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1. Resumen

Los recubrimientos compuestos (EC) son una capa delgada de materiales comestibles como
el almiddn, polioles y lipidos, aplicados en estado liquido y secados sobre su superficie. Es
posible utilizar los EC en frutas para controlar la pérdida de vapor de agua y la tasa de
respiracion durante el almacenamiento, para lograr un efecto positivo en la conservacion de
pardmetros de calidad de la fruta tales como la pérdida de firmeza, color, peso y produccion
de compuestos relacionados con el aroma. Este trabajo tuvo como objetivo estudiar la
estructura molecular de cuatro almidones de maiz ceroso modificados, acetilado
entrecruzado (ACLS), hidrolizado-octenilsuccinilado (H-OSA), oxidado (OS), y sin
modificar (WCS), asi como su interaccion con otras moléculas de la formulacion y su
impacto en las propiedades reoldgicas de suspensiones usadas para EC. Un objetivo
adicional consistio en evaluar las propiedades microestructurales, de apariencia y de barrera
de los EC. EI WCS y el ACLS se utilizaron para obtener EC aplicados en frambuesas
frescas y se evalud su efecto sobre los atributos de calidad en un periodo corto de
almacenamiento refrigerado (8 dias a 4°C). Los andlisis de la estructura molecular de los
almidones, su caracterizacion reoldgica y las micrografias de los EC producidos mostraron
predominantemente amilopectina de bajo peso molecular. Esto indica que las propiedades
de un EC dependen de la capacidad reorganizaciéon de las moléculas de amilopectina.
Ademas, las interacciones entre los grupos funcionales introducidos en los almidones
modificados o entre grupos funcionales y los aditivos afiadidos a los EC pueden
obstaculizar o promover la reorganizacion del almidon, produciendo diferentes niveles de
permeabilidad al vapor de agua, solubilidad y transparencia. Los EC producidos con ACLS
y WCS afectaron significativamente (p>0.05) la tasa de respiracion y produccion de etileno
de las frambuesas, interviniendo en el control de la maduracion. Ademas, ambos
recubrimientos preservaron el color sin afectar la concentracion de antocianinas. Sin
embargo, ambos recubrimientos promovieron condiciones de hipoxia evidenciada por la
produccién de metabolitos de fermentacién, aumentaron la tasa de pérdida de peso y
disminuyeron de la firmeza de los frutos. Este trabajo contribuye a la comprension del
efecto de la estructura molecular del almidon sobre las propiedades de los EC y caracteriza
el efecto de los EC a base de almiddon en los atributos de calidad de frambuesas durante su
almacenamiento.



2. Abstract

Composite edible coatings (EC) for food are a thin layer of edible materials such as starch,
polyols and lipids, applied in liquid state and dried over its surface. It is possible to use EC
in fruit during storage to control the loss of water vapor and respiration rate, to achieve a
positive effect in the preservation of quality parameters like loss of firmness, color, weight
loss and production of aroma compounds. This work was aimed to study the molecular
structure of four modified corn starches; acetylated-cross linked (ACLS), hydrolyzed
octenylsuccinylated (H-OSA), oxidized (OS) and unmodified; as well as their interaction
with another molecules in the formulation and its impact on the rheological properties of
suspensions used for EC. An additional objective was to evaluate the microstructural,
appearance and barrier properties of EC. WCS and ACLS were used to obtain EC applied
in fresh raspberries and their effect on quality attributes during short period of refrigerated
storage (8 days at 4 °C) was evaluated. The analysis of the molecular structure of starch,
rheological characterization and micrographs of the produced EC, showed predominantly
amylopectin of low molecular weight. This indicates that EC properties depend of the
reorganization capability of amylopectin molecules. Besides, interactions among functional
groups introduced in modified starches or between functional groups and the additives
added to the EC may hinder or promote starch reorganization; producing different levels of
permeability to water vapor, solubility and transparency. The EC produced with ACLS and
WCS affected significantly (p>0.05) the respiration rate and ethylene production of
raspberries, intervening on the control of ripening. Furthermore, coatings preserved the
color without affecting anthocyanins content. However, both coating promoted the
generation of hypoxic conditions evidenced by the production of fermentation metabolites
the increase of the weight loss rate and the decrease of firmness. This work contributes to
the comprehension of the effect of the molecular structure of starch on the properties of the
EC and characterizes the effect of the starch based EC on the quality attributes of
raspberries during their storage.



3. Introduccion

Los recubrimientos comestibles (EC) son una capa de materiales comestibles aplicados
estado liquido y secados sobre la superficie de un alimento con la finalidad de preservar
ciertos de sus parametros de calidad (Bravin et al., 2004; Lin & Zhao, 2007). En algunos
casos son capaces de actuar como una barrera selectiva ante el intercambio de gases como
H,O, O,y CO,. Por lo pueden controlar la desecacion y posiblemente las velocidades de
maduracion y senescencia (Olivas & Barbosa-Cénovas, 2009).

La obtencion de EC con las propiedades de barrera, apariencia, estabilidad y
propiedades funcionales deseadas comienza con la mezcla de distintos materiales en lo que
se denomina solucion de recubrimiento. Tipicamente los EC se producen a partir de
polimeros comestibles como proteinas o carbohidratos que son plastificados con agua y
polioles. A estas formulaciones es comun afadirseles sustancias lipidicas para conferirles
caracteristicas hidrofobicas que permitan restringir la pérdida e humedad. También pueden
ser incluidos otros aditivos como colorantes, antioxidantes, antimicrobianos o tensoactivos
que aporten caracteristicas de interés al recubrimiento (Vargas-Torres et al., 2008).

Se ha escogido al almidon ceroso de maiz (WCS) como material filmogénico debido a
que es barato y abundante, no retrograda como la amilosa, es facilmente hidratable y
altamente soluble, produce peliculas transparentes y puede ser quimicamente modificado
para mejorar su estabilidad tanto en solucién como en recubrimientos (Rindlav-Westling et
al., 1998; Mehyar & Han, 2004; Ratnayake & Jackson, 2007). Entre las modificaciones
quimicas se seleccionaron a la oxidacion, acetilacion-entrecruzamiento e hidrolisis-octenil
succinilacion (Mason, 2009).

En el estudio de los recubrimientos comestibles es de gran importancia conocer su

comportamiento reologico ya que tiene estrecha relacion con el método de aplicacion y la



apariencia final del recubrimiento. Dos técnicas que permiten obtener esta informacién son
los perfiles de viscosidad y los esfuerzos de fluencia estatico y dindmico (Genovese & Rao,
2003; Peressini et al., 2003; Achayuthakan et al., 2006). Una vez obtenido el recubrimiento
seco se puede proceder a estudiar sus propiedades de barrera (permeabilidad CO;, O,
H0), de apariencia (opacidad) o funcionales (solubilidad).

El estudio de un EC directamente sobre la superficie de un alimento es complicado
debido a la irregularidad de su superficie. Por ello, es comin que se empleen peliculas
producidas con la misma formulacién pero obtenidas sobre superficies regulares.
Posteriormente se pueden elegir las formulaciones que cumplan con las caracteristicas
deseadas, aplicarlas sobre el alimento de interés y evaluar su efecto sobre los parametros de
calidad deseados.

Debido a que los EC pueden actuar como barreras selectivas a CO, y O,, pueden
modificar la composicion de la atmosfera interna de tejidos vegetales (Park, 1999; Ribeiro
et al., 2007). Por lo anterior, es de gran importancia la evaluacion de su efecto
directamente sobre el producto de interés.

Las frambuesas son frutos delicados, de elevada tasa de respiracion y corta vida util
poscosecha. En ellas, la visualizacion de cambios de color, aroma y firmeza son rapidos y
relacionables con trastornos debidos a condiciones de almacenamiento (temperatura,
humedad), tratamientos adicionales y ataques microbianos (Haffner et al., 2002; Van der
Steen et al., 2002; Han et al., 2004; Ali et al., 2011). Por lo anterior y por el interés en
evaluar tratamientos poscosecha que permitan el aumento de su vida de anaquel es que se
usaron como modelos para estudiar el efecto de los recubrimientos de almidones

modificados.



De acuerdo a lo anterior, los objetivos de este trabajo fueron: primero, estudiar las
caracteristicas de los recubrimientos producidos con almidones modificados adicionados y
cera de abeja y; segundo, aplicar dichos recubrimientos sobre frambuesas frescas y evaluar
su efecto sobre sus atributos de calidad durante periodos cortos de almacenamiento en

refrigeracion.



4. Resumen en extensor del primer articulo publicado

Efecto de las caracteristicas estructurales de almidones modificados de maiz sobre las
propiedades reoldgicas, soluciones filmogénicas y permeabilidad al vapor de agua,

solubilidad y opacidad de las peliculas.
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Los recubrimientos comestibles (EC) pueden ser definidos como una delgada capa
de materiales comestibles aplicada como dispersién liquida y secada sobre la superficie de
una alimento como una fruta fresca, con el propdsito de incrementar su vida de (Bravin et
al., 2004; Lin & Zhao, 2007). Una de las tendencias en las tecnologias de EC es el disefio
de recubrimientos a la medida con un desempefio funcional elevado basado en la seleccién
méas apropiada de polimeros filmogénicos (almidén, proteina, entre otros), aditivos
(plastificantes, lipidos, surfactantes), la inclusion de sustancias activas (antimicrobianos) y
el ensamble de acuerdo al arreglo de componentes mas efectivo como una solucion
formadora de pelicula (FFS) (Vargas-Torres et al., 2008). Aunque las propiedades de los
EC deberian de ser estudiadas directamente en las superficie de un alimento, debido a las
irregularidades de su superficie, éste proceso es en ocasiones dificil. De aqui que el estudio
de las propiedades de un recubrimiento se efectie empleando peliculas producidas en

superficies suaves y regulares.



Los recubrimientos comestibles son relevantes para la preservacion de la calidad y
el incremento de la vida de anaquel de frutas y vegetales debido a que pueden ser
empleadas como matrices de transporte y entrega de sustancias activas como
antimicrobianos ademas de que pueden retardar la pérdida de vapor de agua (Olivas &
Barbosa-Canovas, 2009).

El almidon de maiz ceroso (WCS) se ha sugerido como material filmogenica debido
a que relativo a que es relativamente barato y abundante, es compatible con superficies de
baja energia y retrograda en menor cantidad comparado con la amilosa. En adicion, el WCS
es facilmente hidratable y altamente soluble, lo que puede ser util para producir
recubrimientos comestibles indetectables durante su consumo ademés de que pude ser
modificado quimicamente para mejorar su utilidad (Rindlav-Westling et al., 1998; Mehyar
& Han, 2004; Ratnayake & Jackson, 2007).

Dentro del vasto numero de modificaciones quimicas, la oxidacion, acetilacion-
entrecruzamiento y la hidrdlisis-ocetnilsuccinilacion fueron consideradas importantes para
este trabajo porque pueden proveer de caracteristicas de interés a ambos, las FFS y los EC.
Los grupos carbonilo y carboxilo generados durante la oxidacion pueden incrementar las
enlaces por puente de hidrogeno entre moléculas adyacentes resultando en un proceso de
asociacion mas eficiente. El entrecruzamiento ayuda a prevenir la desintegracion del
gréanulo durante la gelatinizacion, resultando en una reducida dispersabilidad reducida de
las FFS. La esterificacion es usada para incrementar la hidrofobicidad y capacidad de
ligacion a lipidos de los almidones sin afectar de manera sustancial su dispersabilidad en
agua (Mason, 2009).

Debido a que los EC son usualmente aplicados como dispersiones liquidas, el

conocimiento del comportamiento reoldgico de las FFS se necesita disefias las operaciones



de proceso y predecir su desempefio después de la aplicacion. Después del proceso de
aplicacion, la viscosidad y el esfuerzo de fluencia tienen el rol primario de controlar el
comportamiento del recubrimiento (Peressini et al., 2003), en particular, de prevenir un
escurrimiento excesivo. Los almidones cerosos tienen la ventaja de producir dispersiones
viscosas pero no geles después del proceso de gelatinizacion, debido a que por ser mas
cortas, las cadenas de la amilopectina tienen poca tendencia a interactuar (Mali et al.,
2004b). Esta caracteristica es particularmente Gtil ya que ayuda al control de la
reestructuracién después de un cizallamiento.

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue estudiar la estructura del almidén ceroso
de maiz y como los grupos funcionales introducidos por modificacion quimica afectan la
asociacion entre cadenas de amilopectina en las FFS y en las peliculas producidas. Este
trabajo esta ademas enfocado a comprender las interacciones del almidén ceroso de maiz
con aditivos como el sorbitol o sustancias hidrofdbicas y su efecto en las propiedades de

solubilidad, opacidad y permeabilidad al vapor de agua de las peliculas producidas.

Se emplearon cuatro almidones modificados para realizar este estudio. El almidon
de maiz ceroso (WCS) y el almiddon acetilado-entrecruzad (ACLS) fueron obtenidos de
Corn Products (CPI, San Juan del Rio, Qro, México). WCS se empleo para producir dos
almidones modificados, el almidon oxidado (OS) y el almidon hidrolizado
octenilsuccinilado (H-OSA). OS and H-OSA se prepararon siguiendo procedimiento
previamente reportados (Kuakpetoon & Wang, 2001; Murua-Pagola et al., 2009). Para
mejorar las propiedades hidrofdbicas de las peliculas se utilizaron dos lipidos, cera de abeja
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) y aceite de cartamo (Coral International, SLP,

México).



El grupo carbonilo y carboxilo de los almidones fueron cuantificados de acuerdo a
la metodologia expuesta por Kuakpetoon and Wang (2001). La esterificacion del almidon
H-OSA siguiendo un procedimiento previamente reportado (Jeon et al., 1999). El grado de
entrecruzamiento se determino comparando los valores del los picos méximos de
viscosidad de los almidones WCS y ACLS, de acuerdo con Jyothi et al. (2006). El pico de
viscosidad de la muestra se obtuvo usando un redémetro Physica MCR 301 (Anton Paar,
Ostfildern, Alemania) acoplado con una celda y geometria especial para almidones ST24-
2D/2V/12V30. La dispersion de almidon se cocid de la misma manera que en las pruebas de
pasteo.

La distribucion del tamafio de cadena del almidon digerido enziméaticamente se
caracteriz6 mediante cromatografia de intercambio anidnico de alto desempefio utilizando
un detector amperométrico (HPAEC-PAD) de acuerdo a un método previamente descrito
(Kasemsuwan et al., 1995) y modificado por Chavez-Murillo et al. (2008). El sistema
HPAEC-PAD (DX500, Dionex, Sunnyvale, CA, USA) consisti6 en una bomba de
gradiente GP50, un organizador LC20-1, un detector electroquimico ED40, una pre-
columna CarboPac PA1, una columna analitica CarboPac PA1 y un automuestreador AS40.
Para el anlisis se afiadieron 3.2 ml de agua desionizada en 10 mg de almidén y la mezcla
se calentdé en bafio de agua por una hora para gelatinizar la muestra completamente.
Posteriormente se enfrid a temperatura ambiente y se afiadieron 0.4 ml de buffer de acetatos
0.1M a pH de 3.5 y 5 pl de solucién de isoamilasa a una concentracién de 200 Uxul™ (EC
3.2.1.68, 59000 U/mg, Hayashibara Biochemical Laboratories, Okayama, Japon). La
mezcla fue incubada a 40 °C por 4 h. La reaccion enzimatica se detuvo con 0.21 ml de

NaOH 0.2N seguido por un calentamiento en bafio de agua hirviendo por 15 min. La



muestra se enfrid y filtro a través de un membrana (Millipore, Irlanda) y se colocaron 0.6
ml del filtrado en un vial para auto-inyeccion.

Se solubilizaron 20 mg de almiddn desgrasado en 5mL de dimetilsulféxido (DMSO)
por agitacion durante una hora en bafio de agua hirviendo. La muestra fue agitada durante
toda la noche vy filtrada a través de una membrana de 5 um de didmetro de poro. Las
fracciones se resolvieron mediante cromatografia de exclusion de tamafio acoplada a un
detector de indice de refraccion (HPSEC-IR). El sistema consistié en una bomba 515 HPLC
(Waters, Milford, MA, EUA), el volumen de inyeccion fue de 100 uL y un detector de
indice de refraccion de 2410 (Waters) mantenido a 40 °C. Se emplearon columnas
empacadas OHPaK KB-802 y KB-804 (Shodex, NY, EUA) mantenidas a 55 °C. La fase
movil fue una solucion acuosa de 0.1 M NaNO; y 0.02% de NaNs. El flujo fue de 0.7 mL
min™,

Las curvas de cocimiento del almidon fueron obtenidas usando un reémetro Physica
MCR 301 (Anton Paar, Ostfildern, Alemania) equipado con una celda y una geometria
ST24-2D/2VI2V30 disefiadas para almidones. La suspensién de almidén fue primero
agitada a 960 rpm por 60 s y después a 160 rpm por el resto de la prueba. La rampa de
calentamiento se eligi6 con base en el método AACC 61-02 (1995) con algunas
modificaciones. Las muestras fueron mantenidas a 50 °C por 120 s, calentadas a 90 °C a
una velocidad de 0.2 °C s, mantenidas a 90 °C por 600 s y después enfriadas a 50 °C a una
velocidad de 0.2 °C s™. Las curvas de pasteo fueron obtenidas al menos en duplicado para
concentraciones de 3, 4 'y 5% (p/p).

Las soluciones filmogénicas (FFS) se prepararon calentando una dispersion de

almidon (3%, w/w), a 90 °C por 10 min. Después de enfriarlas, el sorbitol (Sigma), Tween
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80 (Sigma) y los lipidos fueron afiadidos a la concentracion de 2.4, 0.02 y 0.2% (p/p)
respectivamente. Debido a que las dispersiones al 4% de almidones ACLS, WCS y OS
producen una dispersién dificil de manejar y vaciar con tendencia a atrapar burbujas de
aire, se escogio la concentracion de 3% para producir las peliculas. La cera de abeja como
agente hidrofobico se afiadio como una microsuspension. Esta se prepar6 por adicion de
cera fundida en agua caliente seguida por emulsificacion a 21500 rpm (Ultraturrax, Staufen,
Alemania) en presencia de &cido esteérico (Sigma) y morfolina (Sigma) de acuerdo con lo
expuesto por Hagenmaier y Baker (1994). Se empleo aceite de cartamo o suspension de
cera de abeja en las SF incorporados mediante agitacion a 21500 o 6000 rpm
respectivamente. Posteriormente se vaciaron 10 ml de las SF en placas de vidrio de 10 X 10
cm y se dejaron secar al aire (~45% HR and 25 °C) por 24 h antes de despegar las peliculas.

Las muestras fueron sometidas a un cizallamiento programado que fue incrementando
logaritmicamente de 0-500 s™. Esta prueba se hizo empleando al misma geometria que en
el caso de las pruebas de pasteo para evitar problemas de sedimentacion de los granulos de
almidoén en las SF de almidon ACLS o floculacion de las particulas dispersas. Previo al
analisis, las muestras se dejaron reposar por 5 min para permitir la relajacion de estreses
inducidos durante su carga.

Los esfuerzos de fluencia estatico y dindmico (o5 and oy, respectivamente) se midieron
a una velocidad de cizalla aparente de 0.05s™ empleando un reémetro Physica MCR 300.
Se empleo una geometria tipo propela estrella de 6 paletas para determinar cs despues de 1
h de reposo de la muestra mientras que o4 fue obtenida después de un cizallamiento de la

muestra empleando una rampa lineal de 0 a 100 s
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La permeabilidad al vapor de agua se determind acorde al método ASTM E96
(1995). El espesor se determind empleando un micrémetro digital (IP65, Mitutoyo, Tokio,
Japdn), los valores fueron reportados como la media £ DE de al menos seis mediciones
aleatorias. Se analizaron al menos cuatro muestras de cada pelicula.

La opacidad de las peliculas se determiné recortando cada pelicula en un rectangulo
y colocada en la parte interna de una celda de espectrofotometro. El espectro de
absorbancia fue registrado de 400 a 700 nm y la opacidad fue obtenida calculando el &rea
bajo la curva formada por la absorbancia contra la longitud de onda (hm). Los resultados se
expresaron como A x nm. Al menos tres muestras de cada formulacion fueron analizadas

La solubilidad de las peliculas se obtuvo de acuerdo a lo expuesto por Zamudio-
Flores et al. (2008) con modificaciones. Brevemente, piezas de 2x3 cm de cada pelicula
fueron cortadas y colocadas en un desecador hasta peso constante. Enseguida se colocaron
en viales con 80 ml de agua desionizada durante una hora con agitacion ocasional de
manera suave, para evitar dispersar la pelicula. Posteriormente se recupero la pelicula por
decantacion y los viales se colocaron en un horno a 90 °C hasta peso constante. La materia
soluble se expres6 como porcentaje. Se analizaron tres muestras de cada formulacion y los
resultados se expresaron como la media + DE.

La microestructura de las peliculas fue observada empleando un microscopio
electronico de barrido Quanta 200F (FEI, Hillsboro, Oregon, USA) empleando el modo

ambiental con la muestra en su estado nativo.

El grado de sustitucion de los almidones se muestra en el cuadro 1. El contenido de
carbonilos y carboxilos fue similar a aquellos determinados en almidon ceroso de maiz

empleando el 3% (v/v) de NaOCIl (Wang & Wang, 2003). Se observo un alto grado de
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sustitucién en el almidén H-OSA al compararlo con otros almidones OSA no hidrolizados
de platano y maiz (Bhosale & Singhal, 2006; Carlos-Amaya et al., 2011). Las diferencias
en el contenido de amilopectina asi como el proceso de hidrolisis pueden ser los
responsables de de esos valores.

De acuerdo con los andlisis de HPSEC-IR se encontraron tres fracciones, designadas
como FI, FIl and FIII (Cuadro 2). La fraccion FIlI, que contuvo las moléculas de
amilopectina de menor peso molecular, predomind en todos los almidones. Las moléculas
de amilopectina del WCS mostraron una distribucion de dos grupos de acuerdo con su
tamafio molecular, mientras que los almidones OS, H-OSA and ACLS mostraron una
fraccion menor, designada como FI, que se asocié con moléculas de alto peso.

El almidon H-OSA mostré la menor fraccién FI, mientras que el ACLS mostro la
mayor. La aparicion de FI en ACLS y OS se atribuy6 a la formacion de enlaces de
entrecruzamiento entre las moléculas de amilopectina (Wang & Wang, 2003), mientras que
en H-OSA fue probable debido a la formacion de cimulos estabilizados por asociaciones
hidrofobicas (Shogren et al., 2000). Los almidones doblemente modificados mostraron un
incremento en la fraccion FIl y una disminucion simultanea de la fraccion FIII.
Hipotetizamos que la primera reaccion de modificacion se llevo a cabo en la zona amorfa
del granulo, afectando principalmente la amilopectina de alto peso molecular, mientras que
la segunda modificacion afecto las moléculas de bajo peso molecular que forman la zona
semi-cristalina.

Los almidones desramificados con isoamilasa mostraron una disminucion del tamafio
promedio de la cadena. Este efecto fue mas pronunciado en los almidones ACLS y H-OSA

(Cuadro 2). La disminucién en el contenido de cadenas B2 y B3+ después de la
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modificacion quimica se asocié con su localizacion en la zona amorfa del granulo de
almidon (Wang et al., 2003; Kuakpetoon & Wang, 2008).

El alto contenido de moléculas de amilopectina de bajo peso molecular se ha
relacionado con una mejor habilidad para reordenarse y formar una matriz compacta y
fuerte (Mali et al., 2004b). Entonces, para hacer una seleccion apropiada para disefio de
peliculas, la estructura del almidon y la distribucion de tamafio de cadena son factores clave

para describir el comportamiento de las dispersiones gelatinizadas de almidon

El comportamiento pasteo evidencid la modificacion (Fig. 1). EI almidén WCS mostré
un alto pico viscosidad (PV) y un colapso pronunciado, indicando la ruptura de los granulos
de almidén durante la gelatinizacion. EI OS mostr6 un PV menor pero una menor
reorganizacion después del enfriamiento que el WCS. La disminucion de PV puede ser
asociado con la desorganizacion producida durante la oxidacion mientras que la mayor
capacidad de reorganizacion molecular evidenciada durante el la reorganizacion de las
moléculas (setback) es atribuida a los grupos carboxilo y carbonilo que son capaces de
formar enlaces por puente de hidrégeno adicionales (Kuakpetoon & Wang, 2006; Chavez-
Murillo et al., 2008). Por otro lado, el comportamiento de pasteo de ACLS mostro
restriccion de hinchamiento (Fig. 1c). Este efecto se debe al entrecruzamiento (Rodriguez-
Marin et al., 2010; Carlos-Amaya et al., 2011).

El almidon doble modificado H-OSA mostro una viscosidad reducida y la menor
viscosidad de pico PV de todos los almidones evaluados (Fig. 4), y puede ser atribuida a la
desramificacion y erosion de los granulos causados por la hidrolisis acida durante su

preparacion (Wang et al., 2003).
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La tendencia a la reorganizacion de los almidones evaluados fue asociada con el
control de la viscosidad; ésta propiedad puede ser Util para predecir la reestructuracion de
las FFS después del proceso de aplicacién como recubrimientos.

El esfuerzo de fluencia dindmico indicé una mejor capacidad de reorganizacion del
almidon OS comparado con el WCS (Fig. 3). Este comportamiento puede ser explicado por
un refuerzo de las interacciones que ocurren entre las cadenas A y Bl de la amilopectina
debido a los grupos carbonilo y carboxilo (Achayuthakan et al., 2006). En el caso del
almidon ACLS, la estructura de la FFS es marcadamente interrumpida al inicio de la
prueba. Este comportamiento es probablemente un resultado de las débiles interacciones
entre particulas comparada con las que se dan en FFS formadas en dispersiones de granulos
de amilopectina completamente gelatinizados. Debido a su menor viscosidad, H-OSA no
mostrd un esfuerzo de fluencia medible.

Las dispersiones de almidones mostraron un incremento de la viscosidad aparente en
presencia de los aditivos sorbitol o cera de abeja. Las SF de recubrimientos hechas con
ACLS, WCS y OS mostraron un tipico comportamiento no-Newtoniano de adelgazamiento
a la cizalla (reo-adelgazante) mientras que el almidén H-OSA mostré un comportamiento
de estructuracion inducido por cizalla (Fig. 2d). EI comportamiento reoldgico del almidén
H-OSA fue atribuido a la introduccion de un grupo hidrofébico de cadena larga (octenil
succinato) el cual causa repulsion con grupos polares de moléculas adyacentes. De aqui que
bajo un incremento en la velocidad de cizalla las dichas fuerzas repulsivas son superadas
resultando en una estructura méas desordenada que se opone al flujo (Mleko & Foegeding,
1999; Kim et al., 2002; Lazaridou et al., 2003).

Se observo que de 4-5% (w/w) de concentracion de almidon las FFS resultantes fueron

dificiles de manejar con una tendencia a atrapar burbujas de aire, lo que comprometia la
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continuidad del recubrimiento; mientras que al 3% (w/w) las dispersiones de ACLS y H-
OSA mostraron una alta variabilidad en sus propiedades reoldgicas. Adicionalmente, ACLS
mostré una tendencia a sedimentar con el tiempo. De aqui que la concentracion al 4%
(w/w) fuera necesaria para obtener curvas de flujo reproducibles con la geometria
empleada. Sin embargo, se produjeron peliculas empleando la concentracion del 3% (w/w)
con fines comparativos.

El reemplazo del agua por sorbitol resultd en una viscosidad mayor debido a un
incremento en la concentracion de solidos. Se especula que la alta viscosidad de las
suspensiones de almiddn afiadidas con cera de abeja, puede deberse a las interacciones con
particulas de lipidos que desaparecen cuando la velocidad de cizalla se incrementa (Fig. 2).
Los valores de viscosidad encontrados para WCS, ACLS y OS estuvieron dentro del rango
obtenido para el almidon acetilado obtenido por Lopez et al. (2008).

Los almidones seleccionados conteniendo o no aditivos fueron capaces de formar
peliculas continuas y transparentes. Comparando las peliculas sin aditivos hidrofébicos
solamente, ACLS produjo peliculas mas permeables y solubles que los otros almidones
(Cuadro 3). Esto puede ser explicado por la estructura producida es mas abierta (Fig. 5f).
La reduccion de la WVP lograda con H-OSA tiene relacion con la hidrofobicidad del grupo
octenyl-succinato introducido.

La cera de abejas redujo efectivamente la WVP de las peliculas. En el caso de las
peliculas producidas con ACLS, éste efecto se asocio con una separacion de fases en las
particulas de cera que redujo el area para la transferencia al vapor de agua (Fig. 5f). Debido
a la baja viscosidad, se propuso el mismo efecto para las FFS producidas con H-OSA
(Bravin et al., 2004). Las peliculas hechas con WCS y OS mostraron una separacion de

fases ademas de un entrampamiento de particulas de cera (Fig. 5b and c).
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Las peliculas producidas con FFS adicionadas de aceite de cartamo mostraron una
mayor WVP comparadas con las contrapartes adicionadas con cera. Las diferencias
encontradas en las peliculas elaboradas con H-OSA se atribuyeron a sus propiedades
emulsificantes que favorecen la formacion de complejos entre el octenil-succinato y los
lipidos, obstaculizando el proceso de re asociacion de las moléculas de amilopectina.

El espesor de los recubrimientos producidos oscilé entre 29.3 y 40.1 um. De
acuerdo con Longares et al. (2004), este espesor permitiria al recubrimiento pasar
inadvertido por el consumidor. Como se esperaba, ni el tipo de almidén o tipo de agente
hidrofobico afectd dicho pardmetro ya que depende Unicamente del la cantidad de solidos
depositados por unidad de area (Villalobos-Carvajal et al., 2009).

Las peliculas producidas con almidon OS sin aditivos hidrofébicos fueron las menos
solubles mientras que los producidos con H-OSA y ACLS mostraron el efecto contrario. La
esterificacion del almidon H-OSA pudo haber evitado la asociacién de cadenas de
amilopectina facilitando el proceso de hidratacion de la pelicula (Mehyar & Han, 2004;
Bertuzzi et al., 2007); mientras que la estructura abierta de las peliculas de ACLS pudo
haber permitido la pérdida de materiales solubles de ésta. Este efecto se incrementd
mediante la introduccion de particulas de cera porque producen un entorpecimiento
adicional causado por la formacion de complejos de lipido. Las micrografias de las
peliculas de OS muestran que su reducida solubilidad puede deberse a la separacion de
particulas de cera. Algunas protegen la cara superior de la pelicula de la hidratacion
mientras que otras permanecen embebidas dentro de la matriz de la pelicula (Fig 5b and c).
El mismo efecto es propuesto para las peliculas de WCS porque ambos almidones no

interacttan con los lipidos debido a la falta de grupos funcionales hidrofdbicos.
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Las peliculas que contuvieron aceite tuvieron una apariencia opaca y aceitosa, mientras
que los adicionados con cera lograron una distribucion homogénea, mostrando una
transparencia similar a la de los preparados sin cera. Valores bajos de opacidad indican una
pelicula traslucida y ésta propiedad puede afectar adversamente la seleccién de un producto
recubierto por parte del consumidor (Mali et al., 2004a; Lopez et al., 2008). Los valores de
opacidad obtenidos en éste trabajo (21.6-38.8 UA-nm) fueron menores que los encontrados
para peliculas elaboradas con almiddn de tapioca y goma de hoja hsian-tsao (46-93 AU-nm
m) (Chen et al., 2009), almidon acetilado (45.42-115.12 AU-nm) (LO6pez et al., 2008) y

almidon de yam (85-111 AU-nm) (Mali et al., 2004a).

Las propiedades de las FFS y las peliculas producidas con almidones cerosos de maiz se
correlacionan con la capacidad que exhiben las moléculas de amilopectina para re-
asociarse. El proceso de asociacion de las moléculas de amilopectina depende
principalmente del tamafio molecular y de la distribucion de cadena, no obstante, la
introduccién de grupos funcionales o la inclusién de aditivos pueden promover o entorpecer
dichas interacciones. Estos efectos pueden resultar en peliculas que muestran diferentes
grados de organizacion permitiendo la producciéon de recubrimientos a la medida. Las
peliculas formuladas con los almidones OS y ACLS exhibieron propiedades de WVP,
espesor y solubilidad que indican que pueden ser utilizados como modelo de estudio para
producir matrices para el soporte y entrega de compuestos antimicrobianos en la superficie

de frutas frescas para incrementar su vida de anaquel.
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Effect of structural characteristics of modified waxy
corn starches on rheological properties, film-forming
solutions, and on water vapor permeability, solubility,

and opacity of films

Alfonso Pérez-Gallardo’, Luis A. Bello-Pérez®, Blanca Garcia-Almenddrez’,

Gerardo Montejano-Gaitdn®, Gustavo Barbosa-Canovas® and Carlos Regalado’

" DIPA, PROPAC, Facultad de Quimica, Universidad Auténoma de Querétaro, C.U., Querétaro, Mexico

2 Centro de Desarrollo de Productos Biéticos (CEPROBI) del Instituto Politécnico Nacional Yautepec, Morelos, Mexico
3 Departamento de Industrias Alimentarias, Instituto Tecnoldgico de Monterrey, Querétaro, Mexico

* Department of Biological Systems Engineering, Washington State University, Pullman, Washington, USA

Waxy corn starch (amylopectin) and three of its chemical derivatives: acetylated cross-linked
(ACLS), oxidized (OS), and octenyl-succinylated (OSA), were used together with additives
such as Tween 80, sorbitol, and beeswax suspension or safflower oil to test their effect on
film-forming solutions (FFS) and films. The objectives of this study were the starch structure
characterization, and its correlation with rheological properties of FFS and solubility, opacity,
and water vapor permeability (WVP) of the produced films. Analysis of starch structure,
rheological characterization, and films micrographs revealed that the starches contained
predominantly low MW amylopectin molecules and film properties depended on their ability
to reorganize. Additionally, the interaction among groups introduced in modified starches
or with additive molecules can hinder or promote starch reorganization, resulting in films
with increased or reduced WVP, solubility and transparency properties. Films were
obtained by casting and showed a thickness less than 41 um. Films prepared with OS
and beeswax exhibited the best reorganizing capacity of FFS, resulting in less soluble
(30.0 £+ 1.6%), highly transparent (23.2 + 3.3 UA x nm) and less permeable films
(0.485 £ 0.016 g- mm - m 2. h™' . kPa~"). On the other hand, ACLS showed an opposite
trend which was attributed to a more open film structure. These results contribute to under-
stand the molecular interactions of waxy starch molecules in FFS which may be useful to
design tailored coatings.
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edible materials applied as a liquid dispersion and dried
over the surface of a food product like fresh fruit, with the
purpose of increasing their shelf-life [1, 2]. One trend in EC

Colour online: See the article online to view Figure 3 in colour.
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technologies is a tailor-made design with highly functional
performance, based on the selection of the most appro-
priate film-forming polymer (starch, protein among others)
and additives (plasticizers, lipids, surfactants), the
inclusion of active substances (antimicrobials) and assem-
bling of the most effective arrangement as a composite
film-forming solution (FFS) [3]. Although EC properties
should be studied directly on the product surface, due to
the irregular surface of some, this process is often difficult.
Thus, study of coatings properties is usually done with
films produced onto smooth and regular surfaces.

Edible coatings are relevant to preserve quality and
increase shelf life of fresh fruits and vegetables since it
can be used as a matrix for transport and delivery of active
substances such as antimicrobials, but also because they
can be used to retard water vapor loss [4].

Waxy corn starch (WCS) has been suggested as film-
forming material because is inexpensive and abundant, it
is compatible with low energy surfaces, and a lower extent
of retrogradation is observed when compared to amylase.
In addition, WCS is easily hydrated and highly soluble,
which might be useful to produce undetectable EC during
consumption and can be chemically modified to improve its
usefulness [5-7]. Within the vast number of chemical
modifications, oxidation, acetylation-crosslinking, and
hydrolysis-octenylsuccinylation ~were considered as
important because they can provide features of interest
for both, FFS and EC. Carbonyl and carboxyl groups
generated during oxidation can enhance hydrogen bonds
among adjacent amylopectin molecules resulting in a more
efficient association process. Crosslinking helps to prevent
swelling and disruption of the starch granule during gelati-
nization, resulting in reduced water dispersibility properties
of FFS. Esterification is used to increase hydrophobicity
and lipid binding capacity of starches without substantially
affecting their water dispersibility [8].

Since EC are usually applied as a liquid dispersion,
knowledge of rheological behavior of FFS to design proc-
essing operations and predict its performance after appli-
cation is needed. After FFS application viscosity and yield
stress can have a primary role controlling the behavior of
the film [9], in particular to prevent excessive draining.
Waxy starches have the advantage of producing viscous
dispersions but not gels after the gelatinization process,
because the short chain lengths of amylopectin have little
tendency to interact [10]. This is particularly useful
because it helps restructuration control after the shearing
process.

Therefore, the objective of this work was to study the
structure of waxy starch and how functional groups intro-
duced by chemical modification affect association among
chains of amylopectin in FFS and their resulting films. This
work also aimed to understand the waxy starch inter-
actions with additives such as sorbitol or hydrophobic

© 2011 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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substances and their effect on properties such as solubility,
opacity, and water vapor permeability (WVP) of the pro-
duced films.

2 Materials and methods
2.1 Materials

Four modified starches were used in this study. WCS and
acetylated cross-linked starch (ACLS) were obtained from
Corn Products (CPI, San Juan del Rio, Qro, México). WCS
was used to obtain two additional modified starches, the
oxidized (OS) and hydrolyzed-octenylsuccinylated starch
(H-OSA). OS and H-OSA were prepared following pre-
viously reported procedures [11, 12]. To improve films
hydrophobic properties two different lipids were used,
beeswax (Sigma—Aldrich, St. Louis, MO, EUA) and saf-
flower oil (Coral International, SLP, México).

2.2 Characterization of starches
2.2.1 Degree of substitution

Carbonyl and carboxyl groups quantification of modified
starch was performed according to the methodology
depicted by Kuakpetoon and Wang [11]. Esterification of
H-OSA starch was determined following a previously
described procedure [13]. The degree of crosslinking
was determined by comparing the peak viscosity (PV)
values of WCS and ACLS, according to Jyothi et al.
[14]. The sample PV was recorded using a Physica
MCR 301 rheometer (Anton Paar, Ostfildern, Germany)
fitted with a starch cell and starch vane ST24-2D/2V/2V30.
Starch slurry was cooked as indicated in pasting
procedure.

2.2.2 Amylopectin chain-length distribution

The chain length distribution of enzymatically debranched
starch was characterized by high performance anion
exchange chromatography using amperometric detector
(HPAEC-PAD) according to a previously described method
[15] modified by Chavez-Murillo et al. [16]. The HPAEC-
PAD (DX500, Dionex, Sunnyvale, CA, USA) system con-
sisted of a GP50 gradient pump, LC20-1 chromatography
organizer, ED40 electrochemical detector, 4 x 50 mm?
CarboPac PA1 guard column, 4 x 250 mm? CarboPac
PA1 analytical column, and AS40 automated sampler.
Deionized water (3.2 mL) was added to 10 mg of defatted
starch and the mixture was heated in boiling water for 1 h
to gelatinize the starch sample. After cooling to room
temperature, 0.4 mL of 0.1 M acetate buffer pH 3.5 and
5 pL of 200 U/pL isoamylase (EC 3.2.1.68, 59 000 U/mg,
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Hayashibara Biochemical Laboratories, Okayama, Japan)
solution in same buffer were added, and the mixture was
incubated at 40°C for 4 h. Enzymatic reaction was stopped
by adding 0.21 mL of 0.2 N NaOH, followed by heating in
boiling water for 15 min. The sample was cooled, filtered
through 0.45 pm pore size membrane (Millipore, Ireland)
and 0.6 mL of filtrate was transferred into an auto-sampler
vial for injection.

2.3 Starch structure characterization

Defatted starch (20 mg) was solubilized in 5 mL DMSO by
stirring for 1 h in a boiling water bath. The sample was
stirred at room temperature overnight and was filtered
through a 5 wm pore size nylon membrane filter. Whole
starch fractions were determined by injection into a
HPSEC fitted with RI detector. This system consisted of
a 515 HPLC pump (Waters, Milford, MA, USA), a sample
loop of 100 pL, in-line degasser, and 2410 RI detector
(Waters) maintained at 40°C. A series of OHPak KB-
802 and KB-804 columns (Shodex, New York, USA)
kept at 55°C were used, together with a column guard.
The mobile phase was an aqueous solution of 0.1 M
NaNO; and 0.02% NaNs, and the flow rate was
0.7 mL/min.

2.4 Pasting properties

Pasting properties of starches were obtained using a
Physica MCR 301 rheometer (Anton Paar, Ostfildern,
Germany) fitted with a starch cell and starch vane
ST24-2D/2V/2V30. Starch slurry was first stirred at
960 rpm for 60 s and then at 160 rpm for the remainder
of the test. The heating ramp was chosen based on AACC
61-02 method [17] with some modifications. Samples were
held at 50°C for 120 s, heated to 90°C at a heating rate of
0.2 °C/s, and kept at 90°C for 600 s, then cooled to 50°C at
a cooling rate of 0.2 °C/s. Pasting curves were done at

29
least in duplicate for 3, 4, and 5% w/w starch
concentration.

2.5 Film preparation

Film-forming solutions were prepared by heating a starch
slurry (3%, w/w), at 90°C for 10 min. After cooling, sorbitol
(Sigma), Tween 80 (Sigma), and lipids were added at a
final concentration of 2.4, 0.02, and 0.2% w/w, respectively.
Since all starches produced highly viscous dispersions at
concentration of 4% or higher, difficult to handle, pour, and
with a tendency to trap small air bubbles 3% was chosen to
produce the films. A beeswax suspension was prepared by
adding molten wax to hot water, followed by high shear
emulsification at 21 500 rpm (Ultraturrax, Staufen,
Germany) in presence of stearic acid (Sigma) and morpho-
line (Sigma), according to Hagenmaier and Baker [18].
Safflower oil or beeswax was incorporated into the FFS
by using a high speed mixer at 21 500 or 6000 rpm,
respectively. Ten milliliters of FFS was cast on leveled
square glass plates of 10 x 10 cm? and dried at room
conditions (~45% HR and 25°C) for 24 h, before peeling
the films.

Table 1. Degree of substitution of the starches used®

Starch  Measured substitution  Degree of substitution
WCS ND ND
H-OSA  Esterification 0.05 + 0.01
ACLS Crosslinking 94.88 + 0.10
(O] Carboxyl content 0.20 £+ 0.01
Carbonyl content 0.14 + 0.05

ND, not detected; WCS, waxy corn starch; OS, oxidized
starch; H-OSA, hydrolyzed-octenylsuccinylated starch;
ACLS, acetylated cross-linked starch.

a) Means of three replicates + SD.

Table 2. Starch structure by HPSEC-IR of whole modified starches and chain length of isoamylase-debranched modified

starches by HPAEC-PAD

HPSEC-IR of whole starches

HPAEC-PAD of isoamylase-debranched starches

Modified A chain B1 chain B2 chain B3+ chain
starch Fl Fll Flll FIlII/FIl - CL DP 6-12 DP 13-24 DP 25-36 DP >37
WCS - 19.20 80.80 4.21 21.03 =+ 0.06 23.43 +£ 0.19 47.74 £ 0.16 18.10 £ 0.26 10.73 £+ 0.09
oS 127 21.34 77.40 3.63 20.09 £ 0.07 25.70 £ 0.02 48.95 + 0.40 16.30 £ 0.25 9.05 £+ 0.13
H-OSA 0.47 32.44 67.09 2.07 18.71 +£ 0.07 27.27 +£ 0.18 53.06 = 0.21 13.66 & 0.37 6.02 £+ 0.02
ACLS 2.31 31.27 66.42 2.12 19.00 + 0.04 27.583 £ 0.13 51.37 = 0.50 14.36 & 0.25 6.76 £ 0.07

CL, average chain length; F, fraction.

Values are mean of two measurements + SD. Modified starches abbreviations as in Table 1.

© 2011 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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2.6 Flow curves

Samples were subjected to a programmed shear rate
increasing logarithmically from 0 to 500 s~ '. This test
was performed using the same geometry as in pasting to
avoid sedimentation of starch granules in the FFS of ACLS
or flocculation of solid and colloidal particles. Samples were
previously rested for 5 min to allow stress relaxation.

2.7 Yield stress

Static and dynamic yield stresses (o5 and oy, respectively)
were measured at an apparent shear rate of 0.05 s
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using a Physica MCR 300 rheometer [19]. Six-blade
star-shaped vane geometry was used to determine o, after
1 h of rest. o4 was obtained after the sample was sheared

using a linear ramp from 0 to 100 s~ .

2.8 Film characterization

2.8.1 Water vapor permeability

Water vapor permeability of films was determined accord-
ing to ASTM E96 method [20]. Thickness was determined

using a digital micrometer (IP65, Mitutoyo, Tokio, Japan),
reported values are an average of at least six random
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Figure 1. Pasting curves of starches at 3% (@), 4% (O), and 5% (W) concentration w/w. (a) Waxy corn starch;
(b) oxidized starch; (c) acetylated cross-linked starch; (d) hydrolyzed-octenyl succinylated starch. Curves were done at least

in duplicate.
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measurements. At least four samples of each film were
tested.

2.8.2 Opacity

Films opacity was determined using the method of
Kuakpetoon and Wang [11]. Film sample was cut into a
rectangle and placed on the internal side of a spectropho-
tometer cell. The absorbance spectrum (400-700 nm)
was recorded for each sample. Opacity was obtained by
calculating the area under the absorbance versus wave-
length (nm) curve, and expressed as A x nm. Al least
three samples were measured for each type of film.

2.8.3 Film solubility in water

Film solubility was determined according to Zamudio-
Flores et al. [21] with modifications. Pieces (2 x 3 cm?)
of each film were cut and stored at room temperature in a
dessicator until constant weight, followed by placing in
vials containing 80 mL deionized water, with occasional
gentle stirring to avoid film disruption, for 1 h. After soaking
the water was carefully removed, and vials were placed in
an oven at 90°C to constant weight. Soluble matter was
expressed as percentage. Three samples were analyzed
for each formulation.

2.8.4 Films structure

Films structure was observed using a Quanta 200F
environmental electron microscope (FEI, Hillsboro,
Oregon, USA), using the environmental mode with the
sample in its native state.

3 Results and discussion

3.1 Starch structure and amylopectin chain-
length distribution

The degree of substitution of tested starches is shown in
Table 1. The carbonyl and carboxyl content of OS were
similar to those determined in oxidized WCS using 3% v/v
NaOCI [22]. Higher degree of substitution was observed in
the H-OSA when compared with other non-hydrolyzed
OSA banana and corn starches [23, 24]. The different
amylopectin content and the hydrolysis process of H-
OSA may be responsible for these values.

According to HPSEC-IR analysis, three fractions des-
ignated as FI, FIl, and Flll were found (Table 2). FIll which
contained the amylopectin molecules of smallest MW was
predominant among starch samples. WCS amylopectin
molecules showed a distribution of two molecular size

© 2011 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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groups, while OS, H-OSA, and ACLS starches additionally
showed a minor fraction, designated as Fl, which was
associated to high MW amylopectin. H-OSA starch
showed the lowest FI fraction, while ACLS showed the
highest. Appearance of Fl in ACLS and OS was attributed
to the formation of cross-links among amylopectin mol-
ecules [22], while FI in H-OSA is probably due to the
formation of clusters stabilized by hydrophobic associ-
ations [25]. Dual modified starches showed an increased
Fll fraction and a simultaneous decrease in fraction FllI.
We hypothesize that the first modification took place in the
amorphous region of the starch granule, affecting mainly
high MW amylopectin, while the second modification
affected low MW molecules forming a semi-crystalline
zone.

Figure 2. Eroded granules of H-OSA starch due to dual
modification.
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Figure 3. Stress versus time curves of static yield stress
and dynamic yield stress of waxy corn starch (WCS), oxi-
dized starch (OS), and acetylated cross-linked starch
(ACLS).
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Figure 4. Viscosity curves of different starch dispersions and film-forming solutions (FFS). (a) Waxy corn starch; (b) oxidized
starch; (c) acetylated cross-linked starch; (d) hydrolyzed-octenylsuccinylated starch. Void symbols indicate starch FFS
without additives (Q) 3%; (/) 4%, and (1) 5% w/w. Filled symbols indicate starch FFS with additives (@) 4—3.2% w/w of
starch—sorbitol FFS; () 4—3.2-0.2% starch—sorbitol-beeswax FFS. Results are the average of three replicates.

Isoamylase-debranched starches showed a decrease
in the CL and this effect was higher in the dual modified
starches ACLS and H-OSA (Table 2). The decrease of long
chains B2 and B3+ after chemical modifications is associ-
ated to their location in the amorphous region of the starch
granule [26, 27].

High content of low MW amylopectin has been related
to an enhanced ability of re-ordering in a compact and
strong matrix [10]. Thus, to make an appropriate selection
for films design, starch structure, and chain length distri-
bution analysis are key factors to describe the behavior of
gelatinized starch dispersions.

© 2011 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

3.2 Pasting properties

Pasting behavior evidenced the chemical modification of
starches (Fig. 1). WCS showed high PV and pronounced
breakdown, indicating starch granules disruption during
gelatinization. OS showed a decreased PV but a better
reorganization after cooling than WCS. PV decrease may
be associated to disorganization during oxidation while
higher ability of molecular reorganization evidenced by
setback is attributed to functional carboxyl and carbonyl
groups that are able to form additional hydrogen bonds
[16, 28]. On the other hand, ACLS pasting behavior
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showed swelling restriction (Fig. 1¢). This effect may be
due to crosslinking [24, 29].

The dual modified H-OSA starch showed reduced
viscosity and the lowest PV of all evaluated starches
(Fig. 1d), and may be attributed to the de-branching and
erosion of the granule caused by acid hydrolysis during
preparation (Fig. 2) [27].

Reorganization tendency of evaluated starches was
associated to viscosity control and this property may be useful
to predict restructuration of FFS after application as coatings.

3.3 Yield stress

Dynamic yield stress as a function of time indicated a
better reorganization capacity of OS than WCS (Fig. 3).
This behavior may be explained by reinforcement of the
weak interactions occurring among outer chains of amy-
lopectin by carbonyl and carboxyl groups [30]. In the case
of ACLS, FFS structure is markedly interrupted at the
beginning of the test. This behavior is probably a result
of weaker interactions among particles than those of the
FFS formed by completely gelatinized amylopectin mol-
ecules. Due to its low viscosity H-OSA did not show a
measurable yield stress.

3.4 Viscosity curves

Starch dispersions showed an increase in apparent
viscosity when sorbitol and beeswax was added (Fig. 4).
ACLS, WCS, and OS dispersions showed a typical shear
thinning behavior, while H-OSA showed a shear induced
structuring pattern (Fig. 4d). Rheological behavior of
H-OSA was attributed to introduction of long esters
chains that caused repulsion among adjacent molecules.
Therefore, under increased shear rate repulsive forces
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were overcome resulting in a more disordered structure
opposite to the flow of polymer layers at low shear rates
[31-33].

We observed that at 4-5% w/w starch concentrations
the resulting FFS was difficult to handle with a tendency to
trap air bubbles which can compromise film continuity,
while 3% w/w ACLS and H-OSA dispersions showed high
rheological properties variability. Additionally, ACLS
showed a tendency to settle with time. Thus, 4% w/w
concentration of ACLS and H-OSA was needed to obtain
reproducible flow curves results with the geometry used
(Fig. 4c and d). However, 3% w/w starch concentration
films were produced for comparative purposes.

Water replacement by sorbitol resulted in a higher
viscosity because of an increased solid fraction. We specu-
late that higher viscosity of starch suspensions added with
beeswax may be due to interactions with lipid particles that
disappear when shear rate increases as shown in Fig. 4.
Viscosity values found for WCS, ACLS, and OS were
within the range of those obtained for acetylated
starch [34].

3.5 Films characterization

Selected starches containing or not additives were capable
to form continuous and transparent films. Comparing films
without hydrophobic additives only, ACLS produced more
permeable and soluble films than other starches (Table 3).
This may be explained by the more open films structure
produced (Fig. 5d and e). Reduction of WVP achieved with
H-OSA was related to the hydrophobicity of octenyl-suc-
cinate group.

Beeswax effectively reduced the WVP of films. In the
case of ACLS films this effect was associated to phase
separation of beeswax particles which reduces the avail-

Table 3. Effect of film formulation on appearance and water vapor permeability of produced films®

WVP Thickness Solubility Opacity
Additive Starch (-mm-m2.h"'.kPa " (wm) (%) (UA x nm)
Sorbitol WCS 0.588 & 0.0803¢ 33.7 + 10.32 44.1 4 1.5%¢ 24.3 4+ 1.5°¢
ACLS 0.642 + 0.010% 35.9 + 0.22 412 +0.8° 31.6 + 1.5
(o]S] 0.572 + 0.0113° 35.4 + 5.62 35.2 + 2.2 21.6 + 0.19°
H-OSA 0.523 + 0.016°< 29.7 + 0.02 42.8 4 0.43°¢ 25.3 4+ 0.39°¢
Sorbitol, beeswax WCS 0.502 + 0.034%¢ 33.7 £ 0.42 29.1 +9.3° 232 + 6.3°
ACLS 0.452 + 0.000% 36.3 + 4.62 55.9 + 1.62 28.8 + 2.1b°
(o]S] 0.485 + 0.016% 401 + 3.22 30.0 + 1.6°° 232 + 3.3°
H-OSA 0.357 + 0.016° 35.0 + 1.28 55.4 + 0.92 26.5 + 2.2b°
Sorbitol, safflower oil WCS 0.497 + 0.012%¢ 32.3 +0.82 427 + 1.83° 48.9 + 522
ACLS 0.626 + 0.010%° 40.0 + 3.72 41.6 4 0.73¢ 32.5 4 5.3
(o]S] 0.480 + 0.006%¢ 29.3 + 0.42 34.7 + 5.4 38.8 + 6.3%
H-OSA 0.593 + 0.0392*° 30.9 + 2.52 48.6 + 10.6%° 24.4 + 1.6

a) Values are mean of three replicates + SD. Means in column not sharing the same letter are significantly different

(p < 0.05). Modified starches abbreviations as in Table 1.
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Figure 5. SEM micrographs of films based on OS and
ACLS evidencing organization differences due to their
mechanism of formation. (a) OS based films showing a
compact structure; (b) OS based film added with beeswax
showing its retention into the polymer matrix; (c) OS based
film surface showing partial separation of beeswax parti-
cles; (d and e) ACLS based films showing a disorganized
structure; (f) ACLS based films surface showing both,
mechanism of film formation due to granules juncture
and separation of beeswax particles.

able area for water vapor transfer (Fig. 5f). The same
effect was also proposed for H-OSA films due to the low
viscosity of their FFS [2]. Films based on WCS and OS
showed additional phase separation and entrapment of
beeswax particles (Fig. 5b and c).

Films prepared with FFS containing safflower oil showed
an increased WVP when compared with their counterparts
added with beeswax. Differences found in H-OSA films
were attributed to their emulsifying properties which favor
the octenyl succinate—lipid complex formation, hindering the
re-association process of amylopectin molecules.

The thickness of all produced films was between 29.3
and 40.1 um (Table 3). According to Longares et al. [35] this
thickness range is unnoticed by the consumer. As expected,
neither the kind of starch nor the type of hydrophobic agent
influenced films thickness, a property mainly dependent on
the quantity of solids deposited per unit area [36].

© 2011 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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Films produced using OS starch without hydrophobic
additives, were the least soluble while H-OSA and ACLS
starches showed the opposite effect. The esterification of
the H-OSA starch can hinder association of amylopectin
molecules resulting in easier hydration [7, 37], while the
open structure obtained with ACLS may permit loss of
soluble material from the film. This effect is increased
by introducing wax molecules because they produce an
additional hindering caused by lipid-complex formation.
Micrographs of OS films added with beeswax showed that
their reduced solubility occurs because beeswax particles
separate, some protect the upper film face from hydration
while others remain embedded in the carbohydrate matrix
(Fig 5b and c). The same effect is proposed for WCS
because both starches do not interact with lipids due to
lack of hydrophobic functional groups.

Films containing oil were cloudy and oily in appearance,
while those added with beeswax achieved a homogeneous
distribution showing a transparency similar to those
without it. Low opacity values indicate a translucent film
and this property may adversely affect selection of a
coated product by the consumer [21, 38]. Opacity
values obtained in this work (21.6-38.8 UA - nm) were
lower than those found for tapioca starch/hsian-tsao
leaf gum (46-93 AU - nm) [39], acetylated starch
(45.42-115.12 AU - nm) [34], and yam starch
(85-111 AU - nm) [38].

4 Conclusions

Properties of FFS and films based on WCSs are correlated
with the ability of amylopectin molecules to re-associate.
The association process of amylopectin molecules
depends mainly on their molecular size and chain length
distribution, but introduction of chemical groups or
inclusion of additives can promote or hinder interactions.
These effects may result in films showing different
organization levels allowing the production of tailored
coatings.

Films formulated using OS and ACLS exhibited WVP,
thickness, and solubility properties which upon further
research may be used as study models to produce matrices
for the support and delivery of antimicrobial compounds on
the surface of fresh fruits leading to longer shelf life.
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5. Resumen en extenso del segundo articulo publicado
Effect of native and acetylated-crosslinked waxy corn starch-beeswax coatings on quality

attributes of raspberries during storage

Pérez-Gallardo, Alfonso!, Mattinson, Scott D.3, Lazcano-Peralta, Alma*, Fellman, John K.2,

Barbosa-Cénovas, Gustavo®, Garcia-Almendérez, Blanca, Regalado, Carlos'”

Los recubrimientos comestibles (EC) pueden ser definidos como una delgada capa de
material comestible, usualmente una mezcla de polimeros y lipidos, aplicada en estado liquido y
secada sobre la superficie de una producto alimenticio con el propdésito de incrementar si vida de
anaquel. Entre otras propiedades, los EC son relevantes para preservar la calidad de las frutas
porque actian como barreras selectivas a gases dependiendo de su composiciéon. De aqui que,
puedan modificar la composicion de la atmosfera interna de las frutas (Park, 1999; Ribeiro et al.,
2007).

Sin embargo, el efecto de los EC en la preservacion de los parametros de calidad de frutas
y vegetales, ha demostrado un efecto diverso debido la variabilidad en la tolerancia de los tejidos
a la modificacion de su atmdsfera interna (Hernandez-Mufioz et al., 2008). De aqui que sea
importancia el evaluar su efecto directamente sobre el producto de interés. Los atributos de
calidad como firmeza, color y contenido de compuestos antioxidantes son parametros
relacionados con el almacenamiento de la frambuesa (Haffner et al., 2002; Han et al., 2004),
mientras que la tasa de respiracion y la produccion de etileno pueden indicar la tasa de
maduracion (Fonseca et al., 2002).

Las propiedades de barrera a gases como O, and CO, dependen de muchos factores

incluyendo la naturaleza el polimero, la presencia de plastificantes, la humedad ambiental y el
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ensamble estructural de los materiales (Rindlav-Westling et al., 1998; Dole et al., 2004). El
almidon de maiz ceroso fue escogido para este estudio porque es barato y abundante, soluble o
facilmente dispersable en agua y puede ser usado para producir recubrimientos delgados que
sean indetectables durante su consumo (Bertuzzi et al., 2007).

En un estudio previo demostramos que la amilopectina del almidon ceroso de maiz
(WCS) vy el almidon acetilado-entrecruzado puede formar recubrimientos continuos con una
permeabilidad al vapor de agua intermedia que puede ser mejorada adicionando emulsién de cera
de abeja (Pérez-Gallardo et al., 2011). De esta manera, el objetivo de este trabajo fue estudiar el
efecto de los recubrimientos compuestos elaborados con WCS y ACLS adicionados con cera de
abejas en los parametros de calidad de frambuesas frescas durante periodos cortos de

almacenamiento en frio.

En este estudio se emplearon los almidones de maiz ceroso (WCS) y acetilado-
entrecruzado (ACLS) que fueron un regalo de Corn Products (CPI, San Juan del Rio, México).
El sorbitol, acido estearico, Tween 80 y la morfolina fueron adquiridos en Sigma (Sigma, St.
Louis, MO, USA). Todos los demas reactivos fueron grado analitico.

Las soluciones de recubrimiento se prepararon de acuerdo a lo expuesto por Pérez-
Gallardo et al. (2012). Brevemente, se gelatinizé una suspensiéon de almidon y después de su
enfriamiento se afiadié sorbitol, Tween 80 y cera de abeja (Grupo Aselac, México) a una
concentracion final de 3.2, 0.02 y 0.2% (w/w) respectivamente. La suspension de cera de abeja
Se prepar6 mediante por emulsificacion de una mezcla de acido esteérico-cera de abejas-
morfolina (Hagenmaier & Baker, 1994) a21500 rpm (Ultraturrax, Staufen, Alemania) en agua
caliente por 5 min. La emulsion resultante fue rapidamente enfriada a temperatura ambiente y

filtrada.
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Se utilizaron frambuesas compradas a un productor local en estado de madurez comercial
de tamafio uniforme, visiblemente libres de dafio fisico y de infeccion fungica. Las frutas fueron
colocadas sobre una rejilla recubierta de teflon y la solucion de recubrimiento fue aplicada por
aspersion a una proporcién de 1L por 10 kg de fruta. Posteriormente fueron secadas con aire a 20
°C utilizando un flujo de aire a 2 m s durante 2 h. Se emplearon frutas sin recubrir como
controles. Las frutas se colocaron en contenedores plasticos ventilados de 6 onzas y se
almacenaron en refrigeracién a 4 °C and 88% de humedad relativa. Todas las superficies en
contacto con las frambuesas fueron previamente sanitizadas para prevenir contaminacion.

Para medir la tasa de respiracion, se colocaron aproximadamente 200 g de fruta en
camaras cerradas. Se midieron las concentraciones de dioxido de carbono (CO,) y etileno (CzHy)
de de cada camara de manera automatica cada 8 h, empleando un cromatégrafo de gases HP
5890A (Agilent, Avondale, PA, EUA) (Patterson & Apel, 1984). El sistema consistié en una
columna GS-Q-PLOT de 0.53 mm x 30 m (Agilent Technologies), un detector de conductividad
térmica (TCD) para medir el CO,, un detector de ionizacion de flama (FID) conectado después de
una columna GS-Q-PLOT de 0.53 mm x 15 m (Agilent Technologies) para medir el etileno y dos
valvulas de control electrénico para leer de cada flujo. El horno, inyector y TCD se mantuvieron
a 30, 200 y 90 °C respectivamente, mientras que el FID se mantuvo a 200 °C. La columna para
medir CO; tuvo un flujo de 8 ml min™. La temperatura de la cdmara donde se mantuvo la fruta
fue de 15 °C. Las mediciones fueron hechas por triplicado y se reportaron como la media £ DE

Los compuestos volatiles se cuantificaron empleando la técnica de micro-extraccion en
fase solida (SPME) (Yang & Peppard, 1994), seguida de cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC/MS). La muestra se preparé mezclando y moliendo 50 g de fruta

con 100 ml de agua desionizada. La pulpa se separd por filtracion y 20 ml del filtrado de
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colocaron en un vial de plastico, tapado y se congelaron hasta su analisis. Despues de descongelar
el contenido del vial se colocaron 1ml del filtrado diluido en 1 ml de agua desionizada
conteniendo 0.65 g de NaCl y se agitaron con una barra magnética de de 6 mm. Posteriormente se
introdujo una fibra estandar de SPME (0.65 mm de espesor, fase estacionaria PDMS/DVB,
Supelco Inc., Bellfonte, PA) la cual se mantuvo por 30 min para absorber los compuestos
volatiles. Los compuestos adsorbidos en la fiora SPME se inyectaron en un cromatografo
Hewlett-Packard 589011 (Agilent, Avondale, PA) acoplado a un detector selectivo de masas 5970.
Los volatiles fueron desorbidos en el puerto de inyeccién durante 5 min a 200 °C. EI modo de
inyeccion fue sin division durante 2 min. La linea de transferencia fue mantenida a 250 °C. El gas
acarreador fue helio a una velocidad de 30.1 cm/s a través de una columna capilar de silica
fundida DB-1 (J&W, Folsom, CA) de 60m X 32 mm y 0.32 um de espesor. Los compuestos
fueron identificados por comparacion de sus tiempos de retencion y espectro de masas de
aquellos contenidos en la libreria Wiley/NBS asi como por comparacion contra estandares (Birla
et al., 2005). Las mediciones fueron realizadas por triplicado y son reportadas como la media +
DE.

El contenido de fenoles totales de los extractos se determind de acuerdo con el método
colorimétrico de Folin-Ciocalteau (Singleton & Rossi, 1965) modificado por Dewanto at al.,
(2002). Brevemente, se mezclaron 100 pL de extracto de frambuesas que fueron oxidados con
250 puL de 1 N de reactivo de Folin-Ciocalteau (Sigma). Después de 5 min se afiadieron 1250 pL
de una solucion al 20% (p/v) de Na,COg3 (Sigma) para detener la reaccion y se guardo la muestra
en oscuridad por 2 h. La absorbancia de la muestra fue leida a 760 contra un blanco preparado
previamente. Empleando una curva de calibracion, los resultados fueron expresados como

equivalentes de acido galico (GAE) por gramo de fruta fresca.
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El contenido de antocianinas totales se determind mediante el método de pH diferencial
(Giusti & Wrolstad, 2001). Las muestras fueron diluidas en soluciones amortiguadoras de 0.2 M
HCI/KCI (pH 1.0) y 0.2 M acido acético/acetato de sodio (pH 4.5) respectivamente. La
absorbancia fue leida a 510 y 700 nm empleando una celda de 1 cm de ancho. Las antocianinas
totales fueron expresadas como cianidina-3-glucésido (Cyd-3-glu) por 100 g de muestra fresca
(FW), empleando un coeficiente de extincién (&) of 26900 L cm™ mol™ y un peso molecular de
449 g mol™.

Para medir la pérdida de peso se emplearon lotes de frambuesa de 200 g se pesaron al
inicio del experimento y se registrd la pérdida de peso a los 0, 2, 4, 6 y 8 dias. La pérdida de peso
se expresd como porcentaje respecto al peso inicial.

El color de las frambuesas se evalué empleando in colorimetro Minolta CM2002
(Minolta, Japdn), calibrado y acoplado con un aditamento especial para reducir el area de
muestreo. Los parametros de luminosidad (L*), rojo (a*) y amarillo (b*) se registraron a los 0, 2,
4y 6 y 8 dias. Para cada fruta se midieron tres sitios diferentes. Los valores de chroma y °hue
fueron empleados para indicar cambios de color de acuerdo a lo expuesto por (McGuire, 1992).

La firmeza fue medida empleando un texturémetro TA-TX Texture Analyzer (Stable
Micro Systems, Surry, Inglaterra). El sistema estaba equipado con un celda de compresion de 5
Kg con una sonda cilindrica de 50 mm de diametro que se ajusté a un movimiento de 1 mm s
hasta un 80% de compresion de la muestra. Se emplearon frambuesas de tamafio y forma similar.
La firmeza se midié como la maxima compresion (N) alcanzada durante la prueba. Cinco frutas
por lote escogidas al azar fueron usadas para cada tiempo de almacenamiento. Este analisis se

realizdalos 0, 2,4y 6y 8 dias.
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La estructura de los recubrimientos fueron analizados mediante la técnica de microscopia
electronica de barrido (Quanta 200F, FEI, Hillsboro, Oregon, USA) empleando la técnica de bajo

vacio con la muestra en su estado nativo.

La tasa de respiracion (RR, mmol CO, kg™ h™) medida a 15 °C después de un periodo de
equilibrio inicial fue de 3.62+0.05 para WCS, 3.7+0.03 para ACLS y3.32+0.13 Para las
frambuesas sin recubrir. Sin embargo, las frambuesas sin recubrir mostraron un subito
incremento en la RR después de las 16 h de almacenamiento lo que las llevo hacia tasas mas altas
de respiracion que sus contrapartes recubiertas después de las 40 h de almacenamiento (Fig. 1A).
Después de las 56 h de almacenamiento la RR fue de 4.5+0.28 mmol kg™ h™ para las frambuesas
no recubiertas y disminuyo a 4.2+0.27 mmol kg™ h™* para las recubiertas con ACLS y a 4.1+0.08
para las recubiertas con WCS.

La reduccion en la tasa de respiracion observada en las frambuesas recubiertas se puede
atribuir a la oclusion de las estomas (Fig. 2A y B) por un recubrimiento que muestra una
permeabilidad selectiva a CO, sobre el O,, lo cual es tipico de los recubrimientos hechos de
almidon (Rindlav-Westling et al., 1998; Park, 1999; Fonseca et al., 2002; Amarante & Banks,
2010). Aunque las frambuesas almacenadas en atmoésferas modificadas y controladas son
tolerantes al CO, (Kader, 2003; Wang, 2003), la permeabilidad selectiva puede inducir
desordenes de respiracion como la acumulacion de CO, y reduccion de O, interno. Al respecto, se
ha observado la acumulacion de CO, en tejidos de manzana, platano (Banks, 1984,1985), mango
(Kittur et al., 2001) y guayaba (Thommohaway et al., 2007) recubiertos con peliculas de almidon
y otros carbohidratos. Sin embargo, la modificacion de la atmosfera interna de los frutos y
vegetales recubiertos ha mostrado depender de los materiales empleados en la formulacion de

recubrimientos (Hernandez-Mufoz et al., 2008). De aqui que las diferentes tasas de respiracion
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encontradas aqui para las frambuesas recubiertas con ACLS o WCS puedan se asociadas con
diferencias estructurales en las recubrimientos producidos con esos materiales (Fig. 2C and D).
Los recubrimientos de ACLS estan formados por la agregacion de granulos de almiddn
hinchados mientras que los de WCS contienen moléculas de amilopectina enzarzadas. Lo anterior
se refleja en una estructura mas cerrada y por lo tanto en peliculas con una diferente
permeabilidad a gases (Pérez-Gallardo et al., 2011).

Se observo una reduccion en la produccion de etileno en las frambuesas recubiertas en
comparacion con las frambuesas sin recubrir (Fig. 1B). Esta tendencia fue similar a la observada
en la medicion de la RR debido a que la produccién de etileno fue de 0.043+0.005 mmol kg™* h*
para muestras sin recubrir después de 56 h, mientras que las muestras recubiertas con ACLS y
WCS tuvieron una RR de 0.034+0.004 and 0.035+0.003 mmol kg™ h™. Esos resultados sugieren
un posible efecto en el control de la maduracion de la frambuesa, especialmente cuando se
considera que niveles bajos de etileno pueden estar asociados con una disminucion en la
velocidad de senescencia. Este efecto se ha observado en zarzamoras variedad Navaho, en la
cuales una produccién significativa de etileno se relaciond con una menor vida de anaquel
(Perkins-Veazie et al., 2000). Por otro lado, la produccion de etileno en etapas finales de
maduracion se ha asociado con crecimiento o deterioro microbiano (Fonseca et al., 2002; Aguayo

et al., 2006).

Los recubrimientos producidos con WCS y ACLS indujeron la produccion de etanol y
acetato de etilo, asi como la reduccion en la produccién de terpenos para el dia 8 de
almacenamiento (Table 1, Fig. 3 A and B). El metabolismo fermentativo puede ser promovido
por factores de estres incluyendo el ambiental (dafio por frio, abusos de temperatura, condiciones

de hipoxia), biotico (desarrollo microbiano) o interno (maduracion y envejecimiento de tejidos).
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La acumulacion de CO, en el tejido interno debido a la permeabilidad selectiva de los
recubrimientos de amilopectina pudo causar este efecto. La aparicion de metabolitos de
fermentacion se ha encontrado en fresas (Pelayo et al., 2003; Allende et al., 2007), cerezas
(Petracek et al., 2002) y frambuesas (Van der Steen et al., 2002) almacenadas en atmosferas
altas en CO,. Ademas, la reduccion en la generacion de compuestos caracteristicos del aroma de
las frambuesas como o~ and B-ionona y otros terpenos (Malowicki et al., 2008; Blanch et al.,
2011). Esto puede deberse a una disminucion en la eficiencia de la ruta metabdlica de B-
oxidacion debido a condiciones de hipoxia (Harb et al., 2008; Defilippi et al., 2009).

El incremento en el contenido de antocianinas de las frambuesas sin recubrir y las
recubiertas con WCS se incremento durante el tiempo de almacenamiento. Sin embargo, las
frutas recubiertas con ACLS alcanzaron su maximo contenido al dia 6 pero éste disminuyo para
el dia 8 (Cuadro 2). Estos resultados sugieren que el contenido de antocianinas no fue afectado
por el recubrimiento de WCS bajo las condiciones de almacenamiento. Por otro lado, ésta
tendencia fue notablemente afectada en los frutos recubiertos con ACLS lo que result6 en el mas
alto contenido de antocianinas para el dia 6 seguido de una posterior disminucion. El incremento
inicial en el contenido de antocianinas durante el almacenamiento seguido de un posterior
decremento ha sido reportado en uvas y zarzamoras (Perkins-Veazie & Collins, 2002; Romero et
al., 2008). La reduccion en el contenido de antocianinas pudo haberse debido a la degradacion
enzimatica por la glicosidasa y la polifenoloxidasa mas que por oxidacidn con especies reactivas
de oxigeno. Los procesos oxidativos pueden no estar involucrados, por la posible acumulacion de
diéxido de carbono que ocasiona una correspondiente reduccién en el contenido de oxigeno de

los tejidos internos.
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El contenido de fenoles totales de las frambuesas recubiertas con ACLS y de las no
recubiertas se incremento al inicio del tiempo de almacenamiento hasta el dia 4, posteriormente
su concentracion se redujo ligeramente (Cuadro 2). Por otro lado, las frambuesas recubiertas con
WCS no mostraron ningin cambio significativo el contenido de fenoles durante el tiempo de
almacenamiento evaluado, sugiriendo un efecto protectivo provocado por el recubrimiento. La
preservacion del contenido de fenoles totales puede estar relacionado con un bajo nivel de
oxigeno en los tejidos internos (Zheng et al., 2007). Al respecto, se ha reportado que los
compuestos fendlicos de tejidos de manzana y arandano azul son relativamente estables durante
el almacenamiento en frio bajo condiciones de atmosferas controladas enriquecidas con CO,,
Este comportamiento puede ser asociado con la ausencia de reacciones oxidativas por especies

reactivas de oxigeno (Fawbush et al., 2009; Chiabrando & Giacalone, 2011).

Los recubrimientos afectaron adversamente la pérdida de peso y la firmeza de las
frambuesas (Fig. 1C and D). La pérdida de peso de las frutas no recubiertas fue de 3.76+0.1%
para el dia 8, mientras que para los frutos recubiertos con ACLS y WCS fue de 7.33£0.55% y
7.46£0.26% respectivamente. La pérdida de vapor de agua se lleva a cabo por difusion a través
de la cuticula (Amarante & Banks, 2010) y posteriormente a través de la matriz del
recubrimiento. Sin embargo, los recubrimientos de amilopectina adicionados con cera de abeja
han demostrado reducir la permeabilidad al vapor de agua (Pérez-Gallardo et al., 2011) lo que
sugiere que la pérdida de peso se debe a un dafio en la epidermis. Por otro lado, la firmeza
disminuyd de manera dréstica en las frambuesas recubiertas con ACLS (Fig. 1D), que nos lleva a
asumir que el proceso de ablandamiento natural de la frambuesa aparentemente es disparado por
los recubrimientos. Por lo anterior, el incremento en la pérdida de peso y la reduccion de la

firmeza puede ser atribuida a dos razones: (1) dafios a los tejidos internos debido a los bajos
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niveles de oxigeno que llevan a la produccion de metabolitos de fermentacion como alcoholes
(Smith & Skog, 1993) y (2) una hidratacion excesiva de la epidermis causada por los
recubrimientos (Han et al., 2004). La pérdida de peso de las frambuesas sin recubrir concuerdan
con los resultados de Haffner et al. (2002), quienes reportan que la pérdida de peso no es un
parametro limitante de la vida de anaquel de las frambuesas. Sin embargo, en éste estudio, dicho
parametro es Util para comparar efectos adversos causados por los recubrimientos.

La cromaticidad de las frambuesas no recubiertas aumentdé durante el tiempo de
almacenamiento mientras que en las frambuesas no recubiertas mostrd una ligera disminucion.
Los cambios en el angulo de tono (Hue®) siguieron una ligera disminucion en todos los
tratamientos (Cuadro 2). El retraso en los cambios de intensidad de color de las frambuesas puede
ser atribuido a una disminucién en la velocidad del proceso de maduracion, en la cual no se lleva
a cabo la produccion de antocianinas o su degradacion es afectada; esto debido a que las
antocianinas son los pigmentos que contribuyen mayoritariamente al color de las frambuesas
(Han et al., 2004). El incremento de la cromaticidad de las frambuesas sin recubrir es normal
durante su evolucién poscosecha durante el almacenamiento. Esto puede ser atribuido a la
sintesis de antocianinas y su involucramiento en reacciones de co-pigmentacién con compuestos
fenolicos que puede ademas contribuir con color debido al pardeamiento enzimatico (Han et al.,
2004; Vicente et al., 2007). La aceptacién visual de las frambuesas puede ser afectada por el
incremento en la rojez y la pérdida de luminosidad porque los consumidores asocian esos

cambios con frutos con sobre maduracion (Gongalves et al., 2007; Kriiger et al., 2011).

Los recubrimientos de almidon ceroso nativo y acetilado-entrecruzado de maiz pueden
retardar los procesos de maduracion de un fruto al controlar la tasa de respiracion y la produccion

de etileno. Adicionalmente, dichos cambios permitieron la preservacion de los pardmetros de
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calidad como apariencia visual sin afectar los compuestos relacionados con la capacidad
antioxidante. Sin embargo, los recubrimientos promovieron cambios adversos en la firmeza, la
pérdida de peso y la produccion de metabolitos de fermentacion relacionados con un dafio a los
tejidos. La reduccion en la produccién de terpenos, el incremento en alcoholes y fenoles y la
ausencia de degradacion de antocianinas, sugieren la acumulacion de dioxido de carbono y una

probable disminucion del O; en los tejidos de la frambuesa.
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Abstract

Edible coatings are a thin layer of a mixture of edible materials, applied in the liquid
state and dried over the surface of a food product to maintain its quality during storage.
This work was aimed to study the effect of edible coatings made from waxy corn starch
(WCS) or acetylated-crosslinked starch (ACLS) added with beeswax on fresh raspberry
quality attributes during short term cold storage. Freshly harvested fruits were coated,
dried, packed in plastic trays and stored up to eight days at 4 °C. During storage quality
parameters such as firmness, respiration rate, anthocyanins content, total phenols,
color changes and weight loss were evaluated. A clear effect on control of respiration
rate was observed in coated raspberries. Respiration rate of uncoated fruit was
4.5+0.28 mmol kg™* h™ and decreased to 4.2+0.27 for ACLS and to 4.1+0.08 mmol kg™
h™ for WCS coated raspberries, after 56 h of storage at 15 °C. Ethylene production
followed a similar trend under these conditions decreasing from 0.043+£0.005 to
0.034+0.004 mmol kg*h™ for uncoated and ACLS coated fruits respectively, indicating
an effect on ripening control. Additionally, ACLS and WCS coatings permitted the
preservation of color without affecting anthocyanins content. However, the presence of
anaerobic metabolites and reduction of terpenes production in cold stored coated
raspberries indicated hypoxic conditions, which can adversely affect shelf-life quality

attributes of raspberries such as firmness and weight loss.

Keywords: waxy corn starch, acetylated-crosslinked starch, beeswax, edible coating,

raspberries.
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1. Introduction

Edible coatings (EC) can be defined as a thin layer of a mixture of edible materials,
usually a mixture of polymers and lipids, applied in the liquid state and dried over the
surface of a food product with the purpose of increasing its shelf-life. Among other
properties, EC are relevant to preserve fruit quality because they can act as selective
gas barriers depending on their composition. Thus, they may modify the composition of
the fruit internal atmosphere [1-2].

However, the effect of EC on the preservation of quality attributes of fruits and
vegetables has shown to be diverse due to variable tissue tolerance to modification of
its internal atmosphere [3]. Therefore, it is important to evaluate their effect directly onto
the commodity. Quality attributes like firmness, color and antioxidants content are
parameters related with raspberry storage [4-5], while respiration rate and ethylene
production may indicate the rate of senescence [6].

Gas barrier properties to O, and CO, depend of many factors including the nature of the
polymer, the presence of plasticizers, environmental moisture and structural assembly
of the materials [7-8]. Waxy corn starch was chosen for this study because it is
inexpensive and abundant, soluble or easily dispersable, and can be used to produce a
thin coating which remains undetectable during consumption [9].

In a previous study we have shown that amylopectin from waxy corn starch (WCS) and
acetylated corn starch (ACLS) can form transparent and continuous coatings with
intermediate moisture barrier properties which may be improved by adding edible

beeswax emulsion [10]. Thus, the aim of this work was to study the effect of composite
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edible coatings made from WCS and ACLS added with beeswax on fresh raspberry

quality attributes during short term cold storage.

2. Materials and methods
Waxy corn starch (WCS) and acetylated cross-linked starch (ACLS) were a gift from
Corn Products (CPI, San Juan del Rio, Mexico). Sorbitol, stearic acid, Tween 80, and
morpholine were purchased from Sigma (Sigma, St. Louis, MO, USA). All other
chemicals used were of analytical grade or better.

2.1.Preparation of coating solutions
Coating solutions were prepared according to Pérez-Gallardo et al. [10]. Briefly, starch
slurry was gelatinized and after cooling, sorbitol, Tween 80, and beeswax (Grupo
Aselac, Mexico) suspension were added at a final concentration of 3.2, 0.02 and 0.2 %
(w/w) respectively. Beeswax suspension was prepared by emulsification of a mixture of
stearic acid-beeswax-morpholine [11] at 21500 rpm (Ultraturrax, Staufen, Germany) in
hot water for 5 min. The resulting emulsion was rapidly cooled at room temperature
using an ice bath and filtered using cheese cloth.

2.2. Fruit treatments and storage
Raspberries at a commercial ripening stage of uniform size, visually free of physical
damage and fungal infection were purchased from a local producer. Fruits were placed
over a Teflon coated grid, sprayed with the coating solution (1 L:10 kg ratio), and air
dried at 20°C using an air flow of 2 m s™ during 2 h. Uncoated fruits were used as

control. Coated fruits were packed in ventilated 6 ounces clamshells and stored in at 4
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°C and 88% relative humidity. All surfaces in contact with raspberries were previously
sanitized to avoid possible contamination.
2.3.Fruit physicochemical quality analyses
2.3.1. Respiration rate
Approximately 200 g of fruits were placed into closed chambers. The carbon dioxide
(CO,) and ethylene (C,H4) concentrations from treatment chamber were automatically
measured every 8 h using a HP 5890A gas chromatograph (Agilent, Avondale, PA,
USA), as described by Patterson and Apel [12]. The system was equipped with a 0.53
mm x 30 m GS-Q-PLOT column (Agilent) with a thermal conductivity detector (TCD), for
measuring CO,, while a flame ionization detector (FID) connected to a 0.53 mm x 15 m
GS-Q-PLOT column (Agilent) was used to measure ethylene. The system comprises
two electronic switching valves to read from each flow path. The oven, injector, and
TCD were held at 30 °C, 200 °C, and 90 °C, respectively; whereas the FID was held at
200 °C. The columns measuring CO, and ethylene had flow rates of 8 and 10 ml min,
and measurements were conducted in triplicate at 15 °C.
2.3.2. Analysis of volatiles

Samples were prepared by blending 50 g of fruit with 100 ml distilled water and 20 ml of
filtrate was poured into a plastic vial, capped, and stored at -20 °C until analysis. Aroma
related compounds were quantified using the solid-phase-micro-extraction (SPME)
technique as described by Yang and Peppard [13]. GC/MS analysis was conducted
using a Hewlett-Packard (Agilent), 5890Il gas chromatograph interfaced with a 5970

mass selective detector system, as described by Birla et al. [14]. Compound
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identification was based on comparison of GC retention indices and mass spectra with

those of authentic compounds.

2.3.3. Total phenol content
Total phenolic content of the extracts was determined according to the Folin-Ciocalteu
colorimetric method [15] modified by Dewanto at al., [16]. Briefly, 100 uL of the extracts
were oxidized with 250 uL of 1 N Folin-Ciocalteu reagent (Sigma). After 5 min, 1250 uL
of a 20% (w/v) Na,CO3 (Sigma) solution was added to stop the reaction and the sample
was stored for 2 h. The absorbance was measured against a prepared blank at 760 nm.
From a calibration curve, results are expressed as mg gallic acid equivalents (GAE) (g
fresh fruit) ™.

2.3.4. Total anthocyanins
Total anthocyanins content was determined using the pH differential method [17].
Samples were diluted in 0.2 M HCI/KCI (pH 1.0), and 0.2 M acetic acid/sodium acetate
(pH 4.5) buffers, and absorbance measurements were made at 510 and 700 nm on a
Shimadzu UV-2550 UV/Vis spectrophotometer, using 1 cm path length disposable cells.
Total anthocyanins content was expressed as cyanidin-3-glucoside (Cyd-3-glu) [100 g
of fresh weight (FW)]™, using an extinction coefficient (¢) of 26900 L cm™ mol™ and a
molecular weight of 449 g mol™.

2.3.5. Weight loss
Lots of 200 g of fruit were weighed at days O, 2, 4, 6 and 8. Fresh weight loss was

expressed as a percentage loss of the initial total weight.
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2.3.6. Surface color development
Raspberry color was evaluated with a Minolta spectrophotometer CM2002 (Minolta,
Japan), calibrated and attached to an appropriate device to reduce sampling area. L*
(lightness), a*(redness) and b* (yellowness) values were registered after 0, 2, 4, 6 and 8
days of storage. For each fruit three different sites were measured. Chroma and hue
angle were used to indicate changes in color according to McGuire [18].

2.3.7. Firmness tests
Firmness was performed using a TA-TX texture analyzer (Stable Micro Systems,
Surrey, England). The system was equipped with a compression cell of 5 kg and a
cylindrical probe 50 mm in diameter moving at 1 mm s™, until 80% sample compression.
Fruits of similar size and weight were used to avoid variability caused by differences in
size and area. Firmness was measured as maximum compression force (N) reached
during the test. Five raspberries of each lot were used for each storage time, which
were 0, 2, 4, 6 and 8 days.

2.4.Structure of coating over fruit surface

Fruit surface structure was observed using a Quanta 200F environmental scanning
electron microscope (FEI, Hillsboro, Oregon, USA), using low vacuum mode with the

sample in its native state.

3. Results and discussion
3.1.Respiration rate
Respiration rate (RR, mmol CO, kg™ h™) measured at 15 °C after initial equilibration

period was 3.62+0.05 for WCS, 3.7+0.03 for ACLS and 3.32+0.13 for uncoated
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raspberries. However, uncoated raspberries showed a sharp increase in RR after 16 h
of cold storage leading to higher rates than coated counterparts after 40 h (Fig. 1A).
After 56 h of storage RR was 4.5+0.28 mmol kg* h™ for uncoated samples and
decreased to 4.2+0.27 mmol kg™ h™* for ACLS and to 4.1+0.08 for WCS.

Reduced respiration rate after coating may be attributed either to the occlusion of
stomata (Fig. 2A and B) by a coating with selective permeability to CO, over O, typical
of amylopectin and other starch coatings [1, 6, 8, 19]. Although raspberries under
modified and controlled atmospheres are tolerant to CO, [20-21], the selective
permeability favoring CO, over O, transfer can produce respiration disorders associated
with CO, accumulation and reduction of internal O,. These effects have been observed
in tissues of apple, banana [22-23], mango [24] and guava [25]. However, modification
of the internal atmosphere of coated fruits and vegetables has been shown to depend
on the materials used for coatings formulation [3]. Thus, the different respiration rates
found here for raspberries coated with either ACLS or WCS may be associated to
structural differences of these edible materials (Fig. 2C and D). ACLS coatings were
formed by aggregation of swollen granules while WCS coatings comprised entangled
amylopectin molecules leading to a more closely packed structure and thus to films with
different gas permeability [10].

A reduction in ethylene production was observed in coated raspberries when compared
to uncoated fruits (Fig. 1B). This trend is similar to that observed for RR, since ethylene
production was 0.043+0.005 mmol kg™ h™* for uncoated samples after 56 h, while ACLS
and WCS showed 0.034+0.004 and 0.035+0.003 mmol kg™* h™*. These results suggest a

possible effect on control of raspberry ripening, especially when considering that lower



179

180

181

182

183

184

185

186

187

188

189

190

191

192

193

194

195

196

197

198

199

200

201

ethylene levels may be associated with a decrease in fruit senescence. This effect has
been observed in “Navaho” blackberries where significant ethylene production has been
related with shorter shelf life [26]. On the other hand, ethylene production at final stages
of ripening has been associated with microbial growth [6, 27].
3.2. Aroma analysis
WCS and ACLS EC induced production of ethanol and ethyl acetate and reduction in
terpenes content by day 8 (Table 1, Fig. 3 A and B). Fermentative metabolism can be
promoted in fruits by several stress factors including environmental (chilling injury,
temperature, hypoxic conditions), biotic (microbial infection) and internal (ripening,
senescence). Accumulation of CO; in internal tissue due to selective permeability of
amylopectin coatings may cause this effect. Generation of fermentative metabolites has
been found in strawberries [28-29], sweet cherries [30] and raspberries [31] stored
under high CO, atmospheres. Coatings also promoted a reduction in the concentration
of characteristic compounds found in ripe raspberry aroma such as a- and pB-ionone and
total terpenes (Table 1, Fig. 3B) [32-33]. The reduction of volatile terpenes may
probably be associated to lower efficiency of the p-oxidation metabolic pathway due to
hypoxic conditions [34-35].
3.3.Total phenols and anthocyanins

Anthocyanins content of WCS coated and uncoated raspberries increased with storage
time. However, ACLS coated fruits reached the highest value at day 6 but decreased at
day 8 (Table 2). These results suggest that anthocyanins content was not affected by
WCS coating under conditions of the evaluated storage time. On the other hand, this

trend was notably affected by ACLS coating which resulted in the highest anthocyanins
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content at day 6 of storage followed by their further decrease. Initial increase of
anthocyanins during storage followed by their further decrease has been reported in
grapes and blackberries [36-37]. Reduction of anthocyanins content may be due to
enzymatic degradation by glycosidase and polyphenoloxidase rather than oxidation by
active oxygen species. Oxidative processes may not be involved, because of possible
CO, accumulation with concomitant depletion of internal O, on internal tissues.

Phenols content of ACLS coated and uncoated raspberries initially increased with
storage time up to day 4 and later their concentration slightly decreased, where ACLS
coated fruits reached the highest value at day 2 (Table 2). On the other hand WCS
coated raspberries did not show any significant change in phenols content during the
evaluated storage time, suggesting a protective effect of this coating. Preservation of
total phenols content of WCS coated raspberries (Table 2) may be related to low
oxygen levels in tissues [38]. Phenolic compounds in apple and blueberry tissues have
been reported to be relatively stable during cold storage under controlled atmospheres
enriched with CO,. This behavior may be associated with the absence of oxidative
reactions by reactive oxygen species [39-40].

3.4. Weight loss and changes in firmness

Coatings adversely affected the weight loss and firmness of raspberries (Fig. 1C and
D). Fresh weight loss for uncoated fruits was about 3.76+0.14% at day 8, while coatings
resulted in significantly higher losses (p<0.05), reaching 7.33+0.55% and 7.46+0.26%
for ACLS and WCS, respectively. The primary mechanism of water loss in coated fruits
takes place by water vapor diffusion from the cuticle [19] and then through the coating

structure. However, modified amylopectin films added with beeswax have shown
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reduced water vapor permeability [10] which suggests that weight loss increase is
driven by epidermis damage. On the other hand, firmness decrease was sharper in fruit
coated with ACLS formulation (Fig. 1D), which leads us to assume that the natural
softening process of raspberry appears to be triggered by coatings. Thus, the increase
in weight loss and reduction of firmness may be attributed to two reasons: (1) internal
tissue damage due to reduction of endogenous oxygen leading to production of
fermentative substances like alcohols [41]; and (2) excessive hydration of the epidermis
caused by the coatings [5]. Weight losses of uncoated raspberries agrees with the
results of Haffner et al. [4], who indicated that weight loss is not a limiting parameter of
raspberry shelf-life. However, in this work it was useful to compare adverse effects
caused by coatings.
3.5.Surface color development

Chroma of uncoated raspberries increased while for coated fruits this value showed a
little reduction. Changes in Hue® followed a slight decrease for all treatments (Table 2).
Delayed changes in color intensity of coated raspberries may be attributed to a slowed
ripening process where no anthocyanins production is carried out or its degradation
reactions are impaired, since these compounds are the main color contributing
pigments [5]. Chroma increase of uncoated raspberries is normal during ripening. This
may be attributed to anthocyanin synthesis and its involvement in further co-
pigmentation reactions with phenolic compounds which may also contribute with color
due to enzymatic browning [5, 42]. Visual acceptance of raspberries may be affected by
increase in redness and darkness because consumers associate these changes with

overripe fruit [43-44].
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4. Conclusions

Waxy corn starch and acetylated corn starch based coatings may retard the ripening
process by controlling respiration rate and ethylene production. Additionally, these
changes permitted the preservation of quality attributes such as visual appearance
without affecting antioxidants related compounds. However, coatings promoted adverse
changes in firmness, fresh weight loss and off-flavor compounds production associated
with tissue damage. Reduction in terpenes production, increase in alcohols and
phenols, and absence of anthocyanins degradation suggests accumulation of CO, and
a probable decrease of O, in fruit tissues. We are at present conducting experiments
increasing content of beeswax in the formulation and reducing modified starches

concentration to avoid stomata occlusion to avoid hypoxic conditions.
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CAPTIONS TO FIGURES

Figure 1. Physicochemical analyses and respiration rate of ripe coated raspberries
during cold storage at 4 °C and 88% RH. (A) Respiration rate; (B) Ethylene production;
(C) Weight loss; (D) Firmness. ACLS = acetylated cross-linked starch; WCS = waxy

corn starch.

Figure 2. Micrographs of uncoated and coated raspberries. A and B, uncoated
raspberry surface showing open stomata; C and D, surface of coated raspberry with
ACLS composite coating showing a continuous but porous structure formed by

aggregation of swollen granules and wax patrticles.

Figure 3. Volatile content in uncoated and coated raspberries during cold storage at

4°C and 88% RH.
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Table 1. Volatiles detected (ng ml™) in uncoated and coated raspberries during cold storage at

4 °C and 88% RH.

Treatment
Uncoated day 0 Uncoated day 8 ACLS day 8 WCS day 8
Ethyl acetate 11,357.6£607.4  7,606.2+2683.0 51,421.7+606.7 50,647.5£10522.3
Propyl acetate 636.9+168.0  2,422.8+2965.9  1,550.1+722.4 705.0+£235.4
Esters Butyl acetate 23.7£2.3 75.8424.2 79.9+4.1 61.0+9.3
2-methyl propyl acetate 6.7+1.6 123.1+43.3 99.1+4.2 58.5+7.5
Ethyl hexanoate 0.3+0.0 ND ND ND
Ethanol 584.9+193.9 166.5+95.8  2,231.0+£575.9 2,095.6+£601.3
1,2-Propanediol 0.0+0.0 ND 1172.8+477.3 460.4+£123. 5
z-3-Hexen-1-ol 149.2+15.9 161.5+42.2 100.2+12.5 53.948.6
1-Hexanol 7.4+1.0 19.3+5.2 12.3+2.5 12.0+1.9
Alcohols 2-Heptanol 88.0+8.5 241.8+90.1 105.0+13.5 106.4+27.3
6-methyl-5-hepten-2-ol 5.6+0.8 18.948.5 8.310.3 9.0+2.6
Linalool 6.0+1.0 895.0+£277.1 163.7+26.4 178.6+19.9
L-4-terpineol 0.9+0.0 10.4+3.5 ND 4.9+1.2
Trans-geraniol 5.2+0.5 67.0+£39.1 22.4+7.1 14.6+3.8
lonol-2 27.6+21.2 122.6+65.7 89.9+57.7 134.6+£116.6
3-methyl butanal ND ND 146.8+0.0 ND
2-pentanal ND ND 191.1+20.4 96.0+12.9
Aldehydes cis-3-hexanal 820.0+37.3 260.2+92.6 240.8+18.2 160.6+52.3
Hexanal 2,619.2+137.6  4,285.2+1037.5  3,044.1+143.5 2,971.4+383.3
E-2-Hexanal 152.8+12.1 101.6+21.8 88.415.5 76.5£12.6
Nonanal 1.5+0.9 ND ND 5.0+0.0
2-Heptanone 3.4+0.3 12.442.5 29.843.2 40.2+6.7
Ketones 1-2-Furanyl ethanone ND 2.0£0.0 ND 2.6+0.0
2-Nonanone 0.0+0.0 11.0+4.2 5.3+0.6 9.4+1.3
o-Pinene ND ND ND 24.7+0.0
Sabinene 5.4+0.9 16.0+1.3 24.640.0 17.2+1.2
2-B-Pinene ND 20.7+4.2 ND ND
1,8-Cineole 27.0+0.8 63.948.0 84.2421.4 55.9+13.6
Terpenes L-Limonene 0.0+£0.0 57.9+0.0 0.0+£0.0 71.8+7.3
Trans-B-ionone 17.3+x1.8 28.9+8.8 21.3+3.2 21.1+1.1
a-lonone 42.1+2.7 70.1+25.4 36.446.5 30.9+4.9
Trans-caryophyllene 2.7£0.6 ND ND ND
B-lonone 22.1+1.6 70.2427.6 31.3+6.0 28.245.3

Values reported as the mean * standard deviation. ND = Not detected. ACLS = acetylated cross-liked starch;

WCS = waxy corn starch.
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Table 2. Differences in evolution of color parameters (L*a*b*), anthocyanins and total

phenols of coated and uncoated raspberries during cold storage at 4 °C and 88% RH.

Time (days)

0 2 4 6 8
ACLS coating
L* 31.14+3.25 a 2951+2.78 a 30.49+3.19 a 31.31+2.28 a  29.69+3.58 a
a* 26.13+434 a 23.09+348 a 2508+3.08 a 25.8242.35 a  25.17+2.93 a
b 11.69+3.16 a  8.69+2.02 b 10.08+1.50 ab 10.22+1.39 ab  9.20+2.00 b
Chroma 28.65¢5.24 a 24.69+3.94 b 27.04+3.32 ab 27.78+2.60 ab  26.82+3.37 ab
Hue® 23794219 a 20.41+1.91 b 21.89+1.75 ab 2155¢1.71 b  19.95¢+2.28 b
E\r/‘ve)'_‘f])'s [MIGAE (8 36724278 ¢  61.40+2.48 a 59.28+154 a 48.66:3.49 b  50.36:0.38 b
Anthocyanins [mg cyd-
gl (1OOgFW)'9] 14.10+0.65 d 26.21¥0.52 b 24.23+0.72 ¢  30.01+0.51 ¢  24.35+0.26 a
WCS coating
L* 31.9642.15 ab 29.29+3.08 b 32.49+337 a 31.534+2.67 ab  29.50+3.17 b
a* 25.70+3.28 ab 27.4242.85 a 2535+252 ab 25.46+2.17 ab  24.45+2.25 b
b 11114254 ab 12.50+2.12 a 10.35+1.62 b  9.95+1.81 b 9.18+1.29 b
Chroma 28.10+3.99 ab 30.14+3.45 a 27.40+2.83 ab 27.3542.65 ab  26.13+2.48 b
Hue® 23.10+2.11 ab 24.38+153 a 22.13+2.03 bc 21.19+2.08 bc  20.52+1.65 c
Ecve)f‘l‘]"s Mg GAE (@ 50650108 a 5270:057 a 56.63:8.03 a 51.38:043 a  46.55:3.14 a
Anthocyanins [mg cyd-
3-qlu (100 gFW)?] 18.94+0.40 ¢ 22.43+0.15 b 2257+1.00 b 23.01+1.83 b  27.46+0.31 a
Uncoated
L* 33.33+2.54 a 33.80+2.04 a 33.96+2.58 a 32954227 a  31.70+2.48 a
ar 26.33+3.71 a 25.02+1.66 a 2452+182 a 24.00+2.60 a  24.33+2.21 a
b* 11.6142.45 a  10.09+1.31 ab 9.85+1.16 b  9.36+1.41 b 9.95+0.96 b
Chroma 28.79+4.31 b  42.08+2.04 a 41.91+2.76 a 40.79+3.08 a  39.99+2.92 a
Hue® 23614226 a 21.91+1.88 ab 21.85+152 ab 21.27+1.80 b  22.29+2.00 ab
E\*/‘\f)(‘l‘])'s MY GAE (0 4881+1.50 bc 52.64+656 b 6355¢3.60 a 42.64+1.11 ¢  44.41+3.10 bc
Anthocyanins [mgcyd- 14514010 ¢ 20414022 ¢ 21.34:0.13 bc 24.01:0.62 ab  26.78+2.30 a

3-glu (100 g FW) ]

Different letters indicate differences at (p>0.05). Data comparisons are presented along storage time not among

treatments. Values reported are mean + standard deviation. GAE= gallic acid equivalents, cyd-3-glu = equivalents

of cyaniding-3-glucoside. FW = fresh weight. ACLS = acetylated cross-liked starch; WCS = waxy corn starch; FW

= fresh weight.
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6. Conclusiones generales

Las propiedades de las soluciones de recubrimiento elaboradas con almidones cerosos, se
correlacionan con la habilidad de las moléculas de amilopectina que los constituyen, para re-
asociarse después de un cizallamiento. El proceso de estructuracion depende principalmente del
tamafo molecular y del tamafio de las cadenas A y B1. Sin embargo, la introduccion de grupos
funcionales o inclusion de aditivos como sorbitol o lipidos pueden interactuar con dichos grupos
ocasionando la promocion o entorpecimiento de dichas asociaciones. Los efectos de la
estructuracion de una solucién filmogénica o de recubrimiento, se reflejan también en las
propiedades de una pelicula. Las peliculas elaboradas con almidon de maiz ceroso oxidado y
almidon de maiz acetilado entrecruzado mostraron una permeabilidad al vapor de agua, espesor y
solubilidad adecuada para producir recubrimientos resistentes a la humedad, transparentes,
delgados y con un buen desempefio durante su aplicacién. Por otro lado, el almidon de maiz
ceroso también mostré un buen desempefio en cuando a las peliculas pero un pobre desempefio
en forma de solucién filmogeénica. La ventaja de almidon de maiz ceroso es que al ser no-
modificado puede ser aceptado de mejor manera por los consumidores. Por otro lado, se encontrd
que los recubrimientos de almidon pueden retardar los procesos de maduracion de las frambuesas
debido a que controlan la produccion de etileno y la tasa de respiracion. Sin embargo, pueden
inducir dafios en los tejidos de la frambuesa debido a condiciones de hipoxia ocasionadas por su
permeabilidad selectiva al CO, sobre el O, que favorece la acumulacion de didxido de carbono en

el interior del tejido del fruto.
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