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RESUMEN

En este trabajo se estudia la influencia del tamafo de particula sobre las
propiedades fisicas de los films elaborados a base de caseinato sédico y
acidos grasos (oleico o estearico). Para ello se prepararon distintas
formulaciones con diferentes tamafios de particula y se caracterizaron
midiendo el tamafo de particula y las propiedades reologicas de las
emulsiones, asi como las propiedades mecanicas, estructurales y opticas y la
permeabilidad al vapor de agua (WVP) de los films obtenidos. Los films
elaborados con acido estearico muestran estructura laminar. Sin embargo, las
gotas de acido oleico quedan homogéneamente distribuidas en la matriz del
film que incorpora dicho acido graso. Estas diferencias en la estructura hacen
que los films a base de acido estearico sean menos elasticos, mas rugosos y
con menos brillo que los films a base de acido oleico. Ademas, la estructura
también afecta a la WVP, de forma que, para los films elaborados con acido
oleico la permeabilidad disminuye con el tamafo de particula, mientras que
para los films con acido estearico, la permeabilidad aumenta al reducir el
tamafo de particula.

Palabras clave: caseinato soédico, acido oleico, acido estearico, tamafo de
particula

RESUM

En aquest treball s'estudia la influéncia de la grandaria de la particula sobre
les propietats fisiques dels films elaborats a base de caseinat sodic i acids
grassos (oleic o estearic). Per a aixd es van preparar distintes formulacions
amb diferents grandaries de particula i es van caracteritzar mesurant la
grandaria de la particula i les propietats reoldgiques de les emulsions, aixi com
les propietats mecaniques, estructurals i optiques i la permeabilitat al vapor
d'aigua (WVP) dels films obtinguts. Els films que incorporen acid estearic
mostren una estructura laminar. En canvi, les gotes d’acid oleic queden
homogéniament distribuides en la matriu del film. Estes diferéncies en
I'estructura fan que els films a base d’acid estearic siguen menys elastics, més
rugosos i amb menys brillantor que els films a base d’acid oleic. A més,
I'estructura també afecta a la WVP, de forma que, per als films elaborats amb
OA la permeabilitat disminueix amb la grandaria de particula, en canvi que per
als films amb acid estearic, la permeabilitat augmenta al reduir grandaria de
particula.
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ABSTRACT

The effect of particle size on physical properties of sodium caseinate and
fatty acids (oleic and stearic) films were studied. For this purpose, different
formulations were prepared with different particle sizes and were characterized
by measuring the particle size and rheological properties of emulsions, as well
as mechanical, structural and optical properties and water vapour permeability
(WVP) of films obtained. While stearic acid showed a laminar-like structure,
oleic acid droplets were homogeneously dispersed in the film matrix. These
differences in structure make the stearic acid films less flexible with more
roughness and less gloss than oleic acid films. The structure also affects the
WVP. In this way, for oleic acid films water barrier efficiency increased as lipid
particle size decreased, whereas for films containing stearic acid, water barrier
efficiency increased as lipid particle size increased.
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INTRODUCCION

Un film o recubrimiento comestible consiste en una delgada capa de
material protector, compuesta por varios materiales, que varian segun la
utilidad de éste, y que pueden ser consumidos como parte del producto. El
desarrollo de films y recubrimientos comestibles a base de sustancias naturales
de grado alimentario y biodegradables, puede ofrecer un envase que permita
reemplazar los clasicos envases poliméricos sintéticos (Gontard y Guilbert,
1994). Para conseguir una funcionalidad 6ptima de los recubrimientos, es
especialmente importante la seleccidon de los materiales que los forman, ya que
sus propiedades estan fuertemente afectadas por la naturaleza de sus
componentes, composicion y estructura final.

Las caseinas son unas de las proteinas utilizadas para la formacion de films
y recubrimientos comestibles debido a que su estructura en forma de micelas
estables les proporciona unas propiedades adecuadas como agentes
formadores de recubrimientos. Ademas, son solubles y resistentes a la
desnaturalizacion térmica y/o coagulacién, lo que significa que los films
permanecen estables en un amplio rango de pH, temperatura y concentracion
de sal (Kinsella, 1984; Khwaldia et al., 2004). La precipitacion de las caseinas a
pH 4.6 y la posterior adicion de hidroxido sddico da lugar al caseinato sodico
(NaCas). Los recubrimientos de caseina y caseinatos suelen ser fragiles si no
se les adicionan compuestos plastificantes como el glicerol. Este componente
actua sobre los puentes de hidrogeno de los complejos proteicos relajando su
estructura y mejorando la flexibilidad de los films.

La adicién de acidos grasos a los films formulados a base de proteinas o
polisacaridos mejora sus propiedades barrera frente a la humedad. De esta
forma, un aumento en el contenido lipidico del recubrimiento, reduce su
permeabilidad al vapor de agua (WVP). No obstante, el ratio de reduccion
depende de varios parametros como son la longitud de la cadena del acido
graso, el numero de instauraciones o el tamafio de particula en el film (Pérez-
Gagé y Krochta, 2001; Morillon et al.,, 2002). Los acidos estearico y oleico
poseen una misma longitud de cadena (18 atomos de C), pero distinto grado de
instauracién, ya que el primero es un acido graso saturado, mientras que el
segundo presenta una instauracion en el C-9. Esto les confiere la capacidad de
organizarse de distinta manera en el film. Estudios previos muestran que,
mientras que el acido estearico forma bicapas, las particulas de acido oleico no
poseen esa capacidad de asociacion (Fabra et al., 2009a).

Los films pueden estar constituidos por capas separadas de hidrocoloide(s) y
lipido (films bicapa), o por una unica capa en la que el lipido esta disperso en la
matriz de hidrocoloide(s). En los films bicapa, la transferencia de vapor de agua
esta mucho mas limitada que cuando el film esta formando a partir de una
emulsion estable (Kamper y Fennema, 1984a y b; Kester y Fennema, 1989), ya
que en este caso, el lipido forma una capa continua a lo largo de todo el
recubrimiento e impide la transmisién de vapor. Sin embargo, es muy facil que
se produzca la separacion de las capas debido a la alta energia superficial
entre los materiales polares y no polares (Kamper y Fennema, 1984a y b).
Debido a esto, los films que se utilizan normalmente se forman a partir de
emulsiones lipidicas dispersas en una matriz de proteinas y/o polisacaridos. En
general, los films emulsionados son menos eficientes frente a la transferencia
al vapor de agua que los films bicapa. En ocasiones es posible obtener una



bicapa a partir de una emulsion considerando el tamano de particula del lipido
disperso. Con este estudio se pretende analizar el efecto del tamafo de
particula de los acidos oleico y estearico en las propiedades fisicas de fiims a
base de caseinato sodico.

MATERIALES Y METODOS
Preparacion de las formulaciones y obtencién de los films

Se prepararon ocho formulaciones a base de caseinato sédico (Alanate-110
Industrias de Suministros Llorella, S.A., Espana), glicerol (Panreac Quimica,
S.A, Barcelona, Espafa) y acidos grasos. Cuatro de las formulaciones se
prepararon con acido estearico (pureza minima 96 %, Panreac Quimica, S. A.)
y las cuatro restantes se formularon con acido oleico (pureza minima 98 %,
Panreac Quimica, S.A). La relacién proteina:plastificante:lipido se fijé en
1:0.3:0.15. Las formulaciones se elaboraron disolviendo caseinato sédico al
8% (p/p) en agua destilada e incorporando la cantidad necesaria de glicerol
para obtener una relacidon proteina:plastificante de 1:0.3. Las formulaciones se
calentaron en un bafio a 85 °C, se anadi6 el acido estearico a las emulsiones
correspondientes y posteriormente se homogeneizaron. Las emulsiones
preparadas con acido oleico se enfriaron a temperatura ambiente antes de
afiadir el lipido y posteriormente se homogeneizaron. Para homogeneizar las
emulsiones se siguieron cuatro técnicas: las formulaciones (A) se
homogeneizaron durante 3 minutos en un ultraturrax (Janke y Kunkel,
Alemania) a 9500 rpm; las formulaciones (B) se homogeneizaron con
ultraturrax durante 1 minuto a 13500 r.p.m. y 3 minutos a 20500 rpm.; las
formulaciones (C) se homogeneizaron durante 10 minutos a 20500 rpm en el
ultraturrax, se desgasificaron con una bomba de vacio (Diaphragm vacuum
pump, Wertheim, Alemania) a temperatura ambiente y por ultimo se pasaron
por un microfluidizador (Microfluidics M110P CF, Newton, Massachusetts,
EEUU) 2 veces a una presiéon de 15000 PSI. Las formulaciones (D) se
prepararon igual que las formulaciones (C), pero con 3 pases por el
microfluidizador.

Los films se obtuvieron pesando y vertiendo una cantidad controlada de
disolucién en una placa de teflon de 150 mm de didmetro. Se trabajé con una
cantidad fija de solidos totales vertidos (2 g) para todas las formulaciones. Tras
el vertido, las muestras se dejaron secar durante 24 horas a una humedad
relativa de 45 + 2 % y a una temperatura de 22 + 1°C. Tras el secado, los films
se despegaron de las placas de teflon y se almacenaron en un desecador con
una humedad relativa controlada del 58 % generada por una disolucion
saturada de nitrato magnésico (Panreac quimica, S.A., Castellar del Vallés,
Barcelona, Espafia). Los desecadores se mantuvieron en una camara a una
temperatura controlada de 10 °C.



Caracterizacion de las emulsiones formadoras de films
TAMANO DE PARTICULA

La distribucion del tamafio de las particulas en volumen (D4 3) y la media del
tamafio de la distribucion de particulas en superficie (D32) se determinaron
usando un analizador de tamafio de particula Mastersizer 2000 (Malvern
Instruments Ltd, Worcestershire, Reino Unido), basado en la técnica de
difraccion laser. Esta técnica se basa en la medida de la intensidad de
dispersion de la luz que causan las particulas dispersas en la emulsion. El
analisis se realizé diluyendo las emulsiones en agua destilada hasta una
concentracion de un 1-2 % aproximadamente. La medida del diametro medio
se basa en una particula hipotética que representa el total de las particulas
presentes en la muestra. La distribucién del tamafo de las particulas en
volumen (D43) es la media del tamafio basada en el peso por unidad de
particulas. La media del tamafo de la distribucién de particulas en superficie
(Ds2) representa el tamano medio de una superficie especifica por unidad de
volumen. Estos diametros medios de la particula se definen por las ecuaciones
1y 2 donde n; es el numero de particulas de cada tamano y d; es el diametro de
la particula.
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REOLOGIA

El comportamiento reolégico de las formulaciones formadoras de
recubrimientos se analizé usando un redémetro rotatorio (HAAKE Rheostress 1,
Thermo Electric Corporation, Alemania), donde las muestras se mantuvieron
atemperadas a 25 °C durante los ensayos. Para cada emulsion se determind
por triplicado la correspondiente curva de flujo: se realizaron dos barridos de
gradiente de velocidad (7 ), ascendente y descendente, entre 0 a 512 s, cada

uno de 5 minutos de duracion.
Caracterizacion de los films
ESPESOR DE LOS FILMS

El espesor de los films se determind en seis puntos distintos de los mismos
utiizando un micrometro electrénico digital (modelo Palmer, Comecta,
Barcelona) con una precision de 0.001 mm. Estos espesores se utilizaron
posteriormente para el calculo de las propiedades mecanicas y de la
permeabilidad al vapor de agua.



PROPIEDADES MECANICAS DE LOS FILMS

Las propiedades mecanicas de los films se determinaron haciendo uso de
una prensa universal Stable Micro Systems (SMS) modelo TA.XTplus
(Haslemere, Inglaterra) de acuerdo al método estandar ASTM D882 (ASTM
2001). Para cada formulacion se cortaron muestras rectangulares (25 mm de
ancho por 100 mm de largo) y se equilibraron al 58 % de humedad relativa y
una temperatura de 10 + 1 °C. Los films se montaron en unas pinzas para
ensayos de tensidn (modelo A/TG, Stable Micro System, Haslemere,
Inglaterra). La separacion inicial de las pinzas y la velocidad de elongacion del
film fueron de 50 mm y 50 mm-min™", respectivamente. A partir de este ensayo
se caracterizaron los films mediante su modulo de elasticidad (EM), su tension
de fractura (TS) y su deformacién hasta el punto de fractura (E).

PERMEABILIDAD AL VAPOR DE AGUA

La permeabilidad al vapor de agua de los films se determind a partir de la
modificacion del método gravimétrico ASTM E96-95 (Mc Hugh et al., 1993),
para un gradiente de humedad relativa 58-100 % y una temperatura de 10 °C.
Las muestras (6 por formulacion) fueron montadas entre la base y la tapa de
una copa de aluminio de 3.5 cm de diametro (Payne, elcometer SPRL,
Hermelle /s Argenteau, Bélgica). En el interior de la copa de permeabilidad se
afiadieron 5 mL de agua destilada. Las copas fueron introducidas en un
desecador equilibrado con una disolucién saturada de nitrato magnésico
(humedad relativa del 58 %) junto con un ventilador (CPU Y.S.TECH 12V.)
colocado en la parte superior, con el fin de homogenizar la atmosfera y
asegurar una resistencia despreciable en la superficie del film. Los
desecadores se mantuvieron en una camara a una temperatura controlada de
10 °C. El estudio de la permeabilidad se realizé mediante controles de peso de
cada copa con una balanza electronica (x 0.00001 g) (ME36S Sartorius,
Alemania) a intervalos de 2 horas durante un periodo de tiempo de 24 horas.

PROPIEDADES ESTRUCTURALES

Para analizar las propiedades estructurales de los films, se estudid, por un
lado, la topografia superficial de las muestras mediante microscopia de fuerza
atémica (AFM) vy, por otro, la distribucion de los componentes a través de la
microestructura superficial y transversal los films mediante microscopia
electronica de barrido (SEM).

Para el estudio de la topografia se utilizd un Nanoscope llla, Scanning
Probe Microscope, version 5.30r2 (Digital Instruments, Veeco Metrology
Group). En cada muestra se realizé un barrido superficial, utilizando el modo
tapping, sobre un area de 50x50 pm, con un limite vertical maximo de 6 ym
impuesto por el equipo. La imagen tridimensional de la superficie de cada
muestra fue analizada por el software incluido en el equipo para cuantificar sus
parametros superficiales. Los parametros de rugosidad calculados para toda la
imagen fueron:

- Rugosidad promedio (Ra): promedio aritmético de los valores absolutos de
las desviaciones de las alturas superficiales medido a partir de un plano medio
(Ecuacion 3).
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- Rugosidad media cuadratica (Rq): raiz cuadrada del promedio de las
desviaciones de altura desde un plano medio (Z1) al cuadrado (Ecuacion 4).

(4)

Para el estudio de la microestructura de los films se utilizé un microscopio
electronico de barrido JEOL®, modelo JSM-5410. Las muestras se montaron
en un soporte de cobre y se cubrieron de oro con el fin de hacerlas
conductoras. Después fueron observadas directamente con un voltaje de
aceleracion de 10 KV.

PROPIEDADES OPTICAS

La opacidad de los films se determind aplicando la teoria de Kubelka-Munk
de dispersion multiple a los espectros de reflexion (Hutchings, 1999). Esta
teoria se basa en que la luz que incide en un producto traslucido puede ser
absorbida o dispersada en funcion del coeficiente de absorcion (K) y el
coeficiente de dispersién (S) del material. Las medidas de los espectros de
reflexion de las muestras se realizaron sobre un fondo blanco y sobre un fondo
negro. En primer lugar, se calculd R, que es la reflectancia de una lamina
infinita de muestra (grosor suficiente para que el fondo no afecte a la medida),
a través de las ecuaciones 5 a 7, donde R es la reflectancia de la muestra
determinada sobre un fondo blanco de reflectancia conocida, Rg y Ro es la
reflectancia de la muestra determinada sobre un fondo negro ideal.

La transmitancia interna (T;) de los diferentes films fue evaluada mediante la
ecuacion 8.

Los espectros de reflexion sobre fondo blanco y fondo negro se
determinaron con un espectrocolorimetro MINOLTA, modelo CM-3600d
(Minolta CO. Tokyo, Japén), utilizando como referencia observador 10° e
iluminante D65. Las determinaciones se realizaron sobre la cara en que se
establecio la interfase liquido-aire durante el secado.
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Para la medida del brillo se utilizé un Brillbmetro Multi-Gloss 268, MINOLTA
y se realizaron las medidas a un angulo de incidencia de 20, 60 y 85° respecto
a la normal sobre un fondo negro.

ANALISIS ESTADISTICOS

El analisis de los datos se realiz6 mediante un analisis de la varianza
(ANOVA) usando el programa Statgraphics Plus 5.1 (Manugistics Corp.,
Rockville, MD). Para discernir entre las medias se utilizd el procedimiento de
las menores diferencias significativas de Fisher (LSD) con un nivel de confianza
del 95 %.

RESULTADOS Y DISCUSION
Caracterizacion de las emulsiones formadoras de los films
TAMANO DE PARTICULA

Las Tablas 1 y 2 muestran los valores de D3, y D43 obtenidos para las
emulsiones formuladas con acido oleico (AO) y &acido estearico (AE)
respectivamente. La media del tamafno de la distribuciéon de particulas en
superficie (D3 2) representa el tamafio medio basado en la superficie especifica
por unidad de volumen, y permite caracterizar las particulas pequenas y de
forma esférica. La media de tamano de la distribucion de particulas en volumen
(Ds3) representa el tamafio medio basado en la unidad de peso de las
particulas, y representa las particulas de mayor tamafio y formas irregulares,
tales como los agregados. Tanto los valores de D43 como los valores de Ds
muestran que al aumentar la intensidad del tratamiento de homogenizacion, el
tamafo de particula disminuye significativamente, obteniéndose los menores
tamafos de particula para las emulsiones preparadas utilizando el
microfluidizador (C y D). Para crear una emulsion, es necesario aplicar una
energia mecanica en el sistema y el tamafo de particula de la emulsién
formada es funcion de esta energia aplicada, de forma que a mayor cantidad
de energia, menor tamano de particula (Hunter, 1989, Pérez-Gagé y Krochta,
2001). De todas las técnicas empleadas para realizar la homogeneizacion, el
ultraturrax combinado con el microfluidizador es la que mas energia aporta al
sistema, por lo que es la que proporciona el menor tamafo de particula de las
emulsiones.

TABLA 1. Caracterizacion de las emulsiones formuladas con acido oleico

E lacid Tamafio de particula Reologia
ormifacion Ds2 (m) D3 (Hm) n H (Pa's)
NaCas-Gly-AO (A) 22.8 (0.2)° 37 (1)° 1 0.0380 (0.0012)*
NaCas-Gly-AO (B) |0.747 (0.009)" 0.99 (0.05)° 1 0.0291 (0.0008)°
NaCas-Gly-AO (C) |0.382(0.005)°| 0.477 (0.004)° 1 0.0189 (0.0007)°
NaCas-Gly-AO (D) |0.236 (0.001)"| 0.402 (0.001)° 1 0.0142 (0.0004)°
a-d)

Diferentes indices en una columna indican diferencias significativas (p<0.05)



TABLA 2. Caracterizacion de las emulsiones formuladas con acido estearico

E lacid Tamano de particula Reologia
ormilacion Ds 2 (um) Dy (um) n u (Pa-s)
NaCas-Gly-AE (A) 3.4 (0.2 21 (1)° 0.418 0.0681 (0.0005)°
NaCas-Gly-AE (B) 3.18 (0.03)° 19 (2)° 0.789 0.0545 (0.0002)°
NaCas-Gly-AE (C) 0.45 (0.04)° 1.26 (0.03)° 1 0.0159 (0.0002)°
NaCas-Gly-AE (D) 0.73 (0.02)° 1.01 (0.02)° 1 0.0103 (0.0005)°

@piferentes indices en una columna indican diferencias significativas (p<0.05)

Al comparar las distintas emulsiones formuladas con ambos acidos grasos,
se observa que a excepcion de las formulaciones A, el tamano de particula fue
significativamente menor en las emulsiones que incorporan acido oleico. En
general, se observa una mayor similitud en los valores de D3,y D43 en las
formulaciones que incorporan acido oleico (principalmente B, C y D) lo que
pone de manifiesto la homogeneidad en el tamano de las gotas, obteniéndose
en estos casos particulas de menor tamano y con formas esféricas. En cambio,
en las emulsiones formuladas con acido estearico, las diferencias entre los
parametros D3, y D43 son mayores, aunque éstas se reducen al pasar las
muestras por el microfluidizador, obteniéndose asi particulas mas pequefias y
de tamafios mas homogéneos y uniformes. El comportamiento observado para
ambos acidos grasos con respecto al tamafio de particula podria atribuirse a
que el AO permanece en estado liquido a temperatura ambiente, lo que
favorece la reduccion del tamafio de particula, asi como una mayor
homogeneizacion de la emulsion. Por el contrario, el acido estearico se
organiza formando micelas en los sistemas acuosos debido a su baja afinidad
con este medio y esto da lugar a particulas de mayor tamafio (Fabra et al.,
2009a).

En la Figura 1 se observa la distribucién del tamafo de particulas de todas
las formulaciones estudiadas. Todas las formulaciones que incorporan acido
oleico son monomodales aunque la amplitud y situacion del maximo es
dependiente de la intensidad del tratamiento de homogenizacién, de modo que
la formulaciéon A presenta una distribucion mas ancha en coherencia con las
mayores diferencias observadas en los parametros D3, y D4 3. A medida que
aumenta la intensidad de la homogenizacién, la distribucion se hace mas
estrecha y se desplaza hacia tamafos de particula menores. Por el contrario,
las emulsiones formuladas con acido estearico presentan una distribucién mas
amplia, consecuencia de la presencia de particulas de distinto tamario. Esta
distribucion se estrecha a medida que se obtienen tamafos de particula
menores, alcanzando una distribucion monomodal y con tamafos de particula
mas homogéneos para la formulacion D.
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FIGURA 1. Distribucion del tamafio de particula de las emulsiones formadoras
de recubrimiento. (a) Emulsiones con acido oleico, (b) emulsiones con acido
estearico.

REOLOGIA

Las Tablas 1 y 2 muestran los valores de viscosidad obtenidos para todas
las emulsiones formadoras de films. En el caso de los fluidos no newtonianos,
el valor de viscosidad dado corresponde a la viscosidad aparente para un
gradiente de velocidad de 100 s™'. En el estudio reoldgico de las emulsiones se
observa que todas las formulaciones preparadas con acido oleico presentan un
comportamiento newtoniano (n=1). Por el contrario, las emulsiones que
incorporan acido estearico presentan un comportamiento pseudoplastico (n<1)
para mayores tamarios de particula (formulaciones A y B; k=2.24 y 0.135 Pa-s"
respectivamente), mientras que el comportamiento es newtoniano cuando
estas emulsiones se obtienen empleando el microfluidizador. El caracter
pseudoplastico de estas emulsiones se podria atribuir a que el acido estearico
se organiza en formas de micelas que van rompiéndose a medida que aumenta
el gradiente de velocidad aplicado, por lo que la viscosidad disminuye al
aumentar el gradiente de velocidad (Fabra et al., 2009a). Sin embargo, el
microfluidizador es capaz de romper las micelas de acido estearico, por lo que
las emulsiones C y D preparadas con este acido graso ya presentan un
comportamiento newtoniano. Los resultados muestran que para las emulsiones
homogeneizadas sélo con el ultraturrax (A y B), la viscosidad de las
formulaciones que incorporan acido estearico es mayor que las formuladas con
acido oleico, probablemente debido a la organizacién en micelas de las
primeras. No obstante, para las emulsiones homogeneizadas con el ultraturrax
y el microfluidizador, la viscosidad de las formulaciones de acido oleico es
mayor que la de las formulaciones de acido estearico. Esto podria explicarse
por la capacidad del acido oleico de interaccionar mejor con las moléculas de
disolvente y con el caseinato sédico, por lo que éste queda mas inmovilizado y
da lugar a una emulsién mas viscosa (Nylander, 2004; Fabra et al., 2009b).
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Caracterizacion de los films
PROPIEDADES MECANICAS

Las Tablas 3 y 4 muestran los parametros relacionados con las propiedades
mecanicas de los films formulados con acido oleico y &acido estearico
respectivamente. Los resultados ponen de manifiesto que los films formulados
con acido estearico son menos elasticos y flexibles (mayor moddulo de
elasticidad y tensiéon de fractura) y menos extensibles (menor deformacion
hasta el punto de fractura) que los films que incorporan acido oleico. Esto
podria atribuirse al diferente estado fisico de ambos lipidos, ya que, mientras
que el acido estearico es soélido a temperatura ambiente, el acido oleico es
liquido y puede fluir durante el ensayo de tensién (Fabra et al., 2009a). Por otro
lado, estudios recientes muestran que el acido oleico es capaz de interaccionar
con los grupos hidrofébicos de la proteina produciendo un efecto plastificante,
lo que conlleva a un aumento de la flexibilidad de los films (Fernandez et al.,
2006, Fabra et al., 2009b).

TABLA 3. Propiedades mecanicas y WVP de los films con AO.

. Propiedades mecanicas Permeabilidad
Formulacion 2
EM (MPa) TS (MPa) E (%) (g-mm/kPa-h-m")
NaCas-Gly-AO (A) 283 (14)° 8.6 (0.1)® 36.0 (0.5)° 8.7 (0.2)
NaCas-Gly-AO (B) 274 (39)° 9.5(0.8)° 35 (3)° 8.8 (0.7)
NaCas-Gly-AO (C) 347 (33)° 7.4 (0.4)° 18 (5)° 6.8 (0.4)°
NaCas-Gly-AO(D) 352 (17)° 8.6 (0.8)® 28 (7)* 6.5 (0.2)°

@P)piferentes indices en una columna indican diferencias significativas (p<0.05)

TABLA 4. Propiedades mecanicas y WVP de los films con AE.

Propiedades mecanicas Permeabilidad
Formulacion EM (MPa) TS (MPa) E (%) (g-mm/kPa-h-mz)
NaCas-Gly-AE (A) | 448 (21)° 5.5 (0.4)° 2.8 (0.7)° 5.9 (0.4)°
NaCas-Gly-AE (B) | 579 (30)° 8.1(0.3)° 2.1(0.2)° 6.8 (0.4)°
NaCas-Gly-AE (C) | 684 (35)° 10.7 (0.2)° 3.7 (0.1)° 8.4 (0.6)°
NaCas-Gly-AE (D) | 954 (58)° 13.5 (0.4)° 2.9 (0.1)° 8.2 (0.3)°

@9pjferentes indices en una columna indican diferencias significativas (p<0.05)

Se observa que al disminuir el tamano de particula, aumenta el médulo de
elasticidad (EM) de los films, es decir, para producir una misma deformacion en
los films, es necesario realizar un mayor esfuerzo en aquellos que contienen un
menor tamano de particula. Esto podria atribuirse a que al disminuir el tamafio
de particula del acido graso, aumenta la superficie de interfase, lo que hace
que el esfuerzo que hay que aplicar para deformar el flm sea mayor (Pérez-
Gagd y Krochta, 2001). Este efecto es mucho mas notable en los films
formulados con acido estearico, probablemente debido a la estructura laminar
que forma dicho acido graso, de modo que cuanto mayor sea la lamina mas
puntos de ruptura. Como se comentara mas adelante, al reducir el tamafo de
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particula, el acido estearico pasa de formar una estructura laminar, en la que
las moléculas del lipido forman una bicapa y con poca superficie de interfase
lipido-proteina, a formar una estructura de particulas dispersas, en la que las
moléculas de acido estearico se distribuyen a lo largo de todo el film. En este
ultimo caso, la superficie de interfase con el caseinato sédico aumenta, lo que
conlleva la formacion de films mas rigidos. En cambio, en los films formulados
con acido oleico, nunca se llega a formar una estructura laminar, ya que este
lipido permite una mejor homogeneizacién que da lugar a una estructura de
particulas dispersas, por lo que el efecto de inmovilizaciéon de la proteina al
reducir el tamafio de particula no es tan destacado.

PERMEABILIDAD AL VAPOR DE AGUA

En las Tablas 3 y 4 se muestran los datos de permeabilidad al vapor de
agua (WVP) para los films formulados con acido oleico y acido estearico,
respectivamente. Se observa un efecto contrario en el comportamiento de los
dos acidos grasos. Al disminuir el tamano de particula, la WVP de los films
formulados con acido oleico disminuye, mientras que la permeabilidad de los
films que incorporan acido estearico aumenta. Esto podria atribuirse a que el
acido estearico forma estructuras laminares y, por tanto, cuanto mayor sea la
lamina menor sera la permeabilidad al vapor de agua. Al aumentar la
intensidad de la homogeneizacion y disminuir el tamafo de particula del lipido,
estas laminas se rompen y dan lugar a una estructura de particulas dispersas
entre las cuales aparecen espacios sin lipido que aumentan la permeabilidad al
vapor de agua. Efectos similares fueron observados previamente en films
comestibles a base de caseinato sodico y distintos acidos grasos saturados e
insaturados (Fabra et al., 2009a). Por el contrario, el 4cido oleico nunca forma
estructuras laminares y, en este caso, cuanto menor sea el tamafo de
particula, ésta se distribuye de forma mas homogénea en el film aumentando la
resistencia al paso de vapor de agua. Este comportamiento fue observado en
films a base de proteinas de suero de la leche y cera de abeja (Pérez-Gagéd y
Krochta 2001).

PROPIEDADES ESTRUCTURALES

La estructura de los films esta afectada por la organizacion de los distintos
componentes de la emulsion y por las interacciones que se dan entre ellos
durante el secado. El analisis microestructural de los films aporta informacién
relevante sobre la organizacién de los distintos componentes que lo forman y
ayuda a comprender los mecanismos de transferencia al vapor de agua a
través de los films, asi como las interacciones con la luz que determinan las
propiedades Opticas. La estructura interna y el aspecto superficial de los films
fueron caracterizados cualitativamente mediante microscopia electronica de
barrido (SEM). Las Figuras 2 y 3 muestran, respectivamente las micrografias
transversales de los films estudiados con acido oleico y acido estearico. En
general, el acido estearico forma estructuras laminares, mientras que las
particulas de acido oleico quedan distribuidas homogéneamente en la matriz de
proteina, mas finamente distribuidas al disminuir el tamafio de las mismas
(formulacién C y D) y con agregados mas grandes para tamafio de particula
mayores. Esta estructura no es tan efectiva como barrera al transporte de
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vapor de agua como la estructura laminar. Los films formulados con acido
estearico forman estructuras laminares para tamanos de particula mayores, sin
embargo, al disminuir el tamano de particula con la utilizacion del
microfluidizador, estas laminas se rompen y dan lugar a particulas dispersas
(flms C y D). Las laminas de lipidos que se forman en la matriz del film
contribuyen a reducir la permeabilidad al vapor de agua, mejorando asi las
propiedades barrera al vapor de agua: cuando mayor sea la longitud de la
cadena (formulaciéon Ay B), menor la WVP.

(o~ - s 2 - - o LY 4 ! « ¥ 3
30um 30prn

FIGURA 2. Micrografias de la seccion transversal de los films formulados con
acido estearico.
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FIGURA 3. Micrografias de la seccion transversal de los films formulados con
acido estearico.

La estructura superficial de los films se analizé mediante la técnica de AFM.
La Figura 4 muestra la topografia superficial correspondiente a una seccion de
50x50 ym de los diferentes films estudiados. Se observa que el acido oleico y
el acido estearico imparten cierta rugosidad al film, con relieves mas o menos
abruptos en funcién del tamafio de particula y del lipido empleado en la
formulacion. En general, los films formulados con acido oleico presentan menos
irregularidades que los films que incorporan acido estearico. Este efecto se
podria atribuir a las posibles interacciones del acido oleico con la matriz
proteica y el estado liquido del mismo, lo que esta asociado a una mayor
homogeneidad estructural del film con respecto al films que incorpora acido
estearico. La Tabla 5 muestra los valores de los parametros de rugosidad (Ra,
Rq, r) que describen la estructura de las imagenes obtenidas por AFM para los
distintos films estudiados. En este estudio, los tres parametros aportan
informacion complementaria, si bien los que mejor reflejan la influencia del tipo
de lipido y del tamafio de particula en la rugosidad superficial son Ra y Rq.
Para ambos parametros se observa una relacion directa con el tamafio de
particula mientras que r(%) diferencia unicamente los films preparados con el
ultraturrax (formulaciones A y B) de los films preparados con el microfluidizador
(C y D). Como se observa en las imagenes de la estructura superficial de los
films, para una misma homogenizacion, el acido estearico proporciona mayor
rugosidad que el acido oleico consecuencia de un mayor tamano de particula.
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TABLA 5. Valores de los parametros de rugosidad y brillo.

AO AE

Formulacién
Ra (nm) | Rq (nm) (%) Ra (nm) | Rq (nm) r (%)

NaCas-Gly-AG (A) | 115 (31)* | 121 (9)° 0.1 | 329 (157 [402 (21)*| 3.36 (0.05)°

;
0.9 (
NaCas-Gly-AG (B)| 55 (20)° | 82 (17)° | 0.7 (0.1) 285 (7)° | 360 (10)°| 3.3(0.1)
NaCas-Gly-AG (C)| 39 (9)° | 47 (14)° | 0.4(0.1)° | 49.2(0.8)°| 63(1)° | 0.5(0.1)’°

NaCas-Gly-AG (D)| 8 (1)° 10 (2)* | 0.06 (0.01)° | 41.2(0.4)° | 55(1)° | 0.6 (0.06)"

@piferentes indices en una columna indican diferencias significativas (p<0.05)

NaCas-AO (A) e a8 NaCas-AO (B)

NaCas-AO (C) NaCas-AO (D)

~ NaCas-AE ()]

NaCas-AE (C) NaCas-AE (D)

FIGURA 4. Imagenes de la topografia superficial de los films formulados.
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PROPIEDADES OPTICAS

Como la habilidad de los materiales para trasmitir la luz depende de sus
propiedades para absorber y dispersar la luz, el grado de transparencia u
opacidad de los films se evaluo a través de la cuantificacion de los coeficientes
de Kubelka-Munk K/S y la transmitancia interna Ti. Un aumento en el cociente
K/S y Ti se relacionan con aumentos en la homogeneidad del film y, por tanto
se corresponde con films mas transparentes. Sin embargo, descensos en estos
valores se relacionan con una mayor heterogeneidad en el film y, por tanto, con
aumentos de opacidad. Las Figuras 5 y 6 presentan las curvas de distribucién
espectral de estos parametros para los films formulados con acido oleico y
acido estearico respectivamente. Se observa que los films que contienen acido
oleico presentan valores de K/S y Ti mas elevados a las distintas longitudes de
onda lo que indica que estos films son mas homogéneos y, por tanto, mas
transparentes. Como se ha visto en los apartados anteriores, el acido estearico
confiere una mayor heterogeneidad al film, lo que conlleva a una mayor
dispersién de la luz y, por tanto, aumenta la opacidad. En ambos casos,
apenas se observan diferencias en los valores de K/S para los distintos
tamafos de particula obtenidos aunque si que se observa un ligero aumento de
Ti a medida que disminuye el tamafno de particula, ya que a menor tamaro de
particula, mayor homogeneidad de la estructura y mayor Ti.

La Tabla 6 muestra los valores de brillo de los films estudiados, medidos a
tres angulos distintos. En general, al disminuir el tamafio de particula se
observa un aumento significativo en el brillo. La pérdida de brillo esta atribuida
a la presencia de irregularidades en el superficie de film, cuanto mayor la
rugosidad, menor el brillo (Fabra et al., 2009a). Estas irregularidades
superficiales resultan del crecimiento del tamafo y cremado de las particulas
de lipido que ocurre con mayor facilidad al aumentar el tamano de particula
inicial de la emulsion. Ademas, dado que el acido oleico es un lipido polar,
presenta una mayor compatibilidad con la proteina lo que esta asociado a una
mayor homogeneidad estructural del film con respecto a los films que
incorporan acido estearico.
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FIGURA 5. Curvas de distribucion espectral de los parametros K/S y Ti para los
films formulados con AO.
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FIGURA 6. Curvas de distribucion espectral de los parametros K/S y Ti para los
films formulados con AE.

TABLA 6. Valores de brillo de los films.

AO AE
Formulaciéon
20° 60° 85° 20° 60° 85°
NaCas-Gly-AG (A) 1.1 (0.3)° 15 (2)° 28 (6)° 1.1 (0.3)° 12.6 (1.8 17.6 (1.6)°
NaCas-Gly-AG (B) 1.9 (0.6)° 17 (4)° 38 (17)° 1.9 (0.6)° 16.7 (4.2 25 (5)°
NaCas-Gly-AG (C) 1.5 (0.4)° 16 (3)° 38 (7)° 2.7 (0.9 16.7 (1.4 35 (2)°
NaCas-Gly-AG (D) 44 (150 41 (7)° 47 (9)° 4.4 (2 35.3 (7.5)° 50 (7)°

@9pjiferentes indices en una columna indican diferencias significativas (p<0.05)

CONCLUSIONES

El tipo de lipido, el tamafo de particula y la microstructura de la emulsién
inicial y de la organizacion de los componentes del film seco influyen
considerablemente en las propiedades de films a base de caseinato sdédico.
Las moléculas de acido estearico se asocian formando bicapas en las
emulsiones formadoras de recubrimientos y estas estructuras crecen vy
permanecen en el film seco. Por el contrario, las particulas de acido oleico no
poseen esta capacidad de asociarse en forma de bicapas debido a la presencia
del doble enlace y las particulas quedan dispersas en la matriz del film. Si bien
el acido oleico proporciona films mas flexibles y elasticos que el &acido
estearico, en ambos casos, la flexibilidad de los films disminuye al reducir el
tamafo de particula. Mientras que en los films formulados con acido oleico, el
tamano de particula se relaciona de forma directa con la permeabilidad (mayor
tamano, mayor permeabilidad), la formacién de estructuras laminares por parte
del acido estearico disminuye la permeabilidad al vapor de agua cuanto mayor
sea el tamafo de particula. La rugosidad de los films aumenta con el tamafo
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de particula correspondiéndose con films ligeramente mas opacos y con menos
brillo debido a la estructura alcanzada en el film.
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