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RESUMEN

El desarrollo de materiales de envase biodegradables activos es
uno de los retos de la sociedad para resolver los problemas
medioambientales asociados a los residuos plasticos y mejorar la
conservacion de los alimentos, alargando su vida util. La presente
tesis se centra en el desarrollo de films mixtos de almidén
gelatina, con buenas propiedades funcionales, y la imparticion de
caracter bioactivo mediante la incorporacion de aceites esenciales
de corteza de canela, clavo y orégano, con probada actividad
antimicrobiana. Se han caracterizado las propiedades
microestructurales, de barrera al vapor de agua y al oxigeno,
Opticas (brillo y transparencia) y mecéanicas de films de almidén de
yuca o gelatina de origen bovino con 25 % de glicerol, asi como
films mixtos con proporciones 50:50 y 75:25 de almiddn: gelatina.
Estos films se prepararon también incorporando un lipido (mezcla
de mono y di glicéridos de acidos grasos: E471) en proporcion
1:0.15 polimero: lipido. En los films se analiz6 la cristalinidad,
mediante difraccién de rayos X, y las transiciones de fase por
calorimetria diferencial de barrido. Las diferentes propiedades
fueron analizadas a 1 y 5 semanas de almacenamiento de los
films acondicionados a 25°C y 53% de humedad relativa. La
incorporacion de gelatina tuvo un efecto positivo sobre las
propiedades mecénicas del almidén de yuca: los films ganaron
dureza y resistencia a la fractura y con la proporcion 50:50 se
hicieron méas extensibles. Los polimeros de almidon y gelatina no

fueron compatibles y los films presentaron separacion de fases,



mostrando zonas de asociacion tipicas de cadenas helicoidales
de gelatina en una matriz amorfa, cuya temperatura de transicién
vitrea estuvo del orden de la encontrada para el almidén por otros
autores. Todos los films se endurecieron y aumentaron su
resistencia a la fractura a las cinco semanas de almacenamiento,
aungue perdieron extensibilidad, salvo la formulacién con 50 % de
gelatina. El analisis de rayos X revelo la presencia de zonas
cristalinas en los films de gelatina que aumentaron de tamafio
durante el almacenamiento.

La incorporacion del lipido a los films supuso una reduccion de la
permeabilidad al vapor de agua, pero una mayor permeabilidad al
oxigeno, un incremento de la fragilidad, asociada a la presencia
de una fase dispersa del lipido, y un descenso del brillo. También
presentaron evolucion de sus propiedades durante el
almacenamiento. El grado de cristalizacién del lipido en los films
fue muy bajo por el efecto de mezcla en la matriz.

La incorporacién de aceites esenciales a la matriz mixta de
almidén-gelatina 50:50, no introdujo cambios en las propiedades
mecanicas de los films y redujo su permeabilidad al vapor de agua
y al oxigeno y el brillo. Asi mismo, les imparti6 caracter
antimicrobiano contra los hongos Fusarium oxysporum, Yy
Colletotrichum Gloeosporiodes. Los ensayos in vitro revelaron la
inhibicion del crecimiento Fusarium oxysporum, especialmente
con aceite de canela y de Colletotrichum Gloeosporiodes, en
especial con el de clavo. La aplicacion de los films bioactivos,
como recubrimientos, en frutos de papaya inoculados con los dos

hongos no reflejo efecto antifungico, probablemente por el método



de secado utilizado, aunque si que limité la pérdida de humedad
de la fruta durante el almacenamiento de siete dias, sin afectar a

la evolucién de los parametros de calidad.



SUMMARY

The development of biodegradable active packaging materials is
one of the challenges of society in order to solve the
environmental problems associated with plastic waste and
improving food preservation, lengthening its shelf life. This thesis
focuses on the development of melted gelatine-starch films with
good functional properties, providing bioactive characteristics by
adding essential oils from barks of cinnamon, clove and oregano,
with proven antimicrobial activity. Film microstructure, and physical
properties (water vapour and oxygen permeability, optical -gloss
and transparency-, and mechanical properties) of films of cassava
starch or bovine gelatine, with 25 % glycerol, as well as blend films
with starch:gelatin ratios of 50:50 and 75:25, have been
characterized. These films were also prepared incorporating a lipid
(mixture of mono and diglycerides of fatty acids: E-471) in
polymer: lipid ratio 0f1:0.15. In the films, crystallinity was analysed,
using X-ray diffraction, and phase transitions by differential
scanning calorimetry. The different properties were analysed at 1
and 5 weeks of storage of the films conditioned at 25 °C and 53%
of relative humidity. The addition of gelatine had a positive effect
on the mechanical properties of cassava starch films, as they
gained hardness and resistance to fracture and, for the 50:50
ratio, became more extensible. Polymers of starch and gelatine
were not compatible and they presented phase separation,
showing typical association areas of helical gelatine chains in an

amorphous matrix, which glass transition temperature was within



the range of the one found for starch by other authors. All aged
films were harder and more resistant to fracture after five storage
weeks, although, except formulation with 50% gelatine, they
become less extensible. X-ray analysis revealed the presence of
crystalline regions in the gelatine films which increased in size
during this storage period.

The incorporation of the lipid to these films resulted in a reduction
of water vapour permeability, but in an increase in oxygen
permeability and brittleness, associated with the presence of a
dispersed lipid phase, and a decrease of brightness. They also
showed development of their properties during storage. The
crystallization degree of the lipid in the films was very low due to
the more complex composition in the matrix.

Adding essential oils to the blend 50:50 starch-gelatine matrix did
not change the mechanical properties of these films and reduced
their water vapour and oxygen permeability and brightness.
Likewise, it gave them antimicrobial properties against molds like
Fusarium oxysporum, and Colletotrichium gloeosporoides. In vitro
tests showed growth inhibition of Fusarium oxysporum, especially
with cinnamon oil and Colletotrichium gloeosporoides, especially
with clove oil. The application of bioactive films, as coatings, in
papaya fruit inoculated with the two molds reflected no antifungal
effect, probably because of the drying method of the coating.
Nevertheless, it limited moisture loss of the fruit during seven days

storage without affecting the development of quality parameters.



RESUM

El desenvolupament d’envasos biodegradables actius és un dels
reptes de la societat per a resoldre problemes medioambientals
associats als residus plastics i millorar la conservacié dels
aliments, allargant la seua vida Util. La present tesi es centra en el
desenvolupament de films mixtes de midé — gelatina, amb bones
propietats funcionals, i la imparticio de caracter bioactiu mitjancant
la incorporacio d’olis essencials de corfa de canella, clau i orenga,
amb provada activitat antimicrobiana. S’han caracteritzat les
propietats microestructurals, de barrera al vapor d’aigua i a
'oxigen, optiques (lluentor i transparéncia) i mecaniques de films
de midd de iuca o gelatina d’origen bovi amb un 25% de glicerol,
aixi como films mixtes amb proporcions 50:50 i 75:25 de
mido:gelatina. Estos films es prepararen també incorporant un
lipid (barreja de mono i diglicérids d’acids grassos: E-471) en
proporcions 1:0.15 polimer:lipid. Als films es va analitzar la
cristal-linitat, mitjancant la difraccio de rajos X, i les transicions de
fase per calorimetria diferencial de barreig. Les diferents
propietats van ser analitzades a 1 | 5 setmanes
d’emmagatzemament dels films acondicionats a 25°C i 53%
d’humitat relativa. La incorporacié de gelatina va tindre un efecte
positiu sobre les propietats mecaniques del midé de iua: els films
van guanyar duresa i resistencia a la fractura i amb les
proporcions 50:50 es van fer més extensibles. Els polimers de
mido i gelatina no van ser compatibles i els films van presentar

separaci6 de fases, mostrant zones d’associacio tipiques de



cadenes helicoidals de gelatina en una matriu amorfa, la
temperatura de transicio vitria de la qual va ser de l'ordre de la
trobada per a mido per altres autors. Tots els films es van endurir i
augmentaren la seua resistencia a la fractura a les 5 setmanes
d’emmagatzemament, encara que van perdre extensibilitat,
excepte en la formulacié amb 50% de gelatina. L’analisi de rajos X
va revelar la preséncia de zones cristal-lines als films de gelatina
gue van augmentar de tamany al llarg del 'emmagatzemament.
La incorporacio del lipid als films va suposar una reducci6 de la
permeabilitat al vapor d’aigua, perd una major permeabilitat a
l'oxigen, un increment de la fragilitat, associada a la presencia
d’'una fase dispersa del lipid, i un descens de la lluentor. També
presentaren evolucio de les seues propietats al llarg de
'emmagatzemament. El grau de cristal-linitat del lipid en els films
va ser molt baix per I'efecte de la barreja en la matriu.

La incorporaciéo d'olis essencials a la matriu mixta de mido-
gelatina 50:50, no va introduir canvis en les propietats
mecaniques dels films i va reduir la seua permeabilitat al vapor
d’aigua i a l'oxigen i la lluentor. Aixi mateix, els va impartir un
caracter antimicrobia front als fongs Fusarium oxysporum, i
Colletotrichium gloeosporoides. Els assajos in vitro van revelar la
inhibicié en el creixement de Fusarium oxysporum, especialment
en oli de canella i de Colletotrichium gloeosporoides, en especial
en el clau. L’aplicacio dels films bioactius, com a recobriments, en
fruits de papaia inoculats en els dos fongs no va reflexar efecte
antifingic, probablement pel métode de secat del recobriment,

encara que si va limitar la pérdua d’humitat de la fruita al llarg de



'emmagatzemament de set dies, sense afectar a la evoluci6 dels

parametres de qualitat.
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l. INTRODUCCION

Uno de los retos actuales de nuestra sociedad es minimizar el
impacto ambiental de los materiales utilizados, y la reduccién de
residuos cuyo reciclado supone un alto coste. En este sentido, se
hace cada vez mas necesario la utlizacion de materiales
biodegradables en distintos ambitos industriales de produccién,
elaboracion, manipulacion, comercializacion y transporte. En
particular, la conservacion de alimentos implica un alto consumo
de materiales de envase. En los ultimos afos se han realizado un
gran numero de investigaciones orientadas a la formulacion de
films y materiales de envasado biodegradables a partir de
diferentes biopolimeros, casi siempre combinados con otros
componentes de origen natural que modulan sus propiedades. El
mercado tiene una gran demanda de este tipo de productos, no
solo por el volumen de consumo, sino por la diversidad de los
alimentos procesados con diferencias relevantes en cuanto a sus
necesidades de conservacion: composiciones diferentes e
interacciones alimento-envase diversas. La gran carga de
envases no degradables en el medio ambiente y en particular los
derivados del petroleo denominados “plasticos” han incrementado
la contaminacién, con altos costos energéticos para su
recoleccion y eliminacion, lo que hace necesaria la investigacion
en alternativas que disminuya el actual impacto ambiental
(Bastioli, 1998; Demecheli, 2000; Matzinos et al., 2000;
Tharanathan, 2003; Ruiz, 2006; Villada et al., 2007).



En el &mbito de envases para alimentos, el desarrollo de envases
activos con propiedades antimicrobianas y/o antioxidantes
representa un reto importante, ya que permiten alargar la vida util
del producto, mejorando su calidad y seguridad. Esto representa
grandes beneficios para la industria de alimentos y para el
consumidor (Bastiolo, 2001). Entre los biopolimeros utilizados en
la formulacion de materiales de envase biodegradables se
encuentran los polisacaridos y algunas proteinas de fuentes
naturales que estan disponibles en el mercado. De entre los
polisacaridos, los derivados de celulosa, quitosano, y almidones
son los mas representativos en este tipo de aplicaciones. La
proteina de soja, las de origen lacteo y proteina de guisante son
las utilizadas (Cuq et al., 1998; Fama et al., 2003).

El almidon, presente en un gran niumero de vegetales (tubérculos,
legumbres, semillas o cereales) forma parte del consumo
humano, aportando en valor energético del 70 - 80%, de la dieta.
Su concentracion en el material vegetal depende de la variedad,
origen y estado de madurez (Cuq et al., 1998; Thomas y Atwell,
1999). Su alta disponibilidad en el mercado, su bajo coste y
capacidad para formar films plasticos le convierte en un material
interesante para la obtencién de materiales de envase (Villada et
al., 2007). No obstante, los films de almidon poseen una excesiva
fragilidad, alta higroscopicidad y envejecen con el tiempo debido a
fendmenos de retrogradacion (Garcia et al., 2004; Chang et al.,
2006; Zhou et al., 2011). La mezcla de almidén con otros
biopolimeros, plastificantes o nanoparticulas se ha venido

estudiando para mejorar las propiedades de los films de almidén



(Fama et al., 2003; Matsui et al., 2004; Souza et al., 2012). Estas
mezclas dependiendo de las cualidades de los componentes
puede presentar ventajas, en cuanto a las propiedades fisicas:
como las de barrera al vapor de agua y al oxigeno, las
propiedades; mecénicas, 6pticas y de transparencia (Cuq et al.,
1998; Wang et al., 2003; Averous y Boquillon, 2004; Ruiz, 2006;
Villada et al., 2007). No obstante, son necesarios mas estudios
gue permitan poner en el mercado material competitivos en precio
y propiedades para la fabricacion de envases alimentarios
biodegradables y seguros y eliminar las actuales barreras que
hasta el momento limita su uso y aplicacion.

La presente tesis se centra en el desarrollo de films a base de
almidon de yuca y gelatina, con o sin lipidos (esteres de mono y di
glicéridos de acidos grasos) y la caracterizacion de sus
propiedades fisicas y estructurales en aras a identificar las
formulaciones que presentan las propiedades mas adecuadas
como material de envase para alimentos. Por otro lado, la
incorporacion de agentes activos como antioxidantes vy
antimicrobianos se consider6 para las formulaciones almidon-
gelatina mas adecuadas. Como agentes activos se incorporaron
aceites esenciales de orégano, clavo y corteza de canela. Las
formulaciones bioactivas se aplicaron para analizar su actividad

conservante en frutos de papaya.



.. ANTECEDENTES EN FILMS Y RECUBRIMIENTOS
COMESTIBLES BIODEGRADABLES.

[.1.1. Componentes de los films biodegradables

Los films biodegradables, acuifiados con el nombre de
biopolimeros, tienen aplicaciones en la agroindustria de
envasado, y también, en muchos casos se aplican como
recubrimientos comestibles para productos alimentarios®. Estos
biopolimeros pueden ser de origen marino (extractos de algas),
agricola (almidébn o goma de garrotin) y microbiano (goma de
xantan) (Tharanathan 2003; Wang et al., 2003; Ruiz, 2006). Entre
ellos, los almidones presentan la particularidad de exhibir
propiedades termoplasticas después de la gelatinizacion lo que
ofrece gran interés porque pueden ser procesados por las
técnicas de plasticos convencionales implementadas en la
industria (Lawton, 1996).

Sobre los afios 70, se iniciaron las investigaciones sobre
aplicacion de recubrimientos con biopolimeros, definiéndolos
como estructuras complejas con diversidad funcional (Villada et
al., 2007).

!(Films y recubrimientos son términos equivalentes, aunque cominmente se emplea el
termino recubrimiento, cuando se aplica el film sobre una superficie o alimento).



En la actualidad se obtienen films/recubrimientos con diferentes
caracteristicas de dureza, flexibilidad, transparencia, resistentes a
las grasas y aceites, con buena barrera a los gases, y elevada
permeabilidad al vapor de agua, (Kester y Fennema, 1986),
pudiendo modularse sus propiedades fisico-quimicas mediante
mezcla con otros compuestos (Vargas et al., 2008).

La mayor parte de las investigaciones con biopolimeros se han
centrado en el uso de polisacaridos, proteinas y con incorporacion

de algunos lipidos.

POLISACARIDOS

Los polisacaridos se utlizan en diversos campos industriales,
como la industria farmacéutica, la industria quimica, la tecnologia
de alimentos (Cuq et al., 1998; Durango et al., 2009; Jiménez et
al., 2012). En el ambito alimentario se utilizan como estabilizantes
0 agentes impartidores de textura o consistencia por lo que son
ampliamente usados. (Zhao y Whistler, 1994). Ademas su costo
no es elevado y tienen alta biocompatibilidad, (Igbal et al., 2011).
Una de las mas antiguas aplicaciones de recubrimientos data el
siglo Xll, donde los chinos, aplicaban cera a las naranjas y
limones para aumentar su vida atil (Hardenburg, 1967), al limitar
la pérdida de agua durante el almacenamiento. En la actualidad
se aplican, en forma de emulsion con biopolimeros, sobre la
superficie. Una vez seca, queda una fina pelicula sobre el
producto, dandole proteccion, (Gennadios y Weller, 1990;
Krochta et al., 1994; Hernandez-lzquierdo y Krochta, 2008).



Cuando a los biopolimeros se les adiciona agua, forma los
denominados hidrogeles, que son redes tridimensionales
hidréfilas que retienen grandes cantidades de agua, de
consistencia diferente, dependiendo de la temperatura, con
caracter viscoelastico y estructura semicristalina, (Ruiz, 2006).
Actualmente entre los polisacaridos mas estudiados estan los
almidones sin o con gelatinizacion por diferentes procesos
industriales (Benavides, 2002; Srinivasa et al., 2004; Parra et al.,
2004; Blacido et al., 2005). La celulosa, amilosa, quitosano,
carboxilo metil celulosa CMC, hidroxipropil metilcelulosa HPMC,
metil celulosa MC, extractos de algas, pectina y gomas se
encuentran también entre los mas usados, (Baldwin et al., 1995).
Numerosas investigaciones colocan al quitosano, solo o en
combinaciébn con otros compuestos, como uno de los
polisacaridos de mayor aplicacion, ya que da lugar a films
flexibles, duros y transparentes, insolubles al agua, con muy
buenas caracteristicas para ser cobertura de frutas o vegetales,
(Benavides, 2002; Srinivasa et al., 2004; Hagenmaier, 2005).

En otros estudios, buscando el incremento de la resistencia del
film, se combind el quitosano con fibras de bagazo de yuca o con
residuos de papel kraft, dando como resultado films con alta
resistencia, para ser usados como contenedores rigidos para

huevos, frutas y verduras (Matsui et al., 2004).



PROTEINAS

Los films con base de proteina forman buenas coberturas, siendo
una buena barrera al oxigeno y al diéxido de carbono, pero no al
vapor de agua debido a su naturaleza hidréfila (Baldwin et al.,
1995; Ryu et al., 2002; Wang et al., 2003). Los diferentes tipos de
proteinas presentan diversidad en sus caracteristicas finales, en
funcidbn de su peso molecular, carga eléctrica, con formacion
helicoidal u ovillo y la estabilidad térmica (Vargas et al., 2008),
ademas de poseer propiedades emulsificantes intrinsecas
(Leman y Kinsella, 1989; Callegarin et al., 1997).

Una de las proteinas mas utilizadas en los estudios de films y
recubrimientos es la zeina, que es una proteina del maiz, que
ademas de su capacidad para formar films, es utilizada como
suplemento nutricional (Baldwin et al., 1995). Otras proteinas
utilizadas son el gluten, soja, albumina de huevo, colageno,
gelatina, suero de leche y caseinatos (Baldwin et al., 1995; Ryu et
al., 2002; Wang et al., 2003).

Dentro de las proteinas con mayor aplicacion esta la gelatina que
proviene de la hidrolisis del colageno, con buena capacidad
formadora de films comestibles. La gelatina forma films flexibles y
resistentes (Johnson et al., 2001) y, por sus caracteristicas, se
puede combinar con lipidos dando films resistentes y con baja

permeabilidad al vapor de agua.



LIPIDOS

Esta clasificacion incluyen a los aceites, grasas, ceras, mono y di
glicéridos acetilados, triglicéridos, acidos grasos, alcoholes
grasos, lecitinas, esteres de la sacarosa, lacas, barnices y resinas
naturales (Morillon et al.,, 2002). Son los mas usados para
combinarse con otros componentes formadores de films ya que
carecen de capacidad para formar films por si solos. No obstante,
combinados con biopolimeros, dan lugar a films con mejores
propiedades.

Siendo los lipidos buena barrera para la humedad, los
biopolimeros no lo son y, por tanto, su mezcla permite la
modulacién de esta propiedad. Cuando se forman films de
biopolimeros, estos aportan brillo, buena barrera al 02 y al CO2,
pero no son buena barrera al vapor de agua, (Cho y Rhee, 2002;
Tangpasuthadol et al., 2003). La incorporacién de lipidos, permite
incrementar este poder barrera (Donhow y Fannema, 1994;
Guilbert et al., 1996).

Entre las aplicaciones mas antiguas de los recubrimientos en
alimentos esta el uso de las ceras parafinadas y ceras de
candelilla por ser buena barrera a gases y vapor de agua, para
frutas (Debeaufort et al., 2000; Tharanathan, 2003). También las

lacas tienen la misma aplicacion (Gamagae et al., 2004).
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OTROS ORIGENES

Se pueden formar films a partir de biopolimeros obtenidos por
fermentaciones microbianas o biosintesis bacteriana, los cuales
deben de reunir requisitos minimos de transparencia, baja
permeabilidad, flexibilidad, dureza y brillo (Baldwin, 1994;
Debeaufort et al., 1998).

Dentro de esta clasificacion estan los poliésteres termoplasticos
obtenidos a partir de la fermentacion bacteriana de la glucosa,
como el polihidroxibutirato (PHB), que se puede usar solo o
combinado con plasticos o almidones, dando excelentes films, con
aplicaciones en el envasado con atmosferas controladas ya que
acumulan CO, (Tharanathan, 2003). La Pseudomonas
aeruginosa, forma un biopolimero que tiene aplicacion para
cobertura en frutas y verduras (Fernandez et al., 2005). El pullulan
es otro polimero utilizado, que es secretado por el Aureobasidium
pullulans (Lazaridou et al., 2003). Se puede obtener también el
acido polilactico (PLA) por fermentacion bacterianas, asi como los
polihidroxialcanoatos (PHA) por la accion de Pseudomonas
aeruginosa (Tharanathan, 2003; Villada et. al., 2007; Villada et al.,
2008).

COMBINACION DE COMPONENTES. TENDENCIAS
Los films biodegradables obtenidos a partir de proteinas o

polisacaridos, pueden formarse con combinacién de componentes

para obtener matrices con propiedades mejoradas. Cada uno de
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estos compuestos aporta propiedades especificas a los films. En
este sentido la incorporacion de lipidos (ceras, acidos grasos,
esteres, etc.) o combinaciones de estos es una estrategia para
mejorar las propiedades barrera al vapor de agua (Garcia et al.,
2000a; Cao et al., 2007; Fabra et al., 2011; Fabra et al., 2012;
Jiménez et al.,, 2012; Jiménez et al., 2013). En general, las
proteinas y polisacaridos aportan a los films buenas propiedades
mecanicas y barreras a los gases (Arvanitayannis y Psoniadu,
1996) pero pobre barrera al vapor de agua (Guilbert et al., 1996).
Con el proposito de obtener una matriz con caracteristicas y
funciones especificas, se adicionan también otros componentes
como emulsificantes, antioxidantes, conservantes, nutrientes,
vitaminas, inhibidores del crecimiento de microorganismos,
colorantes, saborizantes, fortificadores de alimentos, especias,
etc. (Jhonson et al., 2001; Pranoto et al., 2005; Fama et al., 2007;
Shen et al.,, 2010). La formacién de films activos consiste en
incorporar a las matrices poliméricas compuestos con actividad
especifica: antioxidante o antimicrobiana, lo que permite, a través
de su liberacién controlada una mejor conservacion de los
alimentos, alargando su vida util (Sanchez-Gonzalez et al., 2011;
Perdones et al., 2012; Pastor et al., y 2013).

En la conservacion de los alimentos hay sustancias capaces de
ser usadas como agentes antimicrobianos, de origen natural. De
las plantas se pueden obtener aceites esenciales por diferentes
mecanismos a partir de las hojas, cortezas y flores, que
guimicamente son hidrocarburos, alcoholes, aldehidos, cetonas,

esteres, éteres, y fenoles. (Ponce et al., 2008). Estos compuestos
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pueden ser adicionados a los films biodegradables de diferente
origen, con el objetivo de mejorar la conservacion de los
alimentos. Por ejemplo, inhibiendo la accién de enzimas
peroxidasas y polifenoloxidasa (Quintavalla y Vicini, 2002; Ponce
et al.,, 2008; Emiriglua et al., 2010), en dosis pequeiias (Min y
Krochta, 2005) o de microorganismos (Sanchez-Gonzalez et al.,
2011).

La aplicacion de estos compuestos debe mantener Ilas
caracteristicas sensoriales y nutricionales del alimento (Hemeda y
Klein, 1990; Sebranek, 2004; Ponce et al., 2008). Su
incorporacion en films o recubrimientos provoca cambios en las
caracteristicas finales de los films en cuanto a su permeabilidad,
propiedades mecanicas, opticas y de brillo. (Lopez-Rubio et al.,
2004; Oussalah et al., 2004; GOmez-Estaca et al., 2007). En la
actualidad existen numerosos estudios de aplicacion de aceites
esenciales en films y recubrimientos y estudios de su actividad
antimicrobiana, in vitro e in vivo (Sanchez-Gonzalez et al., 2011).
Como ejemplo, en estudios in vitro con films de gelatina y aceites
esenciales de bergamota y limon sobre las bacterias: Escherichia
coli, Listeria, Staphylococcus y Salmonella, se encontr6 una
mayor inhibicion con el aceite esencial de limén (Peredes et al.,
2011; Mehraj et al., 2012). Como ejemplo de estudios in vivo, a
films de almidon de yuca con gelatina, se adicioné aceites
esenciales de: pimienta roja, miel de propolis, extracto de propolis,
polvo de café, esencia de naranja, canela y de clavo, como
recubrimiento en rebanadas de pan blanco. El analisis final indicé

gue el aceite de canela es el que menos cambios dio en la
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estructura del film y conservo mejor el pan durante 7 dias de
almacenamiento a temperatura ambiente (Kechichian et al.,
2010).

Muchos de los aceites esenciales estan clasificados como
compuestos GRAS (Generally Recognized As Save) por la FDA
(Food and Drug Administration, EEUU) por lo que en su
aplicacion en films pueden estar en contacto con los alimentos
(Persico et al., 2009).

.1.2.  Aplicacion de recubrimientos biodegradables-

comestibles

Los denominados recubrimientos comestibles biodegradables de
biopolimeros naturales, deben retardar la perdida de agua y de
peso de los alimentos, evitar o disminuir el intercambio gaseoso,
mantener la calidad, sin cambios de pH, mantener la firmeza de
la piel y minimizar la tasa de respiracion en frutas y vegetales, que
termina en la fermentacion y podredumbre (Kester y Fennema,
1986; Baldwin et al., 1995; Park, 1999; Jingyun et al., 2011).

Los revestimientos utilizados pueden ser de diferente tipo:
polisacaridos, proteinas, lipidos. Deben ser comestibles, con
buena apariencia estética, buena barrera al oxigeno y al vapor de
agua (Krochta y De Mulder-Johnston, 1997). Una de las
coberturas con caracteristicas bactericidas y fungicidas es el
guitosano, (Quattara et al., 2000; Geraldine et al., 2008), con gran
potencial en la conservacion de fresas y frambuesas (Park et al.,
2005; Vargas et al., 2006), mango en rodajas (Chien et al., 2005),
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citricos (Fones et al., 2005), castafias cortadas (Pen y Jiang,
2003).

En estudios de comparacién de diferentes coberturas
biodegradables, llegaron a la conclusién, de que cada biopolimero
aporta caracteristicas diferente frente al alimento. En estudios
con diferentes frutas y vegetales: arandanos, kiwis, cerezo,
calabaza, pifia, manzanas, patata, apio y fresas, a las que se les
aplicaron diferentes coberturas como: sucroésteres de &acidos
grasos, quitosano soluble en acido, quitosano soluble en agua,
caseinato de calcio y alginato sodico. De este estudio se llegé a la
conclusién de que el quitosano reduce la tasa de decadencia a
temperatura de ambiente, el sucroéster de acido graso redujo la
pérdida de peso y los caseinatos de calcio y alginato soédico
fueron buena barrera al oxigeno, retrasando la maduracién de la
fruta y manteniendo la firmeza. (Park, 1999; Letien et al., 2000;
Yaman y Bayoindirli, 2002; Kaynas et al., 2002; Vachon et al.,
2003; Nimitkeatkai et al., 2006 ; Fisk et al., 2008; Avena- Bustillos
et al., 2011; Jingyun et al., 2011).

.2. ESTUDIOS PREVIOS CON UTILIZACION DE ALMIDON

[.2.1. Estructura y composicion de los almidones

Dentro de los polisacaridos los que mas potencial de uso y

aplicaciones tienen, por su alta disponibilidad y bajo coste son los

almidones. Los films de almidon presentan muy baja
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permeabilidad al oxigeno. (Dole et al., 2004), pero presenta la
desventaja de ser muy hidroéfilicos y de tener pobres propiedades
mecdénicas. Los almidones durante el envejecimiento re-asocian
sus moléculas en estructuras que dependen de las condiciones de
almacenamiento humedad y temperatura (Rindlav et al., 1998),
produciéndose el proceso llamado retrogradacion, que cambia sus
caracteristicas iniciales.

La estructura del almidon consiste en dos polisacaridos
guimicamente distinguibles: la amilosa y la amilopectina. La
amilosa es un polimero lineal de unidades de glucosa unidas por
enlaces a (1-4), en el cual pueden estar presentes algunos
enlaces a (1-6). Esta molécula es soluble en agua, formando
micelas hidratadas por su capacidad para formar puentes de
hidrogeno, generando una conformacion helicoidal (Knutzon y
Grove, 1994). La amilopectina es un polimero ramificado de
unidades de glucosa unidas en un 94-96% por enlaces a (1-4), y
en un 4-6% con uniones a (1-6). Dichas ramificaciones se
localizan aproximadamente cada 15 o 25 unidades de glucosa. La
caracteristica principal de la amilopectina, es que es sélo
parcialmente soluble en agua caliente (Guan y Hanna, 2004;
Hernandez-Medina et al., 2008).

Los granulos de almidon son un sistema polimérico semicristalino,
donde la cristalinidad varia de 15 a 45%, y es atribuida a las
cadenas cortas lineales de la amilopectina, que forman dobles
hélices, organizadas en una estructura cristalina tridimensional
(Zobel, 1988; Eerling y Delcour, 1995). Segun su origen, varia el

tipo cristalinidad de los almidones: tipo A (cereales), tipo B
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(raices) y tipo C (leguminosas) (Myllarinen et al., 2002;
Novamont, 2007).

Las propiedades comercialmente significativas del almidon, tales
como su resistencia mecanica y flexibilidad, dependen de la
resistencia y caracter de la regién cristalina, en funciéon de la
relacion de amilosa y amilopectina, y por lo tanto del origen del
almidén, de la distribucién de pesos moleculares, del grado de
ramificacion y de la conformacion de cada componente de

polimérico (Ruiz, 2006).

[.2.2. Cambios estructurales del almiddn

[.2.2.1. Gelatinizacién y desestructuracion

En la formacion de films de almidon se producen dos fenbmenos
la gelatinizacion y la desestructuracion. La gelatinizacién, se
define como la perdida de la cristalinidad de los granos de
almidon, en presencia de calor y altas cantidades de agua, con
muy poca o0 ninguna despolimerizacion. En el proceso de
gelatinizacion, el orden molecular dentro de los granulos es
destruido gradual e irreversiblemente. Esto hace que Ila
temperatura de gelatinizacion sea caracteristica para cada tipo de
almidon y se relaciona principalmente, con la temperatura de
transicion vitrea de la fraccion amorfa del almidon (Eerlinger y
Delcour, 1995; Hernandez-Medina et al., 2008). Por lo tanto la

gelatinizacion ocurre a diferentes temperaturas para cada tipo de
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almidén, (Tan et al., 2004; Ratnayake y Jackson, 2007; Ronda y
Roos, 2008).

El proceso de gelatinizacion, puede darse también en frio (sin
aplicacion de calor) mediante tratamiento con NaOH (Romero-
Bastida et al., 2005). Estudios estructurales comparativos,
mediante SEM, muestran diferencias en la estructura de los films
obtenidos por el método en frio respecto a los obtenido con la
gelatinizacion térmica. En la gelatinizacion en frio se observa una
estructura agrietada, mientras que en caliente la matriz es
homogénea. Esto se relaciona también con la resistencia
mecanica de los films que es menor en el método de
gelatinizacion en frio, que también da lugar a una menor barrera
al vapor de agua.

Durante la gelatinizacion el agua penetra inicialmente en las
regiones amorfas produciéndose el hinchamiento del granulo y va
asociado a una disminucion de la birrefringencia. Luego el agua
difunde de las cadenas de almidon a la superficie de los cristales
a medida que la temperatura aumenta, provocando la movilidad
térmica de las moléculas y su solvatacién, favorecida por las
fuerzas de hinchamiento. Todo ello provoca una disminucion de la
cristalinidad, por el desenrollado de las dobles hélices, hasta que
la estructura granular es fragmentada casi completamente,
obteniéndose una solucion-gel. (Ruiz, 2006).

Siendo asi, la gelatinizacion de los almidones implica, la
hidratacion, la difusién del disolvente en los granulos de almidén y

la fusion de los cristales de almidén (Donovan, 1979; Jenkins y
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Donald, 1998). En el proceso de gelatinizacion ocurre que el
orden molecular, y por lo tanto la birrefringencia, se pierden y los
granulos pierden su cristalinidad, absorben gran cantidad de
agua, provocando el hinchamiento y un aumento en su volumen.
Se solubilizan algunas moléculas, particularmente la amilosa, que
se difunde al agua vy, si el calentamiento continGa, se rompen los
granulos y se observa una solubilizacién parcial. Todo este
proceso es endotérmico, como lo han demostrado los estudios de
Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) (Biliaderis y Juliano,
1993). La pasta de almidon obtenida después de la gelatinizacion
no es estable, porque en el almacenamiento se producen
transformaciones estructurales que constituyen la Illamada
retrogradacion.

La formacion de films de almidon requiere de la gelatinizacion
previa para la liberacion de los polimeros del granulo y su re-
asociacion para formar la matriz del film. Una vez terminado el
proceso de gelatinizacion el siguiente paso para la formacion de
un film, es la homogenizacién, con equipos como un rotor- estator,
(Jiménez et al., 2012) o viscografo Brabender (Petersson y
Stading, 2005), siendo este paso de mucha importancia sobre
todo si la formulacion contiene otros componentes. (Wongsasulak
et al., 2006).

En la formacion de fiims de almidon se produce Ila
desestructuracion del granulo, que es el proceso de
transformacion del almidon semicristalino, en una matriz
homogénea de polimero con la ruptura de los puentes de

hidrogeno entre las moléculas de almidon y la despolimerizacién
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parcial de las moléculas. La amilopectina se despolimeriza
inicialmente y luego la amilosa con la aplicacion de mayor
energia. (Cuq et al.1997b; Gaudin et al., 1999 ; Ruiz et al., 2006;
Chang et al., 2006). La desestructuracién también puede ocurrir
cuando se aplica calor. El aumento de temperatura incrementa la
solubilidad del almidébn en agua produciéndose una
despolimerizacion significativa alrededor de los 150°C, sin
embargo, solamente por encima de 190°C puede confirmarse el
incremento de la solubilidad. Cuando se aumenta el contenido de
humedad de la mezcla disminuye el grado de desestructuracion
(Ruiz, 2006).

[.2.3. Métodos de obtencidon de los films de almidén

Los films de almidon se pueden obtener por dos métodos, via
hameda y via seca (Romero-Bastidas et al., 2005). En el primero
se ha de preparar una dispersion de almidéon y someterla a
calentamiento para inducir la gelatinizacion. La dispersion
gelatinizada se extiende sobre una superficie nivelada (casting) y
se seca en condiciones controladas de humedad y temperatura.
El almidén gelatinizado tiene propiedades termoplasticas (TPS) y
puede, por tanto, tratarse como otros termoplasticos para la
obtencidén de films por via seca (Pagelle et al., 2002). Cuando se
trata de procesos en seco, se usan materias primas de
propiedades termoplasticas que puedan ser moldeados, por
procesos térmicos 0 mecanicos con la ayuda de plastificantes,

para que los materiales obtenidos no presenten fragilidad a
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temperatura de ambiente (Forsell et al., 1997). Cuando el almidén
se mezcla con otros materiales biodegradables, los films
obtenidos pueden ser compatibles con el medio ambiente, y se les
puede incorporar como abono organico al sistema (Bastiolo, 2001;
Ruiz et al., 2009).

Los TPS, se pueden procesarse con los equipos estandar
utilizados para polimeros sintéticos tales como inyeccion por
moldeo, extrusion por soplado, moldeo por inyeccion, moldeo por
compresion, extrusion de pelicula plana, y radiacion por soplado
(Van Soest et al., 1996b; Zhai et al., 2004), y ultimamente se ha
obtenido por atomizacion electro hidrodinamica EHDA, proceso
que utiliza el almidéon y el plastificante mezclados y los hace
pasan a través de un capilar con aplicaciéon de diferencias de
potencial (Pareta y Edirisinghe, 2006).

Cuando se trata el almidén termoplastico, por procesos de
extrusion, moldeo por presion o moldeo por inyeccion, se utiliza
agua como plastificante en proporcion por debajo del 20%. (Ruiz,
2006; Acosta et al., 2007), siendo necesario romper y fundir la
estructura semicristalina del almidon, para obtener el almidén
termopléastico (Van Soest y Essers, 1997). Los almidones con este
procesado termoplastico presentan mayor al oxigeno y menor
permeabilidad al vapor de agua (Forsell et al., 2002).

Las formulaciones pueden variar de 50 al 90% de almidén y entre
el 50 y el 10% de aditivos plastificantes ademas pueden
modificarse las condiciones mecanicas y térmicas durante el

proceso de la termoplastificacion (Van Soest y Essers, 1997).
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En estudios realizados por diferentes autores (Ma et al., 2005;
Brodos et al., 2007) se han usado fibras de diferentes origenes
hasta en un 30% en los almidones termoplasticos para mejorar la
resistencia mecanica, demostrando que la fibra reduce el
envejecimiento y mejora las propiedades mecanicas y de barrera
de los films.

En la preparacion de films a partir de almidon es crucial la adicion
de plastificantes que faciliten el flujo y aumenten la flexibilidad del
film, aumentando su resistencia a la rotura (Sothornvit y Krochta,
2005; Habitante et al., 2008). Para este fin se utilizan
polialcoholes como el glicerol, sorbitol, manitol, sacarosa, azucar
invertido, propilenglicol y polietilenglicol (Gontard et al., 1993; Mali
at al., 2005). Como se ha comentado, estos plastificantes se
adicionan para disminuir la fragilidad de los films, causada por las
altas fuerzas intermoleculares en la matriz. Con ello, se
incrementa la flexibilidad de los films, debido a su capacidad para
reducir los enlace de hidrogeno internos, entre las cadenas del
polimero, aumentando el volumen molecular. Su incorporacion
afecta a la permeabilidad al vapor de agua y al oxigeno, reduce
los valores del modulo de Young, ademas hace que los films se
han mas estirables y flexibles debido al aumento de la movilidad
de las cadenas del polimero (Banker, 1966; Sothornvit y Krochta,
2001; Mali et al., 2006).

En estudios de comparacion de varios almidones con la adicidn
del glicerol, este observd que las propiedades térmicas,
mecanicas y de barrera en films de almidén de maiz, yuca y

flame cambiaron en presencia de glicerol. La permeabilidad al
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vapor de agua fue mayor y el valor de la temperatura de
transicion vitrea, Tg, disminuy6é (Tharanathan, 2003). Como
contraparte otros estudios no atribuyen sélo al plastificante estos
efectos sino a los procesos de cristalizacion y re-cristalizacion del
almidon (Vanin et al., 2005; Mali et al., 2006). En estudios
posteriores, con almidon de yuca y gelatina de pez, se determiné
gue el glicerol era el mejor plastificante por su alta capacidad para
interactuar con el agua (Hassan y Norziah, 2012).

l.2.4. Propiedades y aplicaciones de films de almidon de

yuca.

Sobre el almidén de yuca, se han realizado diversos estudios
enfocados a la obtenciébn de mezclas con diferentes polimeros,
sintéticos o biodegradables, determinando sus propiedades
fisicas. (Kiatkamjornwong et al., 1999; Kaewtatip y Tanrattanakul,
2008; Salgado et al., 2008). En la tabla 1.1 se recogen algunas de
los estudios sobre films de almidon de yuca con otros
componentes.

Hernandez-Medina et al., 2008, hicieron una evaluacion de las
propiedades fisicoquimicas y funcionales de los almidones de
makal, camote, yuca y sagu, llegando a determinar que el
almidon de yuca presento mayor poder de hinchamiento (Cheng
et al., 1996; Moorthy, 2002), elasticidad y capacidad de absorcién
de agua, siendo muy adecuado para la obtencion de films
(Guisjka et al., 1994; Bello-Pérez, 1995; Novelo y Betancur, 2005).
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En estudios mas recientes, Sanchez et al. (2010) con almidones
de patata, maiz, arroz y yuca nativo y no ceroso, determinaron
gue los geles de almidén de yuca ceroso (sin contenido de
amilosa) no presentaron sinéresis en el almacenamiento de 5
semanas a -20°C., lo cual es una propiedad de gran interés para
su aplicacion en alimentos procesados.

Reolon et al. (2013) observaron que al adicionar acido estearico al
almidon de yuca, utilizando glicerol como plastificante, las
propiedades mecanicas y de permeabilidad, mejoraron con
respecto a las del film control sin acido estearico. Se observo
también una disminucion de la solubilidad y de la permeabilidad
al vapor de agua. La combinacion mas adecuada para la
elaboracidon de films por casting se establecié en 4 g de acido
esteéarico y 24 g de glicerol/100 g de almidon seco, asegurando
asi las mejores propiedades mecanicas y de permeabilidad.

Su et al., 2010 y Souza et al., 2012, encontraron que el glicerol y
diferentes azucares fueron compatibles con el almidén de yuca,
mejorando su flexibilidad y evitando la formacion de fracturas
durante la manipulacién del film, pero disminuyeron mucho su
poder barrera, el cual mejoré con la adicién de nanoparticulas de
arcillas. En su trabajo, proponen la incorporacion de estas
nanoparticulas en procesos de extrusion para favorecer la
completa delaminacién de las particulas, con efecto positivo sobre
las propiedades mecanicas y de barrera del film.

Tongdeesoontom et al. (2011), trabajando con
carboxymetilcelulosa CMC, observaron que al aumentar la

concentracion de la CMC en films de almidon de yuca, aumentaba
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la resistencia a la tension, se reducia la elongacién a la rotura y
disminuia la solubilidad en agua. En el andlisis de la
microestructura por SEM, observaron gran homogeneidad de los
films compuestos por almidon de yuca y CMC para la
concentracion de CMC del 30%. También encontraron diferencias
en las propiedades mecanicas en funcion de la humedad relativa
de equilibrio, obteniendo los mejores resultados para el 34% de
humedad relativa.

Melo et al. (2011) obtuvieron films de almidon de yuca con goma
xanthan y glicerol como plastificante por extrusion y extension,
gue equilibraron a diferentes humedades relativas (32, 65 y 90%).
Observaron que la adicion de la goma xanthan a los films
mejoraba las propiedades mecanicas en los fabricados por
extrusion. Los films fabricados por extrusion fueron opacos,
mientras que por extension  fueron transparentes y mas
homogéneas. En los dos métodos de fabricacion, la adicion de la
goma xanthan, mejoro la permeabilidad al vapor de agua, siendo
mejor por extension. También, observaron que no habia
diferencias significativas en las propiedades mecéanicas en los
ensayos realizados a diferentes humedades relativas.

Fama et al. (2006) obtuvieron films de almidon de yuca con
glicerol como plastificante y sorbato de potasio como
antimicrobiano. Observaron que la cristalinidad disminuyé con la
adicion del sorbato de potasio. Las propiedades mecanicas, se
vieron también afectadas con la adicién del sorbato de potasio,
asi como la humedad de los films gue disminuyé

significativamente. El andlisis de la transicion vitrea reveld 2

25



picos, uno atribuido al almidon con glicerol y el otro con sorbato
de potasio, lo que refleja la separacion de fases asociada a la
diferente interaccion del almidon con cada uno de los
compuestos.

Estudios de films elaborados con almidon de maiz, yuca y fiame,
realizados por Mali et al. (2006), con y sin plastificante, revelaron
gue el valor de la temperatura de transicion vitrea es mayor en las
muestras no plastificadas y disminuye con el almacenamiento. La
cantidad de plastificante y el tiempo de almacenamiento,
afectaron a la transicion vitrea del almidon y a la cristalinidad. En
los films sin plastificar y con 90 dias de almacenamiento,
observaron cambios en los valores de las propiedades mecanicas.
Para la permeabilidad al vapor de agua y propiedades mecéanicas
no se observaron diferencias significativas entre los tres tipos de
almidones plastificados después del almacenamiento.

Parra et al. (2004) observaron que cuando se afiadio polietilen
glicol (PEG) y glutaraldehido (GLU) a films de almidén de yuca
presentaron mejores propiedades mecanicas y menor transmision
de vapor de agua. Los films con glutaraldehido presentaron muy

bajos valores de la permeabilidad al vapor de agua.
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Tabla .1 Resumen de resultados obtenidos para films de almidén de yuca.

Componentes Método de | Acondicionado | Resultado relevante Referencia
adicionales obtencién de los films

Acido estearico (AE) Extension 58% H.R. 25°C. La mezcla con G como plastificante y AE mejora las propiedades de | Reolon et al,
Glicerol (G) 2 dias permeabilidad al vapor de agua. 2013

Sucrosa (SU) Extrusion 75% H.R. 25°C. Adecuada plastificacion del G y azlcares. Las nanoarcillas mejoraron las | Souza et al., 2012
Azlcar invertido (Al) 7 dias propiedades mecanicas y de barrera. Mejores expectativas en films extrusionados.

Nano arcilla (N)

Glicerol (G)

Carboxi metil celulosa | Extension 34% y 54% H.R. | Mejores propiedades mecanica a 34% de humedad relativa. Con el incremento de | Tongdeesoontom
(CMC) 25°C CMC se mejoran las propiedades mecanicas y la solubilidad, dando mejores | etal., 2011
Glicerol (G) resultados con la adicién del 30%.

Goma Xanthan (GX) 1) Extensién 32% - 63% - | Porel método de fabricacion de extrusion los films son opacos y con mejores Melo et al., 2011
Glicerol (G) 2) Extrusién 90% H.R. propiedades mecanicas. Por extension son transparentes, homogéneos y buena

barrera al vapor de agua. No hubo diferencias significativas a diferentes
humedades relativas en las propiedades mecanicas.

Sorbato de potasio | Extension 58% H.R. 25°C. La adiciéon del SP, dio films menor cristalinidad, menos humedad y mejores | Fama et al., 2007
(SP) 2,4, 8 semanas | propiedades mecanicas.

Glicerol (G)

Yuca Extensién 64% H.R. 20°C. La transicién vitrea es mayor en los films sin plastificar y ademas disminuye con el | Mali et al., 2006
Maiz 48 horas y 90 | almacenamiento.

Name dias. En el almacenamiento se observan variacién en las propiedades mecanicas en los

Glicerol (G) films plastificados.

Glutaraldehido (GLU) Extensién 148 horas. Los films con PEG y GLU tienen buenas propiedades mecanicas y menor | Parra et al., 2004
Glicerol (G) 284 horas. transmisién al vapor de agua.

Poli etilen glicol (PEG)

27




.3. ESTUDIOS PREVIOS CON UTILIZACION DE GELATINA

1.3.1. Estructuray composicién de la gelatina

Otro polimero muy utilizado en la industria alimentaria, es la
gelatina que es un biomaterial muy versétil obtenido a partir de
colageno insoluble fibroso presente en huesos, piel, cartilagos y
residuos de animales mamiferos y peces. Se produce en grandes
cantidades y a bajo costo (Ahmad et al., 2012). Tiene capacidad
de formar films solubles en agua caliente (Ramachadran y
Chandrasekharan, 1968; Gennadios et al., 1997; Arvanitoyannis,
2002; Dranca y Vyazovkin, 2009; Hoque et al., 2010).

La gelatina posee una estructura helicoidal formada por 20
aminoacidos, que le confiere propiedades funcionales y de
formacion de films (Cuq et al., 1998). Esta estructura tiene tres
cadenas de polipéptidos enrolladas entre si, formando una hélice
por formacion de enlaces de hidrogeno (Ramachadran vy
Chandrasekharan, 1968; Brodsky y Ramshaw, 1997).

La gelatina es utilizada para la obtencién de films biodegradables,
por su capacidad para formar peliculas sobre los alimentos, ya
gue los protege de la luz y es buena barrera al oxigeno. En la
actualidad tiene una novedosa aplicacion, en el area de
materiales para la ingenieria de tejidos, combinada con nano
particulas inorganicas (Bigi et al., 2004; Rao, 2007; Dranca y
Vyazovkin, 2009).
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Figura I.1. Estructura helicoidal de la gelatina

Sus caracteristicas fisicas dependen de su origen. Las de origen
marino son mas deformables y débiles que las de origen animal,
pero en general, independientemente de su origen, todas tiene
muy buena resistencia a la traccion y barrera a los gases, aromas
y migracion de grasas. No obstante, poseen pobre barrera al
vapor de agua debido a su naturaleza hidrofilica (Prodpran et al.,
2007; Avena-Bustillo et al., 2011).

Una de las mas utilizadas es la gelatina de pescado, siendo los
peces mas utilizados abadejo, bacalao, salmon, tilapia, potas, la
perca del Nilo, atun, tiburon y bagre, que forman films de diferente
calidad a los obtenidos con gelatina de origen porcino o bovino.
(Krochta y De Mulder-Jhonson, 1997; Sobral et al., 2001; Crapo y
Bechtel, 2003; Bigi et al., 2004; Avena-Bustillo et al., 2011).

En varios estudios realizados (Gontard et al.,, 1993; Avena-
Bustillos et al., 2011) se ha observado que las propiedades

mecanicas (moédulo de Young) de los films obtenidos tienen
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valores mas altos con la gelatina de origen bovino y porcino,
seguidos de los de gelatina de peces de agua caliente y de los de
peces de agua fria. En cuanto a la permeabilidad al vapor de
agua y al oxigeno, las gelatinas de pescado de agua fria
presentan mejores propiedades barrera (Lim et al., 1999; Mehyar
y Han, 2004; Chiou et al.,, 2009; Gomez- Estaca et al., 2009;
Avena- Bustillos et al., 2011).

Los films de gelatina se pueden combinar con otros compuestos
para la obtencion de films y obtener matrices con diferentes
funciones como antimicrobianas o antioxidante (Johnston-Banks,
1990; Gomez-Guillen et al., 2009).

[.3.2. Cambios estructurales de la gelatina

La gelatina forma geles que se estabilizan a las 18 horas, cuyas
propiedades dependen de su grado Bloom. Los grados Bloom de
la gelatina tiene relacion directa con el nivel de re-naturalizacion
alcanzado durante la gelificacion, que afecta a las propiedades
mecanicas y se relaciona también con los valores de entalpia de
desnaturalizacion, que aumenta con el aumento del indice Bloom.
(Bigi et al., 2004; Dai et al., 2006). Existe una relacion directa
entre el contenido de triples hélices y el indice de Bloom lo cual se
relaciona con proceso de re-naturalizacion (Ross- Murphy, 1992;
Bigi et al., 2001; Bigi et al., 2004).

El calentamiento de la gelatina provoca la desnaturalizacion y
separacion de las tres hélices, que la configuran al romperse los

enlaces intracadena por puentes de hidrogeno (Dai et al., 2006).
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Al enfriar se produce la gelificacion (Veis, 1964; Ross-Murphy,
1998) siendo este un fendbmeno termorreversible. La formacién
de films de gelatina implica una primera etapa de gelificacion y el
posterior secado del gel. Por tanto, durante la formacion de films
de gelatina se producen cambios del mismo tipo mas la
progresiva agregacion de cadenas a medida que se pierde agua.

Desnaturallzaclén

Ronaturallzaclén

Figura I.2. Reorganizacion de la gelatina

1.3.3. Propiedades y aplicacién de films de gelatina

Las propiedades fisicas de films de gelatina dependen de la
materia prima de donde proceden y de los procesos y condiciones
de obtencion. Dependen también de los parametros del proceso
de obtencion del film: ingredientes de la formulacion, de la adicion
0 no de plastificantes y de la temperatura y tiempo de secado.
Sorbitol y glicerol son los plastificantes mas comunmente

utilizados para la obtencion de films de gelatina. La obtencion y

caracterizacion de films de gelatina ha sido abordada por
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diferentes autores y en la tabla 1.2 se resumen algunos de los
resultados obtenidos.

Los films con glicerol son altamente sensibles a la humectacion,
no muy duros y mas extensibles que los obtenidos con sorbitol.
Otros plastificantes como di etilenglicol, etilenglicol o propilenglicol
son compatibles con la gelatina, pero son menos eficaces para
ajustar las propiedades funcionales del film Vanin et al. (2005).
Los Films de gelatina pueden obtenerse por extension de las
dispersiones formadoras de films y posterior secado y también por
extrusion y moldeo por compresion. Park et al. (2008) encontraron
qgue los films obtenidos por extrusion presentan menores
tensiones de deformacion y mayor extensibilidad y permeabilidad
al vapor de agua.

Wen et al. (2012) observaron que al adicionar aceite de oliva a
films de gelatina, el tamafio de gotas y la distribucion del lipido,
tuvo efecto directo sobre las propiedades mecanicas y de
permeabilidad al vapor de agua. Observaron que el proceso de
secado de los films afecto a la dispersion de las gotas de aceite
en la matriz lo qué influy6 en las propiedades de barrera al vapor
de agua.

Andreuccetti et al. (2012) obtuvieron films por extrusion, soplado
y extension, con la adicion de extracto de yuca Schidigera,
observaron que, por extrusion, se obtenian mejores propiedades
de mecénicas. Por el método de soplado, se obtuvieron los
mejores resultados para la permeabilidad al vapor de agua. En el

espectro de infrarrojos no se detectd ninguna variacién al
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adicionar el extracto de yuca para los diferentes métodos de
obtencion.

La incorporacion de quitosano a films de gelatina de origen bovino
y de pescado dio lugar a una mayor resistencia mecanica,
especialmente con la de pescado (Gomez-Estaca et al., 2011).
Con los films de gelatina de bovino, se obtuvo una mejor barrera
al vapor de agua. La adicion de quitosano a films gelatina ambos
origenes mejoro las propiedades fisicas. La de origen marino
potenciaron el efecto antimicrobiano del quitosano frente al
Staphylococcus aureus.

Kanokrat et al. (2010) incorporaron &cido oleico y acido esteérico
a una matriz de gelatina de tiburon azul. En los films se observo
gue con la adicibn de acido oleico, se obtuvo mejor efecto
plastificante, pero pérdida de transparencia y peores propiedades
mecanicas. Los films con &cido estearico fueron mas
transparentes y con mejores propiedades de barrera al vapor de
agua.

Bertan et al. (2005) también incorporaron acidos grasos estearico
y oleico junto a exudado de un arbol brasilefio (elemi) a la matriz
de gelatina, observando que los films mejoraron las propiedades
de barrera al vapor de agua, pero perdieron resistencia mecanica
y se hicieron mas opacos. Esto se atribuyé a la falta de
compatibilidad del lipido y los acidos grasos con la matriz. Esto se
relacion6 con lo observacion de dos transiciones vitreas, lo que
refleja la separacion de fases en la matriz.

Kwang et al. (2004) estudiaron el efecto de la adicién de gelano a

films de gelatina, observando que los films mejoraron en las
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propiedades mecanicas con el aumento de la proporcion de
gelatina en la matriz. Las propiedades mecanicas de los films
fueron dependientes de la relacion gelano-gelatina vy
concentracion de NaCl. La resistencia a la traccién disminuyo6 a
medida que se aumentd la relacion gelano-gelatina a la vez que
aumentd la elongacion hasta fractura.

En trabajos de investigacion sobre mezclas de gelatina con
guitosano se determinG que la combinacion con gelatina,
mejoraban las caracteristicas de permeabilidad al vapor de agua
y las propiedades mecéanicas. Algo que también se observo
cuando se combina con gelano, donde se incrementé el valor del
modulo de Young (Kwang et al., 2004).

Se compararon gelatinas de origen bovino y de origen marino en
cuanto a su interaccion con quitosano, observandose una mejor
interaccion para la gelatina de origen marino, dando geles con
mayor resistencia (Gomez-Estaca et al., 2011). Las interacciones
entre la gelatina y el quitosano se deben a uniones electrostaticas,
a los puentes de hidrogeno vy la formacion de las estructuras de
triple hélice del colageno, que mejora las caracteristicas finales de
los films (Ledward, 1986; Taravel y Domard, 1995).

En el andlisis microestructural por SEM de films de gelatina
permitid observar estructuras homogéneas en films mixtos de
gelatina-aceite, aunque también se han observado irregularidades
y superficies rugosas debido a coalescencia y cremado de las
gotas de aceite durante el secado del film (Atares et al., 2010;
Ghasemlou et al., 2011).
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Tabla l.2. Resumen de resultados obtenidos en estudios con films de gelatina.

Tipo de gelatina Otros Método de | Acondicionado Resultados relevantes Referencia
componentes obtencién delos films
Bovino 150 Bloom | Aceite de oliva (A) Extensién 50% H.R. El tamafio de gota y distribucion del A y condiciones de secado tiene | Wen et al., 2012
tipo B Glicerol (G) 25°C. influencia directa sobre las propiedades mecanicas y de permeabilidad al
48 horas. vapor de agua.
Cerdo 250 Bloom | Extracto de yucca | Extrusiéon 60 % H.R. Por el método de extrusion se obtienen mejores propiedades mecanicas. | Andreuccetti et
tipo A Schidigera (YS) Soplado Por el método de soplado mejores propiedades de barrera al vapor de | al., 2012
Glicerol (G) agua.
Bovino Bloom | Quitosano (Q) Extensién 58% H.R. Los films con gelatina de origen marino tienen mejores propiedades | Gémez-Estaca
200/220 tipo A Glicerol (G) 22°C. mecanicas. Los films con gelatina bovina son mejor barrera al vapor de | etal., 2011
Atan Sorbitol (S) 3 dias agua. El Q y la gelatina de origen marino tienen mejores propiedades
antimicrobianas.
Tiburén azul Ac. Oleico (AO) Extensién 50 % H.R. Los films con AO, presentan una pérdida de transparencia. Kanokrat et al.,
Ac. Esteérico (AE) 25°C. Los films con AE, tiene mejor propiedad de barrera al vapor de agua, mas 2010
Glicerol (G) 24 horas trasparentes, pero peores propiedades mecanicas.
Sucrosa (Su)
Bovino tipo A | Aceite Elemi (EL) Extensién 50-60% H.R. | La adicion de acidos grasos y el lipido, dio lugar a films con buena barrera | Bertan et al,,
Bloom 244 Palmitico (PA) 25°C. al vapor de agua, menor resistencia mecanica, mayor opacidad y la | 2005
Esteérico (ES) 48 horas aparicién de dos transiciones vitreas.
Tricetina (Tr)
Cerdo Glicerol (G) Extensién 58% H.R. Los diferentes plastificantes presentaron buena compatibilidad con la | Vanin et al.,
Propilen glicol (PPG) 25°C. matriz de gelatina 2005
Di metil glicol (Di En cuanto a propiedades funcionales el glicerol dio los mejores films.
DTG)
Etilen glicol (ETG
Porcino 300 Bloom | Gelano (GL) Extensién 50% H.R. La resistencia mecanica de los films disminuyé con el aumento de la | Kwang et al,
tipo A 25°C. 2 dias proporcién de GL. 2004
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l.4. FILMS MIXTOS ALMIDON — GELATINA

La mezcla almidon-gelatina en matrices mixtas puede constituir
una mejora de las propiedades mecéanicas de los almidones. Con
la adicién de gelatina a films de polisacaridos, diferentes autores
(Pérez-Gago y Khochta, 2001; Lee et al., 2004; Pranoto et al.,
2007; Hassan and Norziah, 2012) han observado que hay un nivel
de interaccion optimo entre los polisacéaridos y la gelatina, donde
la gelatina es la fase dominante en el sistema, concluyendo que
el 2% corresponde a la interaccion entre polisacarido y gelatina.
Los polisacaridos formar redes mixtas con las moléculas de
gelatina en base a que la gelatina es cationica y muchos de los
polisacaridos son anionicos (Fonkwe Narsimhan y Cha, 2003).

En cuanto a las propiedades mecanicas, el incremento del indice
de Bloom en la gelatina, esta asociado a mayores valores del
modulo de Young, extensibilidad y tension a la fractura y en
definitiva a films mas rigidos. (Bigi et al., 2004). La gelatina
combinada con almidones como el sagu, dio lugar a un
incremento significativo en la resistencia a la traccion (TS), con
una sola transicion vitrea, lo que indica que hay compatibilidad
entre la proteina y el almidén en la matriz de los films (Hassan y
Norziah, 2012).

La baja barrera al vapor de agua es el principal problema de los
films de almidén y gelatina. En el caso de los almidones, este
problema se agrava por el avance de la retrogradacién durante su
almacenamiento. En este sentido, la incorporacién de lipidos a la

matriz mixta de almidon gelatina es una estrategia que puede
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redundar en una mejora de la permeabilidad al vapor de agua. En
el caso de films de almiddn, se han utilizado diferentes aditivos,
entre ellos lipidos, para intentar paliar el problema de la
retrogradacion. Asi, la incorporaciéon de estos a las matrices,
mejora la barrera al vapor de agua, ya que aumenta la
hidrofobicidad de la matriz, aunque los films se hacen muy fragiles
por la formacién de complejos amilosa lipido con formas de
cristalizacion tipo V (Garcia et al., 2000a; Jiménez et al., 2012). La
incorporacion de lipidos supone también un aumento en la
opacidad de los films en la mayoria de los casos (Bertan et al.,
2005).

En diferentes estudios, se han relacionado las mejoras de la
barrera al vapor de agua con la incorporacion de mezclas de
lipidos a matrices de polimeros, (Koelsch y Labuza, 1992; Yang y
Paulson, 2000). También esta demostrado que en diferentes
polisacaridos y proteinas, la adicion de acidos grasos saturados,
en comparacion con los acidos grasos insaturados, es mas
efectiva en la reduccion de la permeabilidad al vapor de agua.
Esto se ha observado en matrices de almidén (Jiménez et al.,
2012), de caseinatos (Fabra et al, 2010a) y de
hidroxipropilmetilcelulosa (Jiménez et al., 2010).

La incorporacion de aceite de oliva extra virgen a matrices de
gelatina y almidén, condujo a un aumento en el modulo de
elasticidad y a la interconectividad microestructural de la fase
oleosa dispersa (Parra et al., 2004; Wen et al., 2012). Como se
demostré en estudios realizados en gelatina de bovino y aceite de

oliva, la barrera al agua y la resistencia a la traccion mejoraron
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con la adicion del lipido, obteniendo una buena barrera a la luz
ultravioleta y potenciando el caracter hidréfobo de la gelatina
(Wen Ma et al., 2012).

Se han estudiado las propiedades fisicas y mecéanicas de films
mixtos de almidén de sagu y gelatina de pescado utilizando
glicerol y sorbitol como plastificantes (Hassan y Norziah, 2012).
Los films con proporciones almidén-gelatina 3:1, 4:1 y 51 y
glicerol presentaron buena flexibilidad, pero no con mayor
proporcion de gelatina (proporcion 2:1). Las diferentes
proporciones almidén gelatina afectaron a las propiedades
mecanicas y de barrera. La microestructura de los films con
glicerol fue mas homogénea que con sorbitol, aunque en ambos
casos se aprecian falta de miscibilidad total entre los polimeros. A
menor proporcion de proteina la estructura del film es mas
homogénea con ambos plastificantes. Por otro lado, el analisis por
DSC revel6 una unica transicion vitrea en todos los casos, del
orden de 60°C para los films con glicerol y 50°C para los films con
sorbitol. La incorporacion de gelatina a los films provocé una
reduccion del orden de 30°C en los valores de la Tg del almidon
sin plastificantes, independientemente de la proporcion. Estos
resultados sugieren la compatibilidad parcial de los polimeros,
donde pareciera que la proteina se mezcla bien con el almidén
hasta una determinada proporcién, aunque a mayor proporcion se
separa en otra fase rica en gelatina.

Veiga-Santos et al. (2007) han estudiado el efecto plastificante de
sacarosa y azucar invertido en films mixtos de almidon de yuca.

Ambos resultaron efectivos en el incremento de la extensibilidad
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de los films, pero incrementaron su capacidad de adsorcién de
agua. La mezcla con gelatina no afecté a las propiedades
mecénicas de los films de almidén con sacarosa y azUcar
invertido.

De los estudios realizados, no se tienen indicios claros acerca de
las ventajas o no de la mezclas almidon-gelatina para la obtencion
de films. No obstante, estos son escasos y abordan aspectos
puntuales que no permiten obtener una clara panoramica acerca
de las posibilidades de las mezclas de estos polimeros, de alta
disponibilidad y bajo coste, lo que aconseja profundizar en el

estudio de las mismas.

I.5. FILMS DE BIOPOLIMEROS COMO VEHICULO DE
ANTIMICROBIANOS.

La incorporacion de compuestos con actividad antimicrobiana en
la formulacion de films poliméricos es una de las estrategias para
la obtencion de materiales de envase activo. Estos compuestos
pueden liberarse a la superficie contaminada de forma controlada,
permitiendo asi la extension de la vida util del producto recubierto.
La adicibn de agentes antimicrobianos, como los sorbatos y
benzoatos, los mismos que se agregan como aditivos para inhibir
el crecimiento de microorganismos ha sido estudiada (Fama et al.,
2003).

Los aceites esenciales de plantas tienen la particularidad de
presentar propiedades antimicrobianas y antioxidantes y se han

realizado numerosos estudios para su incorporacién en la
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formulacion de films para envasado de alimentos. Son ademas
productos GRAS (segun la FDA) lo que les convierte en productos
seguros para su uso alimentario. En cuanto al poder
antimicrobiano de los aceites esenciales provocan una mayor de
inhibicién del crecimiento en las bacterias Gram positivas (S.
Aureus y B. Cereus) que en las Gram-negativas (S. Enteritidis y E.
Coli). Esto atribuye a la presencia de una pared celular que evita
la difusion de compuestos hidréfobos en las bacterias Gram-
Negativas (Pelissari et al., 2009).

Estudios realizados en almidon de yuca con aceite esencial de
canela, demostraron accion antimicrobiana, frente a P. Comuna y
Eurotium Amstelodami, que son mohos causantes del deterioro
del pan (Souza et al., 2013). Para el control de los conidios de los
mohos Colletotrichum Gloeosporiodes vy el Colletotrichum Musae
de las frutas banano y guayaba, se ensayaron varios aceites
esenciales: el Thymus vulgaris, Cymbopogon martinii, Eugenia
caryophyllata, Cinnamomum sp. y el Cymbopogon citratos,
determinando que estos aceites esenciales causan dafio en la
estructura celular de los conidios de los mohos evitando que estos
germinen (Rozwalka et al., 2010).

Trabajos de Barrera y Garcia. (2008) con diferentes aceites
esenciales aplicados sobre Fusarium sp., aislado en papaya,
mostraron la inhibicion del crecimiento del micelio, siendo mayor
el efecto con aceite esencial de Thymus vulgaris (tomillo). Con los
aceites de Cinnamomum zeylanicum (canela), Syzygium
aromaticum (clavo) y Teloxys ambrosioide (epazote) se observo

un efecto inhibidor muy dependiente de la concentracion.
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En la actualidad la tendencia es desarrollar mecanismos de
control para evitar el deterioro de los alimentos, asegurando una
mayor la calidad y vida util de los mismos. Las pérdidas de
alimentos en el campo y postcosecha son elevadas y uno de los
mecanismos para minimizarlas es la aplicacién de recubrimientos
comestibles funcionales que detengan el crecimiento de
microorganismos como mohos, bacterias y virus (Campos et al.,
2011). Los recubrimientos comestibles no pueden sustituir hoy en
dia a los materiales de embalaje, pero contribuyen al desarrollo de
envases activos sin impacto al medio ambiente (Chang et al.,
2000; Rojas-Grau et al., 2007).

Las frutas y vegetales son atacadas segun la variedad, zona de
cultivo y estado de madurez por diferentes microorganismos, por
lo que los métodos para control de la podredumbre va desde
cambios en el cultivo, hasta procesos industrializados como el uso
de atmosferas controladas. Otra de las tendencias del mercado es
la aplicacion de recubrimientos activos biodegradables como son
los obtenidos a partir de los biopolimeros y los aceites esenciales
(Fama et al., 2003; Durango et al., 2009).

En las tablas 1.3 y 1.4 se resumen algunos ejemplos de la
aplicacion de biopolimeros con aceites esenciales para el control
del crecimiento de microorganismos especificos en ensayos in

vitro y en diferentes frutas.
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Polisacarido

Aceite Esencial

Microorganismo

Referencia

Quitosano Acido Oleico Aspergillus Niger Perdones et al.,
Canela hoja Botrytis cinérea 2014
Rhizopus stolonifer
Gelatina Canela Penicullium comuna Souza et al., 2013
Eurotium amstelodami
Gelatina de pez Bergamota Escherichia Coli Mehraj et al., 2012
Limén Listeria Monocytogenes
Staphylococcus aureus
Salmonella typhimarium
Hidroxipropilmetilcelulosa Bergamota Listeria monocytogenes Sanchez-Gonzalez
Quitosano Limén Escherichia coli etal, 2011
Té verde Staphylococcus aureus
Almidén de amaranto, | Orégano Aspergillus Niger Avila-Sosa et al.,
Quitosano, Almidén de Penicillum spp 2010
maiz

Puré de manzana

1) Canela, pimienta de
Jamaica, clavo de olor.
2) Canela, germén de

1) Escherichia coli
Salmonella entérica
Listeria monocytogenes

Rojas-Grau et al.,
2007

trébol, pimienta  de | 2) L. monocytogenes
Jamaica S. entérica
Quitosano Arbol de té Listeria monocytogenes Sanchez-Gonzélez

Penicillum italicum

et al., 2010

Tabla I.3. Films con incorporacién de aceites esenciales para estudios microbiolégicos in vitro.

(Continua)
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Polisacéarido

Aceite Esencial

Microorganismo

Referencia

Gelatina-quitosano 6:2

Clavo, hinojo, cipreses,
lavanda, tomillo, pino,
hierba de la cruz, romero

Pseudomonas fluorescens
Shewanella putrefaciens
Photobacterium phophoreum
Listeria innocua

Escherichia coli
Lactobacillus acidophilus

Gobémez-Estaca et
al., 2010

Quitosano

Canela

Escherichia coli

Listeria monocytogenes
Lactobacillus platarum
Lactobacillus sakie
Pseudomonas fluorescens

Seyed Mahdi et al.,
2010

Almidoén de yuca
Quitosano (0,82:0,05)

Orégano

Bacillus cereus
Escherichia coli
Salmonella enteritidis
Staphylococcus aureus

Pelissari et al 2009

Quitosano-
Carboxi metil-celulosa-
Caseina (0,2:0,75:5)

Oliva, romero, cebolla
Pimienta, ardndano, ajo,
Orégano y orégano con
carvacrol 5%

Listeria monocytogenes

Ponce et al., 2008

Puré de manzana

1) Orégano, carvacrol
2)Canela ,limoén, citral,
cinnamaldehido

Escherichia coli

Rojas —Grau at al.,
2007

Tabla I.3. Films con incorporacién de aceites esenciales para estudios microbiolégicos in vitro.
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Tabla I.4. Aplicaciones de films con aceites esenciales para el control microbiano en la

conservacion de diferentes frutos.

Polisacarido Aceite Esencial Microorganismo Frutos Referencia
Quitosano Bergamota Penicillum italicum Naranjas Chafer et al., 2012
Tomillo
Aceite de arbol de té verde
Quitosano Limén Botrytis cinérea Fresas Perdones et al.,

2012

Goma arabiga

Limén
Canela

Colletotrichum
Gloeosporiodes
Colletotrichum Musae

Papaya y banano

Magbool et al.,
2011

Hidroxipropilmetil-
celulosa

Extracto de propolis

Bacterias mesofitas
aéreos
Levaduras y mohos

Uvas de mesa

Pastor et al., 2011

Rhizopus stonifer

Hidroxipropil metil- | Bergamota Bacterias mesofitas | Uvas de mesa Sanchez-
celulosa aéreos Gonzélez et al.,
Quitosano Levaduras y mohos 2011
Aloe vera Tomillo Penicillum digitatum Nectarina Navarro et al.,
Botrytis cinerea 2011
Rhizopus stonifer
Goma de | Tomillo Colletrotrichum Papaya Bosquez-Molina
Mezquite Limén mexicano gloeosporoides etal., 2010
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1.5.1. Influencia de la incorporacion de aceites esenciales en las
propiedades de los films biodegradables

Las matrices de biopolimeros son utilizadas como vehiculo para la
adicion de aceites esenciales, con la finalidad de obtener un efecto
antimicrobiano. No obstante, su incorporacion conlleva cambios en la
estructura de los films, con alteracion en sus propiedades fisicas,
dependiendo de la naturaleza del aceite esencial, la cantidad
adicionada o las condiciones de secado. El proceso de secado de los
films tiene influencia directa en la organizacion de los componentes
de la matriz y, en el caso de films con lipidos, ocurren fenébmenos de
floculacion y coalescencia, que afectan en gran medida en las
caracteristicas finales de los films (Campos et al., 2011). En el caso
de lipidos volatiles como los aceites esenciales, una parte del aceite
se vaporiza durante el secado del film, lo que implica una menor
efectividad (Sanchez-Gonzalez et al., 2011).

La incorporacion de acido laurico, acido tanico o aceite esencial de
orégano en films de quitosano y almidon de yuca supuso una
reduccion de la transmisiéon de oxigeno, de la resistencia a la traccion
y de la elongacion de rotura, una mayor flexibilidad y una disminucién
a la permeabilidad al vapor de agua. (Zhai et al., 2004; Pelissari et
al., 2009; Pyla et al., 2010; Zhai et al., 2010; Zhong y Li, 2011).

Los films de quitosano, almidén de yuca y puré de manzana, con

aceites esenciales de canela, clavo, orégano y limén, presentaron
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una permeabilidad al vapor de agua con tendencia a disminuir,
mejorando esta propiedad dependiendo de la matriz y del tamafio de
los globulos del aceite; a menor tamafio, menor permeabilidad al
vapor de agua. (Debeaufort et al., 2000; Rojas Grau et al., 2007;
Pelissari et al., 2009; Sdnchez—Gonzélez et al., 2010; Mahdi et al.,
2010).

En otros se estudios se observé un aumento de la permeabilidad al
vapor de agua con la adicion de aceites, lo cual se explico en base a
interacciones especificas de los componentes del aceite con la matriz
polimérica y el plastificante (Alves et al., 2007; Kechichian et al.,
2010; Bonilla et al., 2011; Souza et al., 2013; Perdones et al., 2014).
La permeabilidad al oxigeno es otra de las propiedades de los films
gue ha mostrado tendencia a disminuir con la adicion de aceites
esenciales al igual que la permeabilidad al vapor de agua (Rojas-
Grau et al.,, 2007). No obstante otros estudios muestran un
incremento en la permeabilidad al oxigeno, asociada a la
incorporacion de aceites esenciales (Bonilla et al., 2011; Souza et al.,
2013; Perdones et al., 2014). La mayor solubilidad del oxigeno en la
fraccion lipidica puede explicar este comportamiento.

Numerosas estudios sobre el comportamiento de las propiedades
mecanicas de matrices de biopolimeros con aceites esenciales
indican que la incorporacion de la fase lipidica provoca una
disminucion del médulo de elasticidad, asi como del esfuerzo a la

traccion, pero aumenta la deformabilidad. Es decir, los films
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obtenidos, se vuelven menos rigidos, menos duros 'y mas
deformables, lo que lo relacionan con una reduccion de las fuerzas
de interaccion entre las cadenas del polimero por la interaccion con
los componentes del aceite (Rojas Grau et al., 2007; Kechichian et
al., 2010; Atares et al., 2010; Sanchez-Gonzalez et al., 2010; Bonilla
et al., 2011; Souza et al., 2013).

Los films con aceites esenciales presenta también cambios en la
transparencia debido a la presencia de una fase dispersa y al
debilitamiento de la asociacion de cadenas que provoca cambios de
compacidad (Bonilla et al., 2011; Bonilla et al., 2013). Otra de las
propiedades de interés, es el brillo y al incorporar los aceites
esenciales a la matriz polimérica, se observa, en general, un
descenso tanto mayor como mayor es el contenido de aceites
esenciales en la matriz (Gomez-Estaca et al., 2009; Mahdi et al.,
2010; Bonilla et al., 2011; Bonilla et al., 2013). El descenso del brillo
se relaciona con el aumento de la rugosidad en la superficie de los
films (Atare et al., 2010; Bonilla et al., 2013). Los parametros de
rugosidad superficial, obtenidos por microscopia de fuerza atémica
(AFM) estan directamente relacionados con los valores de brillo
(Debeaufort et al., 2000).

Los estudios estructurales por microscopia electronica de barrido
(SEM) indican que, al adicionar los aceites esenciales, la estructura
de los films se hace mas abierta y heterogénea debido a que las

gotas de aceite se intercalan en la matriz del polimero. Al aumentar
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la cantidad de aceite esencial aumenta el nimero de particulas
lipidicas embebidas en la matriz y esto influye en gran medida en la
permeabilidad, brillo y propiedades mecéanicas. (Mahdi et al., 2010;
Atares et al., 2010; Bonilla et al., 2013 ; Souza et al., 2013; Perdones
et al., 2014).
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II. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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HIPOTESIS

En base a los estudios previos, los films mixtos de almidén-gelatina,
con incorporacion de lipidos para modular su capacidad de retencion
de agua y sus propiedades de barrera al vapor de agua, es una
alternativa que ofrece expectativas interesantes. La gelatina, a través
de sus interacciones con las cadenas de amilosa y amilopectina
podria inhibir los fendmenos de cristalizacion del almidén, limitando
su fragilidad y envejecimiento con el tiempo. A su vez la
incorporacion de lipidos podria suponer una mejora en las
propiedades barrera y su incorporacion a la matriz podria estar
compatibilizada por el caracter anfifilico de la proteina. Por otro lado,
el almidon de yuca tiene baja proporcion de amilosa, la cual cristaliza
rapidamente durante la etapa de secado de los films, mientras que la
amilopectina cristaliza de forma mas retardada y podria incluso no
hacerlo si coexisten en la matriz otros componentes que inhiban este
fendmeno. La incorporacion a los films mixtos de almidon-gelatina de
agentes antimicrobianos y antioxidantes como los aceites esenciales
permitiria obtener films bioactivos, para mejorar la conservacion de

alimentos pereceros, como fruta y hortalizas, alargando su vida util.
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OBJETIVO GENERAL

En base a estas hipoétesis, el objetivo general de la presente tesis es
caracterizar las propiedades funcionales de films mixtos de almidén
de yuca-gelatina en diferentes proporciones, analizando el efecto de
la incorporacion de lipidos en la matriz. Asi mismo, la incorporacion
de agentes bioactivos, como aceites esenciales, en la formulacion
almidon-gelatina seleccionada forma parte del objetivo general, a fin
de obtener films bioactivos para su aplicacion en la conservacion de

frutas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Caracterizacion de las propiedades fisicas de films mixtos almidon

de yuca-gelatina con y sin lipidos.

2) Caracterizacion de las propiedades estructurales de films mixtos

almidon de yuca-gelatina con y sin lipidos.

3) Incorporacibn de aceites esenciales con probado efecto
antimicrobiano (de corteza de canela, clavo y orégano) a la
formulacion seleccionada de films mixtos almidon-gelatina y analisis
del efecto producido en las propiedades fisicas de los films y en su

actividad antimicrobiana.
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4) Estudio de aplicacién de los films bioactivos obtenidos, con aceites

esenciales, en la conservacion postcosecha de frutos de papaya.

PLAN DE TRABAJO

Para conseguir los objetivos fijados se propuso el siguiente plan de

trabajo:

1.

3.

Ensayos iniciales para determinar las condiciones de
elaboracion de los films: proporcion de plastificante y
condiciones de gelatinizacion, homogenizacion y secado.
Disefilo experimental de las formulaciones de films mixtos
almidon de yuca-gelatina con y sin lipido y obtencion de los
films.
Caracterizacion de las propiedades de los films
acondicionados a 25°C. y 53% de humedad relativa, a 1
semanay 5 de semanas de almacenamiento.

a. Permeabilidad al vapor de agua y al oxigeno.

b. Propiedades mecanicas.

c. Propiedades 6pticas: transparencia y brillo
d. Microestructura por SEM y AFM.
e

. Espectro de difraccién de rayos X.
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f. Andlisis calorimétrico.

4. Selecciébn de la formulacibn con mejores propiedades
funcionales y estudio del efecto de la incorporacion de aceites
esenciales para la obtencion de films bioactivos. Para ello, se
caracterizaran en los films con aceites esenciales, en
comparacién con el control:

Permeabilidad al vapor de agua y al oxigeno.

Propiedades mecanicas.

Propiedades oOpticas: transparencia Yy brillo

Microestructura por SEM

Perdida de aceite esencial durante el secado del film

-~ ® o 0o T p

Propiedades antifungicas contra dos hongos causantes

de deterioro en frutas tropicales: ensayos in vitro

5. Aplicacién de los films con aceites esenciales, en forma de
recubrimientos a frutos de papaya y estudio de su influencia
en parametros de calidad y estabilidad. Se analizara el efecto
del recubrimiento en las siguientes propiedades de los frutos,
inmediatamente después del recubrimiento y a la semana de
almacenamiento en condiciones ambientales:

a. Soélidos solubles, acidez y pH.

b. Colory textura.
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c. Control de la respuesta del fruto a la infeccién con los
hongos causantes de deterioro.
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MATERIALES Y METODOS
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[11.1. MATERIAS PRIMAS

Las materias primas utilizadas fueron el almidén de yuca procedente
de Asia almidon modificado CO, LDT (Kalasin, Tailandia) y
proporcionada por Quimidroga SA (Barcelona, Espafia); gelatina de
piel bovina tipo A (Bloom 220-240°) procedente de Gelatinas
Alimenticias Sancho de Borja, S.L. (Zaragoza, Espafia), mono y di
glicérido de acidos grasos (E471) adquirido a Cargill (Barcelona-
Espafia) y glicerol proporcionado por Panreac Quimica, SA

(Barcelona-Espafia).

[ll.1.1.Caracteristicas de las materias primas

El almidon de yuca contiene un 9,28% (g/100g) de amilosa y un ratio
de amilosa/amilopectina de 1:9,78. Las determinaciones del
contenido en amilosa y amilopectina se realizaron en un Kit
enzimatico (Megazyme, Wicklow, Irlanda).

Los aceites esenciales (AE), fueron adquiridos a Herbes del Moli
(Benimarfull, Alicante, Espafia) y todo ellos con la certificacion
ecoldgica. Los aceites esenciales utilizados fueron de orégano, clavo
y canela procedente de la corteza. Las densidades de estos aceites a
20°C, y segun indica su ficha comercial, son de 0,920 - 0,960 g/cm®
en el orégano, 1,042 — 1,062 g/cm?® en el clavo y 0,947 g/cm® en la

corteza de canela.
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Tabla Ill.1. Caracteristicas de los aceites esenciales (AE) de
canela, clavo y orégano: Principales Componentes (expresados
en %) y punto de ebullicion (entre paréntesis) de los mismos
(Santamaria y Rosello, 2012 datos no publicados).

Componentes Corteza de Clavo Orégano

(punto de ebullicién) Canela (%) (%) (%)
Eugenol (256°C) 60 90 i
Acetato de cinamilo (265°C) 5
Acetato de eugenilo (268°C) 18
Benzoato de benzilo (323°C) 4
Beta-Cariofileno (280°C) - 7 -
Timol (233°C) - - 21
Carvacrol (238°C) - - 50
Gamma-Terpineno (183°C) - - 9
Para-Cimeno (177°C) - - 11

lIl.2. PREPARACION Y ACONDICIONAMIENTO DE LOS FILMS

[11.2.1. Films con almidoén, gelatina y lipido

Se prepararon ocho formulaciones diferentes utilizando almidén de
yuca (S), gelatina (G), glicerol y un lipido, el E471(e), un mono y di
glicérido de acidos grasos. Las formulaciones se prepararon con el
fin de obtener una suspension al 2% (w / w) de polisacaridos. Las
proporciones (%) de almiddn (S): gelatina (G) utilizadas fueron 0:100,

50:50, 75:25 y 100:0, respectivamente. Todas las formulaciones

59



contenian glicerol como plastificante (relacion de 1:0,25 polimero:
glicerol) y en cuatro de las formulaciones, se afiadié un 15% (lipido)
de mono y di glicéridos de &acidos grasos E471(e) respecto al
polimero. Las dispersiones de ambos polimeros se prepararon por
separado y posteriormente se mezclaron y se incorporé el glicerol,
como se explica a continuacion.

Se mantuvieron las dispersiones de almidon, bajo agitacion, a 95°C
durante 30 minutos para inducir la gelatinizaciéon del almidén. Las
dispersiones de gelatina se obtuvieron bajo agitacion a 80° C durante
30 min. Las mezclas de almidon - gelatina se prepararon después
de tener listas las dispersiones correspondientes de cada
polisacarido puro. Posteriormente, se afiadié el plastificante y las
dispersiones se homogeneizaron. En el caso de emulsiones que
contenian el mono y di glicéridos de acidos grasos (lipido), éstos se
incorporaron antes de la etapa de homogeneizacion.

Una vez homogeneizadas las dispersiones formadoras de film, se
vertieron uniformemente sobre una placa de teflon (de 150 mm de
diametro interno y 8 mm de profundidad), ajustando el peso vertido

por placa que permita alcanzar 1,5 g de sdlidos totales.
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Figura lll.1. Molde de teflén

Se dejaron secar las placas por conveccion natural durante
aproximadamente 48 h a 53% de humedad relativa y 25°C.,
condiciones necesarias para obtener films homogéneos, sin defectos
aparentes. Los films, una vez secos, se separaron de la superficie de
la placa cuidadosamente para que quedaran intactos, y se
acondicionaron en camaras a 25° C y 53% HR durante 1 y 5
semanas (tiempo inicial y tiempo final respectivamente). Para su
equilibrado se utilizaron desecadores con la sal correspondiente,
solucion saturada de Mg (NO3), de Panreac Quimica, S. (Castella del

Vallés, Barcelona).
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Figura lll.2. Film de almidén de yuca

[11.2.2. Films con almiddn, gelatina y aceites esenciales

Se prepararon cuatro formulaciones diferentes utilizando una mezcla
de almidon de yuca (S) y gelatina (G), glicerol y tres aceites
esenciales, clavo (CL), orégano (O) y canela (C). La formulacion de
almidon de yuca (S), gelatina (G) y glicerol contenia un 1% de cada
uno de los polimeros (proporcion S:G 1:1) y una proporcion
polimeros:glicerol 1:0,25, y fue la utilizada como control. Las
dispersiones de ambos polimeros se prepararon por separado y
posteriormente se mezclaron y se incorporo el glicerol.

En las 3 formulaciones con aceites esenciales, €stos se incorporaron
en proporcién 1:0,25 (ratio polimero: aceite). Las cantidades
correspondientes se afiadieron a la dispersion polimérica antes de la
homogenizacion. La homogenizacion se realiz6 durante 4 minutos a
12.800 r.p.m. utilizando un Ultra-Turrax Blue IKA-T25 Digital.
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Después, las dispersiones se vertieron en las placas de teflon,
ajustando el peso vertido por placa que permita alcanzar 1,5 g de
solidos totales. El aceite esencial de orégano esta compuesto por
componentes mas volatiles (ver tabla Ill.1), mayoritariamente
carvacrol, thymol, pineno y terpinol. Los compuestos mayoritarios
(ver tabla Ill.1) de estos AE son para la canela, aldehido cinamico,
cineol y eugenol y en el clavo, eugenol.

Los films se obtuvieron por extension de la dispersion formadoras del
film, sobre una placa de teflon (150 mm de diametro interno),
ajustando el peso vertido por placa para alcanzar 1,5 g de sélidos
totales, y posterior secado por conveccion natural durante
aproximadamente 48 h en condiciones ambientales. Los films, una
vez secos, se separaron de la superficie de la placa y se
acondicionaron a 53 % HR y 25°C.

Todos los films de las formulaciones con y sin lipido, asi como los
gue contenian aceites esenciales, fueron acondicionados en una
camara a 25° C y 53% HR durante 1 y 5 semanas (tiempo inicial y
tiempo final respectivamente, solo a los films con lipido se trabajo el
tiempo de almacenamiento). Para su equilibrado se utilizaron
desecadores con la sal correspondiente, solucion saturada de Mg

(NO3), de Panreac Quimica, S. (Castella del Vallés, Barcelona).
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Figura Ill.3. Desecadores en camara a temperatura y humedad

controlada

11I.3. CARACTERIZACION DE LOS FILMS

[11.3.1. Medida del espesor

El espesor de los films se midié en diferentes areas del mismo (entre
6 y 8), antes de realizar los diferentes ensayos fisicos. Para ello se
utiliz6 un micrémetro electronico digital (Palmer, Connecta, Espafia,
+ 0,001mm).

[11.3.2. Control de humedad

Para la determinacion de la humedad de los films (6 repeticiones), las
muestras se secaron en una estufa de conveccion a 60°C durante 24
h y posteriormente se trasladaron a una estufa de vacio a 60°C

durante 48 h. Luego se almacenaron en pentoxido de fosforo (P,0s)
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(Panreac quimica, S.A, Castella del Vallés, Barcelona), para analisis

posteriores.

[11.3.3. Permeabilidad al vapor de agua (PVA)

Las propiedades de barrera al vapor de agua de los films se
evaluaron mediante la permeabilidad al vapor de agua, segun una
modificacion del método gravimétrico ASTM E96-95 (Mc Hugh y col.,
1993) para un gradiente de humedad relativa 53-100 % vy
temperatura de 25°C. Los films (4 repeticiones) se seleccionaron de
tal forma que no tuvieran defectos fisicos como son burbujas o
agujeros. Las muestras se montaron 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 se
afiadieron 5 ml de agua destilada (100% de humedad relativa). Las
copas se introdujeron en un desecador equilibrado en las
condiciones antes descritas, junto con un ventilador (CPU y S.Tech
12V) colocado en la parte superior, con el fin de homogeneizar la
atmosfera y asegurar una resistencia despreciable en la superficie
del film. Los desecadores se mantuvieron en una camara a una
temperatura controlada de 25°C. El estudio de la permeabilidad se
realizd mediante controles de peso de cada copa con una balanza
electronica (x 0,00001 g) (ME36S Sartorius, Alemania) a intervalos

de 1,5 horas durante aproximadamente 24 horas. La transmision de
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vapor de agua se determind a partir de la pendiente obtenida en el
analisis de regresion de los datos del peso frente al tiempo, dividido

por el area del film. Se expresa la PVA en g-mm-KPa-h™-m-2,

Figura Ill.4. Copas en desecador y en estufa a temperatura y

humedad controlada.

[11.3.4. Permeabilidad al oxigeno (PO)

La permeabilidad al oxigeno se determiné por medio de un equipo
de medida de la transmision de oxigeno (OX-TRAN 1/50 Mocon,
Minneapolis, USA) en las condiciones antes descritas. Se coloco en
una celda del equipo una muestra de los films (50 cm?) para llevar a
cabo el ensayo. Para ello, los films se expusieron a una corriente de
nitrégeno por una cara, y por la otra a una corriente de oxigeno puro.

Un sensor registrO el oxigeno permeado, es decir el que ha
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atravesado la capa del film. El ratio de transmision de oxigeno se
calculé teniendo en cuenta la cantidad de oxigeno y el area de la
muestra. La permeabilidad al oxigeno se calculé dividiendo la tasa de
transmision de oxigeno entre la diferencia de presion parcial de
oxigeno en las dos caras del film, y multiplicando por el espesor
medio del film. Cada muestra se evalu6 por duplicado. Se expresa la

PO en cm®>mtseg®-Pa™.

Figura Ill.5. Equipo para medir permeabilidad al Oxigeno OX-
TRAN-MOCON
[11.3.5. Propiedades Mecéanicas

Las propiedades mecanicas de los films se determinaron con una
prensa universal de ensayos mecanicos (Stable Micro Systems,

TAXT plus, Haslemere, England) de acuerdo al método estandar
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D882 (ASTM, 2002). Para cada formulacién, se cortaron 8 muestras
rectangulares (de dimensiones 25 mm por 100 mm) y posteriormente
se equilibraron en las condiciones antes descritas. Los films se
montaron en unas pinzas para ensayos de tension (modelo A/TG,
Stable Micro System, Haslemere, England). La separacion inicial de
las pinzas y la velocidad de elongacién del film fueron de 50 mmy 50
mm-min™, respectivamente.

Las curvas fuerza-distancia obtenidas en el ensayo se transformaron
en curvas de tension (o)-deformacion de Henky (gu), 10 que permitid
obtener los parametros mecanicos modulo de elasticidad (ME),
tension de fractura (TS) y deformacion hasta el punto de fractura (E).
Donde ME, es la pendiente de la zona lineal de la curva o vs. €y
(MPa), TS representa la fuerza necesaria para romper la muestra
(MPa) y por ultimo, E es la distancia maxima a al cual se puede
estirar el film antes de la rotura, referida a la ¢4 (expresada en

porcentaje).
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Figura 111.6. Equipo para medir propiedades mecanicas (Prensa

Universal)

[11.3.6. Propiedades Opticas: brillo y transparencia

Las propiedades opticas, nos sirven para evaluar el impacto directo
sobre el color y aspecto, destacando el parametro del brillo y la
transparencia. La opacidad de los films se determiné aplicando la
teoria de Kubelka-Munk de dispersiéon multiple a los espectros de
reflexion (Hutchings, 1999). Esta teoria se basa en que la luz que
incide en un producto traslicido puede ser absorbida o dispersada en
funcién del coeficiente de absorcién (K) y de dispersion (S) del
material. Los espectros de reflexion son medidos sobre un fondo
blanco de espectro conocido entre 400 y 700 nm., mientras mas

proximo al de referencia del blanco se considera que el film es mas
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transparente ya que oculta el fondo blanco, sobre el que se han

toman las medidas. Se evaluaron 4 muestras de cada film.

/

Figura 11.7. Equipo para medir transparencia (Espectro

colorimetro Minolta)

Transparencia

La transmitancia interna de los films puede determinarse a partir de
la ecuacion 1. En esta ecuacion Ry es la reflectancia de la muestra
determinada sobre un fondo negro ideal. Los parametros a y b se
calculan segun las ecuaciones 2 y 3 siendo R la reflectancia de la
muestra determinada sobre un fondo blanco de reflectancia conocida
Ry. Los espectros de reflexion sobre fondo blanco y fondo negro se
determinaron con un espectro colorimetro MINOLTA, modelo CM-

3600d (Minolta CO. Tokio, Japén). Las determinaciones se realizaron

70



sobre la cara del film que habia estado en contacto con el aire
durante el secado, y los andlisis se realizaron por triplicado.

.= J(a—R)?—5% Ecuacion (1)
a= %(R + wﬂ) Ecuacion (2)
2 RyRg

b= (a*—1 Ecuacion (3)

Brillo

Para la medida del brillo se utilizd6 un Brillometro Multi-Gloss 268,
MINOLTA vy se realizaron las medidas a un angulo de incidencia de
20°, 60° y 85° respecto a la normal sobre un fondo negro estandar.
Todas las medidas se hicieron por triplicado para cada angulo de
incidencia y se expresaron en porcentaje.

De acuerdo a la Norma ASTM D523 (1995), el brillo es la intensidad
de luz reflejada especularmente por la superficie de la muestra,
comparada a la intensidad de luz especularmente reflejada por la
superficie de un estandar conocido, a un cierto angulo de incidencia.
Generalmente los valores se relacionan con un vidrio negro estandar

con un indice de refraccion de 1,567 que tiene un valor de 100.
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Figura ll1.8. Equipo para medir brillo (Multi-Gloss MINOLTA)

I11.3.7. Microestructura

El andlisis de la microestructura de los films se hizo a través de
microscopia electronica de barrido (SEM) y de fuerza atomica (AFM).
Los films se almacenaron en P,0s con el fin de eliminar el agua

ligada.

Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

Se utilizd6 un microscopio electronico de barrido JEOL® (modelo
JSM-5410, Japon). Se cortaron muestras de film rectangulares de
6x1 mm, se sumergieron en nitrégeno liquido y se criofracturarén
para obtener un corte limpio. Las muestras se montaron en un
soporte de cobre para observar el perfil a través de su espesor y la
superficie. Estas se cubrieron de oro con el fin de hacerlas
conductoras (durante 1,5 minutos), y se observaron directamente con

un voltaje de aceleracion de 10 KV. Se tomaron imagenes por
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triplicado en la superficie y en el corte transversal de las diferentes

muestras de film a los dos tiempos de almacenamiento.

Figura lll.9. Equipo para observar microestructuras JEOL®

Microscopia de fuerza atdmica (AFM)

Se utiliz6 un microscopio de fuerza atémica (Multimode, Bruker AXS,
Inc. Santa Barbara, California, USA). Las muestras se cortaron en
secciones 1x1 cm para adherirlas a una superficie de metacrilato. Se
realizaron tres repeticiones de cada film en cada tiempo de
almacenamiento.

La topografia superficial de los films se observdé en un Nanoscope
llla, Scanning Probe Microscope de Digital Instruments, Veeco
Metrology Group), version 4.43r8. Se someti0 cada muestra a un
barrido superficial, sobre un area de 50x50 um en modo “Tapping”.
También se realiz6 el barrido con una sonda NanoScope® V
controller electronics para el anadlisis del barrido moédulo de

elasticidad superficial.
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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

ecuacion 4.

a

R — %ZN“‘Z]‘ Ecuacion (4)
J=1

Rugosidad media cuadratica (RQq): raiz cuadrada del promedio de las
desviaciones de altura desde un plano medio (ZJ) al cuadrado

ecuacion 5.

2%

J=L _ Ecuacion (5)
N

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.
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Figura II1.10. Equipo para observar Microcopia de Fuerza
Atomica

[11.3.8. Difraccion de Rayos X

Se obtuvieron los patrones de difraccion utilizando un difractdmetro
de Rayos X (DRX, AXS/D8 Bruker Avance). Para este andlisis, se
cortaron 4 muestras de cada film en cuadrados de 4 cm y se
montaron sobre una base de carbono, antes de su almacenamiento,
con el fin de evitar la rotura durante la manipulacion. Estas muestras
de films se equilibraron en las condiciones previas descritas
anteriormente y se analizaron entre 26: 5° y 26: 30°, utilizando
radiacion Cu K a (A: 1,542 A), 40 kV y 40 mA con un tamafio de paso

de 0,05°. Ademas se obtuvo el difractograma caracteristico del lipido.
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[11.3.9. Analisis térmico (DSC)

Los termogramas de las muestras de film, acondicionadas durante 1
y 5 semanas (25°C y 53% de humedad relativa), se obtuvieron en un
equipo DSC 1 Star® System marca Mettler Toledo (Switzerland), ),
tomando como referencia un crisol vacio. El equipo utiliz6 el
programa EXTAR6000 Thermal Analysis Software.

Se realizaron diferentes barridos en los que se fueron cambiando las
condiciones del barrido. Los pesos de muestra estuvieron entre 5,0 y
9,0 mg. Se utilizaron crisoles de aluminio. Las condiciones de
temperatura y velocidad de calentamiento de cada barrido fueron:
primer barrido de calentamiento de 25°C a 160°C a 50°C/min,
segundo barrido de enfriamiento a de 160°C a 0°C a 50°C/min y el
tercer barrido de calentamiento fue de 0°C a 200°C a 20°C/min.
Todos los crisoles se pincharon en la tapa y se volvieron a pesar
después del analisis calorimétrico, con el fin de determinar la pérdida
de peso por pérdida del agua ligada de los films. Se realizaron cuatro

repeticiones para cada formulacion y tiempo de almacenamiento.
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Figura lll.11. Equipo de medicion de calorimetria DSC

[11.3.10. Efectividad antifungica en los films secos aislados

Estas pruebas se realizaron para la determinacion de la actividad anti
fungica de los aceites esenciales de canela, clavo y orégano frente a
los mohos Colletotrichum gloeosporoides (CG) y Fusarium
oxysporum (FOG), patégenos presentes de forma habitual en la
papaya.

El cultivo madre de Colletotrichum gloeosporoides fue aislado de
naranjo de Valencia (Espafia) y proporcionado por Grupo de
Investigacion de Hongos Fitopatogenos del Instituto Agroforestal

Mediterraneo de la Universidad Politécnica de Valencia.
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Figura lll.12. Cultivo de Colletotrichum gloeosporoides de 7 dias

El Fusarium oxysporum f.sp. gladiolo CECT 2868 fue de la Coleccion
Espafola de Cultivo Tipo (CECT, Burjassot, Spain). Estos se
mantuvieron congelados, en Agar Patata Dextrosa (PDA, Scharlab,
Barcelona, Spain), luego fueron incubados a 25°C hasta su

esporulacion, y se utilizaron a los 7 dias de crecimiento activo.

Figura 111.13. Cultivo de Fusarium oxysporum de 7 dias
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La metodologia utilizada para el ensayo in vitro fue una adaptacion
del método de difusiébn en agar descrita por Ponce y col. (2008). Se
realiz6 una siembra por inclusién del cultivo del hongo patégeno.
Para ello, se prepar6 una suspension de esporas de
aproximadamente 5x10° ufc/ml en agua con Tween 80 (0,1%), a
partir de colonias de 7 dias en crecimiento activo en medio PDA. Se
afiadieron 4 ml de la suspensién de esporas por cada medio litro de
PDA en matraz, previamente esterilizado, y cuando el medio estaba
a una temperatura de 45°C. Los matraces inoculados con el hongo
se mantuvieron en agitacion orbital 10 min a 170 rpm. Una vez
repartido en placas se dejo solidificar, y a continuacion se deposito el
disco de film de 2,4 cm de diametro, que contenia los films con los
aceites esenciales de cada ensayo. Las lecturas se realizaron
midiendo el halo de inhibicion desde el centro del disco de film hasta
el extremo de la superficie de inhibicion, a las 48 y 72 horas. Se
tomaron 2 medidas del diametro de la superficie inhibida y se calculé
la media. Se realizaron 6 repeticiones por tratamiento mas dos

controles, sin film y con film sin aceite esencial.
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Figura 111.14. Placas con sembrado por inclusion, con disco de

film con aceite esencial

lIl.4. APLICACION DE RECUBRIMIENTOS A LA CONSERVACION
DE PAPAYAS

Las formulaciones para el recubrimiento de las papayas contenian
almidon, gelatina (50S-50G) y los aceites esenciales de orégano (O),
clavo (CL) y canela (C). La proporcion de polimero: aceité esencial
fue 1:0,25, preparados tal y como se ha descrito en 111.2.2.

Las papayas se adquirieron en el centro de acopio de frutas y
vegetales en Montebello — Guayaquil, Provincia del Guayas en
Ecuador para que fueran del mismo origen, periodo postcosecha,
grado de madurez y similares condiciones de tamafio, color y peso.
El indice de color de las papayas fue el estado de maduracion N° 2.

Piel verde con franjas amarillas bien definidas, la pulpa de color
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naranja cerca de las semillas y de color verde claro cerca de la piel, y

con gran cantidad de latex (Santamaria et al., 2009).

Figura lll.16. Corte de Papaya en estado de maduracion N° 2

Las pruebas se hicieron con la variedad Maradol que se cosecha
durante todo el afio. Se seleccionaron las papayas de dimensiones
similares (peso aproximado 2.500-3.100 g) sin alteraciones
fisiolégicas ni dafios visibles. Para realizar la aplicacion de los

recubrimientos, las papayas se pesaron y se midieron las
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dimensiones caracteristicas para estimar la cantidad necesaria de
formulacion por unidad de fruta. Esta se calculé para que los sélidos
depositados sobre la superficie de la fruta fueran comparables a los
gue contenia el film seco aislado. La aplicacion de las formulaciones
sobre la superficie de la fruta se realizdé por pulverizacion. Fueron
necesarias 6 aplicaciones sucesivas (pulverizacion-secado), para
obtener entorno a 4 mg de recubrimiento/fruta equivalentes a 3,5-4
um de espesor. El secado de cada aplicacion se realizd en
condiciones ambientales.

Antes de iniciar estos ensayos, se comprobé la posible fitotoxicidad
de las formulaciones con los aceites esenciales. Para ello se
aplicaron las formulaciones sobre una muestra de papaya y se
observé visualmente la posible fitotoxicidad de los componentes
sobre la piel de las papayas a las 24 horas de la aplicacion.

Figura IlIl.L17. Papaya a las 24 horas de aplicacion del

recubrimiento
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En las papayas recubiertas (y en la control-sin recubrir),
almacenadas en las condiciones ambiente de Ecuador (20°C y 90%
de HR), se realizaron 2 tipos de ensayos.

Efectividad antifangica. Para ello, antes de la aplicacién de los
recubrimientos, las papayas se infectaron con los 2 hongos
caracteristicos mencionados anteriormente (CG y FOG). Se evalud
diariamente, en cada caso, el numero de frutos afectados por la
infeccion y la evolucion del diametro de la alteracion en funcion del
tiempo.

Calidad de papayas recubiertas. Para ello, se aplicaron las
formulaciones en frutos de papaya sin infectar. Se evaluaron los
parametros de calidad (pérdida de peso, color, textura, solidos
solubles, pH, acidez) de las papayas recubiertas a diferentes tiempos

de almacenamiento.

[11.4.1. Efectividad antifungica de los recubrimientos

Las papayas, previamente seleccionadas, se lavaron con una
disolucion de hipoclorito sédico (2% v/v), se enjuagaron y se dejaron
secar al aire. Se reservaron como control muestras de papaya sin
limpiar y desinfectar, tal y como llegaron del centro de acopio, para
simular la infeccién natural con la que venian de campo (10 frutos-
CONTROL 1).
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El resto de papayas se infectaron siguiendo el procedimiento
siguiente. Se realizaron incisiones de 2 mm de profundidad (6
incisiones/fruto) y con un asa de platino se depositd en la incision
una masa conocida de micelio fresco de cultivo de 7 dias de
crecimiento activo de cada uno de los hongos. Se realizaron un total
de 60 incisiones como puntos de control para evaluar la evolucion de
la infeccion. Se dejaron las papayas 12 h para que el patégeno se
instaurara en el fruto y después se procedio a la aplicacion de los
recubrimientos de almidon-gelatina con los aceites esenciales, tal y
como se ha descrito anteriormente. Se considerd otro control que
fueron papayas limpias, infectadas sin recubrir (10 frutos-CONTROL
2).

[11.4.2. Calidad de papayas recubiertas

Las papayas, previamente seleccionadas, se lavaron con una
disolucion de hipoclorito sédico (2% v/v), se enjuagaron y se dejaron
secar al aire. Después se recubrieron las papayas (5
frutos/formulacion) con las formulaciones de almidén-gelatina y
aceites esenciales (O, CL y C), tal y como se ha descrito
anteriormente. Se consider6 como control muestras de papayas
limpias y sin recubrir (5 frutos-CONTROL 2).
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Todas las papayas se almacenaron en condiciones ambientales de
Ecuador (20°C y 90% HR) y se evaluaron las siguientes propiedades

fisicoquimicas en los frutos a lo largo del almacenamiento.

Pérdida de peso

Se pesaron las papayas antes y a diferentes tiempos de
almacenamiento con una balanza (x 0,001 g) para evaluar las

pérdidas de peso. Se realizaron 3 repeticiones.

Firmeza

Se realizaron medidas de puncién usando un analizador de textura
Brookfield CT3 Analyzer Version 1.2 (Surrey, Reino Unido) con un
limite de fuerza de 4,5 kg. La velocidad deformacion fue de 0,5 mm/s
hasta alcanzar una carga de 0,067 N.

Las papayas se partieron por la mitad y se realizaron ensayos en
muestras de papaya sin piel y con piel. Para las muestras sin piel se
utilizé un punzon de acero inoxidable de diametro 12,7 mm (TA5) y
para las muestras con piel de 6,5 mm (TA41).

Se realizaron 10 penetraciones/fruto, tanto en los extremos como en
el centro o cuerpo de la papaya. Posteriormente se licuaron las
papayas para la determinacion, por triplicado, de su composicién:

contenido de agua, solidos solubles y acidez.
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Contenido en agua

Se utiliz6 el método gravimétrico AOAC 18th 920.151 que consiste
en determinar la pérdida de peso de una masa conocida de fruta
(aproximadamente 20 g) por secado en estufa de conveccion al

vacio, a 70°C.

Acidez

Los andlisis de acidez se hicieron por valoracion (AOAC 18th 942.15)
en muestras licuadas vy filtradas de papaya. Para ello, se valoré el
zumo obtenido con una solucion de NaOH 0,1N controlandose el
punto final hasta alcanzar un pH de 8,1. El pH-metro utilizado fue el
Modelo GLP 21+ (Crison, Barcelona). Los resultados fueron

expresados en g de acido citrico por 100 g de zumo.

Solidos solubles

Se midieron a través de los grados Brix segun el método AOAC 18th
932.14C mediante un refractometro Modelo 3T ABBE (ATAGO Co
Ltd., Japdn) termostato a 18°C.
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Color

El color de las papayas se evalué sensorialmente por comparacion
con pantones (Proyecta Color Solid to process Pantone ® Process
Color Imaging Guide). Las coordenadas CIE L*a*b* del pantén
seleccionado en cada caso se utlizaron para las comparaciones

entre muestras, cinco repeticiones.
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V. CAPITULO 1
PROPIEDADES FISICAS DE FILMS DE
ALMIDON DE YUCA-GELATINA
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IV.1.1. MICROESTRUCTURA

La microestructura final del film depende de las interacciones de sus
componentes y de las condiciones de secado de las dispersiones
formadoras de film y tiene un gran impacto en las propiedades de los
films. El analisis microestructural aporta informacion relevante acerca
de la organizacion de los componentes, y en definitiva, ayuda a
comprender los valores obtenidos para las propiedades barrera,
mecanicas y opticas de los films.

Previo al analisis de las propiedades fisicas, se analiz6 la estructura
interna y de la superficie de los films por la técnica de microscopia
electronica de barrido (SEM) para una mejor comprension de los
valores de sus propiedades fisicas.

En las figuras 1V.1.1 y IV.1.2 se muestran las micrografias obtenidas
para las superficies y secciones transversales, respectivamente, de
los films estudiados. En la columna de la izquierda se pueden
observar las cuatro formulaciones con almidon y gelatina sin lipido y
en la columna de la derecha, las correspondientes con lipido En
general, las micrografias de los films almidén puro presentaron micro
roturas debido al impacto de los electrones, lo que revela la gran
fragilidad de los mismos.

En las micrografias de la superficie y corte transversal de los films de
almidon puro (100S-0G) se puede observar una estructura compacta

y homogénea, lo que indica que la gelatinizacién fue completa y no
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guedan granulos. Se observan algunos puntos blanquecinos aislados
gue podrian estar relacionados con el glicerol que ha quedado
parcialmente incorporado a la matriz de almidén, como ha sido

descrito en trabajo previos (Jiménez et al., 2012).
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100S-0G 100S-0Ge
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75S-25G 75S-25Ge

L m

FIGURA 1V.1.1 Micrografias SEM de la superficie de films de almidén y
gelatina puros y mixtos (1500 aumentos): sin lipido (izquierda) y con
lipido (derecha) E471

(Continua)
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50S-50G

50S-50Ge

0S-100G

o

0S-100Ge

FIGURA 1V.1.1 Micrografias SEM de la superficie de films de almidén y

gelatina puros y mixtos (1500 aumentos): sin lipido (izquierda) y con

lipido (derecha) E471
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100S-0G

100S-0Ge

L G

FIGURA

IV.1.2 Micrografias SEM del corte transversal de films de

almidén y gelatina puros y mixtos (1500 aumentos): sin lipido

(izquierda) y con lipido (derecha) E471

(Continua)
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50S-50G 50S-50Ge

L £ ' I

FIGURA IV.1.2 Micrografias SEM del corte transversal de films de
almidén y gelatina puros y mixtos (1500 aumentos): sin lipido

(izquierda) y con lipido (derecha) E471

Los films de gelatina pura (0S-100G), muestran también estructura
compacta, bastante homogénea y con superficies continuas lisas, sin

poros, descritas en otros trabajos (Ahmad et al., 2012). Se observan
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también algunos puntos blanquecinos aislados relacionados con la
presencia de glicerol separado de la matriz continua. Ademas se
identifican zonas redondeadas y abombadas en la superficie y en el
interior de la matriz continua del film. Esto puede estar relacionado
con zonas de reorganizacion de las cadenas de proteina, que se
reagrupan en forma helicoidal durante el secado de los films en
forma similar al colageno (Hassan y Norziah, 2012 - 2013). En la
seccion transversal, el film de gelatina pura (0S-100G) muestra
zonas de alineamiento de las cadenas, asociadas a los fendmenos
de entrelazado de las triples hélices, recuperando la conformacion
propia del colageno.

La apariencia lisa de los polimeros puros cambia al afiadir el lipido,
gue introduce discontinuidades en la matriz por la falta de
miscibilidad de los componentes. Estas irregularidades se aprecian
tanto en la superficie como en el corte transversal del film de ambas
matrices. En la gelatina se aprecia una superficie mas heterogénea
(gotas lipidicas de gran tamafio separadas de la matriz) mientras que
la estructura interna del almidon es altamente quebradiza aunque no
se observan particulas lipidicas aisladas sino un tipo deferente de
empaguetamiento en la matriz.

Hassan y Norziah (2012), describieron para films de gelatina
morfologias estructurales similares a las observadas en este trabajo:
films homogéneos, superficies lisas y continuas, de aspecto

esponjoso, con zonas discontinuas en los cortes transversales
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caracterizados por grietas distribuidas a lo largo seccion de la matriz.
Estas zonas discontinuas estan relacionadas con canales preferentes
de secado. En matrices de gelatina, Bertan et al., 2005 estudiaron el
efecto de incorporar A&cidos grasos. Las observaciones
microestructurales mostraron que la incorporacion de los acidos
grasos a la matriz no fue totalmente homogénea. Ademas, el estudio
calorimétrico también mostré mas de una temperatura de transicion
vitrea, indicando por tanto la separacion de fases.

Las superficies de los films mixtos (75S-25G / 50S-50G) son
heterogéneas y muestran  zonas irregulares (redondeadas vy
abombadas), relacionadas con fenomenos de agrupacion-
entrecruzamiento de la doble hélice del colageno tras el secado. En
las secciones transversales se observan zonas de alineacion de las
cadenas de los polimeros, embebidas en la matriz amorfa de
almidon, lo que refleja poca compatibilidad entre los dos polimeros.
Estas zonas fibrosas han sido descritas en trabajos previos de films
de gelatina y se corresponden con las zonas de asociacion de
cadenas de gelatina a través de sus regiones helicoidales (Hassan y
Norziah, 2012).

La adicion del lipido a los films mixtos supuso la formacion
heterogeneidades tanto a nivel interno como superficial; a mayor
proporcién de gelatina, mayor heterogeneidad del film. Esto indica no
solo poca compatibilidad entre ambos polimeros sino problemas de

miscibilidad asociados también con la presencia del lipido. Estos
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aspectos han sido descritos por Hassan et al. (2009 y 2012) en geles
de almidon-gelatina. Hassan y Norziah (2012) analizaron el efecto de
la mezcla de diferentes proporciones de almidon de sagu - gelatina
de pescado (1:0, 2:1, 3:1, 4:1, and 5:1) sobre las propiedades de los
films. Las observaciones microestructurales mostraron films de
superficies mas lisas a medida que descendia el contenido en
proteinas de las muestras.

En cuanto a sistemas almiddn-proteinas-lipidos, Wongsasulak et al.,
(2006) han estudiado el efecto del contenido en agua de films
compuestos de almidon de yuca, albumen y aceite de girasol en las
propiedades microestructurales. Las imagenes SEM mostraron
heterogeneidad y que la microestructura de la matriz mixta cambia
con el contenido en agua y la temperatura de calentamiento. A mayor
contenido en agua, mayor heterogeneidad de la matriz, lo que esta
relacionado con el nivel de empaquetamiento de las moléculas de
biopolimero.

En conclusion, las imagenes descritas para los films de los polimeros
puros del presente estudio son comparables con lo observado por
otros autores. En cuanto a los films mixtos parecen observarse dos
fases: una rica en almidén y otra rica en gelatina, con escasa
compatibilidad entre los polimeros. Esta falta de compatibilidad
parece agudizarse en presencia de lipidos. La incorporacion del
lipido supuso una escasa miscibilidad con la matriz polimérica en

ambos polimeros casos y en los films mixtos. El efecto del lipido en
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la matriz de almidon muestra morfologias muy diferentes con
respecto al de la gelatina, probablemente por la formacién de
complejos con las cadenas de amilosa y amilopectina, lo cual no
parece ocurrir en la matriz de proteina, donde se observa mucho mas

integrado que en los films mixtos.

IV.1.2. PROPIEDADES OPTICAS Y BRILLO

Segun Hutchings (1999), el nivel de transparencia u opacidad y el
brillo son las propiedades 6pticas de mayor relevancia para evaluar
el impacto de un recubrimiento sobre la apreciacion del aspecto del
producto recubierto. Las propiedades Opticas se encuentran
directamente relacionadas con la microestructura del film. El brillo
depende de la topografia superficial y la transparencia de la
heterogeneidad interna de la estructura. Asi, valores elevados de la
transmitancia interna (Ti), se relacionan con una mayor
homogeneidad estructural y films mas transparentes (Villalobos et al.,
2005).

En la tabla IV.1.1 se muestran los valores de Ti a 480 nm vy el brillo
de las diferentes formulaciones medidos a un angulo de incidencia de
60°. Se selecciono la longitud de onda de 480 nm para comparar las
muestras porque en la distribucién espectral se encontraron las

mayores diferencias entre ellas a esta longitud de onda.
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Tabla IV.1.1 Transmitancia interna (T;) y Brillo 60° de films de
almidén de yuca y gelatina, puros y mixtos, con y sin adicién de
lipido E471, a dos tiempos de almacenamiento (1 y 5 semanas)
a 25°C y 53%de HR. Valores medios (desviacion estandar) y
resultados del ANOVA.

Ti 480nm (%) Brillo 60°
FILMS 1 semana 5 semanas 1 semana 5 semanas
100S-0G | 87,1(0,3)@W® 85,8(0,08)@0@ | 1g(5)Cc®) 16(4)@0@
100S-0Ge |84,86(0,09)°Y® |84,66(0,12)"Y® | 11(2)@V® 16(2) @0
755-25G | 85,8(0,3)0® 85,8(0,2) AWM 24 6(1,8)©%W |9 6(0,8))0@
755-25Ge | 84,243(0,002)9 | 83.98(0,07) 0 | 11 3(0.9) @ | 7:4(0.8)7
50S50G | 85,8(0,04)P0 | 84,54(0,15)"0 | g7aywm | 153
50S-50Ge | 84,6(0,2)00® 83,7(0,2)9¥@ | 14(2)@@0m 10,7(0,3)"%®
0S-100G |855(02)"¥0 |84 7(02)"W0 | 75a5)@mm 323
0S-100Ge |83,6(0,12)/®  |82,79 (0,09)9 | 10,0(0,2)®0 |87
a, b, c, d, e, Diferentes superindices dentro de una columna indican diferencias

significativas entre formulaciones diferentes para un mismo tiempo de almacenamiento. (p <

0.05).

X, Y, Diferentes superindices dentro de una misma formulacion indican diferencias
significativas con y sin adicién de lipido E471(e). (p < 0.05).
1, 2, Diferentes superindices entre dos columnas indican diferencias significativas entre los
diferentes tiempos de almacenamiento para una misma formulacion. (p<0.05).
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Los valores de Ti y brillo obtenidos son comparables con los
referenciados para gelatina (Bertan et al., 2005) y almidén (Jiménez

et al., 2012) en trabajos previos.

Transparencia

En general, los valores de Ti de todos los films fueron muy similares,
oscilando entre 84-87 %. Los films de almidon fueron los mas
transparentes a los dos tiempos de almacenamiento estudiados, en
coherencia con la mayor homogeneidad de la estructura, observada
en los cortes transversales de los films.

La incorporacion del lipido disminuyo la transparencia (menor Ti) de
todos los films, a los dos tiempos de almacenamiento, lo que es
atribuible a heterogeneidad interna de la estructura del film,
comentada anteriormente, y en coherencia con lo descrito por otros
autores al incorporar lipidos a la matriz polimérica (Sanchez-
Gonzalez et al., 2010). Los compuestos de naturaleza lipidica al no
ser compatibles con el polimero, se encuentran en una fase dispersa
particulas de diferente tamafio que promueve la dispersion de la luz,
confiriendo opacidad a los films. En este sentido, Jiménez et al.
(2012) observaron disminuciones de Ti al incorporar acidos grasos a
matrices de almidén de maiz.

Al aumentar el tiempo de almacenamiento, los valores de Ti tienden

a disminuir, siendo este descenso mas acusado en los films de
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almidon puro. Este efecto también ha sido observado por Jiménez et
al. (2012) durante el envejecimiento de films de almidon de maiz con
acidos grasos, y se ha relacionado con la formacion de zonas
cristalinas de mayor tamafio, con indices de refraccion diferentes a la
fase amorfa. No obstante, en la mayoria de los casos el descenso
con el tiempo no es significativo, podria atribuirse a un incremento en
la compacidad de la matriz por la agregacion progresiva de las

cadenas poliméricas.

Brillo

El brillo inicial de los films estuvo muy influenciado por su
composicion, siendo muy diferente entre los films de gelatina (75),
gue son los mas brillantes, y los de almidon (18) que presenta el
menor valor de brillo y un aspecto mate. A tiempo inicial, la
incorporacion de gelatina a la matriz de almidén, supuso un aumento
significativo (p<0.05) del brillo de los films, de forma proporcional a
su proporcién en matriz. Sin embargo, este efecto no se observd
cuando los films contenian lipido o a las 5 semanas de
almacenamiento. Esto pone de manifiesto que ambos factores
introducen cambios estructurales (fendbmenos de asociacion,
reorganizacion, cristalizacion etc.) que afectan a la topografia de la

superficie de los films.
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La incorporacion del lipido provoco la disminucion del brillo de los
films lo que se atribuye a la presencia superficial de particulas
lipidicas que aumentan la rugosidad de la superficie. Los fenbmenos
de agregacion de los lipidos y cremado durante el secado de los films
potencia la migracion de las particulas a la superficie, lo que favorece
la presencia de particulas lipidicas en la interface film-aire y la
heterogeneidad superficial (Villalobos et al., 2005). Esta disminucion
del brillo fue muy marcada en los films de gelatina pura con una
reduccion de casi 60%, lo que es coherente con las imagenes
superficiales descritas anteriormente para films de gelatina con y sin
lipido, y con los resultados previos descritos por Bertan et al. (2005).

El envejecimiento de los films, no produjo cambios significativos de
su brillo en los films de almidén puro o con lipido. Un efecto similar
ha sido descrito por Jiménez et al. (2012) durante el envejecimiento
de films de almidon de maiz con acidos grasos. Por el contrario, el
tiempo de almacenamiento provocd un descenso significativo en
aquellos films que contienen gelatina sin lipido, tanto pura como en
las mezclas almiddn-gelatina. Estos resultados indican que en los
films de gelatina se producen cambios estructurales durante el
almacenamiento y que afectan a la topografia superficial de los films.
Con lipido, estos cambios tienen un menor reflejo sobre el brillo, pero
debido a su bajo valor inicial, podrian no reflejarse de forma tan
sensible en los cambios de brillo. En el almidén puro, estos cambios

podrian verse frenados por su composicién con un bajo contenido en
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amilosa, que retrograda rapidamente, y su alto contenido en
amilopectina, que retrograda muy lentamente.

En trabajos previos de films de almidon de maiz en los que se
analizé6 la influencia del tiempo y Ila incorporacion de otros
componentes como caseinatos (Jiménez et al.,, 2012) y HPMC
(Jiménez et al., 2012), se encontraron resultados diversos en las
propiedades 6pticas. La incorporacion de caseinato sodico a films de
almidon provocd un ligero incremento de la transparencia y una
pérdida de brillo. En cuanto a la incorporacion de HPMC, se observo
un descenso del brillo, que en este caso se correlaciona con la
separacion de fases entre ambos polimeros. Estos cambios estan
fundamentalmente relacionados con las propiedades Opticas que
aportan los componentes iniciales con los que se mezcla el almidon,
con la compatibilidad e interacciones entre ambos y los fendmenos
de reorganizacion de estos componentes durante el tiempo, y que
afectan a la topografia superficial y a la estructura interna de los
films. En ambos casos, la mezcla con estos polimeros (caseinatos y
HPMC) parece frenar los cambios que ocurren durante el
envejecimiento de los films de almidén de maiz, en especial la

retrogradacion.
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IV.1.3. PROPIEDADES BARRERA

En la tabla IV.1.2, se muestran las medias, desviaciones y resultados
del ANOVA de la permeabilidad al vapor de agua (PVA),
permeabilidad al oxigeno (PO), la humedad (x) y el espesor (um) en
los diferentes films secos formulados a partir de almidén (S) gelatina
(G) y lipido (e), a tiempo inicial y final de almacenamiento, 1 y 5
semanas respectivamente. Los films se almacenaron a 25°C y una
humedad relativa de 53%.

Los valores de humedad de los films descritos en la tabla 1V.1.2,
reflejan pocos cambios y los niveles oscilaron entre 8,5-11% (b.h.).
En general el contenido en agua de los films aumenta con la
incorporacion de gelatina y disminuye al afiadir el lipido, lo que es
coherente con la diferente afinidad con el agua de ambos

ingredientes.

Permeabilidad al vapor de agua

En general, los valores de PVA reflejan tendencias coherentes con
los valores de humedad comentados. A tiempo inicial, los films de
almidon y gelatina puros tienen los valores mas altos de PVA, como
cabe esperar por tratarse de materiales muy higroscopicos, sobre

todo la gelatina.
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Tabla IV.1.2 Permeabilidad al vapor de agua (PVA), permeabilidad al oxigeno (PO), Humedad (xy) y
espesor (um) de films de almidén de yuca y gelatina, puros y mixtos, con y sin adicién de lipido E471, a
dos tiempos de almacenamiento (1 y 5 semanas) a 25°C a HR 53%. Valores medios (desviacion estandar)
y resultados del ANOVA.

PVA (g-mm-KPa™*-h™m-?) PO (102 cm®m™seg™Pa™) Xw (% b.h.) Espesor (um)

FILMS 1 semana 5 semanas 1 semana 5 semanas 1 semana 5 semanas 1 semana | 5 semanas
100S-0G 5’4(0’4)(b0)(x)(1) 6’8(0’5)(6)0()(2) 0,395(0,002)(00()(1) 0’253(0’0013)(9)0()(2) 8,8(0,7)(130)0()(1) 7,6(0,2)(d)(><)(2) 75(4)(3)00(1) 65(4)(d)(x)(2)
100S-0Ge 2’70(0’3)@1)()’)(1) 1’9(0’5)(9)0’)(2) 2,51(0,23)(6)()’)(1) 1’960(0’33)(3)()’)(1) 7,7(0,8)(0)()()(1) 8,6(0,8)(de)(X)(1) 76(4)(3)00(1) 74(4)(3)()/)(2)
75S5-25G 6,2(017)(3)0()(1) 6,4(0,7)(6b)(><)(1) 0,494(0,009)(00()(1) 0’379(0’002)(900()(1) 8’92(1’08)(“)00(1) 8’8(0’3)030)0()(1) 67(5)(0)00(1) 71(6)(b)(><)(2)
75S-25Ge 6,4(018)(3)0()(1) 5,2(0,3)(09)@)(2) 1,330(0,007)@1)()’)(1) 0’600(0’002)@(1)()’)(2) 8’5(0’5)030)00(1) 8’0(0’6)(00)()/)(1) 70(6)(b)(Y)(1) 74(4)(3)()’)(2)
50S-50G 5,9(014)(ab)(x)(1) 5,9(0,6)(b0)(><)(1) 0,52(0,09)(00()(1) 0’270(0’0013)(900()(2) 10(2)(3b)(><)(1) 10’8(1’3)(3)(@(1) 74(3)(61)00(1) 68(3)(9)00(2)
50S-50Ge 5,2(012)(0)0’)(1) 3,8(0,2)(00/)(2) 1’520(0’005)(0)()/)(1) 0,860(0,0028)(bc)(y)(2) 9'9(0'4)(bc)(x)(1) 9,3(0,6)03)0()(1) 71(2)(b)(Y)(1) 60(2)(9)()’)(2)
0S-100G 6,3(015)(6)@)(1) 5,5(014)(de)(x)(2) 0,75(0,06)(9)()()(1) 0’487(0’0)(60@)(2) 10'9(1'9)(3)0()(1) 11(0,5)(3)0()(1) 66(3)(0)0()(1) 68(4)(0)00(1)
0S-100Ge 5]3(0]2)(“)0’)(1) 48 (015)(9)0()(1) 1,88(0,07)(b)(y)(1) 0’975(0’0)(b)(y)(2) 9'9(0'7)(ab)(x)(1) 10,6(0,6)(3)0()(1) 75(3)(61)()’)(1) 72(4)(ab)(y)(2)

a, b, c, d, e, f, g. Diferentes superindices dentro de una columna indican diferencias significativas entre formulaciones
diferentes para un mismo tiempo de almacenamiento. (p < 0.05).

X, ¥, Diferentes superindices dentro de una misma formulacion indican diferencias significativas con y sin adicion de lipido
E471(e). (p<0.05).

1, 2, Diferentes superindices entre dos columnas indican diferencias significativas entre los diferentes tiempos de
almacenamiento para una misma formulacion. (p < 0.05).
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Estos resultados son comparables con los descritos en estudios
previos en films almidén de yuca (Mali et al., 2006) y gelatina de
bovino (Bertan et al., 2005). En general, los valores de PVA de los
films oscilan entre 5,4 y 6,3 g-mm-KPa-h:-m-%. En los films mixtos,
no se observan cambios significativos en los valores de PVA, en
comparacién con los polimeros puros. Esto indica que la
incorporacion de gelatina bovina a la matriz de almidén de yuca, no
afecta negativamente a esta propiedad barrera en las proporciones
del ensayo. En trabajos previos también se describieron pocos
cambios en la PVA al aiadir caseinato y HPMC a films de almidon
(Jiménez et al., 2012). No obstante, en trabajos previos Hassan y
Norziah (2012) si describieron un efecto negativo sobre esta
propiedad, al incorporar gelatina de pescado a almidon sagu.

En general la incorporacion del lipido, mejoré la propiedad barrera al
agua de todos los films a los dos tiempos de almacenamiento, como
es logico por su naturaleza hidrofébica. La misma tendencia ha sido
observada en estudios previos al afadir acidos grasos a films de
almidéon de maiz (Jiménez et al., 2012) y gelatina (Bertan et al.,
2005), o aceite de oliva a films de gelatina (Wen et al., 2012). Este
efecto fue muy notable (p<0.05) en el caso de los films de almidén,
con una reduccion de la PVA mayor del 60%. Esto puede estar
relacionado con interacciones especificas del lipido con los polimeros
del almidon debido a la formacién de complejos amilosa-lipido y/o

amilopectina-lipido, descrita por diferentes autores (Jiménez et al.,
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2012), lo que permite una mayor integracion del lipido en la matriz de
almidon.

La mejora de la propiedad de barrera al vapor de agua de los films de
almidén o gelatina con la incorporacion del lipido es coherente con
las observaciones microestructurales, que revelan matrices
continuas, sin zonas porosas. No obstante, estas mejoras no se
observan al incorporar el lipido a los films mixtos seguramente por
problemas de compatibilidad en el sistema lipido-almidon-gelatina.
En general, el envejecimiento del film con el tiempo de
almacenamiento mostr6 comportamientos muy diferenciados en los
films. En los films de almidén puro aumenta ligeramente su
permeabilidad con el tiempo, mientras que en los de gelatina
disminuye. Los films mixtos sin lipido apenas sufren cambios en el
valor de PVA. Sin embargo todos los films que incorporan lipido
mejoran en esta propiedad barrera. Esto podria relacionarse con
cambios en la integracion de los hidrocoloides y el lipido en la matriz
dando lugar a una red con mas dificultades para el transporte de
moléculas de agua. Trabajos previos en los que se incorporaban
lipidos a matrices poliméricas, indican su efecto potenciador de las
propiedades barrera al vapor de agua por fendmenos de asociacion
entre los compuestos (Gontard et al., 1993; Yang y Paulson, 2000).
Se observan concordancia entre los cambios en las propiedades
Opticas y las de barrera al vapor de agua: los cambios en las

propiedades Opticas con el tiempo revelan la formacion de
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estructuras mas compactas, en especial por efecto de Ila
incorporacion del lipido y en el almidén, lo cual también redundaria

en una disminucién de las propiedades de transporte de masa.

Permeabilidad al oxigeno

Los films de gelatina presentan valores de PO casi el doble respecto
a los de almidon, como se observa en la tabla 1V.1.3. Estos
resultados son comparables con los descritos en estudios previos
realizados por Bertan et al. (2005) y Hassan y Norziah, (2012). En los
films mixtos, la incorporacion de la gelatina provoca resultados
diferentes: en los films sin lipido aumenta la PO, aunque este efecto
es menos marcado a las 5 semanas de almacenamiento y, por el
contrario, al afadir lipido disminuye la PO a los 2 tiempos de
almacenamiento. La incorporacion de caseinatos y HPMC a films de
almidon de maiz (Jiménez et al,. 2012b) también disminuyd la
barrera al oxigeno, al incorporar a la matriz otro polimero mas
permeable que el almidon.

La incorporacion del lipido a las formulaciones provocé un aumento
significativo de la PO en todos los films. Esto esta relacionado con la
mayor solubilidad del oxigeno en la fraccion lipidica que promueve el
transporte del gas (Fabra et al., 2012). Las irregularidades
estructurales que introducen los lipidos en las matrices poliméricas,

también pueden contribuir a este efecto se ha descrito en trabajos
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previos en films de almidén (Jiménez et al., 2012a) y gelatina (Bertan
et al., 2005).

El envejecimiento de los films supuso una disminucion significativa
(p<0.05) de la permeabilidad al oxigeno debido posiblemente al
aumento de las interacciones intercadena y compactacion de la
matriz, ya comentada previamente. En el caso de los films que
contienen almidén, la mejora puede ser debida a la formacion
progresiva zonas cristalinas, que actiuan de mayor barrera al paso del
oxigeno (Shen et al., 2010).

IV.1.4. PROPIEDADES MECANICAS

En la figura 1V.1.3 se muestra la evolucion tipica de la relacion
esfuerzo de tension-deformaciéon de Henky para las diferentes
muestras estudiadas, donde puede observarse una importante
diferencia de comportamiento en funcion de la formulacion.

Destacan los mayores valores de la relaciéon tension-deformacion
relativa para los films de gelatina y su disminucidon progresiva a
medida que aumenta la proporcion del almidon en la mezcla.

Asi mismo, en las figuras IV.1.4 a IV.1.6 se muestra la evolucion de
los pardmetros mecanicos (modulo de elasticidad (ME), la tension de
fractura (TS) y la deformacion hasta el punto de fractura (%E) en
funcién del % de gelatina en la formulacion, para los films con y sin

lipido, a los 2 tiempos de almacenamiento. Estos parametros son
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habitualmente utilizados para describir el comportamiento mecanico
de los films (Mc Hugh y Krochta, 1994) y estan relacionados con su
microestructura.

40 o 40
Sin lipido (1 semana) Con lipido (1 semana)
35 35
0 005-0G 0
—— 1005 —1005-0Ge
25 25
= —755-25G - —755-25Ge
a 20 :
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u.
e 15 s —05-100Ge
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FIGURA IV.1.3. Esfuerzo de tensiéon (TS) vs deformacién de Henky
(€H), de films de almiddn de yuca y gelatina, puros y mixtos, con y sin
adicién de lipido E471, a dos tiempos de almacenamiento (1 y 5
semanas). Films acondicionados a 25°C y 53% de HR.
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FIGURA IV.1.4 Modulo de elasticidad (ME) en funcién del porcentaje de
gelatina incorporado a los films de almidén de yuca, con y sin adicion
de lipido E471, a dos tiempos de almacenamiento (1 y 5 semanas) a

25°Cy 53% de HR.

TS [MPa)
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FIGURA IV.1.5 Tension de fractura (TS) en funcion del porcentaje de
gelatina incorporado a los films de almidén de yuca, con y sin adicion
de lipido E471, a dos tiempos de almacenamiento (1 y 5 semanas) a

25°Cy 53% de HR.
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FIGURA 1IV.1.5 Porcentaje de extensibilidad (E) en funciéon del

porcentaje de gelatina incorporado a los films de almidén de yuca,
con y sin adicion de lipido E471, a dos tiempos de almacenamiento (1

y 5 semanas) a 25°C y 53% de HR.
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Tabla IV.1.3 Modulo de elasticidad (ME), tension de fractura (TS) y deformacion hasta el punto de

fractura (E) de films de almidén de yuca y gelatina, puros y mixtos, con y sin adicién de lipido E471, a

dos tiempos de almacenamiento (L y 5 semanas) a 25°C a HR 53%. Valores medios (desviacion estandar)
y resultados del ANOVA.

ME (MPa) TS (MPa) E (%)

FILMS 1 semana 5 semanas 1 semana 5 semanas 1 semana 5 semanas
100S-0G 131(31)(ef)(x)(1) 770(171)(b)(x)(2) 4,1(0, 7)(fg)(x)(1) 13(2)(0)0()(2) 415(019)(9)(X)(1) 1,9(0, 6)(9)00(2)
100S-0Ge 73(17)(“)(")(” 26(7)(9)()’)(2) 2, 2(0,5)(9)()’)(1) 1, 9(013)(9)()/)(1) 6(2)(de)(><)(1) 28(5)(5‘)(3/)(2)
755256 |364(6L) WY | 724(57)OWF  111,2(1,4/990 116@3)0@  151)®0W | 4(0,5)94®
75S-25Ge 191(22)(9)()’)(1) 544(68)(‘3)()’)(2) 7(1)(0()’)(1) 10(3)(d)(y)(2) 17(3)(b)(x)(1) 5 2(0 8)(9)00(2)
50S-50G 627(54)(b)(x)(1) 812(119)(b)(x)(2) 24(2)(C)(X)(1) 30(3)('3)0()(2) 14(4)(cd)(x)(1) 12(3)(0)00(2)
50S-50Ge 271(46)(d)()’)(1) 392(58)(d)(y)(2) 16(2)(d)(y)(1) 16(2)(C)(y)(2) 30(4)(b)(Y)(1) 18(7)(b)(x)(2)
0S-100G 703(23)(3)(X)(1) 1119(87)(3)0()(2) 37(2)(3)0()(1) 46(5)(3)0()(2) 19(2)(b)(x)(1) 8(2)(d)(x)(2)
0S-100Ge 336(28)(Cd)()’)(1) 599 (35)(0)()/)(2) 28(5)(b)(y)(1) 31(3)(b)(y)(1) 31(5)(3)(}’)(1) 17(4)(b)(Y)(2)

a, b, c, d, e, f, g, Diferentes superindices dentro de una columna indican diferencias significativas entre formulaciones
diferentes para un mismo tiempo de almacenamiento. (p < 0.05).
X, ¥, Diferentes superindices dentro de una misma formulacion indican diferencias significativas con y sin adicion de lipido

E471. (p<0.05)
1, 2, Diferentes superindices entre dos columnas

indican diferencias significativas entre los diferentes tiempos de
almacenamiento para una misma formulacion. (p < 0.05).
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La Tabla 1V.1.3 muestra los valores de estos parametros mecéanicos
para cada una de las formulaciones, a los diferentes tiempos de
almacenamiento a 25°C y HR 53%.

En general, el médulo de elasticidad y la resistencia a la fractura
aumentaron con el aumento en la proporcién de gelatina, mientras
gue la incorporacién de lipido provocd una disminucion de estos
valores. Con el tiempo de almacenamiento, aumento la rigidez de los
films (mayor modulo de elasticidad), salvo en los films de almidon
puro con lipido. La resistencia a la fractura también aumenté en
todos los films sin lipido, aunque con lipido este efecto no fue
notable. Respecto a la extensibilidad, aumenté con la adicion de
gelatina en 25 %, pero no cambio significativamente en proporciones
mayores en los films con 1 semana. No obstante, el film con 50 % de
gelatina gano extensibilidad durante el almacenamiento mas
prolongado, al igual que el de gelatina pura. La incorporacion de
lipido aumentd la extensibilidad de los films en todos los casos para
los films de 1 semana y 5 semanas, excepto para la formulacién con
25 % de gelatina donde no influyé en la extensibilidad a ninguno de
los tiempos analizados. Los films de almidon con lipido
experimentaron un notable aumento de extensibilidad durante el
almacenamiento prolongado.

Los resultados obtenidos para las propiedades mecanicas de los
films puros (almidon y gelatina) fueron similares a los obtenidos por

otros autores (Chambi y Groso, 2006; Hassan y Norziah, 2012).
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Comparando dichos valores, se observa que los films de gelatina
fueron mas resistentes, mas extensibles y mas rigidos que los de
almidéon de yuca. En ese sentido, la incorporacion de gelatina a la
matriz de almidén aumentd la resistencia, extensibilidad y rigidez en
los films mixtos. Por el contrario, Hassan y Norziah. (2012)
obtuvieron films menos resistentes, mas deformables y menos
rigidos al incorporar gelatina de pescado a films de almidén de sagu,
con glicerol como plastificante. Sin embargo, en estudios previos,
Pranoto et al. (2007) sefalaron que los polisacaridos
macromoleculares de cadenas largas, como el almidén, pueden
entrelazarse con la gelatina, aumentando la resistencia mecanica.
Ademas, los polisacéaridos pueden formar redes con las moléculas de
gelatina al interaccionar los grupos anionicos de los polisacaridos y
los cationicos de la gelatina, fortaleciendo la estructura final (Linus et
al., 2003). En las formulaciones mixtas las cadenas de polisacaridos
y proteinas se mezclan a través grupos hidroxilo que forman enlaces
de hidrogeno entre la gelatina-almidon-glicerol-agua (Hassan y
Norziah, 2012).

La disminucién de la resistencia y rigidez de los films por la adicion
del lipido, tanto en el tiempo inicial como en el tiempo final de
almacenamiento, ha sido también observada en estudios similares, al
incorporar diferentes acidos grasos en films de almidon de maiz
(Jiménez et al., 2012) y acido estearico a films de almidon (Reoldn et

al., 2013). En ambos trabajos se utiliz6 también glicerol como
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plastificante. En este sentido, Su et al. (2010) apuntan que el glicerol
es una molécula de pequefio tamafio que puede penetrar entre las
cadenas de los polimeros, y debilitar la interaccion entre
polisacéridos y proteinas. Por otra parte, las bajas fuerzas de
cohesion que se establecen entre lipido-polimero, y la introduccién
de discontinuidades en la matriz del film, da lugar a una menor
resistencia mecénica y rigidez.

En cuanto al aumento de la extensibilidad (%E) con la adicion de
lipido no ha sido previamente observada en fiims de almidon y
ademas este fue mayor a medida que aumentd la proporcion de
gelatina, lo que parece indicar que en estos films las interacciones
lipido-gelatina potencian el efecto plastificante del lipido. Es
destacable el gran aumento en la extensibilidad con el tiempo de los
films sin gelatina, lo cual sélo puede entenderse desde un cambio
estructural en la matriz de almidén que libere las moléculas de lipido
atrapado inicialmente en complejos con la amilosa. Esto podria
debilitar las fuerzas intercadena, favoreciendo el deslizamiento de las
moléculas de amilosa durante la extension del film.

El aumenté con el tiempo de almacenamiento de la resistencia y
rigidez de los films, y la general disminucion de su extensibilidad
(excepto en el almidén puro) puede relacionarse con los fenbmenos
mencionados de progresiva agregacion de las cadenas con el
tiempo, asi como con el crecimiento de las zonas cristalinas, tanto

del almidon como de la gelatina. También se ha encontrado un
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aumento en la rigidez y disminucion de la extensibilidad con el tiempo
en films de almidoén de maiz con y sin acidos grasos (Jiménez et al.,
2012a) y en films de caseinato: almidon (Jiménez et al., 2012b). No
obstante, en estos trabajos siempre se encontrd una disminucién de
la resistencia a la fractura.

Los films de almidén puro con lipido tiene una evolucion con el
tiempo diferente al resto: disminuye la resistencia y aumenta la
extensibilidad, con pocos cambios en la rigidez, lo que esta
relacionado con las interacciones del lipido en la matriz de almidon, y
su evolucion con el tiempo. En estudios previos con almidon de maiz
y acidos grasos, se observa un descenso en la extensibilidad con el
tiempo, asociado a una mayor proporcion de zonas cristalinas de los
complejos amilosa-lipido (Jiménez et al., 2012). EI comportamiento
observado en almidon de yuca, tal como se ha comentado, podria
deberse a la liberacion del lipido de estos complejos con el tiempo,
permitiendo a las moléculas de amilosa lineales deslizarse unas
respecto a otras durante la extension del film.

Chang et al. 2006 analizaron ademas el efecto del agua y el glicerol
en las propiedades mecanicas de films de almidon de yuca. Los
resultados mostraron que el glicerol actia como antiplastificante
cuando esta presente en bajas concentraciones (2,5%) en films
secos (aw 0,22). Por el contrario, cuando existe suficiente cantidad

de agua, el glicerol tiene el tipico comportamiento de plastificante.
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Esto se reflejé en las propiedades mecéanicas determinadas a altos
niveles de deformacion como TS y %E.

Los resultados obtenidos revelan que la adicion de lipidos afecta a la
estructura de los films segun el tipo de lipido y los cambios en sus
interacciones con la matriz con tiempo. Estos cambios estan
relacionados con fendmenos de cristalizacion que tiene lugar en los
diferentes componentes. Jiménez et al. (2012) sefialan que los films
recién preparados presentan una fraccion cristalina pequefia debido
a que durante la preparacion de las emulsiones formadoras de film,
la gelatinizacion del almidon hace que el almiddén nativo pierda la
cristalinidad. Sin embargo, durante el periodo de secado ocurre la re-
cristalizacion de la amilosa y del lipido. En el almiddn de yuca existe
ademas, una fraccidén importante de amilopectina, que es la principal
responsable de la re-cristalizacion en periodos de almacenamiento
prolongados, si en el sistema se da suficiente movilidad molecular.
La amilosa cristaliza muy rapido, durante el secado y acondicionado
de los films.

Las variables de composicion consideradas y el tiempo de
almacenamiento influyeron de forma decisiva en las propiedades
mecanicas de los films de almidon. Se mejoré la dureza, la
resistencia a la fractura y la extensibilidad con la incorporacién de
gelatina. El lipido provoco6 una disminucién de la dureza y resistencia
mecanica, pero potencio la extensibilidad cuando el contenido en

gelatina fue del 50%. Con el tiempo de almacenamiento aumento la
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dureza y resistencia de la fractura de los films, especialmente en los
gue no contienen lipido. No obstante la presencia de lipido potencio
la extensibilidad de los films durante el almacenamiento,
especialmente en los films con solo almidén. El film mixto 50%
almidon y 50% gelatina sin lipido fue la formulacién con mejores

propiedades mecanicas.
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V. CAPITULO 2
PROPIEDADES ESTRUCTURALES DE FILMS
DE ALMIDON DE YUCA-GELATINA
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IV.2.1. OBSERVACIONES MICROESTRUCTURALES

En esta parte del trabajo, se analiz0 la estructura interna y superficial
de los films por diferentes técnicas: difraccion de rayos X,
microscopia electronica de barrido (SEM) y microcopia de fuerza

atomica (AFM), tal y como se comentan a continuacion.

Difraccion de rayos X.

En el caso del almidon puro, los espectros obtenidos muestran
caracter amorfo sin picos que revelen la formacién de zonas
cristalinas predominantes. Los picos tipicos observados para las
distintas formas cristalinas del almidon (tipo A, B y la mezcla de
ambos, tipo C), aparecen a 26 15°, 18° y 23° (Zeng et al., 2011).
Estos picos no se observan en las muestras analizadas con almidén
de yuca, seguramente debido a la baja proporcién de amilosa en este
almidon. El almidén de yuca utilizado como materia prima, contiene
un 9,28% de amilosa (g/100 g) y wuna proporcion de
amilosa/amilopectina de 1:9,78, obtenida tal y como se ha descrito en
el apartado I1l.1.1. Esta proporcion de amilosa/amilopectina fue
menor que la obtenido en estudios previos por Souza et al., (2012),
entre 19,7-22,5%, lo que puede ser debido a los diferentes cultivos

utilizados. No se detectdé un aumento de la cristalinidad con el tiempo
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de almacenamiento. Estudios previos (Stading et al.,, 2001) han
demostrado que la cristalizacion de los polimeros de almidén durante
la formacion films ocurre basicamente durante el periodo de secado
cuando hay una alta movilidad de las cadenas de amilosa. Por tanto,
el tiempo de secado influye en gran medida en el nivel de
cristalizacién del film. En esta etapa ocurre la cristalizacion de la
amilosa y en gran extension, la de la amilopectina que cristaliza a
tiempos muy largos, si la matriz tiene movilidad molecular (estado
gomoso). A la humedad relativa de acondicionado de las muestras, la
movilidad molecular parece impedida ya que no se observa aparicion

de fases cristalinas en los films almacenados durante 5 semanas.
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Figura VI.2.1. Difractogramas por Rayos X de films de almidén de yuca

y gelatina, sin

almacenamiento (25°C y 53% de HR).

lipido E471, a dos tiempos 1 y 5 semanas de

(Continua)
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Figura VI.2.1. Difractogramas por Rayos X de films de almidén de yuca

y gelatina, con y sin lipido E471, a dos tiempos 1 y 5 semanas de
almacenamiento (25°C y 53% de HR).
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Figura IV.2.2. Difractograma obtenido por rayos X del lipido puro.

La adicion del lipido (E471), a la matriz de almidén, aumento la
cristalinidad (se detectan mayor numero de picos). Esto es debido
por una parte a la cristalizacion del lipido puro, que se refleja de
forma clara en el pico que aparece entorno a 20° (Figura 1V.2.2) y
debido a la posible formacion de complejos lipido-amilosa tipo V en
torno a 26= 7,3° (Bhatnagar y Hanna, 1994). El tiempo tampoco
afect0 a la cristalinidad de la matriz con lipidos.

La gelatina bovina pura presentd un espectro de rayos X
caracteristico de un material parcialmente cristalino con un pico
ancho de baja intensidad a 26 20-22,5°, tal y como han observado
otros autores (Bergo y Sobral, 2007; Rivero et al., 2010; Andreuccetti
et al., 2011). Ademas aparece otro pico de mayor intensidad a 20 7-
8°, relacionado con la formacién de la estructura de triple hélice en la
molécula de gelatina (Bigi et al., 2004; Yakimets et al., 2005, 2007).
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Al final del almacenamiento, aparecen picos intensos y definidos,
indicando una mayor proporcion de zonas cristalinas, seguramente
relacionado con una mayor ordenacién de las estructuras dentro de
la matriz.

Al afadir el lipido al film de gelatina, se superponen los picos de
cristalizacién del polimero y del lipido, éste ultimo en torno a 20-23°.
El almacenamiento no dio lugar a cambios notables en el espectro de
rayos X obtenido. Esto parece indicar que en las muestras con lipido,
parece que haya cierta inhibicion parcial de los fenOmenos de
cristalizacion con el tiempo de almacenamiento debido a la posible
formacion de complejos gelatina-lipido, tal y como ha sido observado
por otros autores (Andreucceti et al. 2011), al trabajar con films de
gelatina formulados con diferentes surfactantes, independientemente
de su concentracion y de naturaleza.

Los films mixtos generaron espectros que “suman” las formas
caracteristicas vistas para los respectivos compuestos puros; los
picos estan en las mismas zonas pero cambian las intensidades
dependiendo de la proporcion almidén:gelatina. En estos films
apenas cambia las formas de los espectros con el tiempo. Esto
parece indicar que la incorporacion de gelatina en la mezcla queda
inhibido el crecimiento de zonas semi-cristalinas con el
almacenamiento. Por otro lado, la incorporacion del lipido aumenté la

cristalinidad, como se observé en la matriz pura de almidon.
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En conclusion no se observd cristalizacion para los polimeros,
aunque la gelatina formé asociaciones semicristalinas de las formas
helicoidales que progresaron durante el almacenamiento de los films.
El lipido cristaliz6, al menos parcialmente, en todas las
formulaciones. En los films mixtos se inhibié el crecimiento de las

zonas cristalinas de la gelatina.

Microscopia electréonica de barrido

Se analizd la estructura interna y superficial de los films por
diferentes técnica: microscopia electronica de barrido (SEM) y
microcopia de fuerza atomica (AFM).

Las figuras 1V.2.3 y 1V.2.4 presentan las secciones transversales de
las formulaciones de los diferentes films sin y con lipido,
respectivamente. En los cortes transversales, las micrografias
muestran que el film de almidon puro (100S-0G) presento una alta
homogeneidad con una apariencia lisa y compacta, tal y como han
observado otros autores (Jiménez et al. 2012). Se ven algunos
microcanales en la parte superior, que pueden ser asociados a zonas
preferentes de salida de agua durante secado. En el film de gelatina
pura (0S-100G), las micrografias mostraron las zonas de
alineamiento de las cadenas de este polimero a través de la

conformacién helicoidal descrita, con un aspecto también compacto y
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ligeramente mas rugoso debido a la coexistencia de zonas amorfas y
cristalinas.

En los films mixtos (75S-25G / 50S-50G), se observa un alineamiento
regular de las cadenas de los polimeros, atribuible a la gelatina, lo
gue lo parece indicar que no se da la compatibilidad total entre
ambos polimeros, dando lugar a dos fases (una rica en gelatina y
otra rica en almiddn) que se interpenetran.

La incorporacion del lipido da lugar a microestructuras diferentes,
dependiendo de la composicion polimérica. Con almidon se forma la
matriz tipica de los complejos almidon-lipido, con un aspecto irregular
y fragil, pero no se observan particulas de lipido claramente
separadas, lo que revela la integracion de una gran parte de las
moléculas lipidicas en las estructuras complejas. En el film de
gelatina pura, tampoco se diferencias las particulas lipidicas, con una
morfologia estructural mas proxima a los films de gelatina pura. Sin
embargo, en los films mixtos, se aprecian claramente los glébulos
lipidicos dispersos en la matriz. Esto parece indicar que la mezcla
almidon gelatina interacciona a nivel de cadenas, limitando la
capacidad de incorporacién del lipido en forma de complejos.

Por otro lado, las figuras 1V.2.5 (sin lipido), muestran observaciones
de la superficie de los mismos films. Las micrografias de almidon
presentaron micro-roturas en su superficie, formadas durante la
observacion microscopica por la mayor fragilidad de los mismos, que

van disminuyendo a medida que aumenta el contenido en gelatina.
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Ademas, presentaron una estructura compacta muy homogénea, lo
que indicaria que la gelatinizacion ha sido completa y no quedan
granulos. Los films de gelatina pura (0S-100G), muestran también
estructuras muy homogéneas con superficies continuas muy lisas. En
los films de gelatina se aprecian zonas redondeadas que podrian
atribuirse a las zonas de organizacién semicristalina que emergen a
la superficie del film. En los films mixtos (75S-25G / 50S-50G) se
puede observar que, a mayor cantidad de gelatina en la formulacion
mas irregular es la superficie del film. Esto se explica por la
formacion de dos fases, tal como se ha comentado previamente,
aunque ambos compuestos parecen tener cierta compatibilidad.

La adicion del lipido (Figura 1V.2.6 ) introduce discontinuidades en la
superficie, indicando que parte del lipido no queda
atrapado/integrado en la matriz debido a la falta de miscibilidad con
los componentes, lo que provoca fenOmenos de coalescencia y
cremado durante el proceso de secado (Monedero et al., 2009;
Sanchez-Gonzalez et al., 2010). Este efecto es mas marcado en los
films con mayor proporcion de gelatina, lo que indica una menor
integracion del lipido en la matriz continua como consecuencia de las
interacciones de gelatina-almidon.

La observacion microscopica de los films en el almacenamiento no

reflej6 cambios cualitativos en la estructura de los films.
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Tiempo 1 semana Tiempo 5 semanas

100S-0G

75S-25G

Figura IV.2.3. Micrografias de las secciones transversales obtenidas
por SEM de films de almidén de yuca y gelatina bovina (1500
aumentos) sin lipido a 1 semana y 5 semanas de almacenamiento
(25°C y 53% de HR).

(Continua)
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0S-100G

o
Figura IV.2.3. Micrografias de las secciones transversales obtenidas

por SEM de films de almidén de yuca y gelatina bovina (1500

aumentos) sin lipido a 1 semana y 5 semanas de almacenamiento

(25°C y 53% de HR).
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Figura IV.2.4. Micrografias de las secciones transversales obtenidas
por SEM de films de almidén de yuca y gelatina bovina (1500
aumentos) con lipido E471, a 1 semana y 5 semanas de
almacenamiento (25°C y 53% de HR).

(Continua)
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Figura IV.2.4. Micrografias de las secciones transversales obtenidas
por SEM de films de almidén de yuca y gelatina bovina (1500
aumentos) con lipido E471, a 1 semana y 5 semanas de

almacenamiento (25°C y 53% de HR).
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Figura IV.2.5. Micrografias de la superficie de los films de almidén de
yucay gelatina bovina obtenidas por SEM (1500 aumentos) sin lipido a

1 semana y 5 semanas de almacenamiento (25°C y 53% de HR).

(Continua)
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Figura IV.2.5. Micrografias de la superficie de los films de almidon de
yucay gelatina bovina obtenidas por SEM (1500 aumentos) sin lipido a

1 semana y 5 semanas de almacenamiento (25°Cy 53% de HR).
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100S-0Ge

75S-25Ge

Figura IV.2.6. Micrografias de la superficie de los films de almidén de
yucay gelatina bovina obtenidas por SEM (1500 aumentos) con lipido
E471, a 1 semana y 5 semanas de almacenamiento (25°C y 53% de
HR).

(Continua)
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Figura IV.2.6. Micrografias de la superficie de los films de almidén de
yucay gelatina bovina obtenidas por SEM (1500 aumentos) con lipido
E471, a 1 semana y 5 semanas de almacenamiento (25°C y 53% de
HR).
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Microscopia de Fuerza Atdmica (AFM)

La Figura IV.2.7 y IV.2.8 muestra las micrografias obtenidas por AFM
en modo tapping para todos los films y tiempos de almacenamiento.
Esta técnica proporciona informacion sobre la topografia de las
superficies analizadas. En la Tabla IV.2.1 se muestran los
parametros de rugosidad dados por el equipo tras el andlisis (Ra,
RQ).

En coherencia con los valores de rugosidad determinados, en la
Figura IV.2.7 se observa que los fiims de gelatina presentan una
superficie mas lisa que los puros de almidén o las mezclas, aunque
en la observacion de la superficie de los films por SEM no fue tan
evidente. Con el tiempo de almacenamiento si que parece aumentar
la rugosidad de todos los films, en coherencia con parametros de
rugosidad.

La incorporacion del lipido (Figura 1V.2.8) aumentd la rugosidad
superficial de los films de gelatina y la disminuyo en la de los de
almidon puro, segun se observé también en las observaciones por
SEM. Esto parece indicar que la cantidad de lipido cremado durante
el secado de los films fue mayor para la dispersion de gelatina y que
para la de almidén y esta presentdé una mayor estabilidad,

probablemente por la formacién de complejos mas estables.
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TABLA [IV.2.1.Parametros de rugosidad Rqg (Rugosidad media

cuadratica), Ra (Rugosidad promedio) de los films de almidén de

yuca y gelatina bovina (sin y con lipido E471, a 1 semanay 5

semanas de almacenamiento medidos por AFM)

Rq Rq Ra Ra

FILMS

1 semana 5 semanas 1semana | 5semanas
100S-0G | 308(36)*”™® | 582(127) @ 241(26)*® | 481(108)*?
100S-0Ge | 138(62)@Y® | 368,67(34,03)M@ | 113(54) @V | 290(23)*@
755-25G | 578(16)9%" | 458,3(139,4)°YY | 443(18)Y®® | 358(105)IMW
755-25Ge | 518(75)9®® | 485(119)I®W 411(53)PD | 376(87)CIMW
50S-50G | 421(43)®9™W | 210(38)*P®® 329(34)®°IWD | 172(29)@WM@
50S-50Ge | 567(28)“Y® | 317(165)"90® 442(23)CIN | 556(130)CIMW
0S-100G | 167(25)¥W® | 86,87(4,13) W% 133(25)@® | 82(10) @@
0S-100Ge | 483(204)*9™0® | 466,3(41,5)CINW 380(173)@WM | 359(14)CcA®®

a, b, c, Diferentes superindices dentro de una columna indican diferencias significativas
entre formulaciones diferentes para un mismo tiempo de almacenamiento. (p < 0.05).

X, Y, Diferentes superindices entre una misma columna indican diferencias en la formulacién
sin y con Ester para cada tiempo de almacenamiento. (p < 0.05).
1, 2, Diferentes superindices entre dos columnas indican diferencias significativas entre los
diferentes tiempos de almacenamiento para una misma formulacion. (p < 0.05).
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El efecto mas notable del tiempo de almacenamiento se puede
observar en los films de almidén (con o sin lipido), en los que
aumenta de forma notable la rugosidad. Eso puede atribuirse a la
formacion de cristales superficiales de amilopectina, en la zona
superficial donde la humectacion del film aumenta la movilidad
molecular. En el resto de los films, no hubo cambios notables de
rugosidad con el almacenamiento.

Al analizar las micrografias AFM obtenidas por el método de analisis
de derivado del mode tapping (Figuras 1V.2.7 y IV.2.8), de mode
phase (Figuras IV.2.9 y IV.2.10) y en las segundas se obtiene con el
mode Peak force (Log DMT), las (Figuras IV.2.11 y IV.2.12), se
pueden observar diferencias estructurales a nivel superficial de los
films. Las primeras (mode tapping y mode phase) revelan los mapas
superficiales de cambios en alguna propiedad del material
(mecéanica, eléctrica, etc.) y las segundas (mode Peak force (Log
DMT)), muestran los mapas concretos del médulo de elasticidad en
cada punto de la superficie. En los dos casos se aprecia
heterogeneidad estructural en la superficie de los films, derivada de
la presencia de zonas cristalinas o amorfas y/o lipido cremado.

Los mapas del médulo de elasticidad superficial (Figura 1V.2.11)
permiten diferenciar zonas mas claras que se corresponden con
partes mas duras de la matriz y zonas mas oscuras, con menor
dureza. Estas imagenes dan una idea de la presencia de zonas

cristalinas (méas duras) y de las zonas preferentes de adsorcion de
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agua en regiones especificas de los fragmentos del polimero. Asi, se
puede resaltar la aparicion de zonas claras en la matriz pura de
gelatina y en los films mixtos, asociadas a las zonas de agregacion
de triples hélices del polimero. En el almidén también se observan
formaciones de aspecto cristalino en la superficie del film. Aunque el
andlisis de rayos X no refleja una cristalizacion cuantitativa de los
polimeros de almidon, en la superficie del film esta puede darse
debido a la mayor movilidad molecular asociada con la humectacion
superficial

La incorporacion del lipido (Figura 1V.2.12) da lugar a zonas
dispersas de color oscuro (con menor dureza), que quedan
integradas en mayor o menor grado en la matriz continla. Las
imagenes de AFM no revelan una evolucion clara con el tiempo de
almacenamiento. La pequefa zona observada en cada caso (30x30
pum) y la gran heterogeneidad observada dificultan una interpretacion

clara de lo observado.
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Tiempo 1 semana Tiempo 5 semanas

100S-0G

75S-25G

Figura IV.2.7 Micrografias obtenidas por AFM de films de almidén de
yuca y gelatina bovina (tapping mode, 50 x 50um) sin lipido a 1

semana y 5 semanas de almacenamiento (25°C y 53% de HR).

(Continua)
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Figura IV.2.7 Micrografias obtenidas por AFM de films de almidén de
yuca y gelatina bovina (tapping mode, 50 x 50um) sin lipido a 1

semana y 5 semanas de almacenamiento (25°C y 53% de HR).
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Tiempo 1 semana Tiempo 5 semanas

100S-0Ge

75S-25Ge

Figura IV.2.8. Micrografias obtenidas por AFM de films de almidén de
yuca y gelatina bovina (tapping mode, 50x 50um) con lipido E471,a 1
semana y 5 semanas de almacenamiento (25°C y 53% de HR).

(Continua)
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Figura IV.2.8. Micrografias obtenidas por AFM de films de almidén de
yuca y gelatina bovina (tapping mode, 50x 50um) con lipido E471,a 1

semanay 5 semanas de almacenamiento (25°C y 53% de HR).
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Figura 1IV.2.9. Micrografias obtenidas por AFM (mode PHASE 50 Xx
50um) de films de almidén de yuca y gelatina bovina sin lipido a 1

semanay 5 semanas de almacenamiento (25°C y 53% de HR).

(Continua)
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Figura 1IV.2.9. Micrografias obtenidas por AFM (mode PHASE 50 Xx

50um) de films de almidén de yuca y gelatina bovina sin lipido a 1

semanay 5 semanas de almacenamiento (25°C y 53% de HR).

149




100S-0Ge

3: Phase

0.0 3: Phase 50.0 pm

75S-25Ge

3: Phase

1
50.0 pm

00 3: Phase 50.0 ym

-101°

Figura 1IV.2.10. AFM de films de almidon

de yuca y gelatina bovina

(mode PHASE 50 x 50um) con lipido E471, a 1 semanay 5 semanas de
almacenamiento (25°C y 53% de HR).

(Continua)
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0.0 3: Phase 50.0 pm 00 3: Phase 50.0 pm

Figura 1IV.2.10. AFM de films de almidén de yuca y gelatina bovina
(mode PHASE 50 x 50um) con lipido E471, a 1 semanay 5 semanas de
almacenamiento (25°C y 53% de HR).
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Figura IV.2.11. Micrografias obtenidas por AFM (peak force mode
(logDMT) 30x30um) de films de almid6én de yuca y gelatina bovina sin
lipido a 1 semana y 5 semanas de almacenamiento (25°C y 53% de
HR).

(Continua)
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Figura IV.2.11. Micrografias obtenidas por AFM (peak force mode
(logDMT) 30x30um) de films de almidon de yuca y gelatina bovina sin
lipido a 1 semanay 5 semanas de almacenamiento (25°C y 53% de
HR).
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Figura IV.2.12. Micrografias obtenidas por AFM (peak force mode
(logDMT) 30x30um) con lipido E471, a 1 semana y 5 semanas de
almacenamiento (25°C y 53% de HR).

(Continua)
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Figura IV.2.12. Micrografias obtenidas por AFM (peak force mode
(logDMT) 30x30um) con lipido E471, a 1 semana y 5 semanas de
almacenamiento (25°C y 53% de HR).
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IV.2.2. ANALISIS TERMICO POR CALORIMETRIA DIFERENCIAL
DE BARRIDO (DSC).

Para profundizar en el conocimiento de las propiedades estructurales
de los films, también se analizaron las propiedades térmicas de los
mismos, a partir de la calorimetria diferencial de barrido, tal y como
se detalla a continuacion.

Los termogramas tipicos de las diferentes formulaciones obtenidos
en el equipo DSC para cada uno de cuatro intervalos de temperatura
considerados (1% tramo: calentamiento desde 25°C hasta 160°C; 2°
tramo: enfriamiento hasta 0°C; 3% tramo: calentamiento hasta 200°C;
cuarto tramo: enfriamiento hasta 25°C) se muestran en las Figuras
IV.2.13 y IV.2.14 para las muestras sin lipido y con lipido,
respectivamente.

En el primer barrido de calentamiento se observan los endotermos
correspondientes a la evaporacion del agua ligada a la matriz
polimérica (crisol perforado) y, en el caso de la matriz pura de
gelatina y sus mezclas, el endotermo de fusion del polimero (entorno
a 94°C), asociado con la disociacion de los segmentos ordenados de
la triple hélice (Roussenova et al, 2012), que se solapa con el
endodermo de vaporizacion del agua. Estos valores de temperatura
de fusién de la gelatina coinciden con los encontrados por Badii et al.
(2006) y Roussenova et al., 2012 (84°C), aunque existe una gran

variabilidad en los datos de la bibliografia dependiendo del tipo de
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gelatina, presencia de plastificantes y contenido en humedad de los
films. En el caso de las muestras con lipido, aparece ademas el
endotermo de fusion del lipido, en torno a 58°C.

En el segundo y cuarto tramo de enfriamiento, se aprecian
claramente exotermos de cristalizacion del lipido, en las muestras
con este componente. No se aprecia practicamente en ningln caso
reordenacién de los segmentos de la gelatina, indicando que
después del calentamiento no se recupera la forma cristalina durante
el tiempo del ensayo. En el tercer tramo de calentamiento hasta
200°C, se observa la transicion vitrea de la matriz polimérica,
alrededor de 166°C y 66°C, para el almidon y la gelatina puros
respectivamente. Los valores de Tg encontrados para el almidén de
yuca son del orden de los encontrados en la bibliografia para otros
almidones (entre 150-180°C) (Norman et al., 1998; Garcia et al.,
2000a; Delville et al., 2003; Chien-Hsien et al., 2009; Avena-Bustillo
et al. (2011) encontraron valores de Tg para gelatina de pescado de
54°C.

Para los films mixtos, se aprecian dos transiciones correspondientes
a las dos fases ricas en almidon y gelatina, respectivamente: 155-
160°C para la primera y 88-99°C para la segunda. El incremento en
la Tg de la fase rica en gelatina y el descenso de la Tg de la fase rica
en almidon demuestran la miscibilidad parcial de ambos
componentes. Parte de las moléculas de almidon interaccionan en la

fase amorfa de gelatina, aumentando su Tg debido a su mayor peso
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molecular y parte de las moléculas de gelatina estan presentes en la
fase rica en almidén disminuyendo su Tg.

La incorporacion del lipido a la matriz supuso una disminucion
significativa de la Tg de la matriz de almiddn, lo cual también ha sido
observado en trabajos previos para otros lipidos en almidon de maiz
(Jiménez at al. 2013). Este efecto plastificante ha sido explicado en
base a la formacion de amilosa-lipido (Singh et al. 2002) que conlleva
la disminucion de la proporcion de amilosa en la fase amorfa. Los
valores de la Tg de la amilosa son mayores que los de la
amilopectina debido a la mayor longitud de la cadena y la ausencia
de ramificaciones (Bizot et al., 1997; Gou et al., 2011). Su separacion
de la matriz amorfa durante la formacion de complejos supone un

descenso global de la Tg de la mezcla.
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Tabla IV.2.2. Temperatura de transicion vitrea (Tg) de las

diferentes matrices estudiadas (1:

gelatina;

2: almidon)

obtenidas por DSC a tiempo inicial de almacenamiento. Media y

(desviacion estandar).

Tg:1 (°C) Tg2(°C)

FILMS T(°C) T (°C) T(°C) T (°C)

INICIAL | MEDIA INICIAL | MEDIA
100S-0G - - 160 (1)2 166(3)?
100S-0Ge -- 141(13)° | 145(14)°
75S-25G 90(1)? 98(8)? 145(2)® | 154(10)®
75S-25Ge 82(2)° 91(2)® 147(18)® | 153 (15)®
50S-50G 92(5)? 98(6)? 152 (11)® | 158 (11)®
50S-50Ge 93 (2)* 99(4)? 152(16)® | 155(16)*
0S-100G 61(5)° 66(5)°
0S-100Ge

a, b, c, Diferentes superindices dentro de una columna indican diferencias
significativas entre formulaciones diferentes para un mismo tiempo de almacenamiento.

(p <0.05).
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Tabla IV.2.3. Temperatura de fusién del lipido (inicial, mediay

final) y entalpia de fusién para las distintas formulaciones con

lipido. Media y (desviacién estandar).

FILMS T2 (°C) T2 (°C) T2 (°C) AH
INICIAL MEDIA FINAL (J/g film)
100S-0Ge  |53,3(0,4)@ 58,9 (0,6)® [61,8(0,7)® |10(2)@
75S-25Ge  |53,70,3)@ 58,5(0,4)@ 161,7(0,3)@ |11(2)@
50S-50Ge  |53,2(0,1) 59,1(0,1)@ [61,7(0,3)® |9(1)®
0S-100Ge  [52,7(0,1)© 58,9(0,2)® 161,6(0,4)® |16(5)®

a, b, c, Diferentes superindices dentro de una columna indican diferencias significativas
entre formulaciones diferentes para un mismo tiempo de almacenamiento. (p < 0.05).
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Solo en el caso de las formulaciones con lipido aparece el exotermo
de fusion de éste al alrededor de 59°C (Tabla 1V.2.3). Al comparar la
entalpia de fusion del lipido en las diferentes formulaciones se
observa que es significativamente mayor (p<0.05) en los films de
gelatina pura, lo que podria indicar que el lipido estd menos ligado al
polimero facilitando esto su cristalizacion. En el film de almidon se da
el menor valor de la entalpia lo que podria sugerir que el lipido esta
mas ligado a la matriz a través de la formacion complejos lipido-
polimero, como revelan las observaciones microscopicas. En los
films mixtos, los valores son del orden de los de almidon para la
formulacion con 25% de gelatina e inferiores para los films con 50 %
de gelatina. La mayor complejidad composicional de esta mezcla
podria inhibir la cristalizacion del lipido.

Al expresar los valores de entalpia por gramo de lipido, se obtuvieron
valores similares al encontrado para el lipido puro, alrededor de 100
J/g (Figura 1V.2.15), con lo que no se puede concluir con los datos
obtenidos, si la cristalizacion del lipido se vio afectada o no por el tipo
de matriz.

En conclusion del analisis calorimétrico se desprende que almidon y
gelatina presentan miscibilidad parcial lo que supone la formacion de
dos fases interpenetrantes (segun deduce de la microestructura) en
el film: una de almidén con Tg inferior a la del almidon puro y otra de

gelatina con mayor Tg que la gelatina pura. En esta ultima se forman
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zonas cristalinas debido a la asociacién de las cadenas helicoidales

de la proteina en forma de triple hélice.
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Figura IV.2.13. Termogramas tipicos obtenidos

por DSC de films de

almidén de yuca y gelatina bovina sin lipido a 1 semana y 5 semanas
de almacenamiento (25°C y 0% de HR).

(Continua)
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Figura IV.2.13. Termogramas tipicos obtenidos por DSC de films de

almidén de yuca y gelatina bovina sin lipido a 1 semana y 5 semanas
de almacenamiento (25°C y 0% de HR).
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Figura IvV.2.14

. Termogramas tipicos obtenidos por DSC de films de

almidén de yuca y gelatina bovina con lipido E471, a 1 semana y 5

semanas de almacenamiento (25°C y 0% de HR).
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Figura IV.2.14.

Termogramas tipicos obtenidos por DSC de films de

almidén de yuca y gelatina bovina con lipido E471, a 1 semanay 5

semanas de almacenamiento (25°C y 0% de HR).

165




r T T T T T T T T T T T T T T g t + + t + t t + 1
o 2 4 € B hii] b=y “ & 18 2 2 2 min

Figura IV.2.15. Termograma con la Cristalizacion del Lipido.
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V. CAPITULO 3
PROPIEDADES FISICAS Y ANTIFUNGICAS DE
FILMS DE ALMIDON-GELATINA CON
ACEITES ESENCIALES
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IV.3.1. MICROESTRUCTURA DE LOS FILMS

La microestructura de los films con aceites esenciales fue analizada
por microscopia electronica de barrido (SEM). En la figura 1V.3.1 se
muestran las micrografias de la superficie y del corte transversal de
muestras de los films mixtos almidon gelatina (50S-50G) y de los
mismos con incorporacion de cada uno de los aceites esenciales:
canela (50S-50G-C), clavo (50S-50G-CL) y orégano (50S-50G-0).

La microestructura formada durante la obtencion de los films ofrece
informacion relevante respecto a la forma en que se incorporan los
aceites esenciales, asi como su influencia en los mecanismos de
transferencia de vapor de agua u oxigeno y en su resistencia
mecanica (Quezada et al., 2000). La interaccion con la luz que
determina las propiedades Opticas esta también afectada por los
aspectos microestructurales (Trezza y Krochta, 2001). La estructura
final esta a su vez muy relacionada con las caracteristicas
estructurales y estabilidad de la emulsién formadora de film y los
diferentes  mecanismos de  desestabilizacion:  floculacion,
coalescencia y cremado que ocurren durante la etapa de secado, y
gue determinan la distribucién final del lipido en la matriz.

Las observaciones por SEM de la superficie de los films muestran
gue los films mixtos de almidon-gelatina presentan el aspecto

heterogéneo e irregularidades, con zonas redondeadas de aspecto
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de grandes gotas, ya comentada en el punto anterior. Este aspecto
revela la falta de compatibilidad total de los polimeros de gelatina y
almidon con la consiguiente formacion de dos fases liquidas: una rica
en almidén y otra en gelatina que generan dos redes poliméricas que
se interpenetran durante el secado. Los problemas de miscibilidad de
los polimeros se presentan ya en la fase de preparacion de la
dispersion formadora de film, como han descrito Hassan et al. (2009
y 2012) para geles de almidon-gelatina. Durante el secado, al
aumentar la concentracion de los polimeros, aumenta la
incompatibilidad  termodinamica entre ellos, produciéndose
fendmenos de asociacion y agregacion de cadenas con separacion
de fases en la formacion de la matriz. En concreto, las cadenas de
gelatina forman zonas de asociacion de cadenas a través de triples
hélices como en el colageno original que tras el secado se
manifiestan como zonas fibrosas diferenciadas en la matriz amorfa
del almidén. En la superficie del film, estas zonas emergen en forma
redondeada probablemente por corresponder a las gotas de la
disolucion rica en gelatina que emigraron a la superficie del film
durante el secado, tal como se comento en el capitulo IV.1.

La incorporacion de los AE también introdujo irregularidades en la
superficie de los films debido a la baja miscibilidad de estos
componentes lipidicos con los componentes de ambas matrices. Los
aceites se dispersan en forma de emulsibn en la disolucion

formadora de film y durante el secado ocurren procesos de
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floculacion, coalescencia y cremado que llevan parte del aceite a la
superficie del film. La presencia de lipidos en la superficie es clara
para el aceite esencial de clavo, donde se aprecia la huella de las
gotas del lipido, tras su evaporacion durante el acondicionado del film
o durante la observacion microscopica a alto vacio. No obstante para
los aceites de canela y orégano, la huella del lipido no es tan
evidente aunque se aprecia una topografia superficial diferente a la
del film control, sin aceite esencial, que revela la presencia superficial
de aceite en algun momento de la preparacion del film.

En la figura 1V.3.1 se muestran también las micrografias del corte
transversal de los diferentes films. Los films control (50S-50G)
muestran zonas de asociacion de las cadenas de los polimeros,
embebidas en una matriz amorfa. Tal como se ha comentado, estas
zonas fibrosas han sido descritas en trabajos previos de films de
gelatina y se corresponden con zonas de asociacion de cadenas de
gelatina a través de sus regiones helicoidales (Hassan y Norziah,
2012). La incorporacion de aceites esenciales dio lugar a una mayor
heterogeneidad de la estructura. En las imagenes pueden observarse
numerosas cavidades, que se corresponden con la posicién de las
gotas del aceite esencial, el cual se evapora parcialmente en la
superficie crio-fracturada durante la observacion por SEM debido al
alto vacio. El aspecto corresponde a gotas alargadas, lo cual se
justifica por las deformaciones producidas en las mismas durante el

secado del film y el consiguiente empaquetamiento de las cadenas
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de polimeros, como se ha descrito en trabajos previos (Sanchez et
al., 2011, Ahmad et al., 2012). El film con aceite esencial de orégano
presenta una estructura porosa, pero sin gotas bien diferenciadas, lo
gue sugiere la coalescencia de las mismas durante el secado del film
y la formacion de canales de aceite esencial que quedan atrapados
en la matriz polimérica. La proporcidon de zonas porosas es superior
cerca de la superficie libre del film durante su secado, en coherencia
con el cremado del aceite hacia esa parte superior. La parte inferior
del film es practicamente homogénea. Estos resultados apuntan a
una mayor inestabilidad de la emulsion de aceite de orégano durante
el secado del film.

El aspecto de los films con aceites esenciales es similar al descrito
en trabajos previos para films de quitosano y HPMC con aceites
esenciales (Sanchez-Gonzalez et al., 2011). Las diferencias en la
distribucion del aceite esencial en la matriz estan relacionadas con su
diferente composicion, volatilidad y afinidad (interacciones) con los
polimeros de la matriz. La estructura de los films y la distribucion de
las gotas de aceite puede afectar a sus propiedades, como se ha
descrito en estudios previos en films gelatina con aceites esenciales
(Ahmad et al., 2012), almidén con &acidos grasos (Jiménez et al.,
2012) y para matrices de HPMC y quitosano (Sanchez-Gonzalez et

al., 2011) con aceites esenciales.
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FIGURA [IV.3.1. Observaciones microestructurales (SEM) de Iell
superficie (columna de la izquierda) y seccion transversal (columna de
la derecha) de films almidén-gelatina (50S-50G), con AE de canela (C),
clavo (CL) y orégano (O).

(Continua)
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50S-50G-CL 50S-50G-CL

T

FIGURA [IV.3.1. Observaciones microestructurales (SEM) de la
superficie (columna de la izquierda) y seccion transversal (columna de
la derecha) de films almidén-gelatina (50S-50G), con AE de canela (C),
clavo (CL) y orégano (O).
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IV.3.2. PROPIEDADES BARRERA Y PERDIDAS DE ACEITE
ESENCIAL DE LOS FILMS

En la tabla IV.3.1, se observan los valores promedio de
permeabilidad al vapor de agua (PVA) y al oxigeno (PO) de los films
almidén-gelatina, con y sin AE, equilibrados a 53% de H.R. y 25°C.
Ademas se incluyen, los valores promedio de la pérdida de aceite
esencial durante el secado de los films, evaluados a través de la
pérdida de peso de los sdélidos totales inicialmente extendidos para la
formacion del film.

Estos resultados muestran que los films con AE de orégano son los
gue mas peso pierden (p<0.005) durante el secado (66%), en
comparacion con los otros films, con aceite de clavo y canela. Esto
estd relacionado con la mayor volatilidad (de los componentes
mayoritarios del AE de orégano (50% de carvacrol y 21% de thymol)
en comparacion con los otros AE utilizados de canela (60% de
eugenol) y clavo (90% de eugenol) (ver tabla 1V.1.1 de materiales y
métodos). Durante la etapa de evaporacion del agua, los compuestos
volatiles del aceite son arrastrados con el vapor de agua, hasta un
determinado nivel de secado del film en que la viscosidad del sistema
es suficientemente elevada para provocar su encapsulacion en la

matriz. Después del secado del film, la liberacion de aceite es muy
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lenta y este queda retenido por encapsulacibn en la matriz

polimérica.

Tabla IV.3.1. Propiedades barrera al vapor de agua y al oxigeno
de los films y pérdida de aceite esencial durante la etapa de
secado en films almidon-gelatina (50S-50G), con AE de canela
(©), clavo (CL), orégano (O), equilibrados a 53% de HR y 25°C.
Valores medios, desviaciones y resultados del ANOVA.

FILMS (g.m mI;)IXDA;. h.m?) | (c mzﬁr])finga) aizri?éd(?/o? g
50S-50G 5,9(0,4) 0,52(0,10)? -
50S-50G-C 4,2(0,2)° 0,39(0,02)° 59(4)°
50S-50G-Cl 4,2(0,2)° 0,43(0,02)° 56(2)°
50S-50G-0O 4,6(0,4)° 0,358(0,005)" 66(4)°

(”Porcentaje de pérdida durante el secado del film respecto a la cantidad inicial incorporada
en la dispersion formadora de film

a, b, c, Diferentes superindices dentro de una columna indican diferencias significativas
entre formulaciones diferentes para un mismo tiempo. (p < 0.05).

La incorporacion de los AE a los films de gelatina-almidon provocé un
descenso de la permeabilidad al vapor de agua, como cabe esperar
por el incremento del caracter hidrofobo. Las moléculas de agua
deben difundir mayoritariamente por la fase polimérica continua,
donde la presencia de gotas lipidicas supone discontinuidades que

provocan un incremento efectivo del factor de tortuosidad al
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transporte de la matriz. No se encontraron diferencias significativas
en los valores de la PVA entre los films de los diferentes AE.

El efecto de los aceites esenciales sobre las propiedades de barrera
al vapor de agua de los films ha sido analizado en trabajos previos y
se han obtenido resultados diversos. Este efecto depende de
diferentes factores estructurales, como el tipo de matriz, la
composicion y dosis de aceite esencial incorporado y las
interacciones con la matriz (Sanchez-Gonzalez et al., 2011). El
proceso de transporte de vapor de agua en los films depende de la
proporcion del caracter hidrofilico-hidrofébico de la matriz y de la
microestructura final alcanzada.

Sanchez-Gonzalez et al. (2011) encontraron una reduccion de la
PVA en matrices de quitosano y HPMC al incorporar concentraciones
de 0,5- 1 y 2% de aceites esenciales de arbol del té, limén y
bergamota. En general, en ambas matrices a mayor concentracion
de AE incorporado, menor valor de PVA. El tipo de aceite influyo
significativamente en esta propiedad en los films de HPMC. A
concentraciones de AE del 2%, los films con aceites de citricos
(bergamota y limon) consiguieron reducir hasta un 50% los valores
de PVA, mientras que los que contenian arbol del té so6lo alcanzaron
un 20% de reduccion. Esto se explica por la mayor naturaleza
hidrofébica de los componentes mayoritarios de los aceite de citricos

(limoneno) comparada con la del aceite del arbol del té (terpineol). El
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tipo de aceite afect6 en menor medida a las matrices de quitosano
por su mayor caracter hidrofilico.

No obstante, Bonilla et al., 2013 encontraron un incremento de la
PVA para incorporaciones de aceite esencial de tomillo y albahaca al
1 % en una matriz de quitosano cuando la homogenizacion de la
dispersion formadora de film se realizé con un equipo rotor-stator,
aunque no hubo cambios en la permeabilidad cuando la proporcién
de aceite fue del 0,5 %. Sin embargo, cuando las dispersiones se
sometieron a una homogenizacion mas intensa con microfluidificador,
los valores de la permeabilidad se redujeron en un 50 % respecto a
los de la matriz sin aceites con concentraciones de aceite del 0,5 %,
sin cambios en la misma para el 1% de aceite.

Kechichian et al. (2010) encontraron en films de almidon de yuca que
la adicion de canela y clavo en polvo (0,2 g/100 g de film) disminuyo
la PVA, mientras que cantidades superiores aumentaron el valor de
esta propiedad.

Ahmad et al. (2012), en matrices de gelatina, encontraron un efecto
diferente al incorporar aceites esenciales de bergamota y limén. A
concentraciones de aceite de bergamota mayor del 5%, el valor de
PVA aumentd ligeramente en los films, mientras que en los que
contenian aceite de limén disminuy6 la PVA, lo que se relacion6 con
la diferente naturaleza hidrofébica de estos aceites. Las interacciones

de los componentes del aceite con las partes hidrofébicas de las
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proteinas podria potenciar el descenso del caracter hidrofobico de la
matriz (Perez-Gago y Krochta, 2001).

Los valores de la PO también mostraron un descenso significativo
con la incorporacion de los AE respecto a los valores del film control,
sin diferencias significativas entre el efecto de los distintos aceites.
La incorporacién de lipidos liquidos supone, en general, un aumento
en la permeabilidad al oxigeno de los films por la mayor solubilidad
del gas en la fase lipidica (Fabra et al., 2012). No obstante, en otros
trabajos (Bonilla et al. 2013) con films de almidén-quitosano (en
proporcion 4:1) también se ha observado el incremento en las
propiedades barrera al oxigeno (reduccion de la permeabilidad en un
50 %) con la adicion de diferentes antioxidantes, entre ellos aceites
esenciales de tomillo y albahaca. La menor solubilidad del oxigeno
en estos aceites mas polares que los triglicéridos, y la presencia de
compuestos antioxidantes que pueden ejercer un bloqueo quimico al
gas, son la causa del efecto positivo de los aceites esenciales en las

propiedades de barrera al oxigeno de los films.

IV.3.3. PROPIEDADES MECANICAS

Los valores de los pardmetros mecanicos de los diferentes films
compuestos, con y sin AE, se muestran en la tabla 1V.3.2. En

general, los resultados obtenidos muestran pocos cambios en las

propiedades mecéanicas por efecto de la incorporacion de los AE. Los
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valores del moédulo de elasticidad (ME), y la tension de fractura (TS) y
deformacion hasta el punto de fractura (%E) en el punto de fractura
no son significativamente diferentes entre el film control y los films

con los diferentes aceites.

Tabla 1.V.3.2. Propiedades mecéanicas de los films almidén-
gelatina (50S-50G), con y sin AE de canela (C), clavo (CL),
orégano (O), equilibrados a 53% de H.R. y 25°C. Valores medios,
desviaciones y resultados del ANOVA.

FILMS ME(MPa) |TS(MPa) |E (%)

50S-50G  |627(54)® |24(2)? 14(4)®

50S-50G-C |775(119)° |[25(2)® 8(3)2

50S-50G-Cl |642(71)* |25(3)® 17(3)°

50S-50G-O |612(213)* |22(2)° 12(3)®

a, b, Diferentes superindices dentro de una columna indican diferencias significativas entre
formulaciones diferentes para un mismo tiempo. (p < 0.05).

En estudios previos, se han observado efectos diversos de la
incorporacion de AE a matrices poliméricas. Sanchez-Gonzalez et al.
(2011) encontraron tendencias similares en films a base de HPMC y
guitosano, al incorporar diferentes concentraciones de aceites
esenciales (0,5- 1 y 2%). En general, la adicion del aceite esencial
provoco un descenso en el ME, TS y %E. El tipo de aceite esencial

sélo afecto significativamente en los films de quitosano. Kechichian et
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al. (2010) también encontraron un descenso en las propiedades
mecdénicas al incorporar canela y clavo en polvo a films de almidén.

No obstante, Bonilla et al. (2013) encontraron un aumento de la
rigidez y la tension de fractura de films de almidon-quitosano
(proporcion 4:1) con aceite de albahaca, mientras que con aceite de
tomillo los films sélo fueron ligeramente menos extensibles. Asi
mismo, Bonilla et al. (2013) observaron con films de quitosano, que la
incorporacion de aceites esenciales de tomillo y albahaca provocé un
descenso significativo de la rigidez y tension de fractura de los films,
tanto mas cuanto mayor fue la concentracion de aceite v,
especialmente, cuando su incorporacion se hizo con
microfluidificacion. De forma paralela los films ganaron extensibilidad
de forma muy significativa. Todos estos resultados apuntan a que el
efecto de los aceites esenciales en las propiedades mecanicas de los
films depende del tipo y concentracion de AE, del tipo de matriz
polimérica y de las interacciones especificas entre componentes
(Ahmad et al. 2012), asi como del tipo de homogenizacién que, a su
vez, determina el area efectiva de interaccion entre componentes en
la interface polimero-aceite. En general, si la incorporacion de aceites
esenciales, u otros componentes no poliméricos inmiscibles con la
matriz, se hace en dosis excesivas, se obtienen films con una gran
cantidad de fase dispersa y una estructura demasiado heterogénea
con un gran numero de discontinuidades que hacen a la matriz

demasiado fragil. Sin embargo, si el aceite esencial se incorpora en
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el nivel y forma adecuados puede llegar a reforzarse el film a través
de interacciones especificas entre componentes.

La escasa modificacion en las propiedades mecanicas de los films de
almidon-gelatina por la incorporacion de los aceites esenciales en las
proporciones utilizadas, pone de manifiesto que estas son adecuadas
para mantener el comportamiento mecéanico de los films en relacién

al film control sin detectarse efectos negativos.

l.V. 3.4. PROPIEDADES OPTICAS

En la tabla IV.3.3 se incluyen los valores de las propiedades Opticas
evaluadas en los films. El brillo de las fiims esta ligado a la
morfologia de su superficie (Sanchez-Gonzalez et al., 2010) y, en
general, cuanto mas lisa - menos irregular, menos rugosa - es la
superficie, mas brillante es el film.

Los valores de brillo obtenidos indican que, la incorporaciéon de los
AE disminuyo el brillo en comparacion con el film control. Los AE
introducen irregularidades estructurales que afectan a la superficie
del film, por la baja compatibilidad y miscibilidad de estos
componentes con la matriz. Ademas al incorporar los AE, existe un
efecto de dilucién de la gelatina que es el componente que mas brillo
aporta a las formulaciones (Ahmad et al., 2012). El tipo de AE afect6
al brillo de los films, siendo el aceite de orégano el que dio mayor

brillo y el de canela el menor. La topografia superficial del film,
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afectada por el nivel de cremado de las gotas durante la etapa de
secado, y la posible exudacién de aceite hacia la superficie en el film

seco, son determinantes del brillo final.

Tabla 1V.3.3. Propiedades 6pticas de los films almidon-gelatina
(50S-50G), con AE de canela (C), clavo (CL), orégano (O),
equilibrados a 53% de H.R. y 25°C. Valores medios, desviaciones
y resultados del ANOVA.

FILMS Ti 480nm Brillo 60°
50S-50G 81(0,04) 37(4)?
50S-50G-C 91(0,5)" 12(2)¢
50S-50G-Cl  |90(0,4)" 17(3)°
50S-50G-0O 92(0,4)° 23(4)°

a, b, Diferentes superindices dentro de una columna indican diferencias significativas entre
formulaciones diferentes para un mismo tiempo. (p < 0.05).

Los films control, presentan valores de transparencia, evaluados a
través de Ti, menores (mas opacos) que los que contienen AE a
pesar de poseer una fase dispersa de aceite que podria contribuir a
la dispersion de luz y al aumento de su opacidad. De hecho la
incorporacion de diferentes aceites esenciales a distintas
concentraciones en matrices de quitosano y HPMC provocé en todos

los casos un descenso de la transparencia (Sanchez-Gonzalez et al.
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2011). Sin embargo en los films de almidon-gelatina, los valores de Ti
aumentaron significativamente con la incorporacion de AE, con
independencia del tipo de aceite. Esto podria explicarse por el hecho
de que en la matriz de los films control ocurren fenbmenos de
cristalizacion del almidén y de la gelatina que pueden incrementar en
gran medida su opacidad. Jiménez et al. (2012), observaron un
descenso en la transparencia y brillo de films de almidén de maiz
durante el almacenamiento atribuido al progreso de cristalizacion de
la amilosa. La presencia de los aceites podria contribuir a limitar
estos fenomenos de cristalizacion, dando lugar a films mas

transparentes.

IV.3.5. PROPIEDADES ANTIFUNGICA

La actividad antimicrobiana de los aceites esenciales no ha sido
descrita claramente, aunque se ha correlacionado con su
hidrofobicidad y en concreto con su composicion en terpenos. La
fraccion terpénica, que es la mayoritaria en los aceites esenciales,
tiene la habilidad de romper y penetrar en la estructura lipidica de la
membrana celular de las bacterias, permitiendo la desnaturalizacién
de las proteinas y la destruccion de la membrana celular (Turina et
al., 2006). La mayoria de los estudios sefialan la gran efectividad de
los aceites esenciales contra bacterias, y en concreto contra las

Gram-positivas (Smith-Palmer et al., 2001) pero existen menos
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estudios acerca de la actividad contra hongos. Los aceites esenciales
de canela, clavo y orégano se han utilizado ampliamente en la
formulacion y aplicacion de recubrimientos bioactivos para conservar
alimentos muy diversos, siendo el de orégano el mas utilizado
(Sanchez-Gonzalez etal., 2011).

En la Tabla 1V.3.4 se muestran los resultados de la evaluacion de la
efectividad antifangica de los films con aceites esenciales, a través
del diametro del halo de inhibicion en el crecimiento de los dos
hongos Fusarium  oxysporum (FOG) vy Colletotrichum
Gloeosporiodes (CG), a las 48 horas y a las 72 horas de incubacion.
Este diametro se midié desde el centro del film, de 24 mm, hacia el
exterior de las placas Petri. Se utilizaron placas control (sin film) para
comparar el crecimiento de los hongos. Los resultados en el control
indicaron que a las 24 h habia un crecimiento equivalente a 2/3 de la
superficie de la placa. A las 72 h, toda la superficie quedoé cubierta

por el hongo.
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Tabla IV.3.4. Halo de inhibicion de crecimiento de Fusarium
oxysporum (FOG) y Colletotrichum Gloeosporiodes (CG) a las
48 y 72 horas de incubacién en contacto con la placa de los
diferentes films. Valores medios, desviaciones y resultados del

ANOVA.

Halo de inhibicion en el crecimiento del hongo
(mm)
FILMS FOG alas FOG alas CGalas |CGalas
48 h 72 h 48 h 72 h
50S-50G-C 57(4)° 48(2)° 49(3)? 38(3)°
50S-50G-Cl 49(2)° 46(2)% 52(2)2 45(2)°
50S-50G-O 42(3)° 36(2)° 41(7)* | 30(7)°

a, b, c, Diferentes superindices dentro de una columna indican diferencias significativas
entre formulaciones diferentes para un mismo tiempo de almacenamiento. (p < 0.05).

Los resultados muestran que los tres aceites incorporados a los films
fueron efectivos contra el crecimiento de los hongos. En general este
efecto fue algo mayor en los films que incorporaban aceite esencial
de canela contra Fusarium oxysporum (FOG). Los films que
incorporaban AE de clavo y canela mostraron mayor actividad contra
el hongo Colletotrichum Gloeosporiodes (CG). En cuanto a los films
gue contenian aceite esencial de orégano, la efectividad fue menor
en comparaciéon con los otros dos aceites. Los diferentes resultados

obtenidos para los aceites estan relacionados, entre otros factores,
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con la naturaleza y composicion de los mismos, cantidad de aceite
esencial, proporcion aceite/polimero en el film y las posibles
interacciones entre los polimeros y los compuestos activos del aceite
(Sanchez-Gonzélez et al., 2011).

En los aceites esenciales de orégano, clavo y canela destacan como
fenoles mayoritarios el eugenol, carvacrol y thymol (Sanchez-
Gonzélez et al., 2011 EIl eugenol, es muy abundante en los aceites
de clavo (90%) y canela (60%), y principal componente volatil de
estos aceites; mientras que en el orégano hay un alto porcentaje de
carvacrol (50%) y de thymol (21%) (Santamarina y Rosello, 2013
datos no publicados). No obstante, diversos autores han demostrado
gue la actividad antimicrobiana total de los aceites esenciales no es
unicamente atribuible a los componentes mayoritarios con actividad.
Los aceites esenciales son una compleja mezcla de numerosas
moléculas, y sus efectos bioldgicos son el resultado de la sinergia de
todos sus componentes. Diversos estudios concluyeron que los
aceites esenciales son mas efectivos que sus compuestos aislados o
las mezclas de sus componentes mayoritarios por el posible efecto
sinérgico (Mourey y Canillac, 2002; Ranasinghe et al., 2002).
Lambert et al. (2001) encontraron una elevada efectividad
antibacteriana de estos aceites y/o compuestos mayoritarios contra
los patdgenos de los alimentos. En cuanto al efecto antifungico,
diversos autores han descrito la efectividad de los aceites de canela,

orégano Yy clavo para el control del crecimiento de diversos hongos,
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mostrando su gran potencial en aplicaciones postcosecha o en la
desinfeccion de semillas (Garcia-Camarillo et al., 2006; Cueto et al.,
2010. Rozwalka et al., 2010), encontraron en frutas de banano y
guayaba un buen control de los conidios de los mohos Colletotrichum
Gloeosporiodes y el Colletotrichum Musae con los aceites esenciales
de tomillo, palmarosa, clavo, canela y citronela. Barrera y Garcia
(2008) describieron la efectividad contra Fusarium sp. de los aceites
esenciales tomillo, canela, clavo y epazote.

La incorporacion de los aceites esenciales encapsulados en films
permite mantener concentraciones altas de compuestos activos en
las superficies donde se aplican (zonas de contaminacion
preferente), mediante la modulacién de su cinética de liberacion. El
control de la difusién de los compuestos activos en la superficie del
producto durante el almacenamiento sera clave para conseguir el
mejor control fungico. En este sentido, y como ya se ha mencionado
anteriormente, la naturaleza y cantidad de aceite esencial, la
proporcion aceite/polimero y las posibles interacciones entre los
polimeros y los compuestos activos del aceite tendran un papel
determinante en la actividad antimicrobiana del film. Sanchez-
Gonzalez et al. (2011) concluyeron que cuando la actividad
antimicrobiana del polimero es elevada, como en el caso del
guitosano contra las bacterias Gram-negativa, la incorporacion del
aceite esencial reduce su actividad ya que disminuye la

concentracion efectiva del polimero. Sin embargo, la actividad
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antimicrobiana del film se potencia con el aceite esencial cuando el
polimero no tiene actividad. Ahmad et al. (2012) encontraron
efectividad antibacteriana de aceites esenciales de bergamota y
limén incorporadas a films de gelatina. Esta fue mayor contra
bacterias Gram-positivas (S. aureus y L. monocytogenes) que contra
Gram-negativas (E. coli y S. typhimurium). Estudios realizados por
Pelissari et al. (2009) en matrices de almidén de yuca y quitosano
con aceite esencial de orégano, mostraron también un gran efecto
antimicrobiano contra bacterias Gram-positivas (B. cereus y S.
aureus) en comparacion con las Gram-negativas (S. enteritidis y E.
coli).

Numerosos estudios han demostrado la efectividad antibacteriana de
diferentes films a base de aceites esenciales, pero se han
encontrado pocas referencias de su efectividad contra hongos. La
mayoria de estos estudios han demostrado su efectividad in vitro.
Magbool et al. (2011) comprobaron la mayor efectividad de aceites
esenciales de canela y limén, incorporadas a films de goma arabiga,
contra los agentes causantes de la antracnosis (C. musae y C.
Gloeosporiodes) en estudios in vitro. En aplicaciones sobre bananay
papaya, encontraron una efectividad mayor al incorporar aceite de
canela. También Souza et al. (2013) encontraron mayor efectividad
contra hongos, presentes habitualmente en el pan, al incorporar
aceite esencial de canela en films de almidén de yuca. Sanchez-

Gonzalez et al., 2010 encontraron actividad contra Penicillium
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italicum en films de quitosano con aceites esenciales de arbol del té
(Sanchez-Gonzélez et al., 2010) y bergamota (Sanchez- Gonzélez et
al., 2011), en estudios in vitro. Otras investigaciones han mostrado la
efectividad al aplicar aceites esenciales incorporados a films en el
control de podredumbres comunes en naranjas (Plaza et al., 2004;
Du Plooy et al., 2009; Chéfer et al., 2012) y papayas (Bosquez-
Molina et al., 2010).
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V. CAPITULO 4
APLICACION DE RECUBRIMIENTOS
ALMIDON-GELATINA CON ACEITES

ESENCIALES EN LA CONSERVACION DE
PAPAYA

191



192



IV.4.1. CALIDAD DE PAPAYAS RECUBIERTAS

IV.4.1.1 Propiedades fisicoquimicas y pérdida de peso

La tabla IV.4.1 muestra los valores promedio de composicion en
sélidos solubles, humedad y acidez de las diferentes papayas a
tiempo inicial y a los 7 dias de almacenamiento. Los frutos utilizados
mostraron variabilidad en los valores iniciales de estas variables, a
pesar de la seleccion visual, lo que puede influir en la no deteccion
de diferencias significativas claras debido al tratamiento. El contenido
en solidos solubles (° Brix) tuvo un valor promedio para todas las
muestras y tiempos de 8,3. El contenido en agua oscilé entre los
valores promedio de 91,3 y 90,6 (g/100 g muestra), para el tiempo
inicial y final, respectivamente. La acidez mostrd, en general, una
evolucion significativa durante el almacenamiento disminuyendo de
0,18 g &acido citrico/100g muestra (valor medio para todas las
muestras a tiempo 0) 0,11-0,15, lo que es coherente con los cambios
guimicos caracteristicos de la vida postcosecha de este tipo de frutas
climatéricas, con independencia de que las muestras estén o no
recubiertas.

Se han encontrado pocas referencias sobre la evolucién de la calidad
en papayas recubiertas. Estudios previos, encontraron un mayor
efecto del recubrimiento sobre estas variables, en papayas

recubiertas con quitosano (Asgar et al., 2010), goma arabiga-aceites
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esenciales (Magbool et al., 2011) y aloe vera (Lakshmi et al., 2011).
En todos los casos el recubrimiento consiguié frenar los cambios
quimicos relacionados con el avance de la maduracién, pero las
condiciones de almacenamiento fueron muy diferentes a las
utilizadas en el presente estudio. Los periodos de almacenamiento
fueron de 5 semanas a 12°C, seguidos de 5 dias en condiciones
ambiente (25-28°C y 60% de HR). En el estudio de Lakshmi et al.
(2011) las condiciones fueron de 30° y 42-55% HR. Estas diferentes
condiciones podrian explicar los mayores cambios quimicos
detectados, relacionados con el avance del proceso de maduracion
de la fruta. Ademas la diferente barrera a los gases de cada tipo
recubrimiento también contribuye en diferente medida en la evolucién
de este proceso.

La figura IV.4.1 muestra las pérdidas de peso de las muestras a
diferentes tiempos a lo largo del almacenamiento. Se consideraron
como control, frutas lavadas (desinfectadas con hipoclorito sddico y
enjuagadas) y no lavadas (tal y como llegaron al laboratorio del
centro de acopio). En general, se observo que todas las muestras
perdieron peso de forma significativa en el periodo del ensayo. Estas
pérdidas fueron mayores en las muestras no recubiertas en
comparacion con las recubiertas, tanto en las lavadas como en las no
lavadas, y ambas presentaron una evolucién similar. No se
encontraron diferencias significativas por efecto del tipo de

recubrimiento, lo que parece légico ya que la proporcion de aceite
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esencial que se incorporé a la formulacion fue la misma y tras el
secado, existen pocas diferencias en cuanto al aceite que queda en
cada recubrimiento (aproximadamente 4 mg por fruto).

Los datos de pérdida de peso se pudieron ajustar linealmente a dos
rectas, con un alto valor del coeficiente de correlacion.

Estos ajustes indican una velocidad de pérdida relativa de peso de
1,6 d* para las muestras no recubiertas frente a 1,1 d* para el
conjunto de las muestras recubiertas. Estos resultados son
coherentes con los descritos por otros autores al aplicar
recubrimientos a frutas, y estan relacionados con el efecto barrera al
vapor de agua de los mismos (Asgar et al., 2010; Magbool et al.,
2011; Lakshmi et al., 2011).
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FIGURA IV.4.1. Pérdida de peso de las papayas no recubiertas
(lavadas y no lavadas) y recubiertas con almiddn-gelatina-aceites
esenciales de canela, clavo y orégano, durante su almacenamiento en
condiciones ambiente (20°C y 90% de HR).
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TABLA 1IV.4.1. Composicion en soélidos solubles, humedad y acidez de las papayas,

recubiertas y no recubiertas, antes y después de su almacenamiento en condiciones

ambiente (20°C y 90% de HR). Valores medios, desviacion entre paréntesis y resultados

del ANOVA.
° Brix Humedad (%) Acidez
(g de acido citrico/100g muestra)

MUESTRAS 0 dias 7 dias 0 dias 7 dias 0 dias 7 dias
Control-sin
recubrir 6,7(0,5)®% | 7,3(0,2)®% | 92,5(1,3)"™ | 92,6(0,5)“® | 0,17(0,02)@¥ | 0,13(0,02)®V
50S-50G-C | 9,2(0,3)”% | 9,21(0,08)®™ | 90,4(1,3)*”% | 90,4(0,4)¥% | 0,19(0,02)®™ | 0,15(0,02)"¥
50S-50G-CL | 10,8(0,5)“% | 9,3(0,2)®™ | 88,8(0,3)® | 90,6(0,5®" | 0,19(0,02)®™ | 0,14(0,02)®¥
50S-50G-0 | 6,7(0,4)¥% | 7,5(0,4®% | 90,8(0,9)*% | 91,6(0,1)®™ | 0,16(0,02)®% | 0,11(0,02)®

a, b, Diferentes superindices dentro de una columna indican diferencias significativas entre formulaciones diferentes para un
mismo tiempo de almacenamiento. (p < 0.05).

X, Y, Diferentes superindices entre dos columnas

indican diferencias significativas entre los diferentes tiempos de
almacenamiento para una misma formulacion. (p < 0.05).
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IV.4.1.2. Color

La tabla IV.4.2 muestra los valores de las coordenadas CIEL*a*b* de
las diferentes muestras de papayas al principio y final del
almacenamiento.

El ANOVA (Anexo 1) con los factores tiempo de almacenamiento y
tratamiento revela un aumento significativo de la luminosidad (L*) con
el tiempo, pero sin efecto del tratamiento. A tiempo inicial no hay
diferencias significativas entre las muestras, con valores de L* que
oscilan entre 50-57. A tiempo final las muestras no lavadas tuvieron
una luminosidad (87) mayor en comparacion con el resto de
muestras que oscilaron entre valores de 72-76. Esto puede ser
atribuido a la componente del brillo del fruto, diferente entre las
muestras con la capa cérea natural y las tratadas.

En la coordenada a* tanto los factores (tratamiento y tipo de muestra)
como la interaccion tuvieron una influencia significativa. La
coordenada a* aumentd significativamente desde valores negativos
(verde) a positivos (rojo) durante el almacenamiento debido a los
cambios de coloracion que sufre la fruta durante su maduracion, con
un efecto menos significativo del tratamiento. En la coordenada b*
s6lo los dos factores (tratamiento y tipo de muestra) tuvieron una
influencia significativa. El valor de b* siguié la misma evolucion,

aumentd con el tiempo de almacenamiento en todas las muestras,
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como es légico por el avance de la maduracion de la este tipo de
frutas.

Es destacable que los tratamientos que muestran diferencias
significativas respecto al resto son Unicamente los tratamientos
control (sin aplicacion de recubrimientos): muestras no lavadas y
lavadas. La evolucion del color durante el almacenamiento es el
asociado a la maduracion con cambios de coloracion del verde al
amarillo y a colores mas claros. En este sentido hay que destacar
gue todas las muestras llegaron al laboratorio a la vez y las que
fueron analizadas primero fueron las no recubiertas. Por tanto las
diferencias encontradas entre muestras recubiertas y no recubiertas
podrian ser debidas Unicamente al mayor grado de madurez de las
muestras recubiertas en el momento de su analisis ya que las
diferencias aparecen ya en el tiempo inicial. Desde este punto de
vista, se puede asumir que los tratamientos con recubrimientos no
provocan diferencias significativas en el color de las papayas. Esto
es coherente con lo descrito anteriormente para los cambios
guimicos. En estudios previos, Lakshmi et al. (2011) observaron un
efecto significativo de recubrimientos a base de aloe vera frenando el
desarrollo del color en papayas durante su almacenamiento. Esto
puede estar relacionado tanto con el diferente efecto barrera a los
gases del recubrimiento como con las condiciones de
almacenamiento. Lakshmi et al. (2011) utilizaron temperaturas y
tiempos mayores (30°C, y 10-15 dias) y HR mas bajas (42-55%).
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Tabla IV.4.2. Coordenadas de color de las papayas, recubiertas (RC) y no recubiertas,

antes (0) y después de su almacenamiento (6 dias) en condiciones ambiente (20°C y
90% de HR). Valores medios y resultados del ANOVA.

L* a* b*
MUESTRAS O dias 6 dias O dias 6 dias 0 dias 6 dias
No lavadas
(N L) 57(5)(a)(x) 87(4)(b)(y) _16(8)(b)(x) 12(9)(b)(Y) 42(11)(b)(x) 79(3)(b)()’)
Lavadas
(L) 52(7)(a)(x) 76(12)(ab)(y) _18(5)(b)(x) 8,4(3)(ab)(y) 31(13)(ab)(x) 67(9)(a)(y)
RC con
50S-50G-C 57(16)@% 72(10)@V) -27(3)®% 14(9)®® 26(8) A% 62(6)AV)
RC con
50S-50G-CL 50(4)(3)(X) 73(8)(3)()/) _29(4)(3)(X) 9’2(0)(ab)(y) 22(7)(6\)0() 64(1)(3)()’)
RC con
50S-50G-0O 51(3)(3)(X) 72(10)(3)()/) _30(4)(3)(X) 2’2(5)(3)()’) 25(6)(6\)0() 63(4)(3)()’)

a, b, Diferentes superindices dentro de una columna indican diferencias significativas entre formulaciones diferentes para un
mismo tiempo de almacenamiento. (p < 0.05).

XY,

Diferentes superindices entre dos columnas

almacenamiento para una misma formulacion. (p < 0.05)

indican diferencias significativas entre los diferentes tiempos de
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IV.4.1.3. Firmeza

La firmeza de la papaya se ha evaluado mediante la fuerza maxima
del ensayo de puncién, en muestras con y sin piel y en diferentes
puntos a lo largo del meridiano de la fruta (desde el peddnculo a la
flor), distinguiéndose entre la zona central y los extremos. Las tablas
IV.4.3 y IV.4.4 presentan los valores medios para cada tipo de

muestra con diferentes tratamientos y tiempos de almacenamiento.

Papayas sin piel

Para las muestras sin piel, el ANOVA (Anexo 2) con los factores
tiempo de almacenamiento, tratamiento y zona de la papaya, revela
efectos significativos del tratamiento, pero también de las
interacciones entre los diferentes factores lo que obliga a la
comparacion caso a caso. A los 7 dias de almacenamiento no hubo
diferencias significativas en la firmeza de las diferentes muestras, ni
debidas al tratamiento ni a su posicion en la papaya. Al tiempo inicial,
las muestras de los extremos de la papaya control (sin recubrimiento)
fueron mas firmes que las de la zona central, pero no se observé
este efecto en las muestras recubiertas, que en promedio fueron
menos firmes que las del control (Qque se midieron a un menor

tiempo de residencia en el laboratorio). Estos resultados indican de

201



nuevo que las diferencias asociadas al tratamiento pueden ser
atribuidas al diferente avance de la maduracion entre las muestras
control medidas con anterioridad a las recubiertas. Las diferencias
encontradas entre la firmeza de las zonas extremas y central en la
papaya control, revelan el ablandamiento méas rapido de la pulpa en
los extremos del fruto durante la maduracion de la papaya. No
obstante, no puede concluirse que haya un efecto del recubrimiento
sobre la evolucion de la textura de la pulpa del fruto.

Tabla IV.4.3. Firmeza (N) de las papayas sin piel, recubiertas y no
recubiertas (RC), antes y después de su almacenamiento en
condiciones ambiente (20°C y 90% de HR). Valores medios y

resultados del ANOVA en el extremo y centro de los frutos sin la piel.

Firmeza (N) Firmeza (N)
(extremo) (centro)
MUESTRAS O dias 7 dias O dias 7 dias
Control 22(7)(3)(X) 14(5)(3)()’) 12(7)(3)(X) 6,3(1’1)@)()’)

RC con 505-50G-C 13(4)(b)(x) 4(3)(0)(Y) 8,3(1,3)(b)(x) 16(3)(3)()/)

RC con 50S-50G-CL 7(2)(0)(X) 9(4)(13)0() 6,1(1,2)(b)(x) 7(3)(0)0()

RC con 50S-50G-0O 6(2)(0)00 7(3)(bc)(x) 5(2)(b)(x) 11(3)(b)(y)

a, b, c, Diferentes superindices dentro de una columna indican diferencias significativas
entre formulaciones diferentes para un mismo tiempo de almacenamiento. (p < 0.05).

X, y, Diferentes superindices entre dos columnas indican diferencias significativas entre los
diferentes tiempos de almacenamiento para una misma formulacién. (p < 0.05).
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Papayas con piel

Para las muestras con piel, el ANOVA (Anexo 3) revela un efecto
significativo del tratamiento, tiempo y zona de la papaya, siendo el
tiempo el de mayor influencia, seguido del tratamiento. No obstante,
también son significativas las interacciones de los factores tiempo-
zona de la fruta. La comparaciéon de los datos con los intervalos LSD,
revela que, a los 7 dias de almacenamiento, no hay grandes
diferencias debidas al tratamiento, aunque las muestras control
presentan el mayor cambio, mientras que las recubiertas con el film
con aceite de canela fueron las que menos cambiaron, con una
firmeza promedio significativamente mayor que las control. Las
medidas del centro del fruto muestran mas firmeza que las de los
extremos para las papayas control, y también para las recubiertas
con film con aceite de canela. Estos resultados revelan que durante
la maduracion la piel de la papaya se ablanda mas en los extremos
gue en el centro, probablemente debido a la menor dimension
caracteristica en esta zona del fruto lo que la hace mas sensible a la
pérdida de agua con la consiguiente pérdida de turgor. No obstante,
parece que es la evolucion de la fruta debida al avance de la
maduracién, y no el tratamiento con recubrimientos, o que causa en
mayor medida los cambios observados. En ese sentido no se
observa un efecto notable de los tratamientos en la conservacion de

la textura de la papaya, con la salvedad del recubrimiento con aceite

203



esencial de canela que parece proteger la firmeza de la piel en una
mayor medida. Este efecto protector ha sido descrito por otros
autores en papaya recubierta (Asgar et al.,, 2010; Lakshmi et al.,
2011 Magbool et al., 2011).

Tabla 1IV.4.4. Firmeza (N) de las papayas con piel, recubiertas y no
recubiertas, antes y después de su almacenamiento en condiciones
ambiente (20°C y 90% de HR). Valores medios y resultados del ANOVA

en el extremo y centro de los frutos con la piel.

Firmeza (N) Firmeza (N)
(extremo) (centro)

MUESTRAS 0 dias 7 dias 0 dias 7 dias
Control 20(6)(a)(x) 4(2)(b)(y) 5( 4)(b)(x) 4,4(0, 6)(b)(x)
RC con

50S-50G-C 17(4)(3)00 14(4)(3)0() 18(4)(3)(X) 4,3(0,4)(b)(y)
RC con

s0s-50G-cL | 87 [TAPT 17 54 oo | 610,70
RC con

50S-50G-O 8(2)(b)(x) 6(4)(b)(x) 7’2(1’1)(b)(x) 5(2)(ab)(y)

a, b, c, Diferentes superindices dentro de una columna indican diferencias significativas
entre formulaciones diferentes para un mismo tiempo de almacenamiento. (p < 0.05).
X, y, Diferentes superindices entre dos columnas indican diferencias significativas entre los

diferentes tiempos de almacenamiento para una misma formulacion. (p < 0.05).
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IV.4.2. EFECTIVIDAD ANTIFUNGICA DE LOS RECUBRIMIENTOS

Los ensayos de efectividad antifingica se realizaron en las
condiciones ambiente de laboratorio de Guayaquil (Ecuador) en el
mes de enero (20°C y 90% de HR), y para los dos hongos del
estudio, FOG y CG. La efectividad antifungica de los recubrimientos
de almidén-gelatina-aceite esencial (orégano, clavo y canela) se
evaluo en frutos previamente infectados con cada uno de los hongos,
en los que evoluciona la infeccion (incidencia de la enfermedad). Se
consideraron también dos controles de muestras de papaya sin
recubrir, en uno no se realizé ningun tratamiento (no lavadas) y en el
otro un lavado con hipoclorito sédico como desinfectante (lavadas).
Ademas, se consideré un tercer control que fueron papayas no
inoculadas y no tratadas. En la figura IV.4.2 se muestran los
resultados obtenidos para las papayas recubiertas y no recubiertas,
previamente inoculadas con el hongo FOG y CG. Los resultados del
control con las papayas no inoculadas y no tratadas fueron 0 de
frutos afectados en los 7 dias de control.

Los resultados de la figura 1V.4.2 muestran que siempre las papayas
no lavadas, es decir las que no recibieron ningan tratamiento, fueron
las que menor % de frutos afectados obtuvieron tanto para el FOG
como para el CG. Estos resultados indican que la fruta posee una
proteccion natural. En concreto, tras el corte de la papaya las

muestras estan cubiertas con el latex natural de la fruta que tiene
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propiedades antimicrobianas (Giordani et al., 1996). Este
antimicrobiano se debe pierde tras el lavado de la fruta. El lavado de
las papayas con hipoclorito sédico demostré ser muy eficaz en el
control del crecimiento del hongo, ya que tanto para el FOG como el
CG, las muestras lavadas obtienen baja incidencia de la enfermedad
(% de frutos afectados bajo) y siempre menor que al aplicar los
recubrimientos.

Entre los recubrimientos aplicados, y para los 7 dias del ensayo, en
% de frutos afectados por FOG fue menor con los recubrimientos con
aceite esencial de canela que con los que contenian clavo, en primer
lugar, y orégano, en segundo lugar. Solo en los dos primeros dias de
almacenamiento, fueron mas efectivos los recubrimientos que el
simple lavado con hipoclorito (muestras lavadas) y, en concreto, el

mas efectivo fue el recubrimiento con aceite esencial de orégano.
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FIGURA V4. 2.

Porcentaje de frutos afectados (incidencia de la

enfermedad) por lainfeccién con FOG y CG en papayas no recubiertas

(lavadas y no lavadas) y recubiertas con almidén-gelatina-aceites

esenciales de canela, clavo y orégano, durante su almacenamiento en

condiciones ambiente (20°C y 90% de HR).

(Continua)

207



cGg

—+—No lavadas

3 0,50 -
® Lavadas
T 0,40 4
£
o 0,30 - a—Canela
a 0
2
=
+< 0,20 1 —+—Clavo
s
=3
X 0,10 4§ o— Qregano
0,00 - T T T
0 1 2 3 4 5 6 7

t (dias)

FIGURA IV.4. 2. Porcentaje de frutos afectados (incidencia de la
enfermedad) por lainfeccién con FOG y CG en papayas no recubiertas
(lavadas y no lavadas) y recubiertas con almidén-gelatina-aceites
esenciales de canela, clavo y orégano, durante su almacenamiento en
condiciones ambiente (20°C y 90% de HR).
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Los resultados obtenidos en el control del CG siguieron tendencias
similares a las descritas para el FOG aunque con algunos matices.
En general, los recubrimientos evaluados mostraron mayor eficacia
contra el CG que contra el FOG. Las muestras lavadas y recubiertas
con AE de canela tuvieron resultados similares a lo largo del
almacenamiento, y resultaron menos afectadas por la enfermedad
gue las recubiertas con AE de clavo y orégano. Estos dos ultimos
tratamientos evolucionaron de forma similar. De nuevo, hasta el dia 2
de almacenamiento, el recubrimiento con AE de orégano mostro la
mayor eficacia en comparacion con las muestras lavadas y
recubiertas con los otros AE. En el dia 3 de almacenamiento, el
recubrimiento que contenia AE de orégano perdido su eficacia y
fueron los que contenian canela los mas efectivos en comparacion
con las muestras lavadas, en primer lugar, y con las muestras
recubiertas con los otros AE, en segundo lugar.

En general, los recubrimientos de almiddn-gelatina-aceite esencial no
mostraron efectividad en el control de la incidencia de la enfermedad
causada por los dos hongos, y a pesar de que los ensayos realizados
in vitro si habian mostrado efectividad.

Magbool et al. (2011) encontraron efectividad de aceites esenciales
de canela y limén, incorporadas a de recubrimientos de goma
arabiga, contra los agentes causantes de la antracnosis (C. musae y

C. Gloeosporiodes) en aplicaciones en banana y papaya. La
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concentracion Optima de aceite esencial de canela en las
formulaciones para conseguir el control de la antracnosis (proporcién
de aceite: polimero 1:0,04) fue menor que la considerada en este
estudio (proporcién de aceite: polimero 1:0,25), lo que ratifica los
resultados ya descritos en otros trabajos: a mayor concentracion no
hay mayor efecto antifingico (Bosquez-Molina et al., 2010). La
concentracion de aceite esencial fue la misma utilizada en el estudio
in vitro (Capitulo 1V.3), pero no resulto ser efectiva en la aplicacion,
como también ha sido observado en numerosos trabajos previos con
diferentes resultados entre los estudios in vivo e in vitro (Plaza et al.,
2004). Otro aspecto clave a tener en cuenta, son las condiciones en
las que se realizo la aplicacion (20°C y 90% de HR). Las altas HR
alargaron notablemente el tiempo necesario para el secado de los
recubrimientos aplicados a las papayas. Esto pudo producir grandes
pérdidas de aceite esencial de la matriz almidon-gelatina durante el
secado con la pérdida de la efectividad antifangica. Ademas estos
polimeros son un excelente caldo de cultivo para el crecimiento de
los hongos, lo que pudo aumentar la incidencia de la enfermedad
cuando se aplicaron recubrimientos. Esta hipotesis se ve reforzada
por el hecho de que en los ensayos preliminares de aplicacion de
estos recubrimientos con AE a papayas infectadas, y en las
condiciones de laboratorio de Valencia en el mes de noviembre
(20°C y 50% HR), si se observo un efecto antifungico de estos

recubrimientos. Los tiempos de secado en este caso eran entorno a
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las 2 horas, mientras que cuando la HR estaba en torno a 90%, se
necesitd mas de 1 dia para el secado completo del recubrimiento.
Esto explicaria que a tiempos cortos de almacenamiento, se observe
un mayor efecto de los AE de los recubrimientos, y que ademas los
de aceite de canela fueran més efectivos.

La mayor efectividad antifungica del aceite esencial de canela,
incorporado a matrices de almidon de yuca, ha sido también
observada por Souza et al. (2013), contra hongos presentes
habitualmente en el pan (P. commune y E. amstelodami). Otros
aceites esenciales como el de tomillo y limén, incorporados a
recubrimientos de goma mezquite (Bosquez-Molina et al., 2010),
mostraron efectividad contra Colletotrichum gloeosporioides y
Rhizopus stolonifer. Otras investigaciones han mostrado también
efectividad al aplicar aceites esenciales incorporados a
recubrimientos, en el control de podredumbres comunes en naranjas
(Plaza et al., 2004; Du Plooy et al., 2009; Chafer et al., 2012).

En conclusion, son necesarios mas estudios con un control del
tiempo de secado del recubrimiento y la dosis de aceite esencial para
evaluar la actividad antifangica en frutos de papaya de los
recubrimientos almidén-gelatina con aceites esenciales de corteza de

canela, clavo y orégano.

211



212



V. CONCLUSIONES
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CAPITULO IV.1

La incorporacion de gelatina bovina a la matriz de almidén de yuca,
en proporcion almidén: gelatina de 1:1 y 3:1, y un lipido (mezcla de
mono Yy diglicéridos de acidos grasos: E471) en proporcion 1:0.15
polimero: lipido, afectd de forma notable a las propiedades fisicas de
los films. Las propiedades mecéanicas de los films mixtos mejoraron
significativamente respecto a las de los films de almidon. La
incorporacion de la gelatina dio lugar a una mayor dureza, resistencia
a la fractura y extensibilidad, mientras que el lipido provoco una
disminucién de la dureza y resistencia mecanica, pero potencio la
extensibilidad con contenidos en gelatina del 50%. La adicion del
lipido supuso un incremento en las propiedades de barrera al vapor
agua pero disminuy6 la permeabilidad al oxigeno, el brillo y la
transparencia de los films. El envejecimiento de los films aumento la
dureza y resistencia a la fractura de los films, especialmente en los
gue no contienen lipido. No obstante, la presencia de lipido potencié
la extensibilidad de los films durante el almacenamiento,

especialmente en los films con solo almidon.
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CAPITULO IV. 2

El andlisis estructural de los films de almiddén-gelatina, con o sin
lipido, a través del estudio microscoépico, calorimétrico y de difraccion
de rayos X, reveld6 una miscibilidad parcial de los polimeros de
almidon y gelatina, con la coexistencia de dos fases poliméricas
interpenetradas en los films mixtos: una rica en almidon con
temperatura de transicion vitrea (Tg) inferior a la del almidon puro y
otra rica en gelatina con Tg superior a la de la gelatina pura. El lipido
presentd una baja compatibilidad con la matriz polimérica,
apareciendo como particulas dispersas de diferente tamafo, en
especial en los films mixtos. En los films de almidén o gelatina pura,
las particulas de lipido no se aprecian claramente, aunque se detecta
rugosidad en la criofractura que denota la formaciéon de
discontinuidades en la matriz. La difraccion de rayos X de los films
sin lipido reveld la formacién de estructuras predominantemente
amorfas en los films de almidén y en los mixtos, aunque el grado de
cristalinidad aumento en los films de gelatina con el tiempo de
almacenamiento. El lipido en los films aparece cristalizado, segun se
deduce del termograma obtenido por DSC, aunque el espectro de
rayos X revelo la formacion de cristales muy pequefios en base a la
anchura y baja intensidad de los picos. Las imagenes de AFM

mostraron resultados coherentes con las propiedades mecanicas de
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los films, reflejando la heterogeneidad estructural de los mismos a

nivel superficial.

CAPITULO IV. 3

La incorporacion de aceites esenciales de corteza de canela, clavo y
orégano (proporcion polimero: aceite esencial de 1:0,25) a films de
almidon de yuca-gelatina en proporcion 1:1, para impartirles caracter
antifungico, fue efectiva, obteniéndose una retencion en el film seco
del 35-45 % del aceite incorporado a la dispersion formadora de film.
Los aceites incorporados aparecen como fase dispersa en la matriz
polimérica por su falta de miscibilidad. Su presencia dio lugar a una
reduccion significativa de la permeabilidad al vapor de agua de los
films de almidon-gelatina, una reduccion del 17- 30 % de la
permeabilidad al oxigeno, dependiendo del tipo de aceite, y un
aumento de su transparencia, sin provocar efectos negativo en su
comportamiento mecanico, aunque se redujo su brillo. Los films con
los aceites esenciales presentaron una notable actividad antifangica
contra los dos hongos ensayados, especialmente el de aceite de
canela contra Fusarium oxysporum Yy el de aceite de clavo contra

Colletotrichium gloeosporoides.
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CAPITULO IV.4

La aplicacion de los recubrimientos de almidon-gelatina con aceites
esenciales de canela, clavo y orégano no mostraron efectividad
antifingica en el control de las podredumbres causadas por
Fusarium oxysporum y Colletotrichium gloeosporoides en papayas.
Los diferentes resultados in vitro en relacion a los obtenidos in vivo
podrian estar relacionados con las condiciones de secado en las que
se realiz6 la aplicacion. La alta humedad relativa ralentizé el secado
de los recubrimientos, lo que podria haber ocasionado la pérdida de
los principios activos de los aceites esenciales. Los recubrimientos
mostraron un efecto barrera al vapor de agua, reduciendo las
pérdidas de peso durante la postcosecha. En general, estos
tratamientos no afectaron a los parametros de calidad de las papayas
recubiertas almacenadas, en concreto su composicion en solidos

solubles, agua, acidez, propiedades mecanicos y evolucion del color.
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CONCLUSION GENERAL

Del estudio se obtiene la conclusion general de que los films mixtos
almidon-gelatina en proporcion 1:1, con glicerol como plastificante,
presentan propiedades fisicas muy adecuadas para su uso como
material de envase biodegradable, tanto las mecénicas como las de
barrera. Por otro lado, la incorporaciéon a esta mezcla polimérica de
aceites esenciales comporta una mejora en las propiedades de
barrera al vapor de agua y al oxigeno, ademas de conferirle caracter
antimicrobiano. Por tanto, estas formulaciones serian las
recomendadas para la obtencibn de materiales de envase
biodegradables o recubrimientos bioactivos para su aplicacion a
alimentos. Seria de interés analizar la obtencidon de estos films por
técnicas de termoformado, de mayor aplicacion industrial, con la
posterior aplicacion del film bioactivos por extension (film doble capa)

para evitar la termo-degradacion de los compuestos activos.
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ANEXO |

CAPITULO IV.4.1.2. COLOR

Tabla IV.4.2. Resultados del ANOVA de las coordenadas de color
de las papayas, recubiertas (RC) y no recubiertas, antes (0) y
después de su almacenamiento (6 dias) en condiciones
ambiente (20°C y 90% de HR) para un nivel de significacion del
95%.

Factor L* a* b*
Valor p (95%) Valor p Valor p (95%)
(95%)
Tratamiento 0,0781 0,0002 0
Tiempo 0 0 0
Interaccion 0,5075 0,0265 0,9307
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COORDENADA DE COLOR L*

Interacciones y95,0% de Fisher LSD
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Grafica 1V.4.1.2.1 Grafico de interacciones entre las formulaciones:
lavadas (L), no lavadas (NL) y recubiertas con canela (C), clavo (CL)
y orégano (O), atiempo (0 y 6 dias), para la coordenada de color L* en
condiciones ambiente (20°C y 90% de HR).
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COORDENADA DE COLOR a*

Interacciones y95,0% de Fisher LSD

He

16 F ]

Col_4
N
T
1

Aaf 3

24F 3

(@]

Cl L NL (0]
Col_1

Col_1= Formulaciones
Col_2= Tiempos de ensayo

Grafica IV.4.1.2.2. Gréafico de interacciones entre las formulaciones:
lavadas (L), no lavadas (NL) y recubiertas con canela (C), clavo (CL)
y orégano (O), a tiempo (0 y 6 dias), para la coordenadas de color a*
en condiciones ambiente (20°C y 90% de HR).

261



COORDENADA DE COLOR b*

Interacciones y95,0% de Fisher LSD
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Grafica 1V.4.1.2.3. Grafico de interacciones entre las formulaciones:
lavadas (L), no lavadas (NL) y recubiertas con canela (C), clavo (CL)
y orégano (O), a tiempo (0 y 6 dias), para la coordenadas de color a*
en condiciones ambiente (20°C y 90% de HR).
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ANEXO 2

CAPITULO IV.4.1.3. FIRMEZA

Tabla 1V.4.1.3.1 Resultados del ANOVA de
papayas sin piel y con piel, en condiciones ambiente (20°C y
90% de HR) tomando como factores el tiempo (A) (0 y 7 dias),

tratamiento (B) (control, y con cobertura de

la firmeza de las

canela, clavo,

orégano), y parte de la fruta (C) (extremo y medio).

SIN PIEL CON PIEL
EFECTOS PRINCIPALES Valor de p Valor de p
A:tiempo 0,2647 0
B:tratamiento 0 0
C:parte de la fruta (extremo o
centro) 0,0627 0,0007
INTERACCIONES
AB 0 0
AC 0,0001 0,959
BC 0 0,0832
ABC 0 0,0003
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FIRMEZA (Sin piel)

Interacciones y 95,0% de Fisher LSD
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Col_1

IV.4.1.3.1.1. Grafica de Interaccién de la firmeza de las papayas sin

piel, a dos tiempos (0 y 7 dias), entre las formulaciones: control (C) vy

recubiertas con canela (C), clavo (CL) y orégano (O), en condiciones
ambiente (20°C y 90% de HR).
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FIRMEZA (Sin piel)

Interacciones y95,0% de Fisher LSD
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Col_1

IV.4.1.3.1.2. Grafica de Interaccion de la firmeza de las papayas sin

piel, a dos tiempos (0 y 7 dias), entre las partes de la fruta (e=extremo,

m=medio) en condiciones ambiente (20°C y 90% de HR).
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FIRMEZA (Sin piel)

Interacciones y95,0% de Fisher LSD

20 1 Col 3
16 1

»r 1

Col_a

Col_2

Col_1= Tiempo
Col_2= Tratamientos
Col_3= Parte de la fruta

IV.4.1.3.1.3. Grafica de Interaccion de la firmeza de las papayas sin
piel, entre las formulaciones: control (C) y recubiertas con canela
(C), clavo (CL) y orégano (O), y las partes de la fruta (e=extremo,

m=medio) en condiciones ambiente (20°C y 90% de HR).
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ANEXO 3
FIRMEZA
CAPITULO IV.4.1.3 PAPAYAS CON PIEL

FIRMEZA (Con piel)

Interacciones y95,0% de Fisher LSD
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IV.4.1.3.2.1 Grafica de Interaccion de la firmeza de las papayas con
piel, a dos tiempos (0 y 7 dias), entre las formulaciones: control (C) vy
recubiertas con canela (C), clavo (CL) y orégano (O), en condiciones
ambiente (20°C y 90% de HR).
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FIRMEZA (Con piel)

Interacciones y95,0% de Fisher LSD
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IV.4.1.3.2.2. Grafica de Interaccion de la firmeza de las papayas con
piel, a dos tiempos (0 y 7 dias), entre las partes de la fruta (e=extremo,

m=medio) en condiciones ambiente (20°C y 90% de HR).
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FIRMEZA (Con piel)

Interacciones y95,0% de Fisher LSD
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Col_2= Tratamientos
Col_3= Parte de la fruta

IV.4.1.3.2.3 Grafica de Interaccién de la firmeza de las papayas con
piel, entre las formulaciones: control (C) y recubiertas con canela
(C), clavo (CL) y orégano (O), y las partes de la fruta (e=extremo,

m=medio) en condiciones ambiente (20°C y 90% de HR).
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