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ANTIOXIDANTES DE PELICULAS DE ALMIDON DE TRIGO Y
QUITOSANO

Emmanuelle Talon Argente, Jeannine Bonilla Lagos, Lorena Atarés Huerta,
Maria Vargas Colas

RESUMEN

Se elaboraron peliculas comestibles de almiddon de trigo nativo (WS) y
quitosano (CH) y se adicionaron diferentes ingredientes activos: aceites
esenciales de albahaca (B) y tomillo (T), &cido citrico (CA), a-tocoferol (TF)
(proporcion respecto al almidén de 1:0,1) y glicerol como plastificante. Se
acondicionaron las peliculas a 5°C-58%HR y 25°C-53%HR. Se
caracterizaron sus propiedades mecénicas, barrera al vapor de agua y al
oxigeno, microestructura, brillo y color. Se determiné también la capacidad
antioxidante de los ingredientes activos aislados y de las peliculas mediante
un método espectrofotométrico. Las peliculas se aplicaron a muestras de
manteca de cerdo para evaluar su actividad antioxidante.

La incorporacion de los aditivos tuvo un efecto significativo en las
propiedades mecanicas de las peliculas. La presencia de aceites esenciales
aument6 la permeabilidad al vapor de agua mientras que el CAy TF la
disminuyeron. Todas las peliculas fueron una barrera efectiva frente a la
oxidacion lipidica. Los fendmenos de desestabilizacion durante la etapa de
secado provocaron irregularidades en la estructura de las peliculas, sobre
todo en las que incorporaron a-tocoferol.

Palabras clave: peliculas comestibles, almidon de trigo, quitosano,
aceites esenciales, tomillo, albahaca, a-tocoferol, acido citrico, ABTS, indice
de peroéxidos.

RESUM

Es van elaborar films comestibles de midé de blat natiu (WS) i quitosano
(CH) y es van addicionar diferents ingredientes actius: olis essencials de
alfabega (B) y timo (T), acid citric (CA), a-tocoferol (TF) (proporcio respecte
al mido de 1:1.1) y glicerol com a plastificant. Es van condicionar els films a
5°C-58%HR i 25 °C-53%HR. Es van caracteritzar les seues propietats
mecaniques, barrera al vapor d’aigua i a 'oxigen, microestructura, brillantor i
color. Es va determinar també la capacitat antioxidant dels ingredients actius
i dels films mitjangcant un métode espectrofotométric. Els films es van aplicar
en mostres de sagi de porc per a evaluar la seua activitat antioxidant.

La incorporaci6 dels distints antioxidants va tindre un efect significatiu en
les propietats mecaniques dels films. La preséncia de olis essencials van



aumentar la permeabilitat al vapor d’aigua mentres que el CA i TF la van
disminuir. Tots els films foren una barrera efectiva a I'oxidacio lipidica. Els
fendbmens de desestabilitzaci6 durant la etapa de secat provocaren
irregularitats en la estructura del films, sobre tot en les que incorporaren a-
tocoferol.

Paraules clau: flms comestibles, mido de blat, quitosano, timg, alfabega,
a-tocoferol, acid citric, ABTS, index de peroxids.

ABSTRACT

Edible films were prepared from native wheat starch (WS) and chitosan
(CH) and a wide range of active ingredients were added: essential oils of
basil (B) and thyme (T), citric acid (CA), alpha-tocopherol (TF) (proportion
with regard to starch of 1:0.1 and glycerol as plasticizer). The films were
conditioned to 5°C-58%RH and 25°C-53%RH. Mechanical properties were
characterized, water and oxygen permeability, microstructure, gloss and
colour. The antioxidant capacity of both the active ingredients and films was
also determined using a spectrophotometric method. The films were applied
on lard samples to evaluate their antioxidant activity.

The incorporation of several antioxidants had a significant effect on the
mechanical properties of the films. The presence of essential oils increased
water permeability whereas the AC and TF decreased it. All films were an
effective barrier against lipid oxidation. Destabilization phenomena during the
drying step caused irregularities in the structure of the films, especially those
which incorporated alpha-tocopherol.

Keywords: edible films, wheat starch, chitosan, thyme, basil, alpha-
tocopherol, citric acid, ABTS, peroxides rate.

INTRODUCCION

Las peliculas o recubrimientos comestibles se definen como finas capas
de material apto para el consumo alimentario, que actian como barrera
frente a diferentes agentes (vapor de agua, oxigeno y aromas) aumentando
asi la vida uatil del producto (Guilbert et al., 1996). Su utilizacion supone una
alternativa prometedora en el campo de la conservacion de alimentos,
posibilitando la disminucion de residuos plasticos. Adicionalmente, estos
recubrimientos ofrecen la posibilidad de incorporar aditivos de interés, tales
como aromas, agentes antimicrobianos o antifUngicos, y antioxidantes
(Baldwin et al., 1996).

Los polimeros biodegradables a base de polisacaridos naturales, en
particular almidén, pueden ser producidos a bajo coste y a gran escala. Los
materiales a base de almidén pueden reducir la utilizacion de recursos no
renovables. Ademas, el almidon nativo es uno de los biopolimeros mas
abundantes en la naturaleza. El granulo de almidon se compone



esencialmente de dos polisacaridos, amilosa y amilopectina, y algunos
componentes menores tales como lipidos y proteinas. Este polimero ha
atraido considerable atencion como un polimero biodegradable termoplastico
(Angellier et al., 2006). Las peliculas preparadas a base de almidén suponen
prometedoras aplicaciones en el envasado de alimentos, debido a su
caracter biodegradable, bajo coste, flexibilidad y transparencia. Sin embargo,
varios autores han sefialado que, a pesar de la facilidad de su preparacion,
estas peliculas presentan algunos inconvenientes, como sus pobres
propiedades mecanicas que hacen necesaria la adicion de compuestos
plastificantes (Parra et al., 2004). Por lo tanto, se pueden obtener films de
caracteristicas mejoradas a partir de sistemas multicomponente donde los
polisacaridos forman una red continua y los lipidos aportan las propiedades
barrera.

El quitosano es un polisacarido cationico que se deriva de la
desacetilacion de la quitina, un componente de los caparazones de
crustaceos. Tiene la capacidad de formacion de una pelicula resistente, en
combinacion con otros materiales como almidon, sin necesidad de adicionar
compuestos plastificantes. Ademas, se ha demostrado que puede ejercer
una cierta actividad antimicrobiana y antioxidante (Dutta et al., 2009; Kumar,
2000). Su aplicacion actualmente esta limitada por su precio relativamente
alto y su elevada permeabilidad al vapor de agua (Butler el al., 1996).

La adiciobn de aceites esenciales (albahaca y tomillo), y de otros
componentes con actividad antioxidante como el tocoferol (antoxidante
liposoluble) y &cido citrico (4cido organico), puede mejorar las propiedades
funcionales de las peliculas comestibles y aumentar sus usos potenciales
para la conservacion de alimentos con elevado contenido graso. La
incorporacion de los ingredientes con capacidad antioxidante pueden
modificar las propiedades barrera al vapor de agua y al oxigeno de los films,
ademas de obtenerse ventajas adicionales como la proteccién frente al
crecimiento microbiano y la oxidacion lipidica (Gutiérrez et al., 2008; Ahn et
al., 2008). En este sentido, se plantea el reto de encontrar formulaciones
apropiadas para retardar la oxidacion de lipidos facilmente oxidables en
productos con alto contenido graso (como pueden ser la manteca de cerdo,
mantequilla, tocino, etc.).

El objetivo del presente trabajo fue estudiar el efecto de la adicion de
diferentes ingredientes con efecto antioxidante - aceites esenciales
(albahaca y tomillo), un antioxidante organico (acido citrico) y un antioxidante
liposoluble (tocoferol)- sobre las propiedades mecénicas, barrera al vapor de
agua y oxigeno, microestructurales y opticas (brillo y color) de films de
almidon de trigo y quitosano. Adicionalmente, se determind el poder
antioxidante de los aditivos y de los films a travées de un método
espectrofotométrico, y la capacidad de proteccién de las peliculas frente a la
oxidacion lipidica de manteca de cerdo.



MATERIALES Y METODOS
Materiales

Para la elaboracion de las peliculas se utilizé: almidén nativo de trigo
(WS) con un porcentaje de amilosa de 21% (Roquette Laisa S.A., Benifaio,
Valencia, Espafa), quitosano de alto peso molecular (CH) (Lote MKBB0585,
Sigma — Aldrich, Madrid, Espafia), aceite esencial de albahaca (B) y de
tomillo (T) (Herbes del Moli, Alcoi, Alicante, Espafa), tocoferol (TF), acido
citrico (CA), (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafa), glicerol, acido acético glacial,
nitrato magnésico (Panreac Quimica S.A., Castellar del Vallés, Barcelona,
Espaiia).

Para la determinacion de la actividad antioxidante de las peliculas se
utiliz6 manteca de cerdo suministrada por un mercado local. Los reactivos
empleados fueron: &cido acético glacial, isooctano, yoduro potasico,
tiosulfato sodico anhidro y &cido clorhidrico (Panreac quimica S.A., Castellar
del Vallés, Barcelona, Espafia).

En el ensayo de la capacidad antioxidante (TEAC) se utilizé trolox (acido
6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico), peroxodisulfato potasico y
ABTS (acido 2'2-azino-bis-[3-etilbenzotiazol-6-sulfonico]), todos
suministrados por Sigma-Aldrich (Madrid, Espafia).

Disefio experimental y preparacion de los films

Se preparé una disolucion de WS al 1% (p/p) en agua destilada. Se
afadio glicerol en una proporcion masica respecto al almidon de 1:0,15. Esta
dispersion se llevo a calentamiento en bafio termostatado a 95 °C durante
40 minutos. Por otro lado, se dispersé CH al 1% (p/p) en una disolucion de
acido acético glacial al 1% (v/p), a 40 °C y 450 rpm, durante un periodo de
24 horas. Se mezclaron las dos disoluciones en una proporcion WS:CH de
4:1 (p/p). Para obtener las formulaciones formadoras de pelicula, se
afiadieron los ingredientes activos en la proporcion respecto al almidon de
1:0,1. Como control se utilizé una formulacion sin antioxidante obteniendo
asi cinco tipos de peliculas comestibles. Las formulaciones se
homogeneizaron con rotor-estator (Yellow Line DL 25 Basic, IKA, Janke y
Kunkel, Alemania) a 13500 rpm durante 4 minutos, y se desgasificé a
temperatura ambiente con una bomba de vacio.

Para obtener las peliculas se utilizaron placas de teflon de 150 mm de
diametro, manteniendo constante la masa de solidos totales (1g). Las
muestras se dejaron secar durante 48 horas a una humedad relativa de 50%
(x 2%) y a una temperatura ambiente de 25 °C. Tras el secado, los films se
despegaron de las placas de teflon y se acondicionaron a 5 °C y 25°C en
desecadores a 58% y 53% de humedad relativa respectivamente, utilizando
disoluciones saturadas de nitrato de magnesio.



Caracterizacion de las peliculas
ESPESOR

El espesor de las peliculas se determind utilizando un micrémetro
electronico digital (modelo Palmer, Comecta, Barcelona) con una precision
de 0,001lmm. Se tomaron valores de manera aleatoria. Estas medidas se
utilizaron para el tratamiento de resultados en los ensayos de propiedades
mecanicas, permeabilidad al vapor de agua (WVP) y permeabilidad al
oxigeno (OP).

PROPIEDADES MECANICAS

Las propiedades mecéanicas de las peliculas se determinaron con una
prensa universal (Stable Micro Systems, TA.XT plus, Haslemere, Inglaterra)
de acuerdo al método estandar ASTM D882 (2001). Para cada formulacién y
a la temperatura de 25°C (53% de HR), se cortaron 8 muestras
rectangulares (25 mm por 100 mm). Antes del ensayo de tension se
determind el espesor de cada film tomando 4 valores en distintos puntos.
Los films se montaron en pinzas para ensayos de tension (modelo A/TG,
Stable Micro System, Haslemere, Inglaterra). La separacion inicial de las
pinzas fue de 50 mm con una velocidad de elongacién de 50 mm-min™.

Las curvas de fuerza frente a distancia obtenidas en el ensayo se
transformaron en curvas de tension (o) frente a deformacion de Henky (en)
con las ecuaciones (1) y (2)

_F@® _F®-(L, +d®)
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Donde: Lo= longitud inicial del film (m); b= base de la muestra rectangular
(m); e= espesor del film (m); d(t)= incremento de la longitud de la muestra a
cada tiempo (m); S(t): area transversal de la muestra (m?); F(t)= fuerza de
tensién en cada tiempo (N).

De las curvas o vs. €4 se obtuvieron los parametros TS (tension de
fractura, en MPa), EM (mddulo de elasticidad o modulo de Young, pendiente
de la zona lineal de la curva, en MPa) y %E (deformacion hasta el punto de
fractura, expresado en porcentaje respecto a Lo).

HUMEDAD Y PERMEABILIDAD AL VAPOR DE AGUA

Tras el equilibrado de los films a humedad relativa constante, las
muestras se almacenaron en desecadores con pentoxido de fésforo hasta
alcanzar masa constante. El ensayo se realiz6 por triplicado. La humedad de
las peliculas se expreso en masa de agua / masa de film seco.



Se estudi6 el efecto de las variables temperatura y formulacion sobre la
WVP para valorar las posibles interacciones entre éstas. Para la
determinacion de la permeabilidad al vapor de agua (WVP) se utilizé una
modificacion del método gravimétrico ASTM E96-95 (McHugh et al., 1993).
Se cortaron tres muestras circulares para cada formulacion de 3,5 cm de
diametro, seleccionando films sin defectos visibles, y para cada muestra se
determind el espesor en 6 puntos aleatorios. Estas muestras se acoplaron
sobre copas de aluminio (3,5 cm diametro, Payne, elcometer SPRL,
Hermelle /s Argenteau, Bélgica) en cuyo interior se habia depositado 5 ml de
agua destilada (HR 100%). La cara del film en contacto con el aire durante el
secado se colocd en cada caso hacia el ambiente (HR del 53% para la
temperatura de 25 °C, y HR del 58% para 5 °C). Para asegurar la
hermeticidad del sistema, se coloco un anillo de caucho y tres mordazas.
Las copas se introdujeron en un soporte con un ventilador, y éstos en
desecadores de vidrio equilibrados con soluciones saturadas de nitrato
magnésico. Los desecadores se almacenaron en una camara Hotcold UL
(JP Selecta, Barcelona, Espafia) y se monitorizé la masa de las copas con
una balanza analitica (ME36S, Sartorius, Alemania) a intervalos de 1,5 horas
durante un periodo de tiempo de 24h.

La pendiente de la representacion de la pérdida de masa frente al tiempo,
se dividioé 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 de gradientes de concentracion establecidos en el
espacio de cabeza de la copa (3)

P_
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VTVA =

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); p2 = presion de vapor corregida en la cara interior del film.

Utilizando la ecuacion (4), WVP se calculd a partir de p, y la presién de
vapor de agua en la cara exterior del film (ps3) y el espesor (e).

WVPZM.Q 4)

(pz _ps)
PERMEABILIDAD AL OXIGENO

Para el estudio de la permeabilidad al oxigeno (OP) se cortaron las
peliculas de forma hexagonal y se midié su espesor en 4 puntos aleatorios.
Las peliculas fueron expuestas a flujos de oxigeno y nitrogeno por medio del
equipo Ox-Tran (Modelo 1/50, Mocon, Minneapolis, EEUU), que se ajusta al



meétodo estandar ASTM D3985-05 (2010). Las pruebas fueron conducidas
en modo continuo a 10°C- 58% HR y 25°C- 53% HR. La OP se calculd
dividiendo la tasa de transferencia de oxigeno (cm*-mm/(m?-atm-dia) por la
diferencia de presion de oxigeno entre los dos lados de la pelicula, y
multiplicando por el espesor promedio de la misma, segun la ecuacion (5).
Se realizaron dos repeticiones por cada formulacion.

TR
= .
Po,

OP (5)

Donde: TR = transferencia de oxigeno (cm*-mm/(m?-atm-dia); Po2
diferencia de presion de oxigeno entre los dos lados de la pelicula y e
espesor promedio.

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

Se obtuvieron imagenes longitudinales y transversales de las peliculas
con un microscopio electrénico de barrido (SEM) (JSM-5410, JEOL, Japon).
Las muestras para observaciones transversales se prepararon por
criofractura mediante inmersion en nitrdgeno liquido. Pequefias porciones de
los films se montaron sobre portas de cobre y se recubrieron con oro. El
voltaje utilizado fue 10kV.

MICROSCOPIA DE FUERZA ATOMICA

Se observo la morfologia superficial de las peliculas, previamente
equilibradas con una disoluciéon saturada de cloruro magnésico (Panreac,
Barcelona, Espafia), mediante un microscopio de fuerza atomica (AFM)
(Nanoscope lll.a, Scanning Probe Microscope, Digital Instruments, Inc.
Santa Béarbara, California). Se cortaron tres muestras cuadradas de 1x1 cm
para cada formulacién, 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 (6)

R,= 1Yz ©)
N J=1

Rugosidad media cuadrética (R,): raiz cuadrada del promedio de las
desviaciones de altura desde un plano medio (Z;) al cuadrado (7)




(7)

ISAD (%): diferencia de &rea relativa entre la superficie real y la superficie
geomeétrica.

PROPIEDADES OPTICAS

Se utilizé un espectrocolorimetro (CM3600d, Minolta, Tokio, Japdn), con
un iluminante D65 y un angulo de observacion de 10°. Las lecturas se
tomaron en 3 puntos aleatorios sobre la superficie expuesta al ambiente
durante el secado en las placas de teflon de cada pelicula, sobre fondo
blanco y negro (estandares). Se determin6 el nivel de
transparencia/opacidad de las muestras a través del parametro de
transmitancia interna (Ti), calculado segun las ecuaciones (8-10) (Hutchings,
1999), donde se tiene en cuenta la reflectancia de la muestra (R) medida
sobre un fondo negro de reflectancia conocida (Rg) la reflectancia de la
muestra sobre un negro ideal (Ro).

1( R, -R+R,
a=—|R+— (8)
2 Ry -R,
b=vaZ-1 9)
Ti :\/(a_Rnegro)z -b? (10)

Los valores de reflectancia infinito (ecuaciéon (11)) fueron utilizados para
determinar las coordenadas CIE Lab (L*, a*, b*) y los parametros cromaticos,
Croma (C*yp) (12) y tono (h*p) (13) que se calcularon aplicando las
siguientes ecuaciones:

R.=a-b (11)

c*, =+/la*® +b*?) (12)
* b*

h,, = arctg o (13)

El brillo se midi6 con un brillémetro (Multi-Gloss 268, Konica Minolta,
Langenhagen, Alemania) a 20°, 60° y 85° de acuerdo con la norma ASTM
D523 (1999) en dos peliculas de cada formulacibn previamente
acondicionadas (25 °C y 53% HR) y tomando 6 medidas en la cara expuesta
al ambiente durante el proceso de secado.



ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Se determiné la capacidad antioxidante 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
patron antioxidante, el trolox (&cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-
carboxilico), derivado de la vitamina E. Con este fin, se utiliza el ABTS (acido
2'2-azino-bis-[3-etilbenzotiazol-6-sulfénico]) previamente oxidado al radical
cationico ABTS®", de coloracién azul. Se prepard una disolucién acuosa de
ABTS 7 mM y peroxodisulfato potasico 2,45 mM, que permanecié en
oscuridad durante unas 16h, obteniéndose el radical cationico coloreado. Se
diluyé en etanol hasta una absorbancia inicial (Ag) de 0,70 (£0,02) a 734nm.
Todas las determinaciones se realizaron con un espectrofotometro
(Beckman Coulter DU 730, England), utilizando etanol como blanco, y a esa
misma longitud de onda.

El ensayo de la capacidad antioxidante de los ingredientes activos se
llevé a cabo diluyéndolos en etanol previamente, de tal modo que la adicion
de cierto volumen (10ul — 100ul) de dilucién sobre 900 o 990ul de dilucion de
ABTS*®" provocara una reduccion de la absorbancia comprendida entre el 15
y el 80% a los 6 minutos. Se registré el valor de A cada minuto obteniéndose
finalmente As. Se realizaron tres repeticiones por determinacion. El
porcentaje de inhibicion de la absorbancia se calculd con la ecuacion (14):

% reduccionA = M~1OO (14)

0

Se repitid el procedimiento con diferentes diluciones de trolox como
agente antioxidante, para obtener una recta de calibrado que relacionara el
porcentaje de reduccion de A con la concentracion de agente antioxidante
presente para 6 minutos. La capacidad antioxidante en equivalentes de
trolox (TEAC: trolox equivalent antioxidant capacity) se determiné
comparando el correspondiente porcentaje de reduccion de la absorbancia
con la curva patron.

Adicionalmente se determiné la capacidad antioxidante de las peliculas
disueltas en una disolucion hidroalcohdlica (50% etanol — 50% agua
destilada). Para ello, se pesaron 0,5 g de cada pelicula y se disolvieron en la
mezcla, durante 12 horas en agitacion, teniendo en cuenta la concentracion
resultante. El ensayo de la actividad antioxidante se completé utilizando el
mismo procedimiento anteriormente descrito.

APLICACION DE LAS PELICULAS SOBRE UN ALIMENTO GRASO

Para evaluar el efecto protector de las peliculas frente a la oxidacion
lipidica, se observé la evoluciéon del indice de peréxidos en manteca de
cerdo almacenada a 25°C y 53%HR. Para ello, se rellenaron capsulas de
vidrio de 15 mm de didmetro interior, con manteca de cerdo y se enrasaron
con una espatula. Por otro lado, se obtuvieron muestras de las diferentes
peliculas de 15 mm de didmetro que se depositaron centrados sobre la



superficie de la manteca dejando expuesta al ambiente la misma cara que se
dejé durante el secado en las placas de teflén, evitando burbujas de aire
entre el film y la grasa. Para garantizar el sellado y hermeticidad del sistema
se sell6 con vaselina. Se realizaron 3 repeticiones para cada pelicula y
tiempo de almacenamiento. Como control se utilizaron capsulas no
recubiertas.

El indice de peroxidos (IP) se determind siguiendo la norma UNE 55-023
y los resultados se expresaron en meq de oxigeno por kg de grasa.

Analisis estadistico

El tratamiento estadistico de los resultados se realiz6 a través de andlisis
de varianza (ANOVA) utilizando Statgraphics Plus para Windows 5.1
(Manugistics Corp., Rockville, Md.). Se utilizé el método LSD (Método de la
Minima Diferencia Significativa) para el analisis de resultados.

RESULTADOS Y DISCUSION
Microestructura

La microestructura de las peliculas se estudié de forma cualitativa, con la
finalidad de ver como se organizan los componentes y observar los efectos
en los cambios de la estructura cuando se le adicionan ingredientes activos.
En la Figura 1 se muestra la microestructura de la superficie expuesta al aire
durante el secado. En la Figura 2 se muestran las micrografias de secciones
transversales de las peliculas.

WS:CH:CA WS.CH:TF

e

FIGURA 1. Micrografias SEM de la superficie de las peliculas (1500x).
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WS:CH:CA

L

FIGURA 2. Micrografias SEM de la seccién transversal de las peliculas
(1500x).

Se observo que la pelicula que no incorpora aditivos (WS:CH) presento
una estructura compacta, ordenada, sin presencia de poros, lo que indica
que el almidon de trigo y el quitosano, tienden a formar una estructura
homogénea, dada la alta compatibilidad entre los dos polimeros (Bonilla et
al., 2012; Atarés et al. 2010). Cuando se incorporaron los ingredientes
activos se observaron cambios estructurales en funcion de la naturaleza del
aditivo. Los aceites esenciales se integraron en diferente grado en la matriz
polimérica. En el caso del aceite esencial de tomillo no se observo
separacion de fases y la pelicula mantuvo una estructura homogénea
observable tanto en la fractura transversal como en la superficie expuesta al
aire. El aceite esencial de albahaca parece que experimenté una cierta
separacion durante el secado, de modo que se detectaron pequefias gotas
atrapadas en la matriz de polimeros. La incorporacion de acido citrico no
parecio afectar la homogeneidad de las peliculas, por lo que se observaron
estructuras sin irregularidades tanto al corte como en superficie. Por el
contrario, la formulaciébn con tocoferol presenté un alto grado de
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heterogeneidad, probablemente debido a una baja compatibilidad con los
polimeros. Asi se observaron gotas en superficie y una notable separacion
de fases en la seccion transversal, debido a fendmenos de floculacion y
coalescencia durante el secado de las peliculas. El aspecto de estas gotas
en las micrografias es concavo o convexo en funcion del efecto de la
criofractura sobre la estructura.

Para cuantificar el efecto de la incorporacion de los ingredientes activos
sobre la topografia superficial de las peliculas, se realizaron observaciones
de las muestras mediante AFM (Figura 3).

WS:CH:CA WS:CH:TF

FIGURA 3. Micrografias de la superficie de los films obtenidas a través de
AFM.
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TABLA 1. Parametros de rugosidad y brillo de las peliculas. Valores
promedio y desviacion estandar entre paréntesis.

Pelicula Rq (nm) Ra (hm) ISAD (%) Brillo (60°)
WS:CH 147 (41)® 113 (38)® 0,8 (0,3)* 51 (16)°
WS:CH:B 109 (35)? 85 (27)° 1,4 (0,2)* 19 (14)*
WS:CH:T 212 (42)° 172 (37)° 1,22 (0,07)® 13 (2)
WS:CH:CA 109 (23)? 86 (18)° 0,89 (0,03)* 31(18)°
WS:CH:TF 486 (125)° 371 (124)° 4 (3)° 13 (3)*
Las letras ** denotan diferencias significativas (p<0,05).

La incorporacion de los diferentes aditivos no tuvo efectos importantes ni
sobre la topografia superficial obtenida mediante AFM ni coherentemente
sobre los correspondientes pardmetros de rugosidad, a excepcion del
tocoferol. En estas peliculas se observo un relieve mucho mas abrupto y un
aumento significativo de todos los parametros de rugosidad.

Propiedades oOpticas

El brillo de las peliculas est4 ligado a la morfologia de su superficie
(Sanchez-Gonzéalez et al. 2010) y, en general, cuanto mas lisa sea la
superficie, mas brillante es el film. Los resultados de brillo a 60° se muestran
en la Tabla 1. Este angulo fue elegido siguiendo las directrices de la norma
ASTM D523 (1999). El brillo disminuy6 significativamente (p<0,05) al afiadir
todos los ingredientes activos. Las diferencias mas notables se observaron
en las peliculas que incorporan aceite esencial de tomillo y las que contienen
tocoferol, que fueron ademas las mas rugosas, coherentemente con los
resultados de AFM y con las imagenes mostradas en la Figura 2.

La Tabla 2 muestra los valores de Iluminosidad, croma y tono
(recalculados para un espesor infinito).

TABLA 2. Luminosidad (L"), Croma (C*a), tono (h'a,) e indice de blancura
(IB) de las peliculas.

Pelicula L* h*s C*a 1B
WS:CH 82 (2)° 96,6 (0,6)° 10,3(0,9)? 79 (2)*
WS:CH:B 88 (3)" 98,2 (0,9) 11 (5) 84 (6)"
WS:CH:T 84,4 (0,4)® 95,2 (0,2)* 12,8 (0,6)® 79,8 (0,6)®
WS:CH:CA 86,9 (0,6)° 97,8 (0,6)° 10,0 (0,4) 83,5 (0,5)°
WS:CH: TF 83,0 (0,4) 89,5 (0,6) 15,7 (0,9)° 76,8 (0,9)

Las letras *° denotan diferencias significativas (p<0,05).
La incorporaciéon de los diferentes aditivos en general no tuvo efectos

muy marcados sobre el color de las peliculas. No obstante, se detectdé una
mayor intensidad del tono amarillento y una mayor pureza significativa de
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color (mayor croma) en las peliculas que incorporan tocoferol.
Coherentemente, el indice de blancura fue menor en las peliculas con
tocoferol que en el resto de formulaciones.

La transmitancia interna de las peliculas a distintas longitudes de onda se
muestra en la Figura 4.

0,90 1

WS:.CH:CA

WS:.CH:T

0,85 +

Ti

WS:CH:TF WS:CH

0,80 1/

0,75 1

0’70 T T T T T T T T T T T T T T T 1

400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700
A (nm)

FIGURA 4. Curva media de transmitancia interna (T;)) para cada
formulacion.

Las peliculas que incorporan ingredientes activos mostraron un espectro
de transmitancia interna similares en cuanto a forma al de las peliculas sin
aditivos, en coherencia con la similitud en el color de todas las
formulaciones. Los valores de transmitancia fueron siembre superiores en
las peliculas con agentes afiadidos. Esto puede deberse a los diferentes
grados de heterogeneidad que imparten los aditivos en la matriz polimérica,
dando lugar a una estructura mas abierta y con cambios en el grado de
transparencia-opacidad.

Propiedades mecénicas

La Figura 5 muestra la curva de esfuerzo de traccion vs deformacion de
Henky tipica de las peliculas.

0 T L

0000 0010 0020 0030 0040 0050
€l

FIGURA 5. Curva tipica de esfuerzo-deformacion de las peliculas.
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Los parametros mecanicos, moédulo de elasticidad (EM), esfuerzo de
rotura (TS) y deformacion de fractura (%E) de todas las formulaciones
estudiadas se muestra en la Tabla 3.

TABLA 3. Parametros mecanicos y espesor de las peliculas. Valores medios
y desviaciones estandar en paréntesis.

Pelicula EM (MPa) TS (MPa) E (%) Espesor (um)
WS:CH 1458 (151) 44 (3)° 4,3 (0,8) 52,7 (1,6)®
WS:CH:B 1712 (46)™ 54 (1)° 4,3 (0,6)™ 57 (5)™
WS:CH:T 1450 (201)? 43 (7)° 3,6 (0,6)° 54,8 (11,4)™
WS:CH:CA 1418 (605)° 34 (12) 3,0 (1,00 52 (8)
WS:CH:TF 1598 (106)° 47 (10)° 4.4 (1,4) 58 (5)°

Las letras *** denotan diferencias significativas (p<0,05).

Las propiedades mecanicas de la formulacion control son similares a las
reportadas por Bonilla et al. (2012). La incorporacién de los aditivos tuvo un
efecto sobre los parametros mecanicos dependiente del ingrediente activo.
El aceite esencial de tomillo no dio lugar a cambios significativos en el
comportamiento mecanico de las muestras. Las peliculas que incorporaban
aceite esencial de albahaca o tocoferol, presentaron un aumento en el
modulo de elasticidad y en la tension de fractura con respecto a los puros
(WS:CH). Por el contrario, la incorporacion de &cido citrico dio lugar a un
descenso de la dureza, rigidez y elongacion de fractura de las peliculas. Esto
es debido a un efecto de entrecruzamiento del 4cido citrico con el almidon,
como ha sido previamente descrito (Reddy y Yang, 2010).

Con respecto al espesor, las peliculas de acido citrico presentaron
valores significativamente menores a las peliculas con tocoferol.

HUMEDAD DE EQUILIBRIO Y PROPIEDADES BARRERA

La humedad de equilibrio de las peliculas almacenadas en diferentes
condiciones de humedad relativa y temperatura se muestra en la Tabla 4,
junto con los resultados de permeabilidad al vapor de agua (WVP) y
permeabilidad al oxigeno (OP) a cada combinacién de temperatura-
gradiente de HR ensayada.
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TABLA 4. Humedad de equilibrio (g agua/g pelicula seca) y WVP
(g-mm-kPa™*-h*.m?) para todos los films y condiciones experimentales.
Permeabilidad al oxigeno (OP, cm®mm™.atm1-.dial). Valores medios y
desviaciones estandar en paréntesis.

53% HR - 25°C 58% HR - 5°C (10°C en OP)

Pelicula
WVPx10™  OPx10%  %H (b.s.) | WvPx10'® OPx10? %H (b.s.)

WS:CH 18 (2)*c! 6,7(0,7)"*  84(05)* |52(05* 38(1,3)>* 11,1 (0,7)*?

WS:CH:B 19,1 (1,4  3,7(1,0** 8,67(0,13*" | 6,5(0,7)"®> 57 (0,4)** 13,11 (0,16)°*

WS:CH:T 18,2 (0,5  3,2(0,2**  8,62(0,16)** | 8,3(0,4)** 8,4 (0,7)"? 11,1 (0,6)*?

WS:CH:C

N 156 (1,0*"  38(0,7)* 8813 |71(02" 52(06)* 9,8 (0,4)*?

WS:CH:T
F

15,6 (1,3)**  3,8(0,7)*"  8,2(0,3*" |6,6(05)>* 89(16)" 10,9 (0,4)"?

Los subindices ®* denotan grupos homogéneos en funcién de la formulacion
(verticalmente) y 12 en funcion de la temperatura (horizontalmente) (p<0,05).

La humedad de equilibrio que presentaron las peliculas fue mayor en los
acondicionados a 58%HR-5°C que a 53%HR-25°C. La incorporacion de
aditivos no tuvo un efecto estadisticamente significativo sobre la humedad
de equilibrio (p>0,05).

El efecto de la incorporacion de los ingredientes activos para WVP como
OP dependié de la temperatura.

Para los valores de WVP, se observa que el factor con mayor impacto fue
la temperatura. En general, un aumento de temperatura provoca una ligera
disminucién de la solubilidad y un aumento en la difusién del vapor de agua
a través del film. Este aumento de la difusividad es debido a un mayor
movimiento de los polimeros y del aumento de los niveles de energia de las
moléculas (Bertuzzi et al. 2007).

A 25°C, la incorporacién de TF o de CA dio lugar una disminucién en la
WVP, mientras que los aceites esenciales no tuvieron un efecto significativo.
A 5°C todos los ingredientes activos dieron lugar a un aumento de los
valores de WVP con respecto a las peliculas WS:CH.

Los resultados de OP a 25°C y 10°C se muestran en la Tabla 3. Para
este parametro el efecto de la temperatura fue menos marcado y solo a 25°C
la adicion de los ingredientes activos supuso una reduccion significativa de la
permeabilidad el oxigeno, no existiendo diferencias entre ingredientes. A
10°C los aditivos no aportaron una mejora en las propiedades barrera al
oxigeno de las peliculas.

16



ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

En la Tabla 5 se recoge la actividad antioxidante de los aceites
esenciales, tocoferol, &cido citrico y de las peliculas, expresada en
equivalentes de trolox (TEAC), definidos como la concentracién de trolox
(mM) cuya actividad antioxidante equivale a la del extracto.

~ TABLA 5. Actividad antioxidante de los ingredientes activos y peliculas.
Indice de peréxidos (IP) de la grasa de cerdo recubierta por las diferentes
peliculas. Valores promedio y desviaciones estandar en paréntesis.

Ingrediente TEAC (mM) Pelicula TEAC (mM) P (grea?lsg)z/kg
CH 10,1 (0,3) WS:CH 32 (7)° 5,8 (0,6)®
11,4 (0,3)° WS:CH:B 34,2 (0,9)° 3,59 (0,09)
T 1,844 (0,012) WS:CH:T 14 (4)® 6,8 (1,9)°
CA 0,88 (0,02) WS:CH:CA 3,29 (0,02) 5,3 (1,5)™
TF 2368 (137)" WS:CH:TF 20,2 (1,1)° 5,6 (1,4)®
Las letras * denotan diferencias significativas (p<0,05).

El quitosano presentd cierta actividad antioxidante, tal y como se ha
descrito previamente en otros estudios (Siripatrawan y Harte, 2010). Los
aceites esenciales de albahaca y tomillo presentaron valores comparables a
los observados por Shan et al.,, (2005). El acido citrico presenté una
capacidad antioxidante similar a la del trolox. El tocoferol manifesté una
capacidad antioxidante significativamente superior a la del resto de aditivos.

En el caso de las peliculas, el aceite esencial de albahaca dio lugar a un
cierto aumento de la capacidad antioxidante de las peliculas redisueltas.
Coherentemente con el TEAC de los componentes puros T y CA, las
correspondientes peliculas exhibieron valores de TEAC relativamente
reducidos. En el caso de las peliculas con TF, el valor final de TEAC podria
deberse a la exposicion al ambiente del aditivo, en coherencia con las
observaciones de la microestructura de estas peliculas.

La Tabla 5 muestra los valores de indice de peréxidos de la grasa de
cerdo recubierta con las diferentes peliculas después de 34 dias de
almacenamiento a 25°C y una humedad relativa de 53%. El IP inicial de las
muestras fue de 2,16 meg O./kg grasa. Como cabria esperar, el IP de las
muestras aumenté después de 34 dias de almacenamiento pero no se
observan diferencias significativas en el nivel de oxidacion por efecto de la
incorporacion de los distintos aditivos. Coherentemente con los resultados
de TEAC, el film con aceite esencial de albahaca ejercié cierto poder
protector.
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CONCLUSIONES

La incorporacion de ingredientes activos en peliculas de WS:CH dio lugar
a cambios microestructurales dependientes de la afinidad de los
componentes. Los aceites esenciales y el acido citrico muestran una
distribucion homogénea mientras que el tocoferol da lugar a separacion de
fases. Las propiedades Opticas de las muestras se vieron afectadas por la
incorporacion de los ingredientes activos. Se observd un aumento en la
transparencia, diferencias en el color (indice de blancura) y un descenso del
brillo. Se detectaron cambios en las propiedades mecanicas de las
muestras, siendo negativos cuando se incorpora acido citrico que da lugar a
peliculas mas fragiles y menos deformables. La adicién de ingredientes
activos dio lugar a una mejora de las propiedades barrera a los gases a
25°C, que no se tradujo en una reduccion del nivel de oxidacion de grasa de
cerdo recubierta con las diferentes peliculas.
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