos aspectos de calidad de frutas y hortalizas al
aplicarlos como recubrimiento comestible. En este sentido, su aplicacién a uvas
de mesa, que presentan algunos problemas durante la postcosecha tales como,
la pérdida de peso, de firmeza, los cambios de color y los ataques fungicos

causados principalmente por B. cinerea, podria ser beneficioso.

El objetivo de este capitulo consiste en analizar el efecto de la incorporacién de
un extracto etandlico de prépolis (EEP) en dispersiones de HPMC en términos
de sus propiedades fisicoquimicas y de estabilidad y caracterizar los films secos
resultantes, de acuerdo a su permeabilidad al vapor de agua, microestructura,
propiedades mecdnicas, &pticas y microbiolégicas. Ademds, se pretende
analizar el efecto de la aplicacién de estos recubrimientos a uvas de la variedad

Moscatel sobre la calidad fisica, microbiolégica y sensorial de las mismas.

I11.2.- MATERIALES Y METODOS

HM.2.1.- Disefio y preparacion de las formulaciones formadoras de

recubrimiento

Las formulaciones formadoras de recubrimiento (FFRs) se prepararon utilizando
como matriz soporte hidroxipropil metilcelulosa (Methocel® E-15) de bajo peso
molecular y de viscosidad 15 cPoise al 2% a 20°C suministrado por la empresa

The Dow Chemical Company (Midlan, USA) y un EEP. El EEP se obtuvo a partir
de 10 g de prépolis crudo (Bonamel Organic S.L., Alqueria de Aznar, Espaia) y
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100 mL de etanol 96°. La mezcla se maceré en un lugar oscuro durante 7 dias
a temperatura ambiente aplicdndole una agitacién manual cada dia.
Transcurrido dicho tiempo, el EEP se filtré a vacio con papel de filtro (Whatman
n°1).

La metodologia de preparacién de las FFRs fue estandarizada y consistié en
dispersar y disolver 5% (p/p) de hidroxipropil metilcelulosa (M) en agua
bidestilada a 80°C durante 2 horas y manteniendo una agitaciéon constante. A
continuacién, se le afadié el EEP hasta obtener una concentracién final de 0%,
0,125%, 0,25%, 0,5%, 1%y 1,5% (v/p) tal y como se muestra en la tabla I1I.1.
Asi, la fraccién mdsica del EEP en los films secos fue de 0,024, 0,048, 0,091,
0,167 y 0,231 g de extracto de prépolis seco/g sélido seco, respectivamente.
Todas las FFRs se homogeneizaron a temperatura ambiente en un equipo
ultraturrax (DI25 Yellow Line, IKA®, Alemania) a 13500 rpm durante 4 minutos

y posteriormente fueron desgasificadas mediante un desecador a vacio.

Tabla 1I.1.- Composicién de las formulaciones formadoras de recubrimiento

(FFRs).

FFR M (% p/p) EEP (% v/p)
M 5 0
M-0,125P 5 0,125
M-0,25P 5 0,25
M-0,5P 5 0,5

M-1P 5 1

M-1,5P 5 1,5
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H.2.2.- Propiedades fisicoquimicas de las FFRs

.2.2.1.- Densidad y pH

La densidad y el pH de las FFRs fueron determinadas por triplicado a 25°C
mediante un densimetro (DA-110M, Mettler Toledo, Espafia) y un pH-métro

(GLP21+, Crison Instruments, Espafia), respectivamente.

.2.2.2.- Tamario de particula

El tamafo de particula de las FFRs se determiné por triplicado a 25°C usando
un difractémetro laser (Mastersizer 2000, Malvern Instruments, Reino Unido).
Las muestras fueron dispersadas en agua bidestilada a 2000 rpm hasta que se
obtuvo un nivel de obscuracién del 10-12%. Para aplicar la teoria Mie, se
consideré un indice de refraccién de 1,50 y una absorcién de 0,01 para las
particulas dispersas. El tamafio medio de particula fue caracterizado a partir de

los pardmetros dj, y dy5 tal y como se explica en la introduccién.

.2.2.3.- Potencial<

El potencial-¢ de las FFRs fue obtenido a partir de la determinacién de la
movilidad electroforética de las particulas realizada en un equipo Zetasizer
(Nano-Z, Malvern Instruments, Reino Unido). Para transformar las medidas de
movilidad electroforética en valores de potencial-(, se utilizé el modelo
matematico de Smoluchowsky. Las FFRs fueron medidas a una concentracién
de extracto etandlico de prépolis de 0,02%, diluyendo cada una de las

formulaciones con agua bidestilada antes de cada andlisis.
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I1.2.2.4.- Caracterizacion reoldgica

El comportamiento reolégico de las FFRs se analizé, por triplicado a 25°C,
usando un reémetro rotatorio con un sensor del tipo Z34DIN Ti (HAAKE

Rheostress 1, Thermo Electric Corporation, Alemania). Se midié el esfuerzo

cortante (a) en funcién del gradiente de velocidad () desde 0 a 512 s de la

siguiente manera: 5 minutos hasta alcanzar el gradiente de velocidad mdaximo y
5 minutos hasta descender a 0. Las curvas de flujo obtenidas se ajustaron a La
Ley de la Potencia para determinar el indice de comportamiento al flujo (n) y el
indice de consistencia (K) de las FFRs. La viscosidad aparente fue calculada a

100 s,

I.2.3.- Obtencién de los films

Las formulaciones formadoras de recubrimiento fueron vertidas en placas
niveladas de politetrafluoretileno (PTFE) de 15 cm de didmetro, y se secaron a
temperatura ambiente durante 48 horas. El espesor de los films se controlé
siguiendo el procedimiento descrito por Park y Zhao (2004) y ajustando una
misma densidad de sélidos para todos los films de 56 g/m? ya que el espesor
de los films hidrofilicos es un factor a tener en cuenta para su caracterizacién
(McHugh et al., 1993; Hagenmaier y Shaw, 1990). El espesor de los films fue
medido por quintuplicado utilizando un micrémetro digital (Palmer-Comecta,
Espafia, = 0,001 mm).

Los films secos fueron equilibrados a dos temperaturas en desecadores con
disoluciones saturadas de Mg(NO3), o NaCl) para conseguir cuatro condiciones
de equilibrado: 5°C-59%, 25°C-53%, 5°C-76% y 25°C-75%. La humedad de

los films fue determinada tras el equilibrado. La temperatura de 5°C fue elegida
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para simular las condiciones de equilibrado de un producto recubierto

refrigerado y la de 25°C, para simular las condiciones ambientales.

WIl.2.4,- Caracterizacién de los films

I.2.4. ].- Permeabilidad al vapor de agua

La permeabilidad al vapor de agua (PVA) fue medida segin una modificacién
de la técnica gravimétrica ASTM E96-95 (McHugh ef o/, 1993), usando copas
de aluminio (fabricadas por Monje Hnos. S.L., Valencia, Espafa) vy
considerando la correccién al método sugerida por Gennadios ef a/. (1994). La
metodologia llevada a cabo asi cémo la obtencién de los resultados fueron los

mismos que se explican en la introduccién.

1.2.4.2. - Andlisis microestructural

El andlisis microestructural de la superficie de los films se realizé utilizando un
microscopio electrénico de barrido (JEOL JSM-5410, Oxford Instruments, Reino
Unido) dotado de un sistema de observacién de muestras criofijadas
(CT1500C) del Servicio de Microscopia Electrénica de la  Universidad
Politécnica de Valencia (UPV). Para ello, se prepararon muestras de 5 x 1 mm y
se colocaron sobre portaobjetos de cobre. Las muestras fueron metalizadas con

oro y observadas a 20 kV.

I.2.4.3.- Propiedades mecdnicas

Los ensayos mecdnicos se realizaron mediante una prensa mecdénica (TA-XT-

plus, Stable Micro Systems, Reino Unido), con una célula de carga de 50 kg y
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pinzas de tensién (A/TG). Las muestras (25,4 x 100 mm) fueron colocadas
dejando una separacién entre las pinzas de 50 mm vy el ensayo se realizé a una
velocidad de 50 mm/min (ASTM, 2001). El esfuerzo de fractura (o), el
porcentaje de deformacién en el momento de la rotura (%E) asi como el
médulo de elasticidad (ME) de los films fueron evaluados por quintuplicado.
Los parédmetros mecdnicos obtenidos fueron el esfuerzo en el punto de fractura
(o¢), el porcentaje de elongacién (%E) y el mdédulo de elasticidad (ME),

calculados segin las ecuaciones 12 y 13 citadas en la introduccién.

I11.2.4.4.- Propiedades dpticas

Translucidez y color

Las determinaciones de transparencia y color se realizaron por quintuplicado a
través del espectro de reflexién de las muestras mediante  un
espectrocolorimetro (CM-3600d, Minolta Co., Japén) con un érea de medida
de 10 mm. Las medidas se efectuaron en el centro de cada film, sobre un
fondo blanco y negro.

La transparencia (evaluada a través de la transmitancia interna, Ti), las
coordenadas de color y el indice de blancura (IB) fueron determinadas
aplicando la teoria de Kubelka-Munk (Hutchings, 1999) segin las ecuaciones

16-26 citadas en la introduccién.

Brillo

El brillo de las muestras fue determinado por quintuplicado usando un
brillémetro plano (Multi-Gloss 268, Minolta Co., Japén) a 20 y 60° de dngulo

de incidencia perpendicularmente a la superficie del film, de acuerdo con el
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estandar D523 de la ASTM (ASTM, 1999). Para llevar a cabo las
determinaciones, los films fueron colocados sobre una cartulina negra mate.
Los resultados fueron expresados en unidades de brillo, relativas a una

superficie estdndar negra altamente pulida con un valor de brillo cercano a

100.

I.2.4.5.- Andlisis microbiolégico

Para el andlisis microbiolégico se utilizaron 2 cepas: Penicillivm italicum (CECT
2294) y A. niger (CECT 2574), suministradas por la Coleccién Espafola de
Cultivos Tipos (CECT, Valencia, Espafia). Estas cepas se almacenaron a -25°C
en Caldo Patata Dextrosa (PDB, Scharlab, Espafia) enriquecido con un 30% de
glicerol (Panreac, Espafa). A continuacién, se inocularon los hongos en Patata
Dextrosa Agar (PDA) y se incubaron a 25°C. Las esporas fueron resuspendidas
en agua fisiolégica con Tween 80 (0,1%). El recuento de las esporas se realizé
mediante una placa Thoma y se ajusté el nimero de esporas a 10°/mL. A
continuacién, se vertieron alicuotas de PDA (20 g) en placas Petri y una vez el
medio se solidific, se inoculé en la superficie 0,1 mL de la dilucién de esporas
preparada anteriormente y se colocé sobre ella el film correspondiente, del
mismo tamafo que la placa (adaptado de Kristo et a/., 2008). Como control
se utilizaron placas Petri con PDA inoculadas pero sin film. Las placas se
sellaron con parafilm para evitar la deshidratacién y se almacenaron en una
estufa bacterioldgica (Incudigit, J.P. Selecta, Espaiia) a 20°C durante 5 dias.

El recuento microbiolégico de las placas Petri se realizé inmediatamente
después de la inoculacién de las esporas y al final del periodo del
almacenamiento. Para realizar dicho recuento, el agar fue introducido dentro
de unas bolsas de pléstico estériles junto con 100 mL de agua de triptona

fosfato tamponada (Scharlab, Espafia) y se homogeneizé durante 2 minutos en
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un homogeneizador (Bag Mixer 400, InterScience, Francia). A contfinuacién, se
realizaron una serie de diluciones decimales y se sembraron en PDA. Las placas
fueron incubadas durante 5 dias a 25°C. Todos los andlisis se realizaron por

duplicado.

NM.2.5.- Aplicacién a uvva (var. Moscatel)

La materia prima utilizada fue uva de la variedad Moscatel procedente de Pinos
(Alicante, Espafa), adquirida el mismo dia en que fue procesada. La uva fue
seleccionada en base a un color y tamafo uniforme, ausencia de dafos
mecdnicos y/o signos visibles de ataque fungico. Antes de aplicar las FFRs la
uva fue lavada con una disolucién de hipoclorito sédico (10 mL/L) y secada a
temperatura ambiente durante unas horas.

La aplicacién de la uva fue realizada con las siguientes FFRs: M, M-0,5P, M-1P
y M-1,5P, las cuales contenian 0%, 0,5%, 1% y 1,5% de EEP, respectivamente.
Los racimos de uva (12-15 granos de uva) se sumergieron en las FFRs durante
1 minuto y se secaron a temperatura ambiente durante 2-3 horas. Una vez seco
el film, los racimos se almacenaron en una cdmara a temperatura y humedad
relativa (HR) controladas (EC-1400-HR, Radiber S.A., Espafa) a 1-2°C y 85-
90% HR a diferentes tiempos (3, 5, 8, 12 y 22 dias), més 2 dias a temperatura

ambiente para simular la operacién de mercado.

.2.5.1.- Pérdida de peso

La pérdida de peso se determiné por triplicado pesando los racimos de uva
antes y después de la aplicacién y a cada tiempo de almacenamiento. Los

resultados se expresaron en porcentaje respecto al peso inicial de los racimos.
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.2.5.2.- Sélidos solubles fotales y pH

Para la determinacién de los sélidos solubles (°Brix) y pH, cada una de las
muestras se tfrituré con un ultraturrax (DI25 Yellow Line, IKA®, Alemania)
durante 1 minuto a 13500 rpm. Los sélidos solubles totales se determinaron
mediante un refractémetro (3T, ATAGO Co. Ltd., Japédn) termostatado a 20°C.
La medida del pH se realizé6 con un pH-métro (GLP21+, Crison Instruments,

Espana). Ambas determinaciones se realizaron por triplicado.

.2.5.3.- Fenoles totales

Los fenoles totales se determinaron por triplicado de acuerdo con el método
descrito por Tomds-Barberdn et o/ (2001). 35 g de uva (sin pepitas) se
homogeneizaron en un ultraturrax (DI25 Yellow Line, IKA®, Alemania) a 9500
rom durante 5 minutos junto con 40 mL de metanol, 10 mL de HCI 6N y 4,2
mg de NaF para inactivar la polifenoloxidasa y prevenir la degradacion
fendélica. A continuacién, el homogeneizado se centrifugd en una centrifuga
(Medifriger-BL, J.P.Selecta, Espafia) a 10000 rpm, 4°C y 10 minutos para
obtener un sobrenadante. Los fenoles totales se cuantificaron usando el método
descrito por Selvendran y Ryden, (1990) y Benzie y Strain, (1999) basado en el
método de Folin-Ciocalteu. Este método consiste en mezclar 250 pL del
sobrenadante en un aforado de 25 mL junto con 15 mL de agua Mili-Q y 1,25
mL del reactivo de Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich, Alemania) y dejar reposar
durante 8 minutos. A continuacién, se afiaden 3, 75 mL de Na,CO, (7,5%), se
enrasa con agua Mili-Q vy el aforado se almacena en un lugar oscuro a
temperatura ambiente durante 2 horas. Transcurrido dicho periodo de tiempo,
se mide la absorbancia a 765 nm con un espectrofotémetro (Helios Zeta UV-

VIS, Thermo Fisher Scientific, Reino Unido). El contenido total fue expresado
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como mg de é4cido gdlico (Sigma-Aldrich, Alemania) por gramo de muestra
usando como recta de calibrado la obtenida por el rango de 0-800 mg de

4cido gdlico/mL.

I.2.5.4.- Actividad antioxidante

La actividad antioxidante se determiné por triplicado de acuerdo al método
descrito por Sénchez-Moreno et o/, (2003). 10 g de uva (sin pepita) se
homogeneizaron en un ultraturrax (DI25 Yellow Line, IKA®, Alemania) a 9500
rom durante 5 minutos junto con 10 mlL de metanol (Panreac, Espana). El
homogeneizado se centrifugd en una centrifuga (Medifriger-BL, J.P.Selecta,
Espafia) a 10000 rpm, 4°C y 10 minutos para obtener un sobrenadante. De
ese sobrenadante, se pipeteé 0,1 mL y se introdujo en una cubeta a la que se
le anadié 3,9 mL de la soluciéon de DPPH (0,03 g de DPPH/L metanol; DPPH,
2,2-Difenil-1-picrilhidrazil, suministrado por Sigma-Aldrich  (Alemania). La
absorbancia fue medida a 515 nm usando un espectrofotémetro (Helios Zeta
UV-VIS, Thermo Fisher Scientific, Reino Unido) a intervalos de 10 segundos

hasta que la reaccién se completé.

1.2.5.5.- Propiedades mecdnicas

Las propiedades mecénicas se determinaron en los granos de uva mediante
una prensa mecdnica (TA-XT-plus, Stable Micro Systems, Reino Unido) con una
célula de carga de 50 kg y una sonda cilindrica de 75 mm de didmetro. El
grano de uva, con rabito, se colocéd longitudinalmente y se comprimié a una
velocidad de 2 mm/s hasta una deformacién méxima del 50%. Como

pardmetros mecdnicos, se utilizé la fuerza y la distancia en el momento de la
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ruptura de la muestra. El ensayo se realizé sobre quince granos de uva para

cada tiempo, tanto en uvas recubiertas como no recubiertas.

I1.2.5.6.- Propiedades dpticas

El color de los granos de uva se midié6 por reflexion mediante un
espectrocolorimetro (CM-3600d, Minolta Co., Japén), previa calibracién, con
una ventana de medicién de 10mm, utilizando como sistema de referencia el
iluminante D65/observador 10°. Las medidas se efectuaron en una zona
previamente delimitada sobre quince granos de uva para cada uno de los
distintos tratamientos y tiempos de almacenamiento.

Las coordenadas de color y el indice de blancura fueron determinadas
aplicando la teoria de Kubelka-Munk (Hutchings, 1999) segin las ecuaciones

21-26 citadas en la introduccién.

H.2.5.7.- Tasa respiratoria

La tasa respiratoria de las muestras se determiné utilizando un sistema cerrado
(Castelld et al, 2006). Para cada tiempo de almacenamiento se colocé un
racimo de uva de unos 150-200 g en un frasco de vidrio hermético de 0,655L
con un septum en la tapa para efectuar la medida de concentracién de gases
en el espacio de cabeza a diferentes tiempos. La medida de la concentracién
de gases se efectué a temperatura ambiente cada 30 minutos por medio de
una aguja conectada a un analizador de gases (CheckMate 9900, PBI
Dansensor, Dinamarca). Este analizador de gases esté equipado con un sensor
electroquimico para medir la concentracién de O, y un miniespectrofotémetro
de infrarrojos para detectar el contenido en CO, (Rocculi et al., 2005). Se

efectuaron tres repeticiones para cada uno de los tratamientos.
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La tasa y el coeficiente respiratorio de las muestras se determinaron segun las

ecuaciones |.3-1.5 citadas en el capitulo | (aparatado 1.2.5.5).

I.2.5.8.- Andlisis microbiolégico

El recuento de microorganismos aerobios meséfilos, mohos y levaduras se
evalué periddicamente a lo largo del tiempo de almacenamiento. Para ello, se
homogeneizaron 10 g de uva (sin pepita) con 90 mL de agua de triptona
fosfato tamponada (Scharlab, Spain) en un homogeneizador (Bag Mixer 400,
InterScience, Francia) durante 2 minutos. A continuacién, se realizaron una
serie de diluciones decimales y se sembraron en profundidad con Agar de
Recuento en Placa (PCA, Scharlab, Espafia) para determinar el nimero de
aerobios meséfilos segin la International Organization for Standardization
(ISO) (ISO 4833, 2003) y con Agar Cloramfenicol Glucosado (CGA, Scharlab,
Espafia) para obtener el de mohos y levaduras (ISO 7954, 1987). Las placas
Petri con PCA se incubaron a 30°C durante 48 horas y las de CGA a 25°C

durante cinco dias. Todos los andlisis se realizaron por triplicado.

.2.5.2.- Evaluacién organoléptica

El andlisis organoléptico de los granos de uva recubiertos y no recubiertos fue
evaluado mediante el 7est de Diferenciacion del Control (Anexo VII), apropiado
para evaluar muestras con cierta variabilidad asociada a la propia materia
prima (Aust et al, 1985), como es nuestro caso. Su objetivo consiste en
determinar si existen diferencias entre todas las muestras y una muestra control,
sefialando el grado de diferencia: ninguna diferencia, una ligera diferencia,
una pequefa diferencia, diferente, bastante diferente, una gran diferencia y

muy diferente (Meilgaard ef a/., 1991). Ademds, también se puede marcar con
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un + o un —si las muestras difieren por tener mds o menos brillo, olor, textura y
sabor. Para la realizacién de este test se recomienda entre 20-50 catadores
(Thompson, 1999).

Durante la prueba se utilizé como muestra control el tratamiento sin recubrir y
se compard con 5 tratamientos, los cuales incluian de nuevo la misma muestra
control. La comparacién del tratamiento control consigo mismo  permitié
estimar la variabilidad de la medida. Para la correccién de la prueba la escala
se transformé en valores 0, 1, 2, 3, 4, 5 y 6 para cada graduacién de

diferencia.

Para la realizacién de la prueba, las muestras se presentaron en vasitos, cada
uno de ellos con 2 granos a excepcién de la muestra a comparar en los que se
pusieron 6 granos. Las muestras se ordenaron de manera aleatoria y se
codificaron con un nimero de 3 digitos determinado al azar. El panel de
catadores estuvo formado por personal y estudiantes de la Universidad
Politécnica de Valencia (UPV) que en todo momento siguieron las normas

dadas para la evaluacién sensorial (Anexo |l).

Todos los andlisis se realizaron bajo las mismas condiciones ambientales de
temperatura y luminosidad en la sala de catas del Instituto Universitario de
Ingenieria de Alimentos para el Desarrollo (IUIAD) de la UPV, la cual cumple
con todos los requisitos exigidos por la norma UNE 87-004-79 (1997). Antes
de empezar la sesién se les proporciond a los catadores la informacién
necesaria sobre la fruta para que la evaluasen correctamente. También se les

comenté el tipo de prueba, los atributos a valorar y la escala a utilizar.
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. 2.6.- Andlisis estadlstico

Los resultados fueron analizados mediante un andlisis de la varianza (ANOVA)
con un nivel de significacién del 95% vy utilizando para las comparaciones
mltiples el test Least Significant Difference (LSD). Los célculos se realizaron con

el Software Statgraphics Plus® 5.1.

En la prueba sensorial, para analizar la prueba de diferenciacién del control se
realiz6 un ANOVA para cada uno de los atributos valorados y para aquellos
tratamientos en los que existieron diferencias se realizé el test de Dunnett
(O’Mahony, 1986; Anexo VIII) para determinar qué tratamientos diferian del

control con un nivel de significacién del 925%.

I1I.3.- RESULTADOS Y DISCUSION

.3, 1.- Caracterizacién de las formulaciones formadoras de recubrimiento

I1.3.1.1.- Densidad, pH, tamario de particula y potencial- {

En la tabla l11.2 se muestran las medias y desviaciones estdndar de la densidad,
pH, tamafo de particula (dys y d3) y potencial-C de las FFRs, junto con los
resultados del andlisis estadistico (ANOVA), donde se observa que existieron
diferencias significativas entre formulaciones (p<0,05).

Como se puede observar, la incorporacién de EEP provocé una ligera
disminucién en la densidad y pH de las FFRs. El descenso del pH es debido a la
disociacién en la disoluciéon acuosa de algunos compuestos del prépolis de

naturaleza dcida.
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Tabla 111.2.- Densidad, pH, tamafio de particula (d4sy ds,) y potencial-C de las
formulaciones formadoras de recubrimiento  (FFRs). Valores medios vy

desviaciones estédndar.

FFR p (kg/m?3) pH d,s3 (um) d3, (um) Potencial-¢ (mV)
M 1011,1 (0,6)* 6,47 - - -

M-0,125P 1011,0 (0,5 6,33 25(1)° 6,46 (0,07)° -1,2 (0,4)
M-0,25P  1008,2 (0,6)c 5,10 27 (2) 11,6 (0,6)° -1,35(0,19)

M-0,5P  1007,6 (0,5)° 4,59 19,4(0,9)° 10,26 (0,19 -1,7 (0,5)*
M-1P 996,0 (0,4° 4,39 9(1) 0,81 (0,05  -2,16 (0,23)°

M-1,5P  993,5(0,3° 4,32 11(1) 0,44 (0,02  -3,0 (0,9)°

a-d: Diferentes superindices en una columna indican diferencias significativas entre FFRs para
un nivel de confianza del 95%.

*Estos valores no son representativos puesto que las muestras mostraron una distribucién
bimodal. Para ambas muestras (M-1P y M-1,5P), se obtuvo un valor de moda de 0,2 y 0,6 um,
respectivamente. El rango del tamafio de particula para cada una de las muestras estuvo entre
0,02-50 um y 0,03-200 pm, respectivamente.

La figura lIl.1T muestra una distribucién del tamafo de particula tipica para cada
una de las FFRs analizadas. En la figura Ill.1a se observa que las FFRs con un
contenido en prépolis igual o inferior a 0,5% presentaron una distribucién
monomodal. A altos contenidos en EEP, las FFRs presentaron una distribucién
bimodal en términos de porcentaje de volumen, pero aparentemente
monomodal en términos de numero de particulas (Figura lll.1b). Esto indica
que, al aumentar el ratio de EEP en las dispersiones, aparece una cantidad muy
pequefia de particulas grandes, aunque el tamafio de la mayoria de las
particulas tiende a ser menor. Esto se refleja también en la tabla 111.2, donde se
observa la disminucién (p<0,05) de los dos didmetros (dss; y dsp) y de la

diferencia entre ambos, al aumentar el contenido en EEP. La disminucion en el
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tamafio medio de las particulas con el aumento del EEP podria ser debida a la
presencia de compuestos anfifilicos en el extracto, como los dcidos grasos, los
cuales acttan como emulsificantes cuando superan una concentracién critica

en el sistema.
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Figura lll.1.- Distribucién del tamafio medio de las particulos de las

formulaciones formadoras de recubrimiento (FFRs) en términos de porcentaje

de volumen (a) y nGmero de particulas (b).

Las particulas dispersas mostraron una carga ligeramente negativa (entre -1,2 y
-3 mV), tal y como se observa en la tabla 1.2. Las particulas de las FFRs con un
contenido en prépolis igual 6 superior a 0,5% presentaron mayores valores de
carga (mds negativas), poniendo de manifiesto una reordenacién de los
compuestos a medida que aumentaba el ratio de EEP en el sistema. La mayor
cantidad de compuestos con carécter tensoactivo adsorbidos en la superficie de
los agregados orgdnicos formados (del EEP) parece promover la dispersién de
compuestos no polares, que dirigen sus grupos ionizables/polares hacia la fase

acuosa.
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I1.3.1.2.- Caracterizacion reoldgica

Las curvas de flujo obtenidas fueron ajustadas al modelo de Ostwald de Waale
y los resultados obtenidos se muestran en la tabla 111.3 junto al coeficiente de
determinacién (%) del ajuste, la viscosidad aparente calculada a 100 s y los
resultados del andlisis estadistico (ANOVA), donde se observa que existieron

diferencias significativas entre formulaciones (p<0,05).

Tabla 1ll.3.- Pardmetros del modelo de Ostwald de Waale (n y K), viscosidad
aparente (n,,) y coeficiente de determinacién () de las formulaciones

formadoras de recubrimiento (FFRs). Valores medios y desviaciones estdndar.

FFR n K (Pa's)® r? Nop (Pa's)’

M 0,986 (0,004) 0,129 (0,002)° 0,999 0,122t
M-0,125P 0,985 (0,012)° 0,158 (0,005} 0,999 0,147
M-0,25P 0,979 (0,007)° 0,162 (0,004} 0,999 0,147¢
M-0,5P 0,968 (0,008)° 0,168 (0,004 0,999 0,145¢
M-1P 0,963 (0,006)° 0,148 (0,003)c 0,999 0,125
M-1,5P 0,970 (0,005)° 0,093 (0,003)° 0,999 0,081°

*calculada para un gradiente (y) de 100 s
a-f: Diferentes superindices en una columna indican diferencias significativas entre
FFRs (p<0,05)

Todas las FFRs presentaron un comportamiento ligeramente pseudopldstico,
con valores de n alrededor de 0,97, no observdndose ningtn efecto tixotrépico
en las curvas durante el ensayo de subida y bajada. La incorporacién de EEP
(<1%) a lo dispersién pura de hidroxipropil metilcelulosa (M) dio lugar a

cambios en el comportamiento reolégico de las FFRs, las cuales tuvieron un
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cardcter pseudopldstico més marcado y mds consistente (mayores valores de K).
La viscosidad aparente de las mezclas aumenté significativamente (p<0,05) en
comparacién con la viscosidad de la formulacién de HPMC (M), debido a la
aparicién de una nueva fase dispersa en el sistema. Sin embargo, la viscosidad
disminuyé significativamente (p<0,05) cuando el EEP superé el 1%,
coincidiendo con la disminucién del tamafo medio de particula, con la
presencia de una pequefa cantidad de particulas grandes (distribucién bimodal
en términos de volumen) y con el aumento de la carga superficial de las
particulas en dichas formulaciones.

La viscosidad de una dispersién puede ser explicada en términos del tamarfio,
forma vy distribucion del tamafio de las particulas, asi como por las
interacciones entre componentes que dan lugar a diferentes grados de
inmovilizacién del solvente (Barreto et o/, 2003). Estas interacciones son
mayores cuando la superficie interfacial aumenta (mayor nimero de particulas
pequenas). En este sentido, la menor viscosidad de las FFRs con un contenido
en propolis del 1 y 1,5% podria ser explicado por el aumento de las
interacciones entre los componentes del EEP y el polimero (HPMC), al
adsorberse el HPMC en la superficie mds hidrofilica de los nuevos agregados
lipidicos.

De los resultados obtenidos se deduce que a partir de una concentracién critica
de EEP, existe una suficiente cantidad de tensoactivos en el medio para
favorecer la dispersion de los componentes del extracto, donde estos
tensoactivos polares se localizan en la interfase de los agregados orgdnicos

formados.
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WI.3.2.- Caracterizacién de los films

H.3.2.1.- Permeabilidad al vapor de agua

La permeabilidad al vapor de agua (PVA) de los films fue medida a dos
gradientes de HR y a dos temperaturas (5°C-59%, 25°C-53%, 5°C-76% vy
25°C-75%) tratando de reproducir las posibles condiciones en las que se
encontrarian los films si fueran aplicados como recubrimiento para frutas y
hortalizas. El espesor medio de todos los films fue de 50+2 um.

La figura l1l.2 muestra los valores de la PVA en funcién del contenido en EEP

para las diferentes condiciones de equilibrado.

70 7
60 ~
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40 ~
30 ~
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PVA (g/Pa's m)x10'°

0 0,05 0,1 015 02 0,25

Fraccién mésica de sélidos de EEP

¢5/0,59 ©25/0,53 m5/0,76 025/0,75

Figura Ill.2.- Evolucién de la permeabilidad al vapor de agua (PVA) de los films
en funcién del contenido en extracto etandlico de prépolis (EEP) equilibrados a
diferentes condiciones. Datos experimentales (simbolos) y predichos (curvas).

Valores medios e intervalos LSD.
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Los valores de PVA obtenidos para los films de HPMC (M) fueron del orden de
los publicados por ofros autores (Sdnchez-Gonzdlez ef al, 2009) en
condiciones experimentales similares. Como era de esperar, presentaron una
pobre barrera al vapor de agua y fueron dependientes (p<0,05) tanto del
gradiente de HR como de la temperatura utilizada. La incorporacién de EEP
disminuyd significativamente  (p<0,05) la PVA, aunque también estuvo

influenciada por la HR y la temperatura.

La figura II1.3 muestra el contenido en humedad de los films equilibrados en
funcion del contenido en EEP, donde se observa cémo el contenido en agua
disminuye a medida que aumenta el contenido en EEP, para todas las

condiciones de equilibrado.

16 T R

< \.\.‘*“.\

£ 12 - o

- D\ﬂ\ "l _

_§ O---pg__ o I |

£ 81 @ [ .
= & O

2 .

S 4 ()‘O\ T~

[} \\ \\\

3 . -

2 ()v»v{} ,,,,,,, 6:::,,78

o 0

c

[e]

@)

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
Fraccién mésica de sélidos de EEP

--4--5/059 --©--25/0,53 - -®--5/0,76 --00--25/0,75

Figura 1l1.3.- Contenido en humedad (%) de los films en funcién del contenido
en extracto etandlico de prépolis (EEP) equilibrados a diferentes condiciones.

Valores medios e intervalos LSD.
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Sin embargo, cuando el contenido en humedad fue expresado en base del
polimero (g agua/g HPMC), no hubo un cambio significativo en el contenido
en agua hasta que los films alcanzaron un contenido en sélidos secos en el
extracto del 0,091g, mientras que si hubo una disminucién similar y significativa
para las formulaciones con un contenido de prépolis mayor (0,167 y 0,231 g
de sélidos de EEP). Esta disminucién fue mayor en los films equilibrados a bajas
humedades relativas (74% para ambas temperaturas) que a altas (12-14% para
ambas temperaturas). Estos resultados parecen indicar que, mientras a bajos
contenidos de EEP la matriz polimérica es la principal responsable de la
adsorciéon de agua y apenas existen interacciones entre componentes, a altos
ratios del exiracto, estos compuestos del EEP modifican la relacién agua-
HPMC, reduciendo la capacidad de las cadenas poliméricas para ligar
moléculas de agua. Este hecho coincide con el diferente comportamiento
observado para las FFRs con un mayor contenido en prépolis y apunta al
establecimiento de interacciones entre las cadenas de HPMC con los
componentes del EEP, limitando asi su capacidad para ligar agua.

El grado de interaccién con el polimero fue mayor a bajos contenidos de
humedad en los films y se redujo con la ganancia de agua en la matriz
polimérica. En este sentido, es importante remarcar que el efecto de la
temperatura en la sorcién de agua, relacionada con la entalpia de sorcién, fue
muy similar a altos contenidos en agua (muestras equilibradas a 75y 76% HR)
para todas las muestras con diferentes contenidos en EEP. Sin embargo, se
redujo drésticamente a bajos contenidos en humedad (muestras equilibradas a
53 y 59% HR) para los films que contenian altas cantidades de prépolis. El gran
descenso en la entalpia de sorciéon de agua de estas muestras apunta a un
mayor grado de hidrofobicidad de la matriz, que estd asociado con el

mencionado aumento en el grado de interaccién entre el HPMC vy los
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componentes del EEP, que bloquea los puntos activos del HPMC para la
adsorcién de agua.

Un aumento en el contenido de humedad provocd un aumento en la PVA del
film tal y como puede verse claramente en la figura 1.2 y I.3. En films
hidrofilicos, la permeabilidad aumenta a altos contenidos de humedad debido
a la hidratacién vy plastificacién de la matriz polimérica, causadas por la
adsorcién de agua, lo que induce a la formacién de una estructura menos
densa en donde los extremos de las cadenas son mdas moéviles y la difusion y
permeacién de agua se ve potenciada (Morillon ef o/, 2002). La transferencia
de agua a través del film tiene lugar en tres etapas: primero, el vapor de agua
condensa y se disuelve en la cara del film con la mayor concentracién de agua;
segundo, las moléculas de agua se mueven a través del film debido a un
gradiente de concentracién o de actividad de agua; tercero, el agua se
evapora en la ofra cara del film (Miller y Krochta, 1997). Por tanto, la afinidad
entre el agua y el material del film y la resistencia al movimiento del agua en la
matriz polimérica son factores que determinardn la permeabilidad del agua en
el film (Larotonda et al., 2005; Muller et al., 2008; Muller ef al., 2009). En la
determinacién experimental de la PVA, el gradiente de humedad establecido en
los films fue mds abrupto a bajas humedades relativas (53/59-100% HR),
aunque en este caso, el contenido medio de humedad fue menor que en los
films equilibrados a mayor humedad relativa (75/76-100% HR). Al mismo
tiempo, el aumento de la temperatura potencié la difusién molecular, pero
disminuyé la capacidad de adsorcién de agua, causando un efecto contrario
sobre la movilidad molecular. En los casos, donde la temperatura presenta una
gran influencia sobre la sorciéon de agua, el efecto de la temperatura sobre la
difusién del agua queda enmascarado y esto ha quedado reflejado también en

la permeabilidad al vapor de agua.
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Como conclusiéon podemos decir que, para inferpretar el comportamiento de la
PVA en los films composites equilibrados a diferentes condiciones, se deben
tener en cuenta diferentes efectos: por un lado, las interacciones agua-polimero
en el film afectadas por la presencia de EEP y por otra, la relaciéon temperatura-
sorcién de agua, que a su vez afecta al comportamiento de difusién-sorcién del

agua, determinando la permeabilidad del vapor de agua en los films.

1.3.2.2.- Andlisis microestructural

La estructura final del film depende de la ordenacién de los diferentes
componentes en las FFRs, de su evolucién durante el secado de los films y de
los interacciones entre ellos. La figura lll.4 muestra las micrografias de la
secciéon transversal de los films obtenidas mediante microscopia electrénica de
barrido (SEM), en donde se puede observar el efecto de la incorporacién de
EEP en la microestructura del film.

Mientras que en el film puro de HPMC (Figura lll.4a) se observa una estructura
homogénea y continua, al igual que observaron otros autores (Villalobos et a.,
2005; Sanchez-Gonzdlez et al., 2009), la incorporacién de EEP (Figuras l1l.4b-
f) dio lugar a la formacién de una estructura quebrada (no continua), donde
parecen apreciarse algunas zonas cristalinas, tal y como se ha deducido del
andlisis del comportamiento mecdnico de los films. En este sentido, Drapak et
al. (2006b y 2008) observaron que en films orgdnicos obtenidos a base de
soluciones alcohdlicas de prépolis mostraron una estructura cristalina mediante
difraccién de rayos X y que el extracto no perdié su capacidad de cristalizacién
cuando interaccioné quimicamente con otros componentes. Por otro lado, esta
formacién de zonas cristalinas también podria contribuir a explicar la reduccién
en la PVA de los films composites, tal y como ha sido observado por otros

autores (Fabra et al., 2009a).
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200m 20um

Figura Ill.4.- Micrografias obtenidas mediante SEM de los diferentes films: (a)
M, b) M-0,125P, ¢) M-0,25P, d) M-0,5P, ) M-1P y f) M-1,5P.
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111.3.2.3.- Propiedades mecdnicas

La figura 1.5 muestra el esfuerzo de fractura (of), el porcentaje de deformacién
(%E) y el médulo de elasticidad (ME) para los films equilibrados en las
diferentes condiciones de humedad y temperatura. El esfuerzo de fractura
representa la resistencia del film a la deformacién hasta rotura del mismo, el
porcentaje de deformacién una medida de la capacidad de estiramiento del
film y el médulo de elasticidad, de la rigidez del film.

Los valores obtenidos de los pardmetros mecdnicos para el film de HPMC puro
fueron del orden de los encontrados en bibliografia por otros autores (Li ef o/,
2002; Sebti et al., 2007; Sdnchez-Gonzélez et al., 2009).

Para analizar el efecto de la humedad de los films y el contenido en EEP sobre
las propiedades mecdnicas se realizé un ANOVA multifactor. Los resultados
mostraron que el contenido en EEP no tuvo ningln efecto significativo (p>0,05)
sobre los pardmetros de carga (or y ME) pero si sobre el porcentaje de
deformacién, que disminuyé (p<0,05) a medida que aumenté el contenido de
EEP en los films. Sin embargo, el contenido en humedad no afecté (p>0,05) a
lo capacidad de estiramiento (%E) aunque si, al or y al ME (p<0,05). En
general, ambos pardmetros mostraron una ligera disminucién cuando aumentd
el contenido en humedad, pero esta tendencia no fue reproducible para todos
los contenidos de EEP, posiblemente debido a la variabilidad de los valores.

La respuesta mecdénica del film estuvo influenciada principalmente por la
distribucién espacial de los diferentes componentes, su estado fisico y por las
interacciones establecidas entre ellos. En general, la incorporacién de una fase
dispersa provocd un descenso en los pardmetros de carga (or y ME) tal y como
ha sido observado por diferentes autores en films composifes a base de lipidos
(Brindle y Krochta, 2008; Fabra et a/., 2008; Monedero ef al., 2009; Sanchez-
Gonzdlez et al., 2009; Vargas et al., 200%a).
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Figura Ill.5.- Esfuerzo de fractura (a), porcentaje de deformacién (b) y médulo

de elasticidad (c) de los films equilibrados a diferentes condiciones en funcién

del contenido en extracto etandlico de prépolis (EEP). Valores medios e

intervalos LSD.
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Esto ha sido atfribuido a la presencia de discontinuidades estructurales que
reduce la resistencia de la matriz polimérica a la fractura. En los films
obtenidos, la incorporacién de EEP no produjo ningdn debilitamiento en la
matriz polimérica ya que no se observé ninguna disminucién en el esfuerzo de
fractura ni el médulo de elasticidad al aumentar su contenido. Esto podria ser
debido a la presencia de interacciones entre los componentes de EEP vy el
HPMC y también, a la formacién de estructuras cristalinas, tal y como se ha
comentado anteriormente. Los componentes del EEP (resinas compuestas de
flavonoides, dacidos fendlicos y sus ésteres) presentan caracteristicas polares y
pueden interaccionar con los grupos hidrofilicos de la cadena celulésica del
HPMC. Estas interacciones pueden dar lugar a una fuerte adhesién interfacial
entre estos y los componentes del EEP, aumentando la resistencia mecénica de
los films. Por otro lado, el comportamiento mecdnico observado concuerda con
la formacién de cristales, ya que estos reducen la flexibilidad y la capacidad de
estiramiento de los films (Fabra et a/., 2009b), tal y como ha sido observado de
la evolucién del porcentaje de deformacién con el aumento del contenido de

EEP en el film.

I11.3.2.4.- Propiedades dpticas

La transparencia de los films fue evaluada a través de la transmitancia interna
(Ti) obtenida del andlisis de Kubelka-Munk. Un aumento en los valores de Ti
estd relacionado con films més homogéneos y transparentes, mientras que una
disminucién implica una mayor opacidad del film. La figura 1ll.6 muestra un
ejemplo de las curvas de distribucién espectral de Ti para cada uno de los films
equilibrados a 25°C y 53% HR. Para las demds condiciones de equilibrado, la

distribucién espectral de Ti de los films fue muy similar.
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Figura lll.6.- Curvas de distribucién espectral del pardmetro Ti de los films

equilibrados a 25°C y 53% de humedad relativa.

Como se puede observar en la figura Ill.6, los films de HPMC puros (M)
presentaron una elevada transparencia en comparacién con la de los films
composites. Estos valores son del orden de los obtenidos por otros autores para
films de HPMC (Villalobos et a/., 2005; Sadnchez-Gonzdlez et al., 2009).

La presencia de EEP en la dispersion de HPMC disminuyé significativamente
(p<0,05) la transparencia de los films (aumenté su opacidad) debido al
fendmeno de reflexién difusa provocado por la presencia de agregados (con
diferente indice de refraccién) distribuidos a lo largo del film. Estos agregados
estdn organizados en estructuras cristalinas, tal y como se ha observado en las
micrografias de la figura lll.4. Puesto que el contenido en humedad no afecté a
la transparencia de los films (p>0,05), la figura lll.7 muestra la evolucién de
los valores de Ti medios a 530 nm en funcién del contenido en EEP para todos

los films y condiciones de equilibrado. En ella se observa cémo aumenta la
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opacidad de los films composifes con el ratio de EEP, efecto tipico cuando
aparece una fase dispersa en el sistema con un indice de refraccién diferente al

de la fase continua que forma la matriz polimérica.
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Figura lll.7.- Transparencia (Ti) de los films a 530 nm y del brillo 60° en funcién
del contenido en extracto etandlico de prépolis (EEP). Valores medios e

intervalos LSD para todos los films y condiciones de equilibrado.

Los valores de brillo fueron medidos a un dngulo de incidencia de 60° y
también se muestran en la figura Ill.7. De nuevo, como el contenido de
humedad no afecté significativamente (p<0,05) a los valores de brillo de los
films con diferente contenido en EEP, la figura muestra los valores medios de
brillo y los intervalos LSD para todos los films y condiciones de equilibrado.
Como se puede observar, los films de HPMC (M) presentaron los mayores
valores de brillo en comparacién con los films composites, en concordancia
con los resultados obtenidos por ofros autores en films de HPMC (Villalobos ef

al., 2005; Sanchez-Gonzdlez et al, 2009). A medida que aumenté el
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contenido en EEP, el brillo de los films disminuyé. Normalmente la pérdida de
brillo suele ser debida a la presencia de irregularidades en la superficie de los
films (Ward y Nussinovich, 1996). Asi, la disminucién del brillo como
consecuencia del aumento del contenido en EEP podria ser explicado por el
aumento de la rugosidad en la superficie de los films composites. Esta
rugosidad aparece como consecuencia de la presencia de agregados en la
superficie del film, que aumentan con el incremento del contenido de EEP.

Al igual que ocurrié con la transparencia y el brillo, las coordenadas de color
(L*, C*,, y h*.) y el indice de blancura (IB) tampoco se vieron afectadas
significativamente (p>0,05) por el contenido en humedad de los films. La figura
1.8 muestra la evolucién de los valores medios de las coordenadas de color y
del indice de blancura de los films con diferente contenido en EEP para todas

las formulaciones y condiciones de equilibrado.
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Figura I11.8.- indice de blancura (IB), luminosidad (L*), croma (C*..) y fono (h*,,)
en funcién del contenido en extracto etandlico de prépolis (EEP) para todos los

films y condiciones de equilibrado. Valores medios e intervalos LSD.

Como se puede observar, el indice de blancura y la luminosidad disminuyeron

y la saturacién de color (C*,,) aumentd con el aumento de EEP. El tono de los
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films composites disminuyé ligeramente (de amarillo a rojizo) a medida que
aumenté el contenido en EEP, seguramente debido a la presencia de sustancias
coloreadas en el EEP, tales como los carotenoides, que absorben luz azul, tal y

como se puede observar en la figura Ill.6.

I.3.2.5.- Andlisis microbiolégico

La tabla 111.4 muestra el efecto inhibitorio de los films a base de prépolis sobre
P. italicum y A. niger calculado como la diferencia entre el recuento de las
unidades formadoras de colonias (UFC) a tiempo t de la placa con el film
(UFCe) y el de la placa control al mismo tiempo t (UFCc) respecto del de la
placa control a tiempo t (UFC).

Para el P. jtalicum, no se observaron diferencias significativas entre las placas
control y las placas recubiertas con el film puro de HPMC durante todo el
periodo del almacenamiento. Valencia-Chamorro et o/ (2008) tampoco
observaron ningin efecto antifingico en films de HPMC sin aditivos afadidos
sobre ninguna de las especies de Penicillium causantes de podredumbre en
frutos citricos. El crecimiento del P. italicum fue de 1,5 a aproximadamente 6
logs UFC/cm? al final del periodo de almacenamiento. Estos resultados
coinciden con los del trabajo comentado anteriormente. Como se puede
observar en la tabla 1ll.4, en los films a base de prépolis se redujo el
crecimiento microbiano del 7. ifalicum a medida que aumenté el contenido en
EEP, aunque no hubo una inhibicién completa. De hecho, usando la mayor
concentracién de prépolis se consiguié una reduccién maxima del 33%, en
comparacién con el control. Con las menores cantidades de prépolis (0,024 y
0,048 g de fraccién masica de sélidos de EEP) se obtuvo una reduccién fungica

de aproximadamente 0,5-1 log después de 5 dias de almacenamiento a 20°C
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y de 2 logs para los films con la mayor cantidad de prépolis (0,231 g de

fracciéon masica de sélidos de EEP).

Tabla 1ll.4.- Efecto inhibitorio de los films a base de prépolis sobre Penicillium
italicom y Aspergillus niger inoculados en placas con Patata Dextrosa Agar
(PDA) y almacenados a 20°C durante 5 dias. Valores medios y desviaciones

estandar.

Reduccién fongica (log UFC/cm?)

Film Penicillivm italicom  Aspergillus niger
M 0,24 (0,24)° 0,44 (0,03)°
M-0,125P 0,57 (0,14)° 0,53 (0,06)*
M-0,25P 1,27 (0,04)° 0,56 (0,07)®
M-0,5P 1,90 (0,05) 0,74 (0,12)°
M-1P 1,92 (0,13)« 1,97 (0,21)°
M-1,5P 2,02 (0,14)¢ 2,84 (0,14)°

a-d: Diferentes superindices en una columna indican diferencias
significativas entre FFRs (p<0,05)

En cuanto al crecimiento del A. niger, los films de HPMC (M) no fueron
efectivos y tampoco hubieron diferencias significativas (p<0,05) con respecto al
control, coincidiendo con los resultados de otros autores que trabajaron con
films de metilcelulosa y derivados (Tire et a/., 2008).

La incorporaciéon de EEP a los films de HPMC redujo significativamente
(p<0,05) el crecimiento del A. niger tal y como ha sido observado por otros
autores en estudios con extractos acuosos y etandlicos de prépolis (Ozcan,
1999; Soylu et al., 2008). En este caso, la concentracién més alta de EEP
permitié la inhibicién completa del crecimiento de este microorganismo y un

descenso en la concentracién inoculada inicialmente del microorganismo desde
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1,52 logs UFC/cm? a 0,82 log UFC/cm? al final del periodo de
almacenamiento (5 dias a 20°C). Se consiguié una reduccién en el nimero de
UFC del 77,6% en comparacién con el control después de cinco dias a 20°C.

El porcentaje de inhibicién del crecimiento del A. nigerfue menor para las otras

concentraciones de EEP (0,024, 0,048 y 0,091 g), entre el 14 y el 54%.

N.3.3.- Aplicacién a vva (var. Moscatel)

I.3.3.1.- Propiedades fisicoquimicas y pérdida de peso

El pH no cambié significativamente (p>0,05) durante el periodo de
almacenamiento aunque hubo diferencias entre muestras, atribuidas a la
variabilidad de las muestras y no al tratamiento ya que no se observaron
tendencias claras asociadas al tipo de recubrimiento. Los valores de pH para
los diferentes tratamientos y tiempos de almacenamiento estuvieron alrededor
de 3,63-3,69, siendo el valor medio de 3,67+0,10. Debido a la naturaleza de
los dcidos orgénicos de la fruta, el descenso normal de su acidez (Vargas et af.,
2006) no provocd cambios notables en el pH.

La figura II.9 muestra la evoluciéon de la pérdida de peso (%), el contenido en
sélidos solubles (°Brix), los fenoles totales (mg/100 g) y la actividad
antioxidante de las muestras durante el periodo de almacenamiento en
refrigeracion.

Como se puede observar en la figura 1ll.9a, la pérdida de peso de las uvas sin
recubrir (control) fue significativamente mayor (p<0,05) que la de las uvas
recubiertas y el tipo de recubrimiento aplicado no afecté significativamente
(p>0,05) sobre la pérdida de peso. Cabe destacar que esto tuvo lugar durante
los primeros 5-7 dias del almacenamiento y que a partir de ahi, la pérdida de

peso sélo aumentd ligeramente, probablemente debido a una reduccién de la
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fuerza impulsora, ya que la humedad relativa de la cdmara y la actividad de

agua de las muestras tendieron a ser cada vez mds parecidos.
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Figura II1.9.- Evoluciéon de la pérdida de peso (%), contenido en sélidos solubles

(°Brix), fenoles totales (mg/100 g) y actividad antioxidante (%) de las de las

muestras sin recubrir (C), recubiertas con HPMC (M) y con las diferentes

cantidades de extracto etanélico de prépolis (EEP) durante el periodo de

almacenamiento en refrigeraciéon a 1-2°C y 85-90% de humedad relativa.

Valores medios e intervalos LSD.



Capitulo Il 173

Se observé, por tanto, wun efecto protector del recubrimiento,
independientemente de la incorporacién o no de prépolis, a pesar de que
estudios previos demostraron la menor permeabilidad al vapor de agua
(p<0,05) de los films composites aislados, cuando se incorpord en las mismas
concentraciones que las utilizadas en este estudio. Esto puede ser debido a
problemas en la extensibilidad de los films al aplicarse sobre la superficie de la
fruta, afectando al grado de uniformidad del recubrimiento (Villalobos-Carvaijal
et al., 2009; Vargas et al., 2006). Esta falta de uniformidad causa deficiencias
en los films de forma aleatoria, dificultando las observaciones entre los
diferentes tratamientos.

En el Gltimo dia del almacenamiento se detecté una aceleracion en la pérdida
de peso, que pudo ser atribuida a un aumento de la actividad metabélica de la
fruta, asociada con la senescencia del tejido. Dicha pérdida de peso fue
ralentizada al aplicar los recubrimientos. La eficacia de recubrimientos a base
de polisacdridos como barrera al vapor de agua en frutas citricas y su mejora al
incorporar lipidos también ha sido observada por otros autores (Rojas-Argudo
et al., 2009; Valencia-Chamorro et al., 2009).

La figura 111.9b muestra la evolucién del contenido en sélidos solubles de todas
los muestras (recubiertas y sin recubrir) durante el periodo de almacenamiento
en refrigeracién. En ella se observa cémo los sélidos solubles (°Brix) de las uvas
aumentaron a lo largo del almacenamiento, desde 18,5°Brix durante los 5
primeros dias, a 20°Brix que alcanzaron a partir del séptimo dia en adelante.
No se encontraron diferencias significativas (p>0,05) entre los distintos
tratamientos probablemente por la variabilidad natural de las muestras, que no
permitié la observacién de las posibles pequefias diferencias inducidas por los
diferentes recubrimientos.

Por ofra parte, el contenido en fenoles totales (Figura IIl.9¢c) disminuyé

drdsticamente durante los cinco primeros dias de refrigeracién para todos los
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tratamientos, independientemente de la aplicacién o no del recubrimiento y a
partir de ahi, disminuyé lenta y progresivamente a lo largo del
almacenamiento. En este sentido, cabe destacar que la variabilidad en los
fenoles totales de las muestras fue mayor al inicio (t=0) que en el resto de los
periodos de almacenamiento, coherentemente con el progresivo descenso en el
contenido en fenoles que ocurre de forma normal durante la maduracién de la
uva y posterior periodo postcosecha. La actividad de la fenilalanina amonio-
liosa es un factor clave en la sintesis y acumulacién de compuestos fendlicos en
uvas y su actividad disminuye con la maduraciéon y almacenamiento
postcosecha (Meng ef o/, 2008). Tras tres dias de almacenamiento en
refrigeracién, el contenido en fenoles de todas las muestras alcanzé valores
muy similares, que disminuyeron progresivamente durante el almacenamiento,
tal y como ha sido observado en otros trabajos con uva (Meng ef o/, 2008) y
en ofras frutas no-climatéricas, como la fresa (Ferreyra et o/, 2007). Sin
embargo, debido a la ausencia de compuestos de coloracién rojiza en el
cultivar escogido (uva blanca), los cambios en el contenido en fenoles no
dieron lugar a un descenso en el correspondiente pardmetro de color, como se
comentard posteriormente.

La figura 111.9d muestra la capacidad antioxidante (%) de todas las muestras y
en ella se observa cémo a los 12 dias de refrigeracién aumenté ligeramente,
independientemente del tratamiento aplicado, posiblemente por la aparicién de
compuestos de Maillard, en coherencia con el desarrollo de colores marrones
que se comentardn mdés adelante. El proceso de pardeamiento no enzimdtico
también puede contribuir a la formacién de compuestos antioxidantes, ya que
algunos autores (Meng et al, 2008) han observado un aumento de las
actividades de la polifenoloxidasa (PPO) y de la peroxidasa (POD) durante el
almacenamiento postcosecha de uvas. Entre los compuestos fendlicos presentes

en la uva, los écidos fendlicos (cindmico y benzoico, esterificados o no con el
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4cido tartdrico) son los predominantes en uva blanca. Estos compuestos se
oxidan facilmente, produciendo compuestos pardos, que también presentan

actividad antioxidante.

.3.3.2.- Propiedades mecdnicas y dpticas

El ensayo de compresién realizado en las muestras recubiertas y no recubiertas
almacenadas en refrigeracién a diferentes tiempos no mostré diferencias
significativas  (p>0,05) en lao respuesta mecdnica debido al tipo de
recubrimiento ni al tiempo de almacenamiento. Los valores medios y las
desviaciones estdndar de la fuerza maxima, distancia requerida para romper la
muestra y el drea bajo la curva fueron de 22+8 N, 10,5+0,9 mm y 98+35
N.mm, respectivamente. Aunque ofros autores han observado pérdida de
firmeza durante el almacenamiento postcosecha en refrigeracién de otras
variedades de uva (Valverde ef a/., 2005), fresas (Mali y Grossmann, 2003; del
Valle et al, 2005; Vargas et al, 2006), manzanas (Moldao-Martins et al,,
2003) y tomate cherry (Yaman y Bayindirh, 2002) tanto en muestras no
recubiertas como recubiertas con diferentes recubrimientos comestibles, esto no
ha sido observado en este estudio, seguramente por la dura piel de la uva
Moscatel, principal responsable de la respuesta mecdnica obtenida durante el

test de compresién realizado.

Por otfro lado, los cambios detectados en el contenido de fenoles totales junto
con la aparicién de coloraciones marrones en las uvas, asociada con el
pardeamiento enzimdtico y no enzimdtico, procesos tipicos de frutas que han
llegado a la senescencia, se relacionaron con los cambios externos en el color

de las uvas.
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La figura Il.10 muestran la evolucién de las coordenadas de color (L*, a*, C*,,
y h*,) de las muestras recubiertas y sin recubrir a lo largo del periodo de

almacenamiento en refrigeracién.
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Figura Il.10.- Evolucién de L*, a*, C*,, y h*,, de las muestras sin recubrir (C),
recubiertas con HPMC (M) y con las diferentes cantidades de extracto etandlico
de prépolis (EEP) durante el periodo de almacenamiento en refrigeracién a 1-

2°Cy 85-90% de humedad relativa. Valores medios e intervalos LSD.

Como se puede observar, la luminosidad (L*) y el tono (h*,,) disminuyeron con

el tiempo de almacenamiento, reflejando la aparicién de coloraciones pardas.
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Esta disminucién fue significativamente mayor (p<0,05) en las uvas sin recubrir,
mientras que no se observaron diferencias significativas (p>0,05) entre los
diferentes recubrimientos aplicados. Esto parece indicar que los recubrimientos
retardaron los procesos de pardeamiento enzimdtico y no enzimdtico,
probablemente debido al efecto barrera al oxigeno de estos recubrimientos, ya
que el oxigeno participa activamente en estos procesos. El aumento de la
coordenada a*, mayor en las muestras no recubiertas, fue coherente con los
cambios de tono y con el avance del pardeamiento.

Las uvas recubiertas con las concentraciones mdas altas de EEP (1,5P)
presentaron valores de L* significativamente mayores (p<0,05) al resto, debido
al notable aumento en la opacidad de este film, que inhibe la absorcién de luz
por la superficie de la uva, suavizando su color.

Por ofro lado, algunos estudios sobre la actividad enzimdtica de uvas reflejan
un gran aumento de las actividades PPO y POD durante el almacenamiento en
refrigeracién (Meng et al., 2008), lo que explicaria tanto el descenso en el
contenido de fenoles totales como la aparicién de coloraciones marrones en

este cultivar de uvas blancas.

.3.3.3.- Tasa respiratoria

El efecto de la aplicacién del recubrimiento en la tasa de respiracién de la uva
fue evaluado a través del consumo de oxigeno (O,), de la produccién de
didxido de carbono (CO,) y del coeficiente respiratorio (CR). Al inicio del
almacenamiento (t=0), los valores de O, y CO,, expresados como ml/kg.h,
fueron de 18+2 y 213, respectivamente. EI CR fue cercano a la unidad (de
1,16=0,06), reflejando que la fruta siguié un metabolismo de respiracién
normal.

La figura .11 muestra la evolucién de las tasas respiratorias de O, y de CO,
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durante el almacenamiento en refrigeracién.

Para el consumo de oxigeno (Figura Ill.11a), durante los primeros dias del
almacenamiento no se encontraron diferencias significativas (p>0,05) entre las
diferentes muestras y disminuyé como consecuencia del almacenamiento en
refrigeraciéon. Sin embargo, a tiempos mds largos, cuando tiene lugar una
aceleracion de la tasa respiratoria al llegar las frutas a la senescencia, se
observaron diferencias significativas (p<0,05) entre las muestras recubiertas y
las no recubiertas, aunque no entre los diferentes tipos de recubrimientos
(p>0,05), tal y como ocurrié con la pérdida de peso. Esto indica que todos los
recubrimientos mostraron una barrera al oxigeno, limitando por tanto, la
aceleracion de la tasa de respiracién aerébica. En general, se ha observado
qgue los cambios en las tasas respiratorias suelen estar relacionados con las
pérdidas de peso de las muestras (Fallik et o/, 2005; Porat et al., 2005;
Valverde et al., 2005).
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Figura Ill.11.- Evolucién de la tasa respiratoria de oxigeno (TRO,) (a) de las
muestras sin recubrir (C) y recubiertas y de la tasa respiratoria de diéxido de
carbono (TRCO,) (b) de todas las muestras durante el periodo de
almacenamiento en refrigeraciéon a 1-2°C y 85-90% de humedad relativa.

Valores medios e intervalos LSD.
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En la figura lll.11b, se observé un aumento en la producciéon de CO, a partir
del noveno dia del almacenamiento en refrigeraciéon en todas las muestras, de
acuerdo con el incremento de la actividad metabdlica a tiempos largos de
almacenamiento, relacionada con el progreso de la senescencia y colapso
estructural de los tejidos. Algunos autores observaron una reduccién en la
produccién de CO, en frutas recubiertas tales como uva (Valverde et al,
2005), aguacate (Maftoonazad y Ramaswamy, 2005) y tomate cherry (Alonso y
Alique, 2004). Que este efecto no haya sido observado en las uvas de la
variedad Moscatel recubiertas con HPMC, podria estar relacionado con la
elevada permeabilidad al CO, que presenta este polimero (Miller y Krochta,
1997).

Al comparar las tasas respiratorias obtenidas con las de otras variedades de
uva y de ofras frutas, se observd que éstas fueron muy bajas y que ademds, se
produjeron muy pocos cambios a lo largo del tiempo, sélo siendo destacable
los cambios producidos en el Gltimo dia del almacenamiento en refrigeracién
(24 dias). Esto parece indicar que, en las condiciones de temperatura y
humedad seleccionadas, los recubrimientos aplicados a las uvas no
modificaron significativamente (p>0,05) la atmésfera interna de las mismas.

El coeficiente de respiracién varié entre 1,3 y 1,5 y como era de esperar,
aumenté ligeramente a lo largo del tiempo del almacenamiento, especialmente

en las muestras recubiertas donde el consumo de oxigeno quedé ligeramente

inhibido.
I.3.3.4.- Andlisis microbiolégico
La figura lll.12a muestra los resultados del andlisis microbiolégico (hongos,

levaduras y microorganismos meséfilos) para todas las muestras durante el

perfodo del almacenamiento en refrigeracién y la figura 1ll.12b, para cada una
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de las muestras. Como se puede observar, la calidad microbiolégica de las
uvas recubiertas y no recubiertas se mantuvo durante todo el periodo del
almacenamiento en refrigeracién. Sin embargo, en las uvas recubiertas se
observé una ligera disminuciéon del crecimiento microbiano, tanto para los
hongos y levaduras como para los meséfilos aerobios, en comparacién con las
no recubiertas, especialmente en aquellas que fueron recubiertas con la mayor
cantidad de EEP (M-1,5P).

Aunque se pueden observar disminuciones aleatorias en el recuento total a
defterminados tiempos, se observd, en general, un aumento del crecimiento de
microorganismos a lo largo del almacenamiento, sin alcanzarse en ningtn caso

los niveles permitidos, ya que se mantuvieron por debajo de los 0,4 log UFC/g.
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Figura 1ll.12.- Recuento microbiolégico (hongos, levaduras y microorganismos
mesdfilos) de todas las muestras durante el periodo de almacenamiento en
refrigeracién a 1-2°C y 85-90% de humedad relativa (a) y para cada una de
las muestras (b): sin recubrir (C), recubiertas con HPMC (M) y con las diferentes
cantidades de extracto etandlico de prépolis (EEP). Valores medios e intervalos

LSD.
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.3.3.5.- Evaluacién organoléptica

Los resultados de la evaluacién organoléptica se muestran en la tabla 1115 y
figura 1lI.13. Como era de esperar, las uvas recubiertas fueron
significativamente mdés brillantes (p<0,05) que las no recubiertas. Estos
resultados concuerdan con los obtenidos para los films aislados. Los jueces no
encontraron diferencias significativas (p>0,05) entre la firmeza de las uvas
recubiertas y las no recubiertas, en coherencia con los resultados obtenidos del
ensayo mecdnico descrito anteriormente. En cuanto al olor y sabor, los jueces
encontraron diferencias significativas (p<0,05) entre las muestras recubiertas
con EEP y las no recubiertas debido al impacto del sabor del prépolis en el
aroma y olor de las muestras. Sin embargo, estas diferencias fueron menos
apreciables que las detectadas cuando se utilizé prépolis puro para recubrir
directamente las uvas (resultados no publicados), lo cual indicé que el HPMC
encapsulé los componentes del prépolis, disminuyendo su apreciacion

sensorial.

Tabla lI.5.- Valores del test de Dunnett de las muestras sin recubrir (C),
recubiertas con HPMC (M) y con las diferentes cantidades de extracto etandlico

de prépolis (EEP).

Atributo  d&* C M M-0,5P M-1P  M-1,5P

Brillo 0,56 0,62« 3,52b 2,05b 1,20b 1,37b

Olor 0,71 0,36a 0,54a 2,49b 2,77b 2,85b

Firmeza 0,73 1,33a 2,03a 1,87a 1,58a 1,48a

Sabor 0,75 1,00a 1,150 1,90b 2,25b 2,38b

*Pardmetro del test de Dunnett
Yletras diferentes en una fila indican diferencias significativas entre
muestras al 95%
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Brillo

Firmeza

# C <M +M-0,5P -~ M-1P * M-1,5P

Figura 1I.13.- Evaluaciéon organoléptica de las muestras sin recubrir (C),
recubiertas con HPMC (M) y con las diferentes cantidades de extracto etandlico

de prépolis (EEP).

I1.4.- CONCLUSIONES

Las propiedades de los films de HPMC se vieron afectadas por la presencia del
EEP, que dieron lugar a estructuras cristalinas en los films secos. Estas
formaciones fueron muy efectivas en la mejora de las propiedades barrera al
vapor de agua. La reduccién en la PVA para los films con la mayor cantidad de
EEP fue del 56-88%, respecto a los films puros y esta reduccién, causada por la
incorporacién de EEP, fue mayor cuando el contenido en humedad de los films
aumenté. Los films composites mostraron una mayor resistencia mecdénica y
rigidez y menor flexibilidad, con mayor opacidad y menor brillo que los films
puros a base de HPMC, ademds de aportarles color. Los cambios en las
propiedades 6pticas fueron dependientes de la concentracién de EEP. Los films

a base de prépolis mostraron una notable actividad antiféngica contra los
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hongos estudiados, siendo mds efectivos contra el A. niger que contra el P.
italicum. La incorporacién de EEP a los films de HPMC conservé las
propiedades antifdngicas de este compuesto natural, por lo que podria ser
potencialmente utilizado para el control del ataque fungico en alimentos.

Los recubrimientos de HPMC limitaron la pérdida de peso y el pardeamiento de
las uvas de la variedad Moscatel, mejoraron su brillo y calidad microbiolégica y
controlaron el aumento de consumo de oxigeno durante su almacenamiento en
refrigeracién.

La incorporacién de EEP aumenté la luminosidad de las uvas debido a la mayor
opacidad de los films, lo que contribuyé a homogeneizar la apariencia de las
uvas, siendo éste un factor que afecté positivamente a su calidad. Sin embargo,
su incorporacién no ejercié ningin efecto significativo (p>0,05) sobre el
mantenimiento de la calidad de laos uvas durante el almacenamiento en
refrigeraciéon. No obstante, teniendo en cuenta las numerosas propiedades que
posee el prépolis, su incorporacién en los recubrimientos de HPMC podria
contribuir a enriquecer las caracteristicas nutricionales de los productos
recubiertos. En este sentido, estos recubrimientos composites pueden ser
considerados como una alternativa eficaz para obtener frutas y hortalizas més

saludables.









CONCLUSION FINAL

En este trabajo ha quedado patente que la aplicacién de recubrimientos
composites se puede considerar como un método alternativo para alargar la
vida 0til de las frutas y hortalizas puesto que permite eliminar el uso de envases
tradicionales, tan perjudiciales para el medio ambiente e incorporar
compuestos de interés nutricional para mejorar la calidad de los productos y
hacerlos mas saludables.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos de los films secos aislados, se
puede decir que los mejores fueron los formulados a partir de extracto
etandlico de prépolis, en cuanto a que presentaron una mayor reduccién en la
permeabilidad al vapor de agua. Por ofro lado, en el estudio ha quedado
reflejada la importancia del alimento como matriz soporte, que hace que la
respuesta obtenida al aplicar los films no siempre se ajuste a lo obtenido con
los films aislados. Aunque es complicado encontrar films que no modifiquen las
propiedades sensoriales del producto al recubrirlo, su estudio se hace
indispensable para poder desarrollar formulaciones que minimicen los impactos
sobre los atributos sensoriales del producto o bien, que den lugar a
formulaciones que resulten interesantes desde un punto de vista organoléptico
o nutricional.
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Anexo |

Valores normalizados para el iluminante D65, observador 10°

A X y z
400 0,136 0,014 0,613
410 0,668 0,069 3,066
420 1,645 0,172 7,821
430 2,349 0,289 11,590
440 3,465 0,560 17,755
450 3,735 0,901 20,088
460 3,067 1,300 17,697
470 1,935 1,831 13,025
480 0,804 2,531 7,704
490 0,152 3,177 3,889
500 0,036 4,338 2,057
510 0,348 5,631 1,040
520 1,063 6,872 0,548
530 2,193 8,113 0,282
540 3,387 8,646 0,123
550 4,747 8,883 0,036
560 6,073 8,585 0,000
570 7,289 7,924 0,000
580 8,365 7,165 0,000
590 8,542 5,935 0,000
600 8,712 5,101 0,000
610 7,951 4,072 0,000
620 6,467 3,005 0,000
630 4,644 2,033 0,000
640 3,111 1,296 0,000
650 1,849 0,742 0,000
660 1,054 0,416 0,000
670 0,576 0,225 0,000
680 0,275 0,107 0,000
690 0,120 0,047 0,000
700 0,059 0,023 0,000

94,814 100 107,331

Xn Yn Zn







Anexo I I

Catador 1
NOMBRE: FECHA:

Prueba Triangular

Redondea el cédigo de la muestra que difiere de cada una de las triadas que te

presentamos a continuacién y sefala cudles son las diferencias.

343 834 709

La muestra que difiere tiene  mejor / peor  sabor que las otras dos.
La muestra que difiere tiene  mejor / peor  textura que las ofras dos.
La muestra que difiere tiene  mejor / peor  olor que las otfras dos.

Otras diferencias:




v Anexo I

Ensayo de clasificacién por ordenacién

Ordena de forma decreciente los cédigos de las siguientes muestras de més a menos

brillo.

834 263 176 532

+ brillo » - brillo

Redondea los cédigos de las muestras que tiene el mismo brillo

Valora el aspecto del recubrimiento: homogeneidad, manchas, etc.

1: Malo; 2: Aceptable; 3: Bueno

Muestra Puntuacién
834
263
176
532




Anexo Il \

Normas para realizar las sesiones de evaluaciéon sensorial

Se recomienda que, en la medida de lo posible, cuando se acuda a las sesiones de

evaluacién sensorial:
e No llevar perfumes
e No fumar al menos media hora antes de realizar la cata
e No comer ni tomar café inmediatamente antes de acudir a la cata
e Ser puntual

e  Prestar la méxima atencién a la explicacién previa y pedir cualquier explicacién
cuando no quede claro algin concepto. Si se realiza alguna discusién,

participa y aporta tus ideas o conocimientos.
e Beber agua antes de empezar y entre muestra y muestra.

e Intentar que la valoracién sea personal y que no se vea influenciada por los

demds cuando se evalUe una muestra.
e  Mantener silencio mientras se realice la cata.

e Tomarse el tiempo necesario para realizar la cata correctamente puesto que se
trata de evaluar la calidad sensorial Y SOLO TU ERES NUESTRO
INSTRUMENTO DE MEDIDA.






Anexo IV W

Niveles de significacién de la prueba triangular (UNE 87-006-92, 1997)

NUmero minimo de Ndmero minimo de

NOmero de respuestas necesarias NUmero de respuestas necesarias

respuestas para alcanzar un nivel respuestas para alcanzar un nivel

de significacién del 5% de significacién del 5%
5 4 51-53 24
6-7 5 54-55 25
8-9 6 56-58 26
10-11 7 59-61 27
12-13 8 62-63 28
14-16 9 64-66 29
17-18 10 67-68 30
19-20 11 69-71 31
21-23 12 72-74 32
24-25 13 75-76 33
26-27 14 77-79 34
28-30 15 80-82 35
31-32 16 83-84 36
33-35 17 85-87 37
36-37 18 88-90 38
38-40 19 91-92 39
41-43 20 93-95 40
44-45 21 96-98 41
46-48 22 99-100 42

49-50 23







Anexo V IX

Valores criticos aproximados para la prueba de Friedman (UNE 87-023-95, 1997)

NUmero de muestras 6 productos (P)

Ndmero de 4 5

jueces (J)
Nivel de significaciéon p = 0,05

2 6,00 7,60
3 6,00 7,00 8,53

4 6,50 7,50 8,80

5 6,40 7,80 8,96

6 6,33 7,60 9,49"
7 6,00 7,62 9,49
8 6,25 7,65 949"
9 6,22 7,81° 9,49
0 6.20 7,81" 9,49"
. 6,54 7,81" 9,49"
19 616 7,81" 9,49"
13 6,00 7,81" 9,49"
> 614 7,81" 9,49"
- 6.40 7,81" 9,49"

"La prueba de Friedman podria tabularse a 2 = 2. Sin embargo, en este caso es suficiente
aplicar la distribucién binomial al ndmero de veces que una de las dos muestras ocupa la
misma posicién en la ordenacién. En este caso se considera como una prueba de comparacién
por parejas “modelo bilateral © (UNE 87-005,-92, 1997).

2E|l valor de F puede tener Unicamente valores discontinuos, siendo esta discontinuidad muy
pronunciada para valores pequefios de Jy . Por lo tanto, no es posible obtener valores criticos
que correspondan exactamente al nivel 0,05. Los valores marcados con un () corresponden a
niveles ligeramente superiores a 0,05. Los valores no mercados corresponden a niveles reales
inferiores a 0,05.

3Los valores marcados con un asterisco doble () son valores criticos obtenidos por medio de
aproximaciones utilizando la distribucion x2.






Anexo VI

X

Ensayo bilateral (UNE 87-005-92, 1997).

NUmero minimo de

NdUmero minimo de

Ndmero de Ndmero de
respuestas necesarias respuestas necesarias
respuesias para alcanzar un nivel respuesias para alcanzar un nivel de

) de significacién del 5% ) significacién del 5%
7 7 32-33 23
8-9 8 34-35 24
10 9 36-37 25
11-12 10 38 26
13 11 39-40 27
14-15 12 41-42 28
16-17 13 43-44 29
18 14 45 30
19-20 15 46-47 31
21 16 48-49 32
22-23 17 50 33
24-25 18 60 39
26 19 70 44
27-28 20 80 50
29-30 21 90 55
31 22 100 61







Anexo VII Xl

Test de Diferenciacién del Control

Se tienen 5 muestras a evaluar, codificadas con un nimero con 3 digitos y una muestra
control codificada como C. Compara el control C con cada una de las muestras de
izquierda a derecha indicando el tamafio de la diferencia marcando con un + 6 un —si

difieren por ser mds o menos brillante/olorosa/firme/sabrosa.

Briflo: Coloca un grano de la muestra control C (a la izquierda) al lado de la muestra a
comparar. Repite la misma operacién para todas las muestras colocando los granos
siempre en la misma posicién.

Olor. Huele un grano de la muestra control C y luego uno de la muestra a comparar.
Firmeza y sabor. Degusta un grano de la muestra control C y luego uno de la muestra

a comparar.

Significado de la escala

Ninguna diferencia Son exactamente la misma muestra. IGUALES

No son iguales pero précticamente no soy capaz de definir la
Una ligera diferencia | .
diferencia.

Una pequefia . _
No son iguales, diria que es un poco mds/menos.....

diferencia

Diferente Son diferentes y esta es la diferencia ..... md&s/menos
Bastante diferente Son bastante diferentes en..... md&s/menos

Gran diferencia Son muy diferentes en..... més/menos

Muy diferente No se parecen en nada ..... mds/menos




Anexo VII %
Catador ]
NOMBRE: FECHA:
CODIGO: 533
Escala Brillo Olor Firmeza Sabor

Ninguna diferencia

Una ligera diferencia

Una pequefia diferencia

Diferente

Bastante diferente

Una gran diferencia

Muy diferente

Si existen diferencias, coméntalas:




Anexo VIII

XV

Valores criticos del Test de Dunnett para comparar tratamientos con un control
(O "Mahony, 1986).

Test de dos vias para p = 0,05

g lresiduoles

k: nGmero de tratamientos incluido el control

2 3 4 5 6 7 8 9 10
5 2,57 3,03 3,29 3,48 3,62 3,73 3,82 3,90 3,97
6 2,45 2,86 3,10 3,26 3,39 3,49 3,57 3,64 3,71
7 2,36 2,75 2,97 3,12 3,24 3,33 3,41 3,47 3,53
8 2,31 2,67 2,88 3,02 3,13 3,22 3,29 3,35 3,41
9 2,26 2,61 2,81 295 3,05 3,14 3,20 3,26 3,32
10 2,23 2,57 2,76 2,89 2,99 3,07 3,14 3,19 3,24
11 2,20 2,53 2,72 2,84 294 3,02 3,08 3,14 3,19
12 218 2,50 2,68 2,81 290 294 3,04 3,09 3,14
13 2,16 2,48 2,65 2,78 287 294 3,00 306 3,10
14 2,14 2,46 2,63 2,75 2,84 291 2,97 3,02 3,07
15 2,13 2,44 2,61 2,73 2,82 2,89 295 3,00 3,04
16 2,12 2,42 2,59 2,71 2,80 2,87 2,92 2,97 3,02
17 2117 2,41 2,58 2,69 2,78 2,85 2,90 2,95 3,00
18 2,10 2,40 256 2,68 2,76 2,83 2,89 294 298
19 2,09 2,39 2,55 266 2,75 2,81 2,87 292 2,96
20 2,09 2,38 2,54 2,65 2,73 2,80 2,86 290 2,95
24 2,06 2,35 2,51 2,61 2,70 2,76 2,81 2,86 2,90
30 2,04 2,32 2,47 2,68 2,66 2,72 2,77 2,82 2,86
40 202 2,29 2,44 2,54 2,62 2,68 2,73 2,77 28]
60 2,00 2,27 2,41 2,51 2,58 2,64 269 2,73 2,77
120 1,98 2,24 2,38 247 2,55 2,60 2,65 2,69 2,73
© 1,96 2,21 2,35 2,44 2,51 2,57 2,61 2,65 2,69




