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Resumen: Se elaboraron films comestibles utilizando almidén de maiz
(AM) y suero de mantequilla (SM) en diferentes proporciones (100:0, 75:25,
50:50 y 60:40), con glicerol como plastificante. Se caracterizaron las
propiedades mas relevantes de las formulaciones formadoras de
recubrimiento (Tamafio de particulas dispersas, potencial zeta,
comportamiento reoldgico), asi como de los films obtenidos por extension y
secado (microestructura, propiedades mecanicas, de barrera al vapor de
agua, Opticas y actividad antioxidante) en los films equilibrados a 53% de
humedad relativa (HR) y 25°C. La incorporaciéon de suero de mantequilla
provocd un descenso del tamafio medio de particulas, un incremento de su
carga superficial y un descenso de su viscosidad aparente en las
dispersiones formadoras de film. La microestructura de los films reflejo falta
de compatibilidad entre el almidon y los componentes del SM (basicamente
la seroproteina) lo que llevé a separacion de fases: una rica en almidon y
otra en proteina y a la formacion de una estructura heterogénea. Esto
comporté la pérdida de resistencia mecanica de los films, de transparencia y
de brillo, asi como un amarilleamiento progresivo al aumentar la proporcion
de SM. La permeabilidad al vapor de agua de los films no se modificé
significativamente por la adicion de SM, excepto cuando esta fue del 60%
cuando también los films aumentaron mucho su higroscopicidad y capacidad
de adsorcion de agua. Tanto el SM como los films que contenian el mismo
presentaron actividad antioxidante.

Palabras clave: films comestibles, almidon de maiz, suero de mantequilla.

Resum: S’elaboraren films comestibles emprant mid6 de dacsa (AM) i sérum
de mantega (SM) a diferents proporcions (100:0, 75:25, 50:50 y 60:40), amb
glicerol com a plastificant. Es caracteritzaren les propietats més rellevant de
les formulacions formadores de recobriment (mida de particules disperses,
potencial zeta, comportament reoldgic), aixi com dels films obtinguts per
extensid i secat (microestructura, propietats mecaniques, de barrera al vapor
d’aigua, optiques i activitat antioxidant) als films equilibrats a 53% d’humitat
relativa y 25°C. La incorporacid de sérum de mantega va provocar un
descens de la mida de particula, un increment de la seua carrega superficial
I un descens de la seua viscositat aparent a les dispersions formadores de
film. La microestructura dels films va reflectir falta de compatibilitat entre el
midé i els components del SM (basicament la seroproteina), el que va
conduir a la separacio de fases: una rica en midoé i altra en proteina, i a la
formacié d'una estructura heterogénea. A¢d va comporta la pérdua de
resistencia mecanica dels films, de transparéncia i brillantor, aixi com un
engroguiment progressiu al augmentar la proporcié de SM. La permeabilitat



al vapor d’aigua dels films no es va modificar significativament debut a
'adicié6 de SM, exceptuant quan aquesta va ser del 60%, quan també els
films van augmentar molt la seua higroscopicitat i capacitat d’absorcio
d’aigua. Tant el SM com els films que contenien el mateix, van presentar
capacitat antioxidant.

Paraules clau: films comestibles, mid6 de dacsa, sérum de mantega.

Abstract: Corn starch and buttermilk in different proportions (100:0, 75:25,
50:50 and 60:40) and glycerol as plasticizer, were used to formulate edible
films. The coating forming dispersions were characterized (particle size, z-
potential, rheological behaviour), as well as the films obtained by casting and
stored at 53%RH and 25°C (microstructure, mechanical properties, water
vapour permeability, optical properties and antioxidant activity). In the film
forming dispersions, the incorporation of buttermilk resulted in a decrease in
the average size of the particles, an increase of their surface charge and an
apparent viscosity decrease. The microstructural studies of the films showed
the incompatibility of starch and buttermilk (whose main component is whey
protein), leading to the separation of two phases (starch and protein) and a
heterogeneous structure. This resulted in films with little mechanical
resistance, high opacity and little gloss, as well as higher yellowness, as the
buttermilk proportion was increased. Water vapour permeability of the films
was not significantly modified by buttermilk addition, except at the highest
proportion (60%), when the films became highly hygroscopic. Both buttermilk
and the films containing it exhibited antioxidant capacity.

Key words: edible films, corn starch, buttermilk.

INTRODUCCION

En la actualidad, la gran mayoria de los materiales plasticos utilizados son
materiales derivados del petréleo (Saiah et al., 2009). Ademas, se estima
que alrededor de la tercera parte de la produccién mundial de plastico se
destina al envasado de productos alimentarios (Wiles, 2005). La utilizacion
de estos materiales no biodegradables representa un importante problema
medioambiental a nivel mundial (Azeredo, 2009), ya que algunos de estos
materiales son altamente contaminantes, y su reciclado supone un elevado
coste energético (Sanchez-Garcia et al.,, 2008). Ante esta situacion,
numerosas investigaciones recientes se han centrado en la sustitucion de los
plasticos sintéticos por polimeros biodegradables (biopolimeros) obtenidos a
partir de recursos renovables (Saiah et al., 2009), cuya utilizacion podria
minimizar el impacto medioambiental de los plasticos procedentes del
petréleo (Sanchez-Garcia et al., 2008).

De entre los materiales biologicos capaces de formar films, los
polisacéaridos representan la fuente mas abundante (Carvalho, 2008). El
almidon es ampliamente utilizado debido a importantes ventajas como su
bajo coste, facil accesibilidad en el mercado y gran disponibilidad (Cuq et al.,
1997, Carvalho, 2008). ElI almidon nativo, previo tratamiento con
plastificantes bajo calentamiento, adquiere propiedades termoplasticas



similares a las de los polimeros sintéticos comunes. EI material asi obtenido
recibe el nombre de almidon termopléstico (thermoplastic starch, TPS).

En al ambito alimentario, el desarrollo de materiales de envase con
propiedades bioactivas, que sean ademas biodegradables y tengan
adecuadas propiedades fisicas (mecanicas y de barrera a la humedad y a
los gases) ha cobrado especial relevancia en los ultimos afios por diversos
motivos, incluyendo tanto razones medioambientales como la demanda, por
parte del consumidor, de productos mas seguros y de mejor calidad. La
incorporacion de compuestos activos en los envases aumenta la eficacia de
éstos en la conservacion de los alimentos convirtiendo al envase en un
vehiculo de compuestos de interés para la conservacion del alimento e
incluso mejorando las propiedades nutricionales del mismo cuando se trata
de compuestos con funciones nutracéuticas para el consumidor.

Se han realizado numerosos e importantes esfuerzos en cuanto al
desarrollo y caracterizaciéon de films elaborados a partir de almidon de
diferentes origenes, a las cuales se habian incorporado diferentes
ingredientes bioactivos (Pyla et al., 2010; Kechichian et al., 2010; Shen et al.,
2010; Mathew & Abraham, 2008).

El suero de mantequilla o mazada es un producto lacteo que se obtiene del
batido de la nata para obtener mantequilla. Tras su secado por atomizacion,
se obtiene un producto en polvo cuyos componentes mayoritarios son
lactosa, proteinas, grasa y sales minerales. La ruptura de la membrana del
glébulo graso durante el proceso libera al suero una importante cantidad de
proteinas y péptidos de membrana que tienen propiedades antioxidantes y
otras propiedades fisiol6gicas (Affolter et al. 2010; Michalski & Januel, 2006).
Diversos estudios previos han sefialado el papel antioxidante de la mazada,
tal y como ha sido descrito por Wong & Kitts (2001, 2003) y de diferentes
péptidos lacteos (Pihlanto, 2006).

El objetivo de este trabajo fue analizar el efecto de la incorporaciéon de
suero de mantequilla en las propiedades fisicas mas relevantes de films
elaborados a partir de almidén de maiz (propiedades mecanicas, de barrera
al vapor de agua, Opticas y microestructurales). Adicionalmente se estudi6 el
efecto de la composicién sobre diversas propiedades de las dispersiones
formadoras de recubrimiento (tamafio de particula, propiedades reoldgicas y
potencial z), ya que las propiedades de estas dispersiones tienen un gran
impacto en las propiedades de los films. Asi mismo, se analizé la capacidad
antioxidante del suero de mantequilla y de los films obtenidos.

MATERIALES Y METODOS
Disefio experimental y preparacién de los films

Se disperso6 almidon de maiz (AM), (Roquette, Laisa Espafia S.A.) al 3%
(p/p) en agua destilada y se agitdé durante 10 minutos. Esta dispersion se
llevé a calentamiento en bafio termostéatico a 90°C durante 30 minutos. Al
finalizar el calentamiento, se enfri6 en un bafio de agua y hielo, se afiadio
glicerol en una proporcion 1:0.25 respecto al almidon, y se adicioné agua



para ajustar la concentracion. La dispersidon se homogeneizé en un equipo
rotor-estator (Yellow Line DL 25 Basic, IKA, Janke & Kunkel, Alemania) a
13,500 rpm durante 4 minutos y se desgasific6 a vacio. Por otro lado, se
prepard una solucion de suero de mantequilla (SM) , (Lactotecnia S.L.) al 3%
(p/p) en agua destilada, se afiadié glicerol en una proporcién 1:0.25 respecto
al SM y se continud agitando durante 1hora. Los componentes mayoritarios
del suero de mantequilla son lactosa (51%), proteinas (31%), grasa (7%) y
sales minerales (7%).

Se mezclaron las dos dispersiones preparadas en diferentes
proporciones para obtener las diferentes formulaciones formadoras de
recubrimiento: AM1 00, AMg 75:SMg 25; AMo 50:SMo.50; AMo.40:SMo 60.

Para obtener los films, se verti6 en placas de teflon de 150 mm de
diametro. La masa de solidos totales (1g) se mantuvo constante para todas
las formulaciones. 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 a
25°C en desecadores de plastico al 53% de humedad relativa utilizando
disoluciones saturadas de Mg(NOs), (Panreac quimica, S.A., Castellar del
Vallés, Barcelona).

Caracterizacion de las dispersiones formadoras de recubrimiento
TAMANO DE PARTICULA

Se utiliz6 un analizador de tamafio de particula Mastersizer 2000
(Malvern Instruments Ltd, Worcestershire, Reino Unido), compuesto de un
banco 6ptico y una unidad de dispersion por via humeda (Hidro MU) que
permite realizar el analisis mediante la dilucién de la muestra. Esta técnica
se basa en la medicion de la intensidad de luz dispersada por las particulas
presentes. La luz incidente es transmitida a la muestra y el equipo detecta el
patron de difraccion producido por las particulas. Este patron depende del
tamafio y forma de éstas, asi como de la longitud de onda de la luz
incidente. A partir del patron de difraccién se determina la distribucion de
tamafios y los didmetros promedio. Se obtuvieron diametro medio en
superficie (ds2) que representa el diametro de una particula esférica con la
misma relacion volumen/superficie que el total de la emulsién (ec. 1) y el
parametro d4 3 que es el tamafio medio en volumen (ec. 2).
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Donde: ni= numero de particulas de cada tamafo; di= didmetro de la
particula

COMPORTAMIENTO REOLOOGICO

El comportamiento reologico de las dispersiones formadoras de films se
analizd6 a 25°C en un redémetro rotatorio (HAAKE Rheostress 1, Thermo
Electric Corporation, Alemania) con un sensor de cilindros concéntricos
(Z34DIN Ti). Se determind la curva de flujo de cada formulacion por
triplicado. Se realizaron dos barridos de gradiente de velocidad (y),

ascendente y descendente, entre 0 y 512 s™, cada uno de 5 minutos de
duracion, registrandose el esfuerzo cortante (o) a intervalos de 3s.

POTENCIAL Z

El potencial z de las dispersiones se analiz6 utilizando el equipo Zetasizer
Nano-Z (Nano series modelo Zen 2600, Marvern Instruments,
Worcestershire, Reino Unido) basado en tecnologia electroforética de
dispersion de la luz para medir la movilidad electroforética de las particulas.
La movilidad de las gotas se transformé en valores de potencial Z, utilizando
el modelo de Smoluchowsky. Todas las medidas se realizaron por triplicado.

Caracterizacion de los films
MICROESTRUCTURA

Utilizando la microscopia electrénica de barrido (SEM), se obtuvieron
imagenes transversales de los films obtenidos con un microscopio JEOL®,
modelo JSM-5410. Las muestras se prepararon por criofractura mediante
inmersion en nitrégeno liquido, se montaron sobre portas de cobre y se
recubrieron con oro. El voltaje utilizado fue 10kV.

Se observé la morfologia superficial de los films estudiados, previamente
desecados con P,0s, utilizando microscopia de fuerza atémica (AFM) con un
microscopio Multimode 8, Bruker AXS, (Santa Barbara, California) con un
control electronico NanoScope® V. Se cortaron tres muestras cuadradas de
1x1 cm por formulacion, y se realiz6 un barrido superficial utilizando el modo
tapping, sobre un area de 50x50 um y con un limite vertical maximo de 6 um
impuesto por el equipo. De acuerdo con el método ASME B46.1 (1995), se
calcularon los siguientes parametros estadisticos relacionados con la
rugosidad de la superficie en cada imagen tridimensional obtenida:

Rugosidad promedio (R,): promedio aritmético de los valores absolutos
de las desviaciones de la altura respecto a un plano medio (ec. 3)

R,= 1Yz ®)
N



Rugosidad media cuadratica (Rg): raiz cuadrada del promedio de las
desviaciones de altura desde un plano medio (Z;) al cuadrado (4)

(4)

Se obtuvieron también las imagenes mediante el modo Phase Imaging,
derivado del Tapping Mode, que permite detectar variaciones superficiales
en composicion, adhesion, friccion, viscoelasticidad y otras propiedades a
partir de los datos topograficos.

PROPIEDADES MECANICAS

Las propiedades mecénicas de los films se determinaron con una prensa
universal de ensayos mecanicos (Stable Micro Systems, TAXT plus,
Haslemere, Inglaterra) de acuerdo al método estdndar ASTM D882. Para
cada formulacién se cortaron 9 muestras rectangulares (25 mm por 100
mm). Estas se equilibraron a la humedad relativa al 53% de HR y 25 °C.
Antes del ensayo mecanico se determind el espesor de cada film en cuatro
puntos utilizando un micrometro electronico digital (modelo Palmer,
Comecta, Barcelona). Los films se montaron en unas pinzas para ensayos
de tension (modelo A/TG, Stable Micro System, Haslemere, Inglaterra). La
separacion inicial de las pinzas y la velocidad de elongacion del film fueron
de 50mm y 50mm-min™, respectivamente.

Las curvas de fuerza frente a distancia obtenidas en el ensayo se
transformaron en curvas de tension (o) frente a deformacion de Henky (gn)
con las ecuaciones (5) y (6)

_F® _FO-(L, +d®)

V=509~ beL ®)
£, = In[LO td“)J (6)

Donde: Lo= longitud inicial del film (m); b= base de la muestra rectangular
(m); e= espesor del film (m); d(t)= longitud de la muestra a cada tiempo (m);
S(t): area transversal de la muestra a cada tiempo (m?); F(t)= fuerza de
tension a cada tiempo (N).

De las curvas o vs. g4 se obtuvieron los pardmetros TS (tension de
fractura, MPa), EM (mddulo de elasticidad o modulo de Young, pendiente de
la zona lineal de la curva, MPa) y E (deformacion de Henky en el punto de
fractura, expresada en porcentaje).



HUMEDAD DE EQUILIBRIO Y PERMEABILIDAD AL VAPOR DE AGUA
(WVP)

Para determinar la humedad de los films equilibrados a 53% de HR, se
siguié un método gravimétrico. Se eliminé la humedad de los mismos por un
procedimiento en dos etapas: desecacion en estufa a 60°C durante 24h y
almacenamiento en desecadores con P,0s, hasta masa constante.

Para determinar la permeabilidad al vapor de agua (WVP) de los films se
utilizé una modificacion del método gravimétrico ASTM E96-95 (McHugh et
al., 1993) para un gradiente de humedad relativa 53-100%. Se cortaron tres
muestras circulares por formulacion, seleccionando films sin defectos
visibles, y se determind el espesor en seis puntos aleatorios utilizando un
micrémetro electrénico digital (modelo Palmer, Comecta, Barcelona). Estas
muestras se acoplaron sobre copas de aluminio (3.5 cm didmetro, Payne,
elcometer SPRL, Hermelle /s Argenteau, Bélgica) en cuyo interior se habia
depositado 5ml de agua destilada (HR 100%). La cara del film en contacto
con el aire durante el secado se coloco en cada caso hacia el exterior de la
copa. Para asegurar la hermeticidad del sistema, se colocé un anillo de
caucho y tres mordazas. Las copas se introdujeron en un soporte con un
ventilador, y éstos en desecadores de vidrio equilibrados al 53% de HR,
obtenida con una disolucibn saturada de nitrato de magnesio. Los
desecadores se almacenaron a 25°C en una cdmara Hotcold UL (Selecta), y
se monitoriz6 la masa de las copas con una balanza analitica (ME36S
Sartorius, Alemania) a intervalos de 3-6 horas durante un periodo de tiempo
de 24-48h.

La pendiente de la curva de pérdida de masa frente al tiempo, se dividié
entre el area expuesta para calcular la velocidad de transferencia del vapor
de agua (VTVA). La presion de vapor de agua en la cara interior del film (p2)
se obtuvo con el método propuesto por McHugh et al. (1993), para corregir el
efecto del gradiente de concentracion establecido en el espacio de cabeza
de la copa (ec. 7)

rva P.D.Ln[(P—p%_pl)ﬂ -

B R-T-Az

Donde: P = presion total (atm); D = difusividad del agua en aire a 25°C
(m?/s); R = constante de los gases (82.057*10° m*® atm kmol™® K?); T =
temperatura (K); Az = altura media del espacio de cabeza (m), considerando
su altura inicial y final; p; = presion de vapor de agua en la superficie de la
solucién (atm); p, = presion de vapor corregida en la cara interior del film.

Utilizando la ecuacion (8); la WVP se calcul6 a partir de p, y la presiéon de
vapor de agua en la cara exterior del film (ps).

wwp = YTYA  aspesor (8)
(pz - ps)



PROPIEDADES OPTICAS: TRANSPARENCIA, COLOR Y BRILLO

Las propiedades opticas de los films se determinaron tras equilibrarlos a
53% de HR. Se utilizd6 un espectrocolorimetro Minolta modelo CM-3600d
(Minolta CO. Tokyo) para obtener los espectros de reflexion de los films
sobre fondo blanco (R) y fondo negro (Ro) entre 400 y 700nm, asi como el
espectro del fondo blanco (Rgy). A partir de éstos, y mediante las ecuaciones
(9)-(11), se calcularon los espectros de R.. (reflectancia de una lamina
infinita de muestra cuyo grosor fuera suficiente como para anular el efecto
del fondo), utilizando la teoria de Kubelka - Munk de dispersion mudltiple
(Hutchings, 1999).

a= %(R + %J 9)
b=(a?-1)" (10)
R_=a-b (11)

Se analizaron tres films por formulacion, y se tomaron tres medidas por
film. Las mediciones se realizaron sobre la cara que habia estado en
contacto con el aire durante el secado.

La transmitancia interna (Ti), como indicador de la transparencia, de los
diferentes films fue evaluada mediante la ecuacioén (12):

T = J@-R,)’ -b? (12)

A partir de los espectros de R., se determinaron las coordenadas de
color en el espacio CIE- L*a*b* (CIE, 1986), utiizando como sistema de
referencia observador 10° e iluminante D65. El tono (hap*), el croma (Ca*) vy
el indice de blancura (WI) se calcularon mediante las ecuaciones (13) - (15):

S b*
h,, = arctg(a*} (13)

C., =vJa*? +b*? (14)

WI =100—+/(100—L * +a*? +h *2 (15)

El brillo de los films se midié con un brillémetro Multi.Gloss 268 (Minolta,
Alemania) a diferentes angulos de incidencia respecto a la normal: 20, 60 y
85°. Los films se colocaron sobre una superficie de color negro mate, de
acuerdo con la norma ASTM D523 (ASTM, 1999). Se realizaron diez
mediciones por formulacién y angulo, en la cara del film que habia estado en
contacto con el aire durante el secado. Las medidas se expresaron en



unidades de brillo relativas a una superficie de vidrio negro con un valor
proximo a 100.

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Se determind la capacidad antioxidante del suero de mantequilla y de los
films redisueltos a través de un método espectrofotométrico descrito por Re
et al. (1998). Este método esta basado en comparar la actividad antioxidante
de la sustancia analizada con la de un patréon antioxidante, el trolox (acido 6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico), derivado de la vitamina E
(FIGURA 1 (a)). Con este fin, se utiliza el ABTS (acido 2'2-azino-bis-[3-
etilbenzotiazol-6-sulfonico]) previamente oxidado al radical catiénico ABTS*®",
de coloracién azul. La estructura quimica del ABTS se muestra en la
FIGURA 1 (b).

(@) (b)
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FIGURA 1. Estructura quimica del trolox (a) y del ABTS (b).

Se preparé una disolucion acuosa de ABTS (7 mM) y persulfato potésico
(2.45 mM), que permanecié en oscuridad durante unas 16h, obteniéndose el
radical catiénico coloreado. Se diluyé en etanol hasta una absorbancia inicial
de 0.70 (£0.02) a 734 nm (Ao). Todas las determinaciones se realizaron con
un espectrofotometro Beckman Coulter DU 730, utilizando etanol como
blanco, y a esa misma longitud de onda. Para preparar las muestras de SM y
de films, se mezclaron 0.1g de muestra con 10 ml de agua bidestilada y se
agité durante 16h. Antes de la medicion, se centrifugé a 10,000 rpm durante
10min a 4°C. Las muestras asi preparadas (100ul) se mezclaron con la
dilucién de ABTS®" (900ul) y se registré el valor de la absorbancia a los 6
minutos (Ag). Se realizaron tres repeticiones por determinacién. El porcentaje
de inhibicion de la absorbancia se calcul6 con la ecuacion (16):

% reduccionA = AOATAG .100 (16)

0

Se repitid el procedimiento con diferentes diluciones de trolox como
agente antioxidante (Omg/l hasta 50mg/l), para obtener una recta de
calibrado que relacionara el porcentaje de reduccion de A con la
concentracion de agente antioxidante presente a los 6 minutos. La
capacidad antioxidante del suero de mantequilla y los films en equivalentes
de trolox (TEAC: trolox equivalent antioxidant capacity) se determino
comparando el correspondiente porcentaje de reduccion de la absorbancia
con la curva patron.
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Analisis estadistico
Los resultados obtenidos fueron analizados estadisticamente por medio

de analisis de varianza (ANOVA), utilizando Statgraphics Plus para Windows
5.1 (Manugistics Corp., Rockville, Md.).

RESULTADOS Y DISCUSION
Caracterizacion de las formulaciones formadoras de recubrimiento

TAMANO Y CARGA DE LAS PARTICULAS

La TABLA 1 muestra los resultados obtenidos para los didmetros ds» y
ds 3 en las formulaciones ensayadas.

TABLA 1: Valores de las propiedades (diametros promedio de particulas,
potencial zeta, indice de consistencia, indice de comportamiento al flujo,
viscosidad aparente y pH) de las dispersiones formadoras de film.
(Desviacion estandar de los valores entre paréntesis)

AM1 oo AMo.75:SMo.25  AMg.50:SMoso  AMo.40:SMo.60
dw (um) 543 (0.11)7 362 (0.17°  3.39 (0.13)° _ 3.04 (0.07)°

das (um) 34 (8)? 29 (3)° 27 (3)° 25.2 (1.9)°
£ (mV) -3.0(0.6)> -55(0.9°  -17.1(2.0)° -17 (2)°
K (Pa.s)" 0.0218 0.0113 0.0040 0.0030

' (0.0002) (0.0002)° (0.0002)° (0.0002)?
0 0.8706 0.9090 0.990 1.007 (0.008)°

(0.0009)? (0.0008)° (0.003)°

Nap @ 100s™ 0.0120 0.0074 0.0039 0.0031
(Pa.s) (0.0002)° (0.0002)° (0.0002)° (0.0002)?
pH 6.25 (0.02)Y 6.15(0.02)* 6.22(0.02)°  6.21(0.02)"

La coincidencia de superindices indica la pertenencia a grupos homogéneos sin diferencias
significativas (p>0.05).

El incremento de la proporcion de SM en las formulaciones resulté en un
descenso de los diametros promedio ds, y ds3. El hecho de que la
formulacion AM; oo presente tamafnos de particula medibles con el equipo
utilizado sugiere la formacion de agregados de amilosa, cuya concentracion
en el sistema es inferior a la concentracion critica de gelificacion, lo cual no
impide la asociacién de las cadenas lineales de amilosa a un determinado
nivel. A medida que el almidén va siendo sustituido por suero de mantequilla
en la dispersion, el diametro promedio se reduce, probablemente por el
efecto del descenso de la concentracion efectiva de amilosa y la presencia
de otros componentes que dificultan los procesos de agregacion. A partir de
un 50 % de SM, el tamafio no cambia significativamente y, considerando la
carga neta de las particulas en este caso, deducida de los valores del
potencial zeta (TABLA 1), podrian tratarse de particulas lipidicas cubiertas
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de proteina de suero. Los valores del potencial zeta de la dispersion del
almidén son ligeramente negativos y son el resultado de la adsorcion de
iones del medio sobre las cadenas neutras de almidon. Al incorporar el SM,
las proteinas dan lugar a una carga neta negativa mayor de las particulas
presentes, ya que se encuentran disociados los grupos carboxilo de los
aminoacidos al pH del medio (alrededor de 6), superior al punto isoeléctrico
de las proteinas lacteas (Pelegrine y Gasparetto, 2005).

COMPORTAMIENTO REOLOGICO

Las curvas de flujo obtenidas experimentalmente para las diferentes
dispersiones (FIGURA 2) muestran un comportamiento pseudoplastico para
todas las muestras, con relaciones esfuerzo-gradiente de velocidad

crecientes a medida que aumenta la proporcion de almidon. Estas se
ajustaron con la ley de Ostwald de Waale (ec. 17):

oc=K.y" a7)

Donde: o es el esfuerzo cortante (Pa), K es el indice de consistencia
(Pa.s"), ¥ es el gradiente de velocidad (s*) y n es el indice de
comportamiento al flujo.

2,5 +

1,5

o (Pa)

y(s?)

FIGURA 2. Curvas de flujo tipicas, a 25°C, de todas las formulaciones y
ajuste a la ley de Ostwald de Waale (linea continua). ). AMio (X);
AMo.75:SMo 25 (X); AMo.50:SMo.50 (X);AMo.40:SMo 60 (X)

La TABLA 1 muestra los valores de estos parametros junto al valor de la

viscosidad aparente a 100s™. Puede observarse el comportamiento
pseudoplastico de las formulaciones de almidén AMiq y el incremento
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progresivo del parametro n a medida que aumenta la proporcién de SM en la
mezcla. La formulacion con la mayor proporcion de SM (AMo.40:SMo.60)
presentd caracter newtoniano.

El aumento en la proporcion de SM se reflejo también en un descenso
progresivo de la viscosidad aparente a 100s™. Puesto que todas las
formulaciones tenian el mismo contenido de sélidos, este fendmeno puede
atribuirse al descenso en el peso molecular promedio de los solidos (el
componente con mayor peso molecular del SM es la seroproteina, cuyo
tamafo molecular es inferior al de las cadenas de almidén) y el consecuente
descenso del volumen hidrodinamico de las cadenas poliméricas. La falta de
formacion de los agregados de amilosa mencionados en el punto anterior,
cuando aumenta la proporcién de SM, puede también contribuir a la caida
observada de viscosidad.

Caracterizacion de los films
MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM)

La FIGURA 3 muestra imagenes obtenidas por SEM, de la seccidn
transversal de los films obtenidos.

30um

30pm

AMo 50:SMo 50 AMo 40:SMo 60

FIGURA 3 Micrografias por SEM de la seccion transversal de los films
equilibrados con P,0s5 a 25 °C
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Para los films de almiddn se observa una estructura bastante homogénea
con formaciones lineales en la direccién del flujo del agua durante el secado
del film, que podrian atribuirse a asociaciones cristalinas de amilosa.
Diferentes autores (Gelders et al. 2005; Fam4 et al. 2004) han demostrado la
formacion de formas cristalinas tipo V de la amilosa orientada en forma de
hélice, las cuales se forman complejando lipidos u otras moléculas apolares
que pueden ser endogenos del almidén. La formacion de estos complejos
helicoidales y sus agregados ya aparece reflejada en el tamafio de particulas
de la dispersion inicial.

La incorporacion de SM introduce una mayor heterogeneidad en la
estructura, lo cual es atribuible a la falta de miscibilidad de componentes.
Concretamente, los lipidos incorporados en el SM aparecen como particulas
irregulares (ya que se trata de grasa lactea, solida durante la formacién del
film) finamente dispersas (en muchos casos se observa el hueco que
dejaron las mismas en la criofractura del film), mientras que la matriz
continua presenta una fractura tanto mas irregular cuanto mayor es el
contenido en SM, revelando una distribucion heterogénea de componentes
con zonas de diferente resistencia mecanica a la fractura. Esto puede indicar
la coexistencia de dos fases imbricadas: una rica en almidon y otra en
proteina de suero, resultado de la falta de compatibilidad del almidén y las
seroproteinas, dando lugar a separacion de fases.

MICROSCOPIA DE FUERZA ATOMICA (AFM)

Las FIGURAS 4 a y b presentan (a diferentes ampliaciones) la imagenes
topogréficas de los films obtenidas por AFM de la superficie de los mismos
(modo Phase Imaging), donde pueden apreciarse diferencias atribuibles a
una respuesta mecanica heterogénea en diferentes puntos de la superficie
de cada muestra. En la muestra de almidon pueden observarse, al igual que
en SEM, puntos diferenciados de diferente respuesta mecénica, que serian
atribuibles a las zonas cristalinas de amilosa. En las muestras con SM, las
heterogeneidad superficial aumenta a medida que aumenta la proporcion de
SM, indicando la presencia de fases separadas (una rica en almidon y otra
rica en proteina), cada una de ellas con diferentes propiedades. Puede
observarse una proporcidon creciente de zonas con comportamiento
diferenciado a medida que aumenta la cantidad de suero en el medio, lo que
hace pensar que correspondan a la fraccion rica en proteina.

PROPIEDADES MECANICAS

Las propiedades mecanicas de los films se estudiaron a través de la
cuantificacion de tres parametros: modulo de elasticidad (EM), tensiéon de
fractura (TS) y extensibilidad (%E), cuyos valores se reflejan en la TABLA 2.
Los resultados obtenidos para los films AM; ¢ son del mismo rango que los
publicados por Jimenéz et al. (2012).

La adicién de suero de mantequilla tuvo un efecto muy marcado sobre los
tres parametros mecanicos. A medida que la proporcion de SM aumentd, los
films se volvieron menos rigidos (menor modulo de elasticidad), menos
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resistentes a la fractura y mas extensibles, siendo las diferencias entre
muestras estadisticamente significativas (p<0.05). Este comportamiento
mecanico es coherente con la separacion de fases observada
microscépicamente. La incompatibilidad de ambos materiales hace que la
integridad de la matriz de almidén se vea interrumpida, con la consiguiente
reduccion de su resistencia mecanica. Ademas, la incorporacion de SM lleva
asociada una alta proporcion de lactosa y sales que forman parte de los
sélidos totales del film, sin contribuir a la formacion de red polimérica, lo que
puede contribuir en gran medida a la pérdida de cohesion de la matriz.

AMo 50:SMo 50 AMo.40:SMo 60

FIGURA 4a. Imagenes de la superficie de los films obtenidas por AFM de las
diferentes formulaciones (observaciones de 50x50 pum)

Es remarcable el hecho de que la formulacion con 60 % de SM presentd
valores muy inferiores de resistencia mecanica, aunque fue mucho mas
extensible. Este comportamiento se explica por la alta proporcidon de lactosa
en el film proveniente del SM que actlia como plastificante, asi como por su
elevado contenido en humedad, resultado también de la gran proporcion de
sélidos iénicos y polares de bajo peso molecular, incorporados desde el SM
(lactosa y sales, fundamentalmente) que incrementan la capacidad de
adsorciéon de agua de los films, como se refleja en los valores de humedad
(TABLA 2). La proporcion del 60% de SM parece introducir un contenido en
este tipo de sélidos que es critico para favorecer la captacion de agua de los
films por efecto solvente cuando se equilibran al 53% de HR (Fabra et al.
2010). El efecto plastificante de la mayor cantidad de agua adsorbida, junto
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con el de la lactosa, convierte a estos films en demasiado blandos y poco
resistentes aunque son muy extensibles.

AMo 50:SMo 50 AMo 40:SMo 60

FIGURA 4b. Imagenes de la superficie de los films obtenidas por AFM de las
diferentes formulaciones (observaciones de 5x5 pum)

TABLA 2 Pardmetros mecanicos de los films (EM, TS, %E) equilibrados a
53% de HR, a 25°C, contenido en humedad de los mismos y valores de la
permeabilidad al vapor de agua. (Desviacion estandar de los valores entre

paréntesis)

AM1 oo AMpo.75:SMo.os  AMo.s0:SMo.so  AMo.40: SMo 60

0.049 0.048 0.048 0.049
Espesor (mm) () np3)? (0.003)° (0.006)° (0.005)°
EM (MPa) 1200 (300)° 600 (200° 270 (150)° 11 (2)°
TS (MPa) 30 (6)° 8 (3)° 5 (2)° 0.30 (0.03)?
%E 2.7 (0.6) 1.1 (0.5)% 3(2)° 15 (3)°
X, (b5 8.7 (127 813(0.08°  8.1(087  17.6 (0.7
WVP(g/Pas 15 gy 12,4 (0,5)° 15 (1) 20 (4)°

m)x10’
La coincidencia de superindices indica la pertenencia a grupos homogéneos sin diferencias
significativas (p>0.05).
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PERMEABILIDAD AL VAPOR DE AGUA (WVP)

Los resultados de permeabilidad al vapor de agua a 25°C y un gradiente
de humedad relativa 53-100% se presentan en la TABLA 2, junto con los
valores de espesor correspondientes para los que no se observaron
diferencias significativas. El valor de WVP encontrado para films de almidon
de maiz es comparable con los publicados en otros estudios previos
(Jiménez et a. 2012).

Como puede observarse, la adicion de suero de mantequilla hasta una
proporcion 0.5:0.5 no supuso cambios significativos en las propiedades
barrera al vapor de agua de los films. La presencia de compuestos de
naturaleza lipidica incorporados con el suero de mantequilla (7%), que en
principio podrian suponer un agente favorecedor de las propiedades barrera,
queda mitigado por la menor cohesién estructural de los films, asociada a la
incompatibilidad de materiales, que favorece el transporte de masa a través
de los mismos.

Coherentemente con esta hipotesis, la formulacion con mayor contenido
en SM, que presentd una marcada heterogeneidad estructural, fue la que
presentd un valor de WVP significativamente mayor que el resto. A esto
también contribuye de forma notable el mayor contenido en humedad y su
efecto plastificante, lo cual potencia la movilidad molecular y la difusion de
componentes a través del film.

PROPIEDADES OPTICAS

La TABLA 3 recoge los resultados de las mediciones de color de todas
las formulaciones: luminosidad (L*), pureza de color o croma (Cga*), tono
(hap*) € indice de blancura (WI). La incorporacion de SM a los films de AM
provoco un descenso de la luminosidad de los mismos, que fue significativo
para la formulacién con 60% de SM, un aumento de la saturacion del color
(p<0.05) y un descenso en el tono (p<0.05), lo que evidencia el
amarilleamiento notable de los films. El indice de blancura se vio modificado
coherentemente, y fue reduciéndose a medida que la proporcién de SM
aumento.

TABLA 3. Coordendas color (L: luminosidad, Cab*: croma y hab*: tono) e
indice de blancura (WI) de los diferentes films. (Desviacion estandar de los
valores entre paréntesis)

AM1 oo AMo 75:SMo 25 AMg 50: SMo 50 AMo 40: SMo 60

L* 79.2(1.9°  77.6 (1.3  78.4 (1.1)° 76 (4)2
Cab* 2.9 (0.2)° 7 (2)° 10 (3)° 16 (3)°
hab* 249 (4)° 113 (7)° 102 (5)° 93 (5)°
Wi 79.0 (2.0)° 76.3 (1.8)° 76.0 (1.3)° 70.7 (4.8)°

La coincidencia de superindices indica la pertenencia a grupos homogéneos sin diferencias
significativas (p>0.05).
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La FIGURA 5 muestra la distribucion espectral de la transmitancia interna
(T;)) de los films, como indicador de su nivel de transparencia. Puede
observarse que la transmitancia interna disminuy6 al aumentar el contenido
en SM, principalmente a bajas longitudes de onda, lo que refleja un aumento
en la opacidad de los films. Esto es coherente con la formacién de una
estructura heterogénea y con cambios en el indice de refracciéon a través del
film. A mayor proporcion de fase dispersa (componentes del SM), mayores
cambios en el indice de refraccibn y mayor dispersion de luz, con la
consiguiente pérdida de transparencia.

0,9 -
- —— —
.|:
0,8 -
0,7 -
0,6 T T T T T 1
400 450 500 550 600 650 700
A (nm)

FIGURA 5: Distribucion spectral de la transmitancia interna para cada
formulacion. AM]_.O (—), AM0.75:SM0.25 (—), AM0.50:SM0.50 ( ); AM0.4028M0.60

(=)

Los valores obtenidos para el brillo se muestran en la TABLA 4. Se
consideraron las mediciones a 60°, angulo para el que se cumplian los
requisitos establecidos en la norma, en funcion de la intensidad del brillo en
las muestras.

Para todos los films se obtuvieron valores promedio de brillo
comprendidos entre 10 y 20, por lo que los films de todas las formulaciones
pueden considerarse predominantemente mate. Se encontraron diferencias
significativas entre formulaciones (p<0.05), dado que un aumento en la
proporcion de SM produjo una reduccion del brillo de los films. Esta
reduccion es debida a la heterogeneidad estructural que se refleja también
en la superficie del film dando lugar a una topografia rugosa de su superficie.
La TABLA 4 presenta también los valores de rugosidad superficial obtenidos
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de las imagenes de AFM y que guardan un paralelismo razonable con los
valores de brillo: a mayor rugosidad superficial, menor brillo, tal como han
observado diferentes autores (Villalobos et al. 2005; Fabra et al. 2009). Es
remarcable la elevada rugosidad del film con 60 % de SM, que presenta
también el menor valor de brillo.

TABLA 4: Valores de brillo a 60° parametros de rugosidad (Ra y Rg)
superficial obtenidos de las imdgenes AFM y capacidad antioxidante de los
films. (Desviacion estandar de los valores entre paréntesis)

AM1 oo AMg 75:SMo2s  AMg.s0:SMo 50 AMog .40: SMo 60

Brillo 60° 20 (8)° 14 (4)° 13 (3)° 10 (2)

Ry (nm) 64 (13)* 42 (6)? 62 (21)° 265 (21)°
Ra (nm) 45 (8)° 32 (4)® 45 (15)° 208 (11)°
Eq. Trolox (mg/L) n.d.* 0.05 (0.02)*  0.06 (0.02)*  0.065 (0.012)%
% n.d.* 21 (10)® 28 (9)? 29 5)°

*n.d., no detectado
La coincidencia de superindices indica la pertenencia a grupos homogéneos sin diferencias
significativas (p>0.05).

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Los resultados de la actividad antioxidante de los films (porcentaje de la
reduccion de la absorbancia a 734 nm a los 6 minutos y equivalentes de
trolox) se muestran en la TABLA 4. Los films sin SM no presentaron ninguna
actividad antioxidante. La respuesta obtenida para el SM puro fue
significativamente mayor (p<0.05) que las obtenidas para los films, en
coherencia con la mayor proporcion de compuestos con actividad
antioxidante. La actividad del SM supuso una reduccion de la absorbancia
de 65 (x4)% a los 6 minutos, lo que es equivalente a 0.144 (x0.010) mg
trolox/ I. Las tres formulaciones de films que contenian diferentes
proporciones de SM presentaron actividad antioxidante, que varié entre 21y
29 %, con tendencia a aumentar con el incremento en SM en el film, aunque
las diferencias no fueron estadisticamente significativas (p>0.05). Los
resultados indican que la incorporacion de SM a los films de almidon les
confiere actividad antioxidante lo que aumenta su uso potencial como
recubrimientos/envases por la proteccion frente a la oxidacién de
compuestos sensibles a la oxidacion como grasas insaturadas.

CONCLUSIONES

La incorporacion de suero de mantequilla en films de almidon tuvo un
impacto significativo en las propiedades fisicas de las dispersiones
formadoras de films y de los films obtenidos. En las formulaciones
formadoras de film, el SM dio lugar a una disminucién de los agregados de
almidon, disminuyendo el tamafio promedio de las particulas, a la vez que
incrementd su carga superficial, reduciéndose notablemente la viscosidad de
la dispersion.
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La microestructura de los films reflejo falta de compatibilidad entre el
almidon y los componentes del SM (basicamente la seroproteina) lo que
llevo a la separacion de fases: una rica en almidon y otra en proteina y a la
formacién de una estructura heterogénea. Esto comportd una pérdida de
resistencia mecanica de los films, de transparencia y de brillo, asi como un
amarilleamiento progresivo al aumentar la proporcion de SM. La
permeabilidad al vapor de agua de los films no se modificé significativamente
por la adicion de SM, excepto cuando ésta fue del 60 % cuando también los
films aumentaron mucho su higroscopicidad y capacidad de adsorcion de
agua.

Por otro lado, se comprobd la actividad antioxidante del suero de
mantequilla y de los films que lo contienen, por lo que este producto podria
presentar ventajas en la formulacion de films comestibles en los que su
compatibilidad con el material soporte fuera adecuada.
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