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RESUMEN

Los recubrimientos comestibles (RC) son usados para conservar la calidad de
alimentos y, al adicionarse agentes antimicrobianos, se puede extenderse su vida
de anaquel. RC formulados con almidon de maiz ceroso tienen capacidad de ser
buenas barreras a gases mientras que, al incorporar agentes hidrofébicos como
aceites en nanoemulsion, tienen la capacidad de proteger al producto contra
pérdidas excesiva de humedad, ademéas de ser organolépticamente aceptables y
capaces de recubrir la superficies de los alimentos. El objetivo del presente trabajo
fue caracterizar dispersiones filmogénicas (DF) que forman RC activos a base de
almidén de maiz ceroso incorporando &cido oleico como agente hidrofébico y
arginato laurico como antimicrobiano. Mediante un disefio experimental 23 se
formularon y caracterizaron nanoemulsiones de &cido oleico (5-20%), tiempo de
sonicacion (3-5 min) y Tween 80 (1-5%) mediante tamafo de particula (TP),
transparenciay potencial zeta. Las DF se produjeron usando tres almidones de maiz
ceroso: nativo, acetilado-entrecuzado y oxidado, adicionando en todos los casos
acido oleico en nanoemulsion (1% v/v) y 2500 ppm de arginato laurico. Se obtuvo
el coeficiente de mojabilidad de las DF en superficies de alimentos modelo. A
peliculas formadas de las DF, se les analizaron algunas propiedades fisicoquimicas
como espesor, solubilidad, opacidad y permeabilidad a vapor de agua (PVA).
Mediante FT-IR/ATR se determinaron las posibles interacciones moleculares de las
DF. Del disefio experimental se eligié la formulacibn con menor TP y mayor
transparencia. Los coeficientes de mojado variaron dependiendo de la superficie y
del almidon usado en la DF, siendo para jitomate de -15.88+0.71 a -16.42+1.38
mN/m, nuez -7.39+0.21 a -11.82+0.0 mN/my carne de cerdo -0.01+0.0 a -0.44+0.19
mN/m. La DF de almidéon acetilado-entrecruzado presentd valores
significativamente diferentes (0<0.05) en capacidad de mojado, solubilidad,
opacidad y espesor. Micrografias SEM de las peliculas formadas demuestran una
elevada distribucién de poros, causantes de una alta PVA. Espectros de FT-IR
demuestran la nula interaccion molecular de los RC. Se logré6 crear una
nanoemulsion de &cido oleico, ademas de formular y caracterizar
fisicoquimicamente DF y sus peliculas a base de almidon ceroso nativo y con
modificaciones, adicionados de arginato laurico como antimicrobiano natural.

Palabras clave: Recubrimiento comestible activo, nanoemulsion, coeficiente de
mojado, FT-IR, SEM.



SUMMARY

Edible coatings (EC) can be used to preserve quality and to extend shelf life of fresh
foods, when a natural antimicrobial agent is added. EC based on modified waxy corn
starch provide good gas barrier, while fatty acids can be added to provide moisture
loss protection. EC can be organoleptically accepted and are capable to coat any
food surface. The aim of this work was to characterize film forming dispersions (FFD)
forming EC based on waxy corn starch, adding oleic acid as hydrophobic agent and
lauric arginate as natural antimicrobial. Nanoemulsions were formulated using a 23
factorial design, in which factors were oleic acid (5-20% w/v), sonication time (3-5
min) and Tween 80 (1-5% v/v). Response variables were particle size (PS),
transparency and zeta potential. Three waxy corn starches were used: native,
acetylated cross-linked and oxidized. Nanoemulsified oleic acid (1% v/v) and lauric
arginate (2500 ppm) were added to form the FFD, whose spreading coefficient was
measured over the surface of model foods. Films from FFD were analyzed for
thickness, solubility, opacity and water vapor permeability (WVP). Possible
molecular interactions of EC ingredients were determined through FT-IR/ATR. The
nanoemulsion showing lower PS and higher transparency was chosen. Spreading
coefficient varied depending on food surfaces and type of starch; tomato ranged -
15.88+£0.71 to -16.42+1.38 mN/m, pecan nut -7.39+£0.21 to -11.82+0.0 mN/m and
pork meat -0.01+0.0 to -0.44+£0.19 mN/m. FFD from acetylated cross-linked starch
showed significantly different (a<0.05) properties of wetting, solubility, opacity and
thickness. Films SEM micrographs showed a large distribution of pores producing
the high WVP observed. FT-IR spectra did not exhibit molecular interactions among
EC components. FFD based on native and modified waxy corn starches, added with
oleic acid and lauric arginate were formulated and characterized for possible
incorporation on food surfaces.

Key words: Active edible coating, nanoemulsion, spreading coefficient, FT-IR,
SEM.
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1. INTRODUCCION

En la actualidad el consumidor prefiere alimentos frescos o aquellos que
han sido minimamente manipulados, debido a que asocia algunas enfermedades
cronico-degenerativas con el consumo generalizado de aditivos quimicos presentes
en los alimentos procesados. Este aumento en la demanda de alimentos con
minimo procesamiento por el consumidor ha dado como resultado un gran
crecimiento en su distribucion y transporte. Por lo anterior y considerando que los
alimentos con procesamiento minimo no son adquiridos inmediatamente cuando
llegan a los almacenes, pueden llegar a sufrir cambios o dafios que reduzcan su
calidad si no se les da una proteccion adecuada. Los cambios pueden ser
deshidratacion, reduccion de calidad nutricional, apariencia y/o deterioro por
microorganismos. Estos cambios pueden ocurrir en horas o dias si no se les da un

adecuado manejo o proteccion (Pavlath y Orts 2009).

Los empaques de alimentos aportan proteccion y conservacion a los
alimentos, generalmente del deterioro oxidativo y microbiano por lo que se extiende
su vida de anaquel (Taranathan, 2003). Como mencionan Villada y col. (2007), el
uso indiscriminado de empaques sintéticos genera serios problemas ecoldgicos
contribuyendo a la contaminacion provocada por la acumulacion de desechos
sélidos de baja biodegradabilidad. Esto ha impulsado a la busqueda de polimeros
naturales los cuales pueden ser utilizados como empaques o recubrimientos, por su

facil biodegradabilidad.

Dado el largo tiempo requerido para la biodegradacion de los materiales
sintéticos a base de derivados del petrdleo, una alternativa con mejores
perspectivas ecolégicas lo representa el uso de empaques biodegradables y
comestibles, ya que pueden formularse para proveer estabilidad, calidad y
seguridad a los alimentos empacados o recubiertos. Por otro lado, estos materiales

pueden ser portadores de diversos compuestos que proporcionan al alimento



diferentes caracteristicas que impactan atributos sensoriales, con efecto

antioxidante o nutracéutico o bien que alargan su vida de anaquel.

Los alimentos estan en constante peligro de ser atacados por diferentes
tipos de microorganismos capaces de deteriorar el producto alimenticio o provocar
enfermedades. Es por ello que se han disefiado los empaques comestibles activos
gue son capaces de permitir la incorporacién y posterior liberacién controlada de
antioxidantes, productos nutracéuticos o agentes antimicrobianos naturales (Lin y
Zhao, 2007).

Los polimeros fundamentalmente utilizados en las formulaciones de
empaques comestibles son esencialmente: polisacaridos, proteinas, lipidos y
resinas y sus combinaciones; aunque se pueden usar también plastificantes,
emulsificantes, surfactantes y agentes con actividad biologica especifica
(Janjarasskul y Krochta, 2010).

El recubrimiento es formulado generalmente teniendo en cuenta las
propiedades de barrera (a la humedad y gases) y mecanicas (elasticidad,
resistencia a la tension) que proporcionan los polimeros comestibles al alimento, ya
gue cada composicion confiere diferentes tipos y grados de proteccion (Krochta y
Mulder-Johnson, 1997). Otro parametro para disefiarlos son las propiedades de
superficie de la dispersion que formara el recubrimiento comestible, para asi
conocer caracteristicas como adherencia y espesor en la superficie del alimento.
(Ramirez y col, 2012).



2. ANTECEDENTES

2.1 Empaques en los alimentos

Los estudios relativos a las propiedades mecanicas, de barrera y
estructurales de empaques para uso en alimentos, tienen un papel fundamental
para obtener una adecuada formulacion y aplicacion, con el fin de mantener el
suministro de alimentos después de su procesamiento, comercializacion y hasta su
consumo, que sean seguros y de calidad para toda la poblacién. En la tecnologia
de empaques se busca un equilibrio entre los costos de produccion tanto
energéticos como de materias primas, y la conciencia social y ambiental, siendo en
la actualidad mas buscados o deseados los materiales biodegradables (Marsh,
2007).

El uso de empaques en alimentos tanto crudos, minimamente procesados
o industrializados, ayuda a mantener cualidades buscadas por los consumidores,
previniendo deterioro tanto quimico (oxidacién) como microbiolégico, ademas de
asegurar la inocuidad del alimento (Tharanathan, 2003). El gran auge en la
comercializacion y exportacion de alimentos, ha incrementado el uso de los
empaques sintéticos por lo que sus desechos representan un gran impacto
ambiental, ya que su degradacion puede tardar varios o hasta cientos de afos; es
por esto que la industria de los empaques biodegradables ha ido creciendo

fuertemente.

Algunos requisitos que esencialmente se buscan en los empaques de

alimentos, segun Olivas y Barbosa-Céanovas (2009), son.

e Controlar la velocidad de respiracién de alimentos vegetales frescos para
crear una atmosfera modificada alargando asi la vida de anaquel

e Prevenir reacciones de oxidacion



e Permitir una barrera al paso de vapor de agua, ya que la deshidratacion de
productos frescos no es aceptada por el consumidor

e Impedir la migracién de lipidos

e Mantener la integridad estructural del alimento, que incluye la pérdida de
textura y color por madurez o dafio fisico

e Poder servir como vehiculo de aditivos naturales

e Mantener la calidad nutricional del alimento

e Prevenir o reducir deterioro microbiano a lo largo de su almacenamiento

Algunas caracteristicas o0 necesidades que tienen los alimentos tanto
frescos como procesados son esenciales para elegir las propiedades especificas de

los empaques.

Un parametro que se busca evitar en productos con elevada humedad
relativa es la pérdida de agua, ya que se traduce en pérdida de peso y un aspecto
reseco conduciendo a una reducida aceptabilidad; ejemplos de alimentos afectados
principalmente por esta caracteristica, son frutos, vegetales y/o productos carnicos

en piezas pequefias.

Con el uso de empagues la textura puede tanto prevenirse como
controlarse. Al recubrirse un alimento, puede crearse un ambiente micro aerobio en
el cual se retarda la madurez, retrasando la pérdida de la firmeza en frutos o
cambios de color y textura en carne. Alternativamente, el uso de empaques mas

resistentes y flexibles, previene dafios fisicos por golpes, rasgufios, etc.

Agente antioxidantes como el acido ascorbico, adicionados a los empaque
pueden atrapar oxigeno en el ambiente alrededor del alimento previniendo asi
fendmenos de oscurecimiento enzimatico y rancidez. En productos conteniendo
altos niveles de lipidos como las nueces puede retrasar igualmente la rancidez; por
otro lado, los quesos en rebanadas pueden ser susceptibles a rancidez si ho son

protegidos con recubrimientos con actividad antioxidante. Los empaques pueden



ser acarreadores o barrera de compuestos volatiles, teniendo el empaque
capacidad para proveer, mantener o evitar la absorcion de aromas indeseados por

parte del alimento, como por ejemplo carnes, quesos Y frutas.

2.2 Empaques biodegradables

Los empaques biodegradables se definen como materiales de empaque,
hechos a base de polimeros naturales, los cuales con capases de descomponerse
de forma aerdbica o anaerdbica por accion de microorganismos en condiciones
ambientales. Esta degradacion se lleva a cabo gracias a procesos enzimaticos, los
productos finales son Unicamente dioxido de carbono, agua, metano y biomasa
(Regalado, 2006).

2.3 Empaques comestibles

Los empaques comestibles son una gran alternativa a estos residuos
contaminantes, tienen las mismas cualidades al proveer estabilidad calidad y
seguridad a los productos, ademas que pueden ser vehiculo de diversos aditivos
gue proporcionan al alimento diferentes caracteristicas, tanto sensoriales,

antioxidantes, nutracéuticos y alargarles la vida de anaquel.

El mercado de las peliculas y recubrimientos comestibles (RC), ha ido en
crecimiento en los ultimos afios, ya que juegan un papel importante en los alimentos
debido a que aportan caracteristicas que protegen o promueven la calidad y la
seguridad de estos en su comercializacion. La industria de las peliculas comestibles
ha pasado a ser una industria multimillonaria ya que en 1999 estaba valuada en un
millén de ddlares al afio, datos actuales dicen que en 2008 pasé a estar valuada a
mas de 350 millones de délares. Es por esto que la comunidad cientifica y
tecnoldgica se ha dado a la tarea de producir un sinfin de articulos, patentes y
diversos conocimientos respecto al tema. Programas de sostenibilidad y un

interés en el uso de los recursos renovables, impulsan el crecimiento del uso de



peliculas y recubrimientos comestibles. Una de sus grandes ventajas o cualidades
es la fuente de sus ingredientes principales, los cuales pueden provenir de

subproductos de industria agricola (Embuscado, 2009).

Los empaques comestibles o biodegradables en general, ofrecen la
alternativa para reducir la contaminacion con empaques platicos, aunque no tienen
el fin de reemplazar por completo los empaques sintéticos (Krochta y Mulder-
Johnston, 1997), los empaques biodegradables tienen el potencial de empaquetar
los alimentos previniendo o disminuyendo la perdida de humedad o aroma.

Janjarasskul y Krochta (2010) definen a los empaque comestibles como:
“Materiales que tiene por objetivo ser parte integral de productos alimenticios y que
pueden ser consumidos en conjunto con el producto, asi ademas tienen que ser
biodegradables en composta u otro proceso de reciclaje biolégico”, Vargas y col.
(2008) los describe como: “pequefia capa de material de cubre la superficie de un
alimento el cual puede ser consumido como parte del producto completo”. En este
trabajo y en demas literatura, se hace la diferenciacion en los empaques que se
puede usar como pelicula comestible (PC) o como RC, en el cual el primero se habla
de una estructura preformada por si sola, es decir, independiente del alimento, y la
cual sera colocada entre el alimento y el empaque primario o ser parte del empaque
primario; y el termino RC es usado cuando el alimento es impregnado en su
superficie por materiales comestibles en forma de solucién, también llamada

dispersion filmogénica (DF) (Janjarasskul y Krochta, 2010)

Varios autores tienen varias definiciones para estos sistemas de
empagques, pero en lo que todos concuerdan es que los ingredientes con los que
deben ser formulados, deben ser grado alimenticio y estar permitidos para su
consumo por las instancias regulatorias pertinentes. Las instituciones mayormente
reconocidas a nivel internacional que regulan lo anteriormente mencionado son la
“‘Administracion de Alimentos y Medicamentos” (FDA por sus siglas en inglés) en su

codigo federal de regulaciones y la “Directiva Europea”, en donde se menciona que



los ingredientes de los materiales de empaque comestibles deben ser solo los
necesarios para satisfacer los objetivos y estar mencionados en el cédigo federal
de regulaciones como “generalmente reconocidos como seguros” (GRAS por sus

siglas en inglés) (Vargas y col., 2008).

2.3.1. Composicion de los Empaques Comestibles

Existen diferentes y diversos componentes o materiales bases con las que
se pueden formular los empaques comestibles como se muestra en la Figura 1.
Ademas de los materiales bases, se pueden incorporar otros ingredientes y
aportarles caracteristicas especiales y darles un valor agregado al producto, por
ejemplo plastificantes, antioxidantes, antimicrobianos, sabores, colores, entre otros.
Los biopolimeros naturales son buenos materiales para crear empaques, ya que
tienen gran capacidad filmogénica y adecuadas propiedades mecanicas

(Janjarasskul y Krochta 2010, Campos y col., 2011).

[ Empaques Comestibles ]
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Fig. 1. Principales componentes base de los empaques comestibles (adaptado de
Olivas y Barbosa-Canovas, 2009).



2.3.1.1. Proteinas

Son polimeros de aminoacidos que pueden ser usados en la formulacién
de una dispersion filmogénica ya sea sin modificaciones o causando una
desnaturalizacién previa, proveen de una buena barrera contra el transporte de
gases, aromas o lipidos, pero tienen por desventaja una gran permeabilidad al vapor
de agua. A continuacion se describen algunos de las proteinas mayormente usadas

como bases de empaques comestibles (Janjarasskul y Krochta, 2010).

Gluten de Trigo

Las dispersiones filmogénicas de este material son de gran interés ya que
al ser de caracter hidrofébico dado su gran numero de aminoacidos de esta
naturaleza, los solventes en los que se suspende este material son comunmente
acidos organicos o etanol, que por su volatilidad permiten un mas rapido secado de

la dispersion filmogénica.

Zeina de Maiz

La zeina de maiz comprende un grupo de prolaminas las cuales tienen
como caracteristica no ser solubles en agua, solo en condiciones de pH’s extremos.
Es capaz de formar un material de empaque sélido debido a la gran cantidad de
aminoéacidos hidrofébicos y enlaces disulfuro. Les otorga brillo a los empaques
fabricados con este material, ademas de tener una moderada propiedad de barrera

restringiendo el paso de oxigeno, lipidos y humedad.
Proteina de Soya
Se puede encontrar como harina (50-59% en peso), soya desgrasada (65-

72%) y aislado de proteina de soya (>90%), aunque la Ultima es la mas usada en la

preparacion de empaques. Gracias a su hidrofobicidad, los empaques elaborados



con el aislado pueden controlar la pérdida de humedad y controlar la oxidacion del

material empacado, principalmente en productos carnicos.

Colageno y Gelatina

Debido a su composicion de aminoacidos hidrofilicos, esta propiedad es
conferida a las peliculas elaboradas en base a colageno o gelatina. Los empaques
comestibles comercializados son producidos con colageno. Los empaques de
gelatina tienen como propiedades reducir la transferencia de oxigeno, humedad y

aceites y son principalmente usados en la industria farmaceéutica.

Proteinas de suero de Leche

El suero es el liquido remanente una vez que se obtiene la cuajada en la
industria quesera y es un subproducto que puede usarse para obtener el
concentrado (25-80% en peso) o aislado (>90%). Las principales proteinas del
suero lacteo son B-lactoalbumina (50% p/p) y a-lactoglobulina (20% p/p). Las
principales caracteristicas que imparten las proteinas del suero de leche como base
de peliculas comestibles son: buena barrera al oxigeno y buena capacidad de evitar

la migracion de lipidos (Regalado, 2006).
Otras Proteinas

Ademas de las proteinas ya mencionadas también podemos encontrar
empaqgues a base de: proteina miofibrilar, queratina, proteina de huevo, arroz,
chicharo, cacahuate, entre otros.

2.3.1.2. Lipidos

Los materiales lipidicos pueden también usarse como base de

recubrimientos comestibles, solos o dispersos en una matriz hidrofilica en forma de



emulsion. La principal caracteristica que aportan estos recubrimientos es la buena
proteccién contra la pérdida de humedad del alimento recubierto que puede variar
segun su composicion, grado de insaturacion o longitud de cadena de sus acidos
grasos. Por ejemplo, entre méas larga la cadena de los &cidos grasos saturados tales
como el palmitico (C16), o el estearico (C18) como componentes del material
lipidico, la permeabilidad al vapor de agua sera menor (Olivas y Barbosa-Canovas,
2009), ademas entre mas insaturados son los acidos grasos, mejor sera esta
capacidad de permeabilidad. Otras caracteristicas que aportan los materiales
lipidicos incluyen la formacion de recubrimientos o peliculas delgadas y brillosas,
aunque fragiles por si solas (Bourtoom, 2008); es por esto que comiunmente son
usados en emulsion. Debido a la fluidez, que presentan los aceites, estos no suelen
presentar buenas propiedades de barrera a la humedad, aunque esto puede ser
modificado mediante la hidrogenacion de estos, o ser aprovechado para el uso en

productos congelados para refrigeracion, mediante la winterizacion,

2.3.1.3. Polisacaridos

En frutas, es la materia base de los recubrimientos 0 empaques mas
comunmente utilizada, ya que presentan, en comparacion con empaques de
plastico, una mayor permeabilidad al vapor de agua y es mas efectivo como barrera
a gases. Los principales polisacaridos utilizados en las formulaciones son el
almidon y sus derivados, celulosa y sus derivados, alginato, carragenina, quitosano,
pectinas y otros hidrocoloides tanto vegetales como microbianos. Dado que los
carbohidratos son de naturaleza hidrofilica y solubles en agua, no pueden ser

usados en alimentos liquidos o en ambientes muy humedos (Vargas y col., 2008).
Quitosano
Es un derivado de la quitina que proviene de invertebrados marinos

compuesto por unidades de 2-acetoamido-2-desoxi- B-D-glucopiranosil y 2-amino-

2-desoxi- B-D-glucopiranosil, y es una sustancia GRAS reconocida en 2001. Es

10



insoluble en agua, asi que para generar una DF debe usarse un &cido organico, por
lo general &cido acético. Se demostrado que el quitosano es un conservador natural,
aunque su mecanismo antimicrobiano no ha sido elucidado aun, pero tiene efecto
antagonico sobre diferentes microorganismos deterioradores y patégenos (Olivas y

Barbosa-Canovas, 2009).

Celulosa y Derivados

Es el polimero natural mas abundante en la naturaleza, compuesto de
unidades lineales de -D-glucopiranosil, es de bajo costo pero tiene el inconveniente
de ser insoluble en agua. La forma mas comun de encontrarlo es como sus
derivados carboximetil celulosa (CMC), metil celulosa (MC), hidroxipropil celulosa
(HPC) o hidroxipropilmetil celulosa (HPMC), cada una de estos derivados imparten
caracteristicas especiales a los empaques comestibles en sus propiedades de
barrera, dependiendo del peso molecular de cada uno (Olivas y Barbosa-Canovas,
2009).

Alginato

El alginato es un co-polimero compuesto de acido B-D- manurdénico y acido
a-L-gulurénico, extraido de diferentes algas marinas cafés. Los empaques
formulados con este polimero son fuertes, translicidos y brillosos, aunque
comparandolas con otras formulaciones es la que tiene menores propiedades de
barrera al oxigeno y al vapor de agua, pero son las que producen mejores
propiedades fisicas como elongacién y fuerza de tension (Olivas y Barbosa-
Céanovas, 2009).

Pectina

Es un polimero ampliamente distribuido en la naturaleza, y estd compuesto

de acido a-D-galacturénico, esterificado con metanol. Su gran solubilidad vy
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capacidad de gelificacién la hacen apropiada para dispersiones filmogénicas
(Campos y col., 2011).

Almidon

El almidén es la reserva de energia con mayor distribucion en el reino
animal, compuesto de amilosa (glucosa con enlaces a (1-4)) que representa 20-30%
del almidén y amilopectina (mezcla de glucosa a (1-4) y ramificaciones a (1-6)) que
representa el resto del almidén (70-80%) (Figura 2). Aunque existen diferentes tipos
de almidones, cuya composicion depende de su origen, por ejemplo el almidon
proveniente de maiz ceroso esta compuesto casi en su totalidad por amilopectina o

en el otro extremo el almidon de maiz alto en amilosa contiene mas del 70% de

ésta.
A
CH,OH_
H H
. _.,0 AMILOPECTINA
OH |
cuzou 4:|-|2 cH,OH
B
1% — Y °-” 0K ™% . AMILOSA

Fig. 2. Representacion gréfica, estructural y molecular de A) Amilopectina y B)
Amilosa (adaptacion de Kramer, 2009).

La amilosa y la amilopectina se encuentran sistematicamente
empaguetadas en zonas cristalinas del granulo, es por esto que el almidén nativo

es minimamente soluble en agua, tanto que se suele referir como insoluble. Al
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calentar una dispersion acuosa de almidon, el granulo comienza a hincharse e
hidratarse, a este proceso se le conoce como “gelatinizacion”, sufriendo la amilosa
y la amilopectina un reacomodo tridimensional en forma de red en la cual atrapan
moléculas de agua formando un gel, a esto se le llama “gelificacion”, cuya principal
caracteristica es el aumento de la viscosidad. El rango de temperatura en el que se
da la gelatinizacion depende de la naturaleza del granulo (Kramer, 2009).

Modificaciones del almidén

Los almidones en la industria de los alimentos son ampliamente usados, no
solo por su aporte nutrimental, sino ademas por las caracteristicas de textura que
puede aportar su incorporacion en los alimentos. Aunque su uso también puede
traer inconvenientes como la baja resistencia al cizallamiento, baja resistencia
térmica, descomposicion térmica y elevada tendencia a la retrogradacion. La
modificacion de almidon nativo implica alteracion de sus caracteristicas
fisicas (morfologia del granulo y térmicas, entre otras) y quimicas (formacion de
nuevos enlaces covalentes y sustitucion de grupos funcionales) para mejorar sus
caracteristicas funcionales y/o contrarrestar los anteriores defectos (Singh y col.,
2007).

Entrecruzamiento

Es una modificacion quimica que consiste mantener mas juntas las
cadenas de amilosa y amilopectina y fortalecimiento intra- e inter- molecular de
manera aleatoria dentro del granulo. Este tratamiento le confiere al almidon
modificado la capacidad de no hidratarse tan facilmente y una vez ya hinchado, no
permite que el agua salga del granulo, es decir, retrasa la retrogradacion. Otra
caracteristica que confiere esta modificacion es el aumento de la temperatura de
gelatinizacion. Esta modificaciébn ocurre con el uso de oxicloruro fosforoso o

trimetafosfato de sodio, anhidro acético, entre otros (Singh, 2007; Kramer, 2009).
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Oxidacioén

La principal razon por la que se realiza esta modificacion es por las
caracteristicas de adhesion del recubrimiento resultante usando este material como
base de la DF. La oxidacion se produce al reaccionar el almidén con clorito de sodio,
o hipoclorito de calcio y/o de sodio, una caracteristica particular es que los
recubrimientos son muy permeables a la humedad, esto puede ser deseable en
productos de frituras o panaderia (Kramer, 2009).

Hidroélisis acida

En esta modificacion se reacciona el almidon con un acido mineral para
despolimerizarlo, la caracteristica que aporta es una baja viscosidad dado que
desramifica la amilopectina volviendo al almidon esencialmente lineal (Kramer,
2009).

Sustitucion

La introduccién de grupos funcionales a las moléculas de almidon ayuda a
abrir sus estructuras y aumenta la afinidad por el agua, resultando en una reduccion
de la temperatura de gelatinizacién, aumento de la tasa de hidratacién, asi como la
formacion de geles suaves y claros; aunque es propenso a opacarse y a la
retrogradacion. Se lleva acabo con reactivos como anhidrido succinico o acético, u
oxido de propileno (Kramer, 2009). Todas las reacciones de sustitucion son
dependientes de factores como origen y conformacién del almidén, asi como
condiciones de reaccién como pH, temperatura o presencia de catalizador; otros

factores son el tipo, distribucion y concentracion del sustituyente (Singh, 2007).
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Acetilacion

Esta es una reaccién de esterificacion del granulo nativo de almidén con
anhidrido acético en presencia de un catalizador alcalino. Para una reaccion
adecuada se deben considerar factores como la proporcion entre amilosa y
amilopectina, el empaquetamiento intergranular o la presencia de lipidos, ya que los
almidones con bajo contenido de amilosa exhiben un mayor grado de sustitucion,
teniendo el anhidrido acético poco poder de penetracion del granulo. Algunas de la
caracteristicas que confiere esta modificacion son una diversa distribucién de
tamafios de granulo, resistencia a la retrogradacion, rigidez, capacidad de

hinchamiento y solubilidad incrementada (Singh, 2007).

Combinacion de modificaciones

De acuerdo con Singh (2007), las dobles modificaciones tienen mejores
caracteristicas de procesamiento y almacenamiento del almidon, por ejemplo tienen
mejor resistencia a la hidrolisis acida, casi no presentan retrogradacion, mayor
viscosidad. Se deben considerar el orden de las reacciones, ya que una sustitucion
después del entrecruzamiento no se ve tan favorecida porque es mas dificil la

introduccion de los sustituyentes por lo compacto del almidon.

2.3.1.4. Aditivos y otros componentes

Los recubrimientos o peliculas comestibles pueden ser soportes para
diferentes compuestos que pueden aportar diversas propiedades al alimento
implicado, tales como antioxidantes, saborizantes, aromaticas, antimicrobianos,
nutrimentales, texturizantes y probiodticos. ElI recubrimiento puede conferir
caracteristicas como mayor brillo u opacidad. Otros aditivos como los surfactantes

pueden mejorar la flexibilidad y mojabilidad del recubrimiento.
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Plastificantes

Los plastificantes se definen como sustancias no volatiles de alto punto de
ebullicion, no separable en fases (McHugh y Krochta, 1994). Tienen la capacidad
de cambiar la temperatura de transicion vitrea del polimero. Los plastificantes
cambian un polimero a elastémero (hule). Lo que hacen es incrementar el volumen
libre de las cadenas poliméricas permitiéndoles mayor movilidad (flexibilidad). Se
afladen para mejorar las propiedades mecanicas de empaques confiriendo mayor
resistencia y flexibilidad. ComUnmente se suelen usar compuestos comestibles con
bajo peso molecular y de naturaleza hidrofilica, por ejemplo, mono-, di- u oligo-
sacaridos, polioles como sorbitol, glicerol y derivados o polietilénglicol, fosfolipidos
y acidos grasos. Los plastificantes se unen mediante puentes de hidrégeno a las
cadenas poliméricas de los biopolimeros usados como empaques comestibles,

reduciendo su rigidez y alterando su estructura (Janjarasskul y Krochta, 2010).

Emulsificantes

Dada la amplia variedad de caracteristicas que se buscan en los empaques
comestibles, el uso de un solo componente como base de los empaques no es
conveniente, por lo que se debe de tomar en cuenta el adicionar agentes
hidrofébicos que deben ser incorporados de forma homogénea en la matriz
dispersante, esto es posible con el uso de emulsificantes o surfactantes. Los
emulsificantes ayudan a estabilizar particulas en suspensién en la matriz del
polimero usado como base tanto en la dispersion como en la pelicula, mejora la
adhesion entre el alimento y el recubrimiento comestible y mejora la extensibilidad
de los solidos presentes en la dispersion filmogénica. En el area de alimentos
algunos de los emulsificantes con mayor uso son la lecitina, mono glicéridos
acetilados, mono palmitato de glicerol, diversas proteinas, acidos grasos o

polisorbatos como el Tween (Quesada-Gallo, 2009).
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Antimicrobianos

Pueden incorporarse sustancias antimicrobianas en los recubrimientos y
peliculas comestibles dandoles la denominacion “activos”, los cuales previenen o
inhiben el desarrollo de microorganismos patdgenos o deterioradores si los
compuestos activos mantienen una concentracion adecuada y constante en la
superficie, prolongando la vida de anaquel de los alimentos (Zhou, 2010). Los méas
usados en los empaques son acidos organicos (acético, benzoico, lactico),
polipéptidos (lisozima, peroxidasa, nisina), aceites esenciales (de orégano, canela,
citronella), quitosano, nitritos, sulfitos (Martin-Belloso y col., 2009).

En las dltimas décadas se ha reconocido el rechazo del uso de
antimicrobianos sintéticos para prolongar la calidad de los alimentos, es por esto
gue se desea el uso generalizado de compuestos naturales. Los antimicrobianos
naturales son sustancias extraidas, o sintetizadas a partir de fuentes biologicas,
como pueden ser plantas, microorganismos, animales, etc., han tenido una amplia
aceptacion en la aplicacion a alimentos debido a su facil y rapido metabolismo, baja

o nula toxicidad y amplio espectro de inhibicion.

El arginato laurico o LAE, es el nombre que le dio la FDA para el etiquetado
del monoclorhidrato ester etilico de Na-Lauroil-L-arginina, comercialmente conocido
como Minerat-D® (Laboratorios Miret, S. A.), el cual es un poderoso antimicrobiano
de origen natural, ya que es un derivado del acido laurico, L-arginina y etanol. Es un
sélido blanco higroscopico soluble en agua hasta 247 g/kg con punto de fusién de
50 °C a 58 °C y estabilidad en los rangos de pH desde 3 a 7, esto amplia su rango
de actividad atacando hongos, levaduras, bacterias Gram positivas y negativas.
Cuando es ingerido se hidroliza en componentes naturales y su consumo
prolongado no genera riesgos a la salud, es por esto que él 1 de Septiembre de
2005 la FDA le otorg6 el estatus GRAS para su uso como antimicrobiano en
alimento hasta 200 ppm. Su propiedad como antimicrobiano se debe a su accién

sobre las membranas citoplasmatica de los microorganismos, de tal manera que
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sus procesos metabdlicos se alteran y su ciclo normal es inhibido pero sin lisis

celular.

2.3.2. Recubrimientos compuestos

Ya que la finalidad de los empaques comestibles es muy amplia, el usar un
solo polimero base no proporcionara todas las caracteristicas esenciales de barrera
a humedad, gases o propiedades mecanicas. Combinar los diferentes biopolimeros
es una buena opcién, asi por ejemplo, una mezcla nos proporcionara una escasa
pérdida de humedad gracias a lipidos, un buen intercambio de gases gracias a los

carbohidratos y flexibilidad y resistencia mecéanica gracias a los plastificantes.

Dadas las caracteristicas hidrofilicas o hidrofébicas de los biopolimeros, se
deben crear matrices complejas basadas en los principios comunes en la formacion
de recubrimientos comestibles. Segun Sorrentino y col. (2007) el almidon puede
usarse como recubrimiento aunque no forme peliculas con propiedades mecéanicas
apropiadas, ya que esto puede mejorarse con ayuda de plastificantes,
modificaciones quimicas, o la incorporacion de agentes hidrofébicos en la matriz de

la DF., debiendo de formularse con ayuda de técnicas como la emulsificacion.

2.4 Emulsiones

Las emulsiones son termodinamicamente inestables y tienden, después de
un tiempo, a la separacion de fases. Una alternativa a este hecho es la formacién
de una nanoemulsion que aunque termodinamicamente son inestables dada la alta
energia libre de Gibs superficial y tienden a la separacién de fases, esto se lleva en
mucho mas tiempo, debido al tamafio de la nanoparticula por lo cual se tiene un

sistema mas estable, esto al adicionar emulsificante suficiente (McClements, 2009).
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2.4.1. Nanoemulsiones

Las microemulsion tipicamente contienen particulas con diametro entre 0.1
y 100 pm, mientras que en las nanoemulsiones el didmetro promedio esta por
debajo de 100 nm y se pueden clasificar segin la matriz en la que estd inmersa la
fase dispersa. Si se tienen micelas de una sustancia hidrofoba suspendidas en
agua, se denominan como de aceite en agua (O/W por siglas en inglés), e
inversamente, si las micelas de agua se encuentran en matriz hidrof6bica, se
denominan W/O (McClements, 2011; Yu Koroleva y Yurtov, 2012).

La formacién de nanoemulsiones se parte de una formulacién en donde se
ha logrado una micro emulsion, posteriormente se reduce el tamafio de las micelas

hasta el tamafo deseado utilizando el método adecuado (Cuadro 1).

Cuadro 1. Sistemas o métodos para formacion de emulsiones (Tardos, 2004).

Método Energia necesaria

Agitacion baja (manual) Baja

Mezcladores estaticos y

: Baja-Mediana
agitadores

Mezcladores de alta velocidad

(ultraturrax) Mediana
Ultrasonidos Mediana-Alta
Homogenizador de alta presion Alta

Un método por el cual podemos obtener nanoemulsiones es mediante
equipos de homogenizacién donde se usan altas presiones, en las cuales, una pre-
mezcla es forzada a atravesar micro canales creados para crear un flujo
extremadamente forzado. El tamafio de las micelas depende de la presién aplicada,
del nimero de recirculaciones y de la viscosidad del fluido a tratar. Las presiones

con las que se procesan las emulsiones por este método pueden alcanzar, mediante
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el uso de pistones operados de forma pulsada, presiones de hasta 10* MPa (Trados,
2004).

Otro método para generar nanoemulsiones es con el uso de ultrasonido,
donde una previa emulsion, se somete a vibraciones con frecuencias (>20 kHz y
potencias de >500 W, lo que causa cavitacion y fuerzas de cizallamiento extremos
gue rompe las micelas hasta formar nano particulas (Trados, 2004). La cavitacion
es la formacién y subsecuente colapso de micro burbujas por la presion fluctuante
de una onda sonica, en donde cada implosién de las burbujas causa niveles
extremos de turbulencia, lo cual ayuda a la reduccién del tamafio de las micelas
(Kentish, 2008). Algo preocupante de este método es que las altas intensidades
localizadas en el seno de la emulsidén, pueden provocar varias reacciones
indeseables como: desnaturalizacion de proteinas, despolimerizacion de

polisacaridos y la oxidacion de lipidos (McClements, 2011)

2.4.2. Estabilidad de las nanoemulsiones

Como en el caso de las emulsiones convencionales las nanoemulsiones
son sistemas meta-estables las cuales tienden a romperse a través del tiempo por
diferentes mecanismos como: separacion gravitacional, floculacion, coalescencia,
“‘madurez de Ostwald” y degradacion quimica, los cuales estan relacionados con la
carga electrostatica y el tamafio de las particulas en suspension (Figura 3). El
conocimiento de las caracteristicas interfaciales y de particula de las
nanoemulsiones es fundamental para poder controlar y predecir su estabilidad y

posibles aplicaciones (McClements, 2011).
2.4.3. Tamafo de particula.
Es una de las mas importantes caracteristicas de las nanoemulsiones ya

gue influye en las caracteristicas opticas, reoldgicas y potencial de estabilidad. El

tamafio de particula en una suspension se obtiene como un rango de tamafios
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distribuidos en la muestra, que es una medida de la distribucion del tamafio

predominante.

Qu @ AgualAceite
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Fig. 3. Efectos de ruptura de emulsiones (McClements, 2009).

2.4.4. Movilidad electroforética

Las micelas suspendidas en las emulsiones suelen estar cargadas
electrostaticamente debido a posible adsorciéon de minerales, emulsificantes o
biopolimeros en su superficie (Weiss y col., 2006). Las propiedades eléctricas de
las micelas son comUnmente caracterizadas en términos de la movilidad

electroforética y esta su vez por el potencial zeta ().

Todas las particulas en suspensién tienen una carga neta en su superficie,
la cual va a estar rodeada fuertemente por iones de cargas contrarias, esta capa es
llamada capa “Stern” o capa fija, la que a su vez esta rodeada de otra capa de iones

de carga similar que estan unidos de una forma menos fuerte, a esta capa se le
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llama “difusa”, por lo que se dice que las particulas cuentan con una doble capa
eléctrica. El potencial zeta es la diferencia de cargas que existe entre la doble capa
de Debye y el seno del liquido en que esta en suspensién. La Figura 4 es una
representacion de las cargas eléctricas de una particula en suspension, donde se
muestra la doble capa y el potencial zeta. Es importante no confundir con el término
de carga electrostatica, ya que éste se usa en sélidos y polvos.
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Fig. 4. Representacion de doble capa eléctrica y potencial zeta.

La teoria DLVO (Derjaguin, Landau, Verwey y Overbeek) propone que
existen dos tipos de fuerzas que trabajan sobre la estabilidad de un sistema coloidal;
débiles y de corto alcance como lo son las fuerzas de atraccién de Van der Waals y
fuerzas de repulsion electrostaticas que son fuertes y de mediano alcance (Salopek
y col.,, 1992). La combinacion y equilibrio de estas fuerzas da principio a la
estabilidad de los coloides. El potencial Zeta es un indicador del alcance de la
repulsion electrostética, por lo tanto un indicador de la estabilidad de dispersiones.
Asi que entre mayor sea la magnitud del potencial zeta mayor seréa la estabilidad

del coloide, como se muestra en el cuadro 2.
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La medicidn del potencial zeta se basa en la movilidad electroforética, la
cual se define como el movimiento de particulas cargadas en suspensién mediante
la influencia de un campo eléctrico externo. Estas particulas se mueven al polo
opuesto a su carga, la velocidad con la que se mueven es proporcional a la magnitud
de su carga, por lo tanto para poder calcular el potencial zeta es necesario medir la
direccion y velocidad de estas particulas bajo un campo eléctrico externo. La técnica
empleada es dispersion de luz electroforética y se basa en la medida de la velocidad
de las particulas mediante velocimetria laser por efecto Doppler, en donde se hace
pasar una fuente de luz a través de la muestra mientras se le aplica un ligero campo
eléctrico, en el que se moveran las particulas y son analizadas por la técnica de
dispersion dinamica de luz, tomando en cuenta la velocidad y direccién en que se
mueven, con lo que se medira la magnitud (de la velocidad) y direccién (signo de la

carga).

Cuadro 2. Estabilidad dependiendo del potencial zeta (Salopek y col., 1992).

Estabilidad Potencial Zeta (mV)
Maxima desestabilidad 0-+3
Muy baja estabilidad +5-£15
Baja estabilidad +16 - £30
Buena estabilidad +31 - +60
Muy buena estabilidad +61 - £80
Excelente estabilidad +81 - £100
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2.5. Caracterizacion de dispersiones filmogénicas y estimacién de su

comportamiento.

2.5.1. Caracterizacién molecular

Existen muchos instrumentos analiticos empleados en la caracterizacién
de compuestos, bases, extractos, etc. La mayoria implica tener conocimientos
previos y/o habilidades para su uso o procesamiento de las muestras, ademas de
ser relativamente lentos. Andlisis como espectroscopia de infrarrojo, tiene grandes
ventajas como la poca o nula preparacion de muestra, faciles de usar, requieren

poco mantenimiento y/o consumibles y los analisis no toman mucho tiempo.

El andlisis por espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier
(FTIR), es una técnica donde radiacion infrarroja, pasa a través de una muestra y
es absorbida por los enlaces moleculares de compuestos organicos e inorganicos,
con diferentes intensidades y en variadas frecuencias que se interpretan como picos
o sefiales que son directamente relacionadas con la presencia de enlaces
moleculares especificos. El espectro resultante es la representacion de la energia
absorbida, creando una huella digital de la muestra analizada, ya que ninguna otra
muestra tendra el mismo comportamiento de absorcion y trasmision del espectro

infrarrojo.

Mediante la técnica de “reflectancia total atenuada” (FTIR/ATR por sus
siglas en ingles), puede proveer gran informacion sobre la estructura quimica y
molecular de peliculas o recubrimientos delgados, ya que esta técnica se basa en
gue la radiacion infrarroja entra a un cristal trasmisor de alto indice de refraccion
interna, esta sefal llega a la muestra que esta en contacto directo con el cristal y la
energia absorbida es registrada (Yang y col., 2001; Bourbon y col., 2011; Piermaria
y col., 2011).
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Como se ha mencionado anteriormente, los componentes y su
incorporacion, repercuten en las caracteristicas organolépticas y funcionales de los
recubrimientos comestibles. Los componentes estan expuestos a diferentes tipos
de interacciones o modificaciones entre ellos mismos y a través del tiempo, que
pueden afectar su vida util o perder funcionalidad. Un componente de gran
importancia es el antimicrobiano, ya que alguna modificacion molecular, podré

disminuir o desaparecer su poder de inhibicion (Zapf, 2009).

2.5.2. Mojabilidad

Un factor importante para formular un recubrimiento es conocer la
capacidad que tienen para adherirse a la superficie de un alimento y se mantenga
de esta manera desde el secado para formar una pelicula uniforme hasta su

comercializacion, ademas de permitir un grosor adecuado.

La capacidad de mojado de un soélido por un liquido, esta influenciado por
el balance de fuerzas adhesivas (Wa) del liquido en el solido y las fuerzas cohesivas
(Wc) del propio liquido, esta propiedad de mojado se representa como coeficiente
de mojabilidad (Ramirez, 2012). El coeficiente de mojabilidad se obtiene mediante
la ecuacion (1), ésta fuerza siempre sera <0, en donde mientras mas cercano al

cero, mejor sera el mojado de la superficie.

Ws =Wa—-Wc (1)
Doénde:

Wa =y +vsy —Vs. Wc=2yy

Por lo que:

Ws = Ysy — Vv — VsiL (2)

El angulo de contacto de una dispersion en una superficie representa el

equilibrio mecanico bajo la accién de tres fuerzas interfaciales: solido-vapor (ysv),
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solido-liquido (ysv) y liquido-vapor (yLv) representado en la Figura 5. Este equilibrio
se representa en la ecuacion de Young (Ec. 3) (Choi, 2002).

cos 0 = (Ysy — ¥s1)/Viv (3)
Vapor ’YLV
Liquid 9
iqu < >
'Ys._ Ysv
Solid

Fig. 5. Diagrama de fuerzas interfaciales y su influencia en el angulo de contacto.

La mojabilidad de un liquido en una superficie depende de que la superficie
gue se desea mojar tenga una energia de superficie mucho mayor que el liquido.
Para conocer la energia de la superficie de un sdlido, Zisman (1964), propone la
determinacién de la tension superficial critica, Unico para cada solido. Esta se estima
midiendo el angulo de contacto de una serie de liquidos de referencia con tension
superficial conocida sobre la superficie de interés, se traza una grafica de la tension
superficial del liquido contra el coseno del angulo de contacto y el intercepto donde
el coseno esigual a 1, sera la tension superficial critica. La tension superficial critica
también es llamada energia de la superficie, donde valores por debajo de los 100
N/cm son llamadas superficies libres de energia. Para superficies libres de energia
de acuerdo con Skurtys (2011), la tensién superficial critica es igual a la tension

interfacial solido-vapor.
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3. JUSTIFICACION

El interés en el desarrollo y uso de empaques y recubrimientos comestibles
a base de biopolimeros naturales para prolongar la vida de anaquel y mejorar la
calidad de los productos hortofruticolas frescos minimamente procesados, ha
venido creciendo debido a la necesidad de reducir y sustituir el empleo de plasticos
y envases sintéticos de baja biodegradabilidad, por materiales menos agresivos con
el medio ambiente, aunado a la demanda de alimentos frescos, seguros y con mayor
vida de anaquel. Por tal razén las peliculas y recubrimientos comestibles pueden
resultar en una forma innovadora y efectiva de proteger los alimentos, esto mediante
la principal caracteristica de no modificar propiedades sensoriales del alimento
recubierto; una estrategia es que el recubrimiento no sea visible, la adicion del

agente hidrofébico en forma de nanoemulsion lo permite.

Existe la necesidad de contribuir con mas informacién y conocimientos
sobre el comportamiento y las caracteristicas de las formulaciones de
recubrimientos comestibles hechos a partir de almidon modificado con la
incorporacion de agentes hidrofobicos en forma de nanoemulsion y antimicrobianos
gue proporcionen estabilidad a través del tiempo y frente a microorganismos

deterioradores y patdégenos para asegurar la inocuidad del alimento recubierto.

27



4. HIPOTESIS

La incorporacion de un agente hidrofébico en forma de nanoemulsiéon a
dispersiones filmogénicas a base de almidén de maiz proporciona aceptables
propiedades de barrea, fisicoquimicas y estructurales, sin interacciones entre sus
componentes; en esta forma es posible obtener recubrimientos comestibles,
flexibles, translucidos, poco permeables y con gran potencial de esparcimiento

sobre cualquier superficie alimenticia.
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5. OBJETIVOS

5.1.General

Disefiar, sintetizar y caracterizar dispersiones filmogénicas para formar

recubrimientos comestibles activos a base de almidon ceroso nativo y con

modificaciones, incorporando acido oleico como agente hidrofébico y arginato

lAurico como antimicrobiano.

5.2.Especificos

7/

Disefiar, propducir y caracterizar una nanoemulsion (O/W) a base de acido

oleico con Tween 80.

Elaborar dispersiones filmogénicas que den origen a recubrimientos a base de

dos almidones modificados y un almidén alto en amilopectina.

Evaluar propiedades de mojado de la dispersion filmogénica y su

comportamiento en diferentes superficies de alimentos modelo.

Evaluar la composicién e interaccion “almidén-nanoemulsion-antimicrobiano” y

su efecto en la estructura del material de recubrimiento.
Determinar el efecto de la incorporaciéon de la nanoemulsién y el agente

antimicrobiano en las propiedades de barrera y fisicoquimicas del

recubrimiento.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1.Materiales

Almidon acetilado-entrecruzado (ACLS) (Ingredion, San Juan del Rio, Qro),
almidon ceroso (Waxy) (Ingredion), almidon oxidado (OS) (Ingredion), Sorbitol (70
% p/p) no cristalizable (Ingredion), Tween 80 (J.T. Baker, Toluca, México), acido
oleico (Baker), Arginato laurico “Mirenat-D” (Vedeqsa, Barcelona, Espafa).

6.2.Métodos

6.2.1. Elaboracion de una dispersion filmogénicay peliculaabase de almidon

ceroso, incorporando un agente hidrofébico y un antimicrobiano natural.

La dispersion filmogénica de almidén ceroso (nativo, oxidado y acetilado-
entrecruzado) se prepard mediante una dispersion acuosa [4 %(p/v), 6.5 %(p/v) y
(4 %(pl/v), respectivamente] con sorbitol no cristalizable como plastificante (0.8
g/gramo de almiddn), bajo agitacion magnética a temperatura ambiente por 10 min
para lograr la hidratacion del almidon. Posteriormente se calenté a 90 °C por 20
min., para completar la gelatinizacion del almidén. Lo anterior es una modificacion

en la metodologia reportada por Arredondo (2012) y Pérez-Gallardo (2012).

La nanoemulsion (1 %, v/v) (la formulacion se explica en el punto 6.2.2.1)
y el agente antimicrobiano (arginato laurico, Mirenat-D, 2500 ppm) se incorporaron
a la dispersion filmogénica empleando un mezclador de alta velocidad Ultra-Turrax
T25 (IKA, Wilmington, EUA) a una velocidad de 13,500 rpm durante 3 min., tomando
como referencia recubrimientos con propiedades optimas, reportados por
Arredondo (2012).
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La dispersion filmogénica final se desgasifico al vacio, hasta no observarse
burbujas en su interior con ayuda de agitacion magnética en velocidad media por
aprox. 10-15 min.

Las dispersiones filmogénicas elaboradas que proporcionaron las mejores
propiedades una vez analizadas se extendieron sobre superficies previamente
niveladas y delimitadas, para lo cual se usaron placas de vidrio o de acrilico
recubiertas con un polimero plastico auto adherible (Naviteq, modelo diamante,
México). Se obtuvieron peliculas delgadas, afiadiendo 120 uL/cm? de la dispersion
filmogénicay se dejaron secar por 24 horas a 25 °C a una humedad relativa de 40%,
0 bien por 8 h a 40 % HR y 40°C usando una camara climatica (Mod. KBF 240,
Binder, Tuttlingen, Alemania).

6.2.2. Formulacion de nanoemulsion (O/W) de acido oleico

6.2.2.1. Disefio experimental.

La nanoemulsion se formo a partir de una emulsion a partir de un disefio
factorial 22 completo con un punto al centro y 3 formulaciones extra (considerando
condiciones previas con buenas caracteristicas visuales), como se muestra en el
cuadro 3. Para realizar una nanoemulsion estable y con buenas caracteristicas es
necesario partir de una micro emulsién o emulsion primaria, mezclando agua
caliente (~60 °C) donde se disuelve el surfactante y se adicion6 poco a poco el &cido
oleico una vez iniciado el mezclado con un equipo Ultra-Turrax T25 (IKA) a una
velocidad de 13,500 rpm durante 3 min. Una vez obtenida la micro emulsion, 50 mL
de esta se sometieron a ultrasonido (Sonics & Materials, Vibra-Cell VCX500,
Connecticut, EUA) durante 5 min continuos en un bafio de hielo para controlar la
elevacion de temperatura de la muestra (McClement y Rao, 2011; Salvia-Truijillo y
col., 2012).
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6.2.2.2. Andlisis de tamafio de particula

Se utilizé un equipo de dispersion dinAmica de luz (Brookhaven Instruments
modelo BI200SM, USA) equipado con un correlador digital de alta velocidad PCI-
BI900O0AT, un detector de fotones de estado sélido y un laser Melles Griot 9167EB-
1 de He-Ne de 35 mW y con longitud de onda (A) =632.8 nm como fuente de luz. La
determinacién del tamafio de particula se basa en el corrimiento en frecuencia de la
luz laser dispersada (efecto Doppler) por las particulas suspendidas. Las muestras
fueron diluidas con agua destilada ultra filtrada en una relaciéon de 1:1000.

Los datos fueron analizados usando dos diferentes programas: NNLS (non
negative least square) y regularizacion de CONTIN; ambos programas de analisis
esencialmente evaltuan el inverso de la transformada de Laplace, determinando la
distribucion de tamafo de particula y, consecuentemente, su valor promedio. El
tiempo de integracion que se aplico fue de 10 s para cada medicién y solamente se
tomaron mediciones con distribuciones unimodales. Las muestras se analizaron por
duplicado y los resultados se presentan como promedios = desviacion estandar
(DE). Se realizaron las medidas en el Centro de Fisica Aplicada y Tecnologia
Avanzada (CFATA) de la UNAM.

6.2.2.3. Andlisis de transparencia

Se determin6 usando un espectrofotometro UV-Vis (Thermo instruments
Genesys 10 UV, Wisconsin, EUA), se diluyo la muestra al 1% en agua microfiltrada
con filtro de 0.22 um de tamafio de poro (Millipore MA. EUA) y se procedié a tomar
la lectura de un barrido de transmitancia de 400 a 700 nm para cada muestra. La
transparencia se definio como el area bajo la curva y se expresé como unidades de
transmitancia x nanémetro (UT x nm). Los analisis se hicieron por duplicado y se

reportaron como el promedio + DE.
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Cuadro 3. Disefio factorial 22 completo con un punto al centro y 3 formulaciones
extras (tratamientos 10, 11y 12).

Tratamiento Acigo oleico Tv:een 80 gci)enri'::pa(::ig?\
(% viv) (% viv)

(s)
1 5 1 180
2 20 1 300
3 20 5 300
4 20 1 180
5 5 1 300
6 20 5 180
7 12.5 3 240
8 5 5 180
9 5 5 300
10 4 4 240
11 6.66 5 300
12 10 5 300

6.2.2.4. Medicién del potencial zeta

Se utilizé el equipo ZetaPlus (Brookhaven Instruments Co., NY, EUA), el
cual cuenta con un laser de estado solido de 35 mW con A= 657 nm, la muestra fue
previamente diluida con agua desionizada (dispersiones filmogénicas 1:100 y
nanoemulsiones 1:150) se colocé en una celda desechable a la cual se le incorpora
la cAmara electroforética, se conectd al equipo y se corrié el andlisis. Los andlisis

se hicieron por duplicado y se reporté como el promedio + DE.

6.2.3. Propiedades fisicoquimicas de peliculas

6.2.3.1. Espesor

En las peliculas formadas, se realizaron doce mediciones en puntos

aleatoriamente seleccionados con un micrémetro digital (Mitutoyo, Edo. de México)
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sobre el &rea de prueba de la pelicula. Los andlisis se hicieron por triplicado y estan
presentados como los promedios en um * DE.

6.2.3.2. Opacidad

La opacidad se determind usando un espectrofotdmetro UV-Vis (Thermo)
para lo cual se cort6é un rectangulo de una pelicula del tamafio de uno de los lados
internos de una celda espectrofotométrica. Se hizo un barrido de absorbancia de
400 a 700 nm para cada muestra. La opacidad se definié como el area bajo la curva
por nandémetro y se expresé como unidades de absorbancia x nanometro (UA x nm).
Lo anterior en base a lo expuesto por Arredondo (2012) y Lopez y col. (2008). Los

analisis se hicieron por triplicado y estan presentados como los promedios + DE.

6.2.3.3. Permeabilidad al vapor de agua (PVA).

La permeabilidad al vapor de agua (PVA) de las peliculas se determiné de
acuerdo a una modificacion del método gravimétrico ASTM: E96-00 (2000) el cual

se basa en la aplicacion de la ley de Fick (Ecuaciones 4 y 5).

Las peliculas obtenidas, a las que previamente se les determind su espesor
y area de transferencia, se colocaron en celdas de permeabilidad, las cuales
consisten en un recipiente de vidrio con agua destilada en su interior con un espacio
de cabeza de 1 cm simulando un 100 % de humedad relativa (HR1), una tapa
horadada con rosca y dos empaques de teflén que aseguraron el sello hermético
(Figura 6). Las peliculas analizadas previamente se aclimataron a las condiciones

de experimentacion por 24 h.

Posteriormente se colocaron dentro de una camara climatica (Binder)
donde se mantuvieron condiciones de humedad y temperatura (HR2 = 40 % y
temperatura de 25 °C) a lo largo del experimento. El vapor de agua se difundié a

través de la pelicula y fue absorbido por el condensador de la camara climatica.
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Se pesd la celda en intervalos de tiempo de 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5, 4, 5,
6, 7, 8, 12 y 24 hrs. En cada determinacion se registré peso de la celda, humedad

relativa y temperatura.

a—' Tapa horadada

. = —_ &
Pelicula —» m——————————— Empagues
= A—F & teflon
Vacio HR. =—f§—* Agua destilada
i

Fig. 6. Celda empleada para la determinacion de la permeabilidad al vapor de
agua (Magafa-Aleman, 2007).

La permeabilidad al vapor de agua se calcul6 mediante las siguientes

ecuaciones:
G
pva =Lt x (4)
A AP
P*
AP = — (HR, — HR,) (5)
Dénde:

PVA = Permeabilidad al vapor de agua (g-mm/m?-h-kPa)

G
% = Permeanza [g/ (h-m2)]

x = Espesor promedio de la pelicula (mm)

A = Area de la pelicula (m?)

P* = Presién de vapor del agua a la temperatura del experimento (kPa)
HR1 = Humedad al interior de la celda (%)

HR2 = Humedad del interior de la camara climética (%)
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El término G/t de la ecuacion (4), se obtuvo como la pendiente de la linea
recta resultante de graficar la pérdida de peso respecto al tiempo. Los andlisis se

hicieron por triplicado y estan presentados como los promedios + DE.
6.2.3.4. Materia soluble total

Se obtuvo la solubilidad de acuerdo a lo descrito por Pérez-Gallardo y col.
(2012), que es una modificacion de Romero-Bastida y col. (2005). Una vez
obtenidas las peliculas se cortaron cuadros de 3 x 4 cm, los cuales se secaron a
peso constante a 70 °C. Después se colocaron en frascos de vidrio con 80 mL de
agua destilada por 1 h en agitacién suave y a temperatura ambiente. Se filtro la
solucion y se recupero la pelicula no disuelta en un papel filtro (Whatman No. 5,
Maidstone, Inglaterra), el cual se sec6 nuevamente a 70 °C hasta peso constante.
Se calculo el porcentaje de materia soluble (% MS) mediante la ecuacion (6). Los

analisis se hicieron por triplicado y estan presentados como los promedios + DE.

Po—-Pf
o 6)

%MS =
Donde:
%MS = Porcentaje de Materia Soluble
Po = Peso seco inicial de la pelicula

Pf = Peso seco final de la pelicula
6.2.3.5. Analisis de microestructura.
Microscopia electronica de barrido (SEM)

Se utiliz6 un microscopio electronico de barrido (Philips, XL30, Eindhoven,
Holland) para observar secciones transversales y superficiales de las peliculas
formuladas con los diferentes almidones. Se utilizaron peliculas cortadas mediante

crio fracturas con ayuda de nitrégeno liquido (Lopez y col., 2008). Las peliculas

fueron montadas con cinta de doble cara en soportes de bronce y recubiertas con
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oro. Se obtuvieron las micrografias con voltaje de aceleracion de 15 kV en alto vacio
y respectivos aumentos mostrados en las fotografias.

Perfilometria por interferometria.

El andlisis y control de superficies como la rugosidad son importantes en
varias areas como en el de peliculas delgadas. Tipicamente se utiliza la microscopia
de fuerza atomica o perfilometria por interferometria, aunque para la eleccién de
alguna de estas metodologias hay que tomar en cuenta la naturaleza de la superficie
a analizar, es decir, la textura y/o dureza de la superficie (Jahanmir y Wyant 1992).

La perfilometria por interferometria permite la elaboracion de perfiles de
superficies sin contacto, observadas por medio de un microscopio donde se logra
una resolucién nanomeétrica en la medicion en el eje Z (picos y valles) (Pavlovic y
col. 2012).

Se obtuvieron los parametros de la raiz cuadrada del promedio de la
sumatoria de las diferencias de alturas respecto del promedio elevadas al cuadrado
(Rq) y la media de los valores absolutos de las diferencias de alturas con respecto
al promedio (Ra) (Escamilla-Garcia y col 2013). Se utilizé un equipo ContourGT
InMotion 3D (Bruker, Arizona, EUA.), para la adquisicién de imagenes en 3D de las
superficies de las peliculas comestibles a base de los diferentes almidones, que se

basa en la perfilometria por interferometria de luz blanca.

Utilizando el software de uso gratuito “Gwyddion” version 2.32 (Necas y
Klapetek, 2012), se obtuvieron los pardmetros de rugosidad en un area de 1.2 mm
X .95 mm, las rugosidades se obtuvieron por triplicado y se reportan las medias *
D.E.

37



6.2.4. Andlisis fisicoquimicos de dispersiones filmogénicas

6.2.4.1. Coeficiente de mojabilidad

El coeficiente de mojabilidad o esparcimiento se determina mediante las
ecs. (1) y (2). Todos los analisis se hicieron por duplicado y se presentan como los

promedios (mN/m) + DE.

Determinacion de la tensién superficial liquido-vapor (yLv)

La tension superficial de las dispersiones filmogénicas fue medida con el
uso de un tensiometro superficial (CSC Scientific Company, VA, EUA) de acuerdo
con lo expuesto por Harkins y Jordan (1930), para el uso del tensiometro DuNouy
con anillo de platino. Se realizaron mediciones consecutivas hasta alcanzar el
equilibrio de cada muestra; las determinaciones se vuelven muy variables debido a
gue las muestras contienen surfactante. Se realizaron 5 0 mas lecturas de cada
muestra. Se utilizd un factor de correccion de la tensidon superficial siguiendo lo
expuesto por Zuidema y Waters (1941), donde se considera: diametro del anillo
(R=6cm) , diametro del cable del anillo (r), tension superficial sin correccion (P),
densidad del liquido problema (D) y densidad del aire saturado en la superficie del
liquido medido (d).

Determinacion de tension interfacial sélido-vapor (ysv)

La tension interfacial sélido vapor se conoce también como tension
superficial critica, la cual se obtuvo de acuerdo a la metodologia de la gréafica de
Zisman (Zisman, 1964) con el uso de liquidos de referencia como agua desionizada,
metanol (99.98%, Baker), glicerol (99.8%, Baker), formamida (99%, Baker) y/o
propilén glicol (99%, Baker). Se graficé la tension superficial tedrica de los liquidos
de referencia contra el coseno del angulo que formaron en la superficie a un tiempo

de 60 s (Choi y col., 2002, Casariego y col., 2010, Souzay col., 2010, Skurtys y col.,
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2011, Velazquez y col., 2011 y Ramirez y col., 2012). La grafica se extrapol6 hasta
coseno igual a uno, siendo ésta la tension superficial critica de cada superficie de
los alimentos modelo que se utilizaron, los cuales se eligieron por sus caracteristicas

superficiales peculiares, como lo son jitomate, carne de cerdo y nuez pecana.

Determinacion de la tensién interfacial sélido-liquido (ysL)

La tension interfacial sélido liquido, se obtuvo mediante la ecuacion (3)
tomando como 6, la medicion del angulo de contacto a los 60 s. Para la medicion
de angulo de contacto, se coloc6 una gota (2 uL) de las dispersiones filmogénicas
en la parte externa de los alimentos modelos en cualquier zona lisa (Skurtys y col.,
2011). Se uso el software de andlisis de imagenes “Image J” (Rasband, 2007) con
el paquete Drop shape analysis, basado en el algoritmo “B-spline snakes” (Stalder,
2006).

6.2.5. Andlisis de las interacciones moleculares

Para el analisis de interacciones moleculares, se utilizo la técnica de
espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier con cristal de diamante
como accesorio de reflectancia total atenuada (FTIR/ATR) (Piermaria y col., 2011,
Bourbon y col., 2011). Se utilizé un equipo Vector 33 (Bruker Corporation,
Massachusetts, EUA) con un barrido de 4000 a 650 cm?. Se compararon los
espectros de los diferentes componentes de las peliculas comestibles, asi como las
peliculas comestibles, donde se identificaron picos de absorbancia sobresalientes,
ademas se buscaron diferencias en estos picos en las muestras de peliculas,
identificando posibles interacciones moleculares. Se realizaron las medidas en el
Centro de Fisica Aplicada y Tecnologia Avanzada (CFATA) de la UNAM.
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6.2.6. Andlisis estadistico

Se efectud un disefio experimental con un solo factor a tres niveles (tipos
de almidones), los tratamientos se realizaron totalmente aleatorizados, realizando
réplicas por duplicado y triplicado segun la disponibilidad de equipos, las variables
de respuesta para cada andlisis fueron expresadas como el promedio + desviacion
estandar, haciendo comparacién de medias por la prueba de Tukey, con un a =0.05

utilizando el paquete estadistico JMP 8.0
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7. RESULTADOS Y DISCUSIONES

7.1.Formulacion de dispersion filmogénica y formacion de una pelicula
comestible.

La dispersion filmogénica fue formulada a partir de la formulacion de
almidén ceroso y con modificaciones quimicas. Se modificO la metodologia
expuesta por Arredondo (2012) y Pérez-Gallardo (2012), ya que al adicionar una
nanoemulsién con baja concentracién de agente hidrofébico (5 % en lugar de 20%
v/v), fue necesaria aumentar la concentracion de solidos (de 3% al 4% para ACLS
y ceroso, y 6-6.5% para el OS); esto con la finalidad de obtener una dispersion

filmogénica con caracteristicas reoldgicas Optimas para su manipulacion.

Las dispersiones filmogénicas tienen buenas caracteristicas reologicas,
dado su capacidad para mezclarse, vaciarse y extenderse sobre las placas para
formar las peliculas. Mediciones reoldgicas indicando propiedades satisfactorias de
las dispersiones filmogénicas fueron reportadas por Pérez-Gallardo (2012). Las
caracteristicas que se aprecian en las fotografias de las peliculas comestibles

demuestran ser firmes (Figura 7).

Una propiedad reoldgicas importante para predecir el desempefio de una
dispersion filmogénica, es la viscosidad. Pérez-Gallardo y col. (2012), analizaron
esta cualidad de dispersiones filmogénicas a base almidones cerosos nativos y con
modificaciones (oxidado, acetilado-entrecruzado y octenil-succinilado 3%, 4% y 5%
p/v), mostrando en graficas los picos de viscosidad, donde se puede observar que
a una concentracion de 4% (p/v) el comportamiento reolégico y los picos de
viscosidad son aceptables ya que no se requiere mucho esfuerzo para su

deformacion, siendo entonces facilmente manipulables.

Una vez formadas las peliculas, las propiedades de textura son

caracteristicas de importancia a considerar para optar por un empaque. Arredondo
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(2012), caracterizo peliculas comestibles a base de almidones de maiz ceroso
modificados (oxidado y acetilado-entrecruzado 6 y 3% p/w respectivamente) y cera
de abeja en diferentes concentraciones. Las formulaciones con cera al 1% (v/v)
presentaron las mejores propiedades mecéanicas, donde se pueden destacar
valores bajos de resistencia a la tension (613.72 MPa) y médulo elastico (2102.97
MPa), mientras una elongacion mayor (40.57%).

Fig. 7. Pelicula comestible a base de almidon waxy (4% almidén + 1% acido oleico
+ 0.8 g/g de almidon de sorbitol no cristalizable a 43% HR).

De todo lo anterior se parti6 para que en la presente investigacion se
eligieran concentraciones de almidon, agente hidrofébico y sorbitol de 1% (v/v), 4%

(p/v) y 0.8 g/g de almidon respectivamente.
7.2.Formulacién de nanoemulsiéon de acido oleico

Siguiendo el disefio experimental 23 presentado en el cuadro 2, se
formularon las emulsiones, analizando el tamafio de particula y la transparencia que
estas presentaban. Se eligié la formulacién que tuvo el tamafio de particula mas

pequefioy la transparencia mas elevada para usarse como agente hidrofébico. Este
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agente se utilizé en la dispersion filmogénica al 1% (v/v) por tener mejores

propiedades mecéanicas de acuerdo con los resultados de Arredondo (2012). Los

resultados se presentan en el cuadro 4.

7.2.1. Andlisis del tamafio de particula de emulsiones

El tamafio de particula de las emulsiones es una caracteristica importante,

ya que ejerce importante influencia en las propiedades Opticas, reoldgicas,

estabilidad y liberacion de compuestos activos (McClements, 2011).

Cuadro 4. Disefio factorial 23 con tamafio de particula y transparencia.

Acido Tween  Tiempo " .
Trata- - L Tamano de Transparencia
ent oleico 80 Sonicacion Particul uT
miento (% vIv) (% ViV) (s) articula (nm) (UT x nm)
15,364.8 +
d 1
1 5 1 180 185.1+6.9° 2624.9 ©
174.350
2 20 1 300 360.7+21.22 10.00 ¢
2,280.70 =
3 20 5 300 199.3+12.8° 1089.8 ¢
4 20 1 180 282.6 +27.8° 170.85+20.3¢
17,352.2 +
C ]
5 5 1 300 189.9 + 27.8 1915.8 ©
2,213.85+
bc '
6 20 5 180 2229+22.1 496.7
1,389.95 +
b [
7 12.5 3 240 270.3+25 743.1 ¢
28,104.8 +
e ]
8 5 5 180 101.3+9.9 207.4 2
27,843.6 +
e ]
9 5 5 300 95.9+4.8 2302 2
27,3144 +
e )
10 4 4 240 98.2+10.1 1604.5 2
25,876.6 +
e )
11 6.66 5 300 107.4+£0.5 856.9 2
21,220.2 +
de ’
12 10 5 300 124.3+1.1 1344.0 b

Letras diferentes representan diferencias significativas por la prueba de Tukey (p <0.05)
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Con la finalidad de asegurar una verdadera nanoemulsion y conservar sus
principales caracteristicas como transparencia y estabilidad a través del tiempo,
siguiendo lo reportado por McClements y Rao (2011). Ellos mencionan que un
tamafo de particula promedio entre 10 y 100 nm conferird a la emulsion una
apariencia de clara a ligeramente turbia, mientras que emulsiones con tamafnos
promedio por encima de los 100 nm se observan turbias u opacas, con una baja

estabilidad y tendencia al rompimiento.

Se puede observar que las formulaciones con una relacion grande de acido
oleico-Tween 80, tienden a un tamafio de particula elevado no importando el tiempo
gue se someten a ultrasonido (tratamientos 2 y 4). El caso contrario se da cuando
la relacion se reduce (tratamientos 3y 6), donde el tiempo de sonicacion es un factor
importante en la reduccion de tamafio de particula. En el cuadro 4 se observa que
las formulaciones con menor tamafo de particula son los tratamientos 8, 9y 10, que
no presentan diferencia significativa (a<0.05) y con tamanos de particula por debajo

de los 100 nm, por lo que so6lo a éstas se les podra llamar “nanoemulsiones”.

El tamafio de particula de las emulsiones depende de diferentes factores
como el agente emulsificante que se utiliza, el método de emulsificaciéon o la
naturaleza del agente a emulsificar. Leong y col. (2009) prepararon una
nanoemulsion de aceite de girasol en agua con didmetro promedio de 40 nm, con
ayuda de una mezcla de emulsificantes (Tween 80 y Span 80), aplicando 20 min de
ultrasonido con una amplitud de 30 pum. Consideramos que el tiempo de uso del
equipo de ultrasonido no resultaria en futuras aplicaciones a mayor escala. Wooster
y col. (2008), usaron la técnica de microfluidizacion para emulsificar aceite de
cacahuate con Tween 80 y SDS como emulsificantes, logrando una reduccion de

tamafo de particula a 174 nm, con una presion de 100 MPa en 5 ciclos.
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7.2.2. Determinacion de transparencia de emulsiones.

En el cuadro 4 se puede observar la media de la transparencia de las
emulsiones formuladas, donde se pueden destacar los tratamiento 8, 9y 10, ya que
son las formulaciones con mayor transparencia que el resto. Esto indica que no son
opacas, es decir, son traslicidas lo cual es una caracteristica principal de las
nanoemulsiones. Se analiz6 ademas la transparencia del agua pura, obteniendo

30,000 UT-nm, indicando una alta transparencia de las nanoemulsiones.

Se observo que las emulsiones con un diametro de particula promedio por
debajo de los 100 nm resultaron mas transparentes que aquellas cuyo diametro
promedio fue >100 nm, lo que nos dio otro indicativo de que trabajamos con
verdaderas nanoemulsiones. Las propiedades opticas de los coloides pueden variar
dependiendo del tamafio de particula que contengan dispersadas en su matriz
(McClements, 2011).

La transparencia de emulsiones no ha sido reportada mediante la técnica
empleada en este trabajo. Mason y col. (2006), reportaron graficas de transmitancia
de una nanoemulsion de 40 nm de tamafo de particula y una emulsion de 3.5 pm,
donde observaron el porcentaje de transmitancia en la region del espectro visible y
concluyen que entre mas pequefio sea el diametro promedio de la particula, mayor

sera la transparencia, lo que corresponde con lo encontrado en esta investigacion.

A partir del tamafio de particula, donde buscamos una nanoemulsion con
diametro promedio por debajo de los 100 nmy de la transparencia, donde buscamos
la mayor transparencia indicada por una nanoemulsién, fue que elegimos la
formulacion No. 9 que se us6 en la dispersion filmogénica, ya que esta
nanoemulsiéon tiene un tamafio de particula bajo (95.9 nm) y transparencia alta

(27,843.6 UT-nm) ademas de una concentracion de agente hidrofébico elevada.
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7.2.3. Medicion de potencial zeta

El potencial zeta en todas las muestras analizadas, mostré un valor
negativo, solo las muestras de nanoemulsion de acido oleico muestran una
magnitud lo suficientemente grande para poder predecir que es un coloide con
estabilidad a largo plazo (Salopek y col. 1992), basdndonos solo en este parametro.

El cuadro 5 presenta los datos obtenidos.

Cuadro 5. Determinacién de potencial zeta.

Muestl‘a POtenCIa| Z pH
(mV)

Nanoemulsién -35.08 +1.26 4.31 +0.05

ACLS -5.98+3.17 2.91+0.12
O -7.83+0.65 3.29+0.03
Waxy -11.67 £0.12 3.08 + 0.04

Las dispersiones filmogénicas no presentaron un potencial zeta de gran
magnitud, esto se debe a la poca o nula disociacion de las moléculas de almidén o
de grupos funcionales, aportando cargas libres. Si tomamos en cuenta este
parametro para predecir su estabilidad a largo plazo, teéricamente las dispersiones
no seran estables y precipitaran en un corto plazo. No obstante, la estabilidad de
las dispersiones no solo se define por esta caracteristica, ya que la estabilidad
estérica juega un papel muy importante en este caso, porque esta basada en un
soporte extra, comiunmente el uso de polimeros estabilizantes, que en el presente

trabajo fue el almidon, otorgandole mayor vida Util a nuestra dispersion filmogénica.
En el apéndice 1, se anexa un ejemplo de como reporta el equipo ZetaPlus

los resultados de una medicion, en donde se observa que el potencial electrocinético

es monodisperso.
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7.3.Caracterizacion de peliculas comestibles

En el cuadro 6 se presenta un condensado de la caracterizacion de las
peliculas comestibles a base de los diferentes almidones utilizados, y cada
parametro evaluado se discute por separado.

7.3.1. Espesor

El espesor promedio de las peliculas comestibles formadas a partir de los
3 diferentes almidones fue de 74.8 £ 5.7, 63.6 £ 23.4 y 61.0 £ 12.4 pm, para los
almidones ACLS, OS y Waxy respectivamente; sin encontrar diferencias
estadisticamente significativas. Los espesores obtenidos son mas grandes y con
mas variabilidad que los reportados por Arredondo (2012), al tener valores de 56.9
y 64.5 um en peliculas de almidon ACLS y OS con 1% de cera de abeja, esto se
puede deber al aumento en la concentracion de solidos en el almidon y por lo tanto
de sorbitol, aunque en promedio se encuentran por debajo del limite sensorialmente

perceptible (Longares y col., 2004).

7.3.2. Opacidad

La opacidad y/o transparencia son propiedades sensoriales de las peliculas
comestibles implicadas en la aceptacion del posible consumidor: un alimento que
no aparente su color verdadero, no sera aceptado. La opacidad esta relacionada
directamente con el espesor y la composicion de la pelicula comestible, es decir,

entre mas grosor tenga una pelicula, mas sera la opacidad.

La opacidad promedio de las peliculas de la presente investigacion se
presenta en el cuadro 6. Pérez-Gallardo (2012) obtuvo una opacidad promedio en
peliculas de almidén waxy, ACLS y OS con aceite de girasol como agente
hidrofébico de 48.9, 32.5 y 38.8 UA-nm respectivamente. La diferencia observada

en el presente trabajo se puede deber al espesor promedio que tienen las peliculas
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formuladas, otra cuestion a que se puede deber es la distribucion que tiene el agente
hidrofébico en la matriz de la pelicula.

Cuadro 6. Caracterizacion de peliculas comestibles.

. Espesor Opacidad PVA Solubilidad

Almidon (umpi DE) (UAF-)nm +pE) @MMMEhkP o sy DE)
a + DE)

ACLS 74.8 £5.72 19291 +2.02 1.367+0.132 52.85+2.0°

OS 63.6 +6.42 177.41+1492 1.209+0.18% 93.53+2.22

Waxy 61.0+12.4% 178.21+30.92 1.212+0.182 81.14 + 7.4b

Letras diferentes representan diferencias significativas por la prueba de Tukey (p <0.05)

7.3.3. Permeabilidad al vapor de agua (PVA).

En el cuadro 6 se presentan los valores de PVA de peliculas con los
diferentes almidones y la misma concentracion de agente hidrofébico. Se puede
observar que la PVA no es dependiente del almiddon en estas concentraciones de
agente hidrofébico, lo que concuerda con Arredondo (2012) donde observo que el
factor dependiente es la concentracion del agente hidrofébico analizando 2
almidones (OS y ACLS) a diferentes concentraciones de cera de abeja (0.2, 0.6 y

1% p/v) observando valores de PVA entre 0.56 a 0.77 g-mm/m?-h-kPa.

La PVA es una propiedad relacionada directamente con la composicion y
el espesor de la pelicula. En la formulacion de los empaques comestibles, si se
busca controlar la PVA, se colocan diversos lipidos como ceras, aceites, acidos
grasos o cualquier compuesto hidrofébico que se pueda incorporar adecuadamente
a la matriz de la pelicula. Peliculas comestibles a base de carbohidratos como el
almidoén son conocidos como polimeros con alta PVA, por esta razén se adicion6
acido oleico como agente hidrofobico. Para poder seleccionar un empaque
comestible hay que conocer las caracteristicas del producto a recubrir, por lo que

no siempre se buscan peliculas con valores de PVA bajos.
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Escamilla-Garcia y col. (2013) formularon peliculas comestibles de
quitosano, zeina de maiz y sus mezclas en diferentes proporciones, las PVA tienen
de los 2.0 g-mm/m?-h-kPa en peliculas de zeina a los 4.8 g-mm/m2-h-kPa en
peliculas de quitosano, las imagenes de microscopia de fuerza atémica que
presentan, no se observan porosidades evidentes, por lo que los valores elevados
de permeabilidad se pueden deber a transferencia intermolecular del vapor de agua.

Maran y col. (2013), midieron la PVA de peliculas de almidén de maiz,
sorbitol, agar y Tween 80 en diferentes concentraciones, obteniendo valores en un
intervalo de los 0.065-0.147 g-mm/m?-h-kPa los que a diferencia de los presentados
en esta investigacion son mucho menores. Esto se puede deber a la composicion
de las peliculas, ya que el almidon que utilizaron contenia un 28% de amilosa,
fraccion conocida por tener un caracter hidrofobico, ademas de contener agar, el
cual se conoce por crear geles compactos, potenciando la reduccion de la PVA
mediante reduccion de interacciones (puentes de hidrogeno) amilosa-amilopectina,
al sustituir almidén por sorbitol (Soliva-Fortuny, 2012). Algo similar presenta Garcia
y col. (2009), donde usando almidon alto en amilosa (20 g/L), sorbitol (20 g/L) y
aceite de girasol (2 g/L), obtuvieron peliculas con una PVA de 0.3492

g-mm/m?-h-kPa.

Por otra parte, se cree que al adicionar el agente hidrofébico en forma de
nanoemulsion, este queda recubierto en la totalidad de su area superficial con el
emulsificante, por lo cual, el efecto de impedir el paso de vapor de agua a través de
la matriz polimérica se neutralizaria, en otras palabras el area hidrofébica real (sin
emulsificante) no es suficiente para crear una barrera contra el paso al vapor de
agua. La Figura 8 representa la idea anterior; donde las lineas azules simbolizan el
vapor de agua, los circulos amarillos simbolizan el agente hidrofébico y las lineas

verde, aluden al emulsificante
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Fig. 8. Representacion de nanoemulsion con exceso de emulsificante en pelicula
comestible.

7.3.4. Material soluble total

La solubilidad de los empaques comestibles es una caracteristica de gran
importancia, esta caracteristica ayudara a la eleccién del uso de un empaque
comestible en cierto alimento, debido a la compatibilidad y/o resistencia que tenga
el alimento al empaque, si el alimento exuda agua a lo largo de su almacenamiento,
no es deseable un empaque altamente soluble, ya que este podra perder su
integridad y su efectividad de conservacion. Por otro lado, si se acostumbra a lavar
el alimento antes de su consumo, el empaque comestible deber& ser altamente
soluble pudiéndose retirar facilmente, volviéndolo mas susceptible a ser
biodegradable (Tajik y col., 2013, Zamudio-Flores y col. 2009).

Las solubilidades de las peliculas de la presente investigacion, presentan
diferencias estadisticamente significativas aunque con valores altos. La solubilidad
es mas alta en el almidon oxidado (93.5%), esto se debe a la modificacion quimica

del almidén, la oxidaciéon del almidéon aumenta el caracter hidrofilico, elevando la
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solubilidad y PVA, al igual que almidones acetilados incrementan su hidrofobicidad,
por lo que los valores de solubilidad se veran disminuidos (Zamudio-Flores y col.
2010). Esto concuerda con nuestros resultados de solubilidad en peliculas de
almidén ACLS (52.85%). Maran y col. (2013) mencionan peliculas comestibles que
incrementan su solubilidad a medida que se incrementa la amilopectina y decrece
la amilosa, lo que concuerda con los valores elevados en general, de la presente

investigacion.

7.3.5. Microestructura de peliculas comestibles.

7.3.5.1. Microscopia Electréonica de Barrido (SEM, “Scanning Electron

Microscopy”)

En la Figura 9 se presenta en aumento de 2,000x de una pelicula de
almidon ACLS, donde se observan las porosidades, lo cual favorece la alta
permeabilidad de la pelicula. En la Figura 10 se presenta la misma pelicula con un
aumento de 500x donde se puede observar la gran cantidad y distribucién de poros
y cavidades, por lo que la opacidad y brillo de la pelicula se ven afectados ya que
se refleja incoherentemente la luz presentando un aspecto opaco y sin brillo. Los

espacios oscuros son probablemente matriz de almidén embebida de &acido oleico.

En la Figura 11 se muestra una pelicula de almidon OS con amplificacién
de 1,000x en donde se puede observar una reducida distribucién de cavidades, las
cuales pueden tener una influencia para la trasmisién de vapor de agua, lo que se
traduce en valores de PVA no tan bajos como se esperaba, aunque bajos con
respecto a los demas almidones usados en esta investigacién. Se pueden observar
grandes regiones lisas o sin cavidades ni porosidades, lo que representa una

pelicula brillosa y tersa.

En la Figura 12 se puede observar la micrografia de una pelicula hecha a

base del almidon Waxy con un aumento de 1,000x, donde podemos observar una
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gran cantidad de cavidades en comparacién a la Fig. 11, aunque sin ser tan
marcados o profundos como en la Fig. 9, lo que concuerda con valores de PVA de

mediana magnitud.

" .

AccV SpotMagn Det WD Exp 1 10um
15.0kvV 30 2000x SE 11.0 1000

b

Fig. 9. SEM de pelicula de almidon ACLS 2,000x

La Figura 13 representa un crio-corte transversal de una pelicula de
almidon Waxy, donde se puede observar la amplia porosidad en la matriz de la

pelicula.

Debido a la naturaleza de las muestras y a las caracteristicas propias de
las muestras, no se pudieron hacer acercamientos mayores a los 2,000x sin
sacrificar nitidez y claridad de las imagenes o la integridad de la muestra, al igual,
no se pudo visualizar estas peliculas en modo ambiental del microscopio

electrénico.
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AccV SpotMagn Det WD Exp 1 50m
15.0kV 3.0 500x SE 11.0 1000

Fig. 10. SEM de pelicula de almidon ACLS 500x.

AccV SpotMagn Det WD Exp 1 20m
156.0kv 3.0 1000x SE 11.4 1000

Fig. 11. SEM de pelicula de almidon OS 1000x.
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AccV SpotMagn Det WD Exp 1 20m
156.0kV 3.0 1000x SE 10.7 1000

Fig. 12. SEM de pelicula de almidon Waxy 1000x.

AccV SpotMagn Det WD Exp 1 20m
156.0kv 3.0 1200x SE 109 1000

Fig. 13. SEM de crio-corte transversal de pelicula de almidon Waxy 1200x.

54



7.3.5.2. Rugosidad por perfilometria.

La informacion que se puede obtener acerca de la morfologia de peliculas,
depende de varios factores como la técnica utilizada o del aumento que se use para
adquirir las imagenes, entre otros. La microscopia de fuerza atémica es la técnica
con mayor uso dada su alta resolucion (Arzate-Vazquez y col. 2012). Jahanmir y
Wyant, (1992) concluyen que tanto con el uso de Microscopia de fuerza atomica
(AFM) y perfilometria por interferometria no se observan diferencias significativas
en la mediciébn de rugosidad de superficies como discos magnéticos, cintas

magneéticas, vidrio, silicon y peliculas de poli silicon.

Cuadro 7. Rugosidad de peliculas comestibles.

Almidén Rugosidad
Rq (pm = DE) Ra (um = DE)
ACLS 1.72 £0.392 1.35+0.322
oS 0.24 +£0.02° 0.18 £ 0.02°
Waxy 0.59 +0.0° 0.41 £0.01°

Letras diferentes representan diferencias significativas por la prueba de Tukey (p <0.05)

En el cuadro 7 se presentan los valores de rugosidad de las diferentes
peliculas de almidén ceroso y modificados, donde se observa una relacién en la
rugosidad con el tipo de almidén con el que son formuladas. Esto se debe al
acomodo de sus componentes y/o porosidades, donde las peliculas formadas con
el almidén OS resultaron las de menor rugosidad, por lo que seran mas brillosas,
mientras que las peliculas formadas con almidén ACLS presentan una mayor
rugosidad siendo menos brillosas a simple vista. Bosques-Molina y col. (2010)
comprueban que al aumentar la concentracion de cloruro de calcio en peliculas de
goma de mezquite hasta 0.3 g/100g, la rugosidad también aumenta, mientras que
elevando la concentracion aun mas, la rugosidad disminuy0, realizando las

mediciones en areas de 80 x 80 pm.
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Las observaciones de la presente investigacion, corresponden a lo
obtenido en las imagenes con SEM, por lo que se puede concluir que el
recubrimiento con oro, no afectd la morfologia superficial de las peliculas. Asimismo,
se observa una clara relacion entre la rugosidad y la PVA. Existen varios reportes
de rugosidad promedio reportadas para peliculas comestibles, aunque por lo
general se utiliza la técnica de AFM, ya que al analizar un area pequefia, las
diferencias en alturas, picos o valles encontrados, asi como poros o cualquier otro
defecto, ser& menos probables encontrarlas, mientras que en la presente
investigacion con el uso de perfilometria al analizar areas tan grandes las
diferencias de superficies seran mas contundentes y significativas para la rugosidad
promedio. Un ejemplo de lo anterior es la investigacion de Escamilla-Garcia y col.
(2013), donde en peliculas de quitosano, zeina de maiz y algunas mezclas, reportan
valores para Ra en el rango 9.5-26.3 nm y para Rq de 10.5-30.8 nm, siendo en
ambos casos los valores mas altos para las peliculas formadas con zeina en un

area de 5 x 5 um para todos los andlisis.

En los apéndices (2-4) se presentan las imagenes en 3D de superficies de

las peliculas comestibles de los diferentes almidones.
7.4.Caracterizacion de dispersiones filmogénicas.

Comportamientos como la adherencia de las dispersiones filmogénicas en
superficies de alimentos dependeran de propiedades propias de la dispersion
filmogénica, propiedades de la superficie a recubrir y su interaccién. La propiedad
de mojabilidad en conjunto con caracteristicas de esparcimiento, nos ayudan a
descifrar este comportamiento de adherencia.

7.4.1. Determinacion de la tension interfacial liquido-vapor (yLv).

La tension interfacial y.v toma en cuenta las fuerzas implicadas en los

limites de la dispersién filmogénica con el aire que esta en contacto, estas fuerzas
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son también llamadas simplemente “tensién superficial del liquido”. En el cuadro 8
se presentan los valores de la tension interfacial yLv de las dispersiones filmogénicas
a base de los diferentes almidones, los cuales seran utilizados posteriormente para
el célculo de mojabilidad. El factor de correccién se obtuvo siguiendo la grafica que

se encuentra en el apéndice 5.

Cuadro 8. Tension interfacial liquido-vapor (yLv).

YLv sin
_ ) Factor de YLv
Almidén correccion _
correccion (mN/m)
(mN/m)
ACLS 35.82 0.89 31.88+0.162
OS 34.67 0.89 30.86 £ 0.0
Waxy 34.64 0.89 30.83+0.12

Letras diferentes representan diferencias significativas por la prueba de Tukey (p <0.05)

7.4.2. Determinacién de tension interfacial Solido-vapor (ysv).

Cada superficie tanto organica como inorganica posee caracteristicas
diferentes como ceras naturales o cuticulas que les confiere cargas hidrofilicas o
hidrofobicas. Las superficies de los alimentos modelo, representan una variedad de
caracteristicas superficiales, por ejemplo, la superficie cerosa, hidrofébica y sin
imperfecciones del jitomate, mientras que la superficie de la nuez es rugosa, rica en
aceites y seca y por ultimo la superficie hidrofilica, acuosa e irregular de la carne de

cerdo (pierna).

En el cuadro 9, se presentan los angulos de contacto que se formaron a los
60 s de colocar los liquidos de referencia en las diferentes superficies (jitomate,
nuez y carne de cerdo, respectivamente). Se muestran también la tension superficial
de los liquidos de referencia, ademas del resultado de la tension superficial critica
de cada superficie, resultante de extrapolar estos angulos en la correspondiente

grafica de Zisman (apéndices 7-9). Para la carne de cerdo se registré el &ngulo de
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contacto a los 10 s después de haber colocado el liquido de referencia debido a la
poca precision y rapido esparcimiento a los 60 s.

Cuadro 9. Angulo de contacto de liquidos de referencia en superficie de alimentos
modelo y (ysv).

Tensién Angulo Tensién
Superficie Liquido de  Superficial de Coseno  superficial
P referencia Tedrica contacto de O critica (ySV)
(mN/m) (©) (mN/m)
Agua 72.35 80.45 0.1659
Glicerol 64.88 97.76 0.2912
Jitomate Formamida 57.70 71.79 0.3124 15.04
Propilenglicol 37.49 52.92 0.6029
Metanol 22.61 20.20 0.9384
Agua 72.3 73 0.2923
Nuez Glicerol 64.883 70 0.342 35.92
Etilenglicol 49.4186 42 0.7431
Agua 72.3 11 0.9816
Carne de ,
cerdo Glicerol 64.88 8 0.9902 43.83
Etilenglicol 49.42 5 0.9961

Letras diferentes representan diferencias significativas por la prueba de Tukey (p <0.05)

Diferentes superficies de alimentos han sido caracterizadas, por ejemplo
Skurtys y col. (2011), determinaron tensién superficial critica de arandano con y sin
cera epicuticular reportando valores de 26.8 y 34.1 mN/m, utilizando como liquidos
de referencia agua, etilenglicol, formamida glicerol y a-bromonaftaleno. Velasquez
y col. (2011), determinaron igualmente el angulo critico por el método de Zisman
usando agua, formamida, etilenglicol y a-bromonaftaleno como liquidos de
referencia en la tension superficial critica de manzana, aguacate, platano, arandano,

uva, limén, meldn, nectarina, naranja, pera, ciruela, membrillo, fresa y tomate,
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reportando valores entre 37 y 44 mN/m. Ramirez y col. (2012), demostraron, con el
uso de agua, etilenglicol y glicerol como liquidos de referencia para la manzana y
membirillo la tensién superficial critica fue de 18.56 y 18.71 mN/m respectivamente.
Casariego y col. (2008), reportaron valores de 17.4 mN/m para tomate y 24.1 mN/m
para zanahoria, este resultado puede ser comparable con lo obtenido para tomate
del presente trabajo con 15.04 mN/m; la variacion podria deberse a la variedad de
tomate utilizada en cada estudio. Souza y col. (2010) determinaron la tensién
superficial critica de filetes de salmoén igualmente por el método de Zisman
demostrando valores de 30.13 mN/m, al comparar este valor con el obtenido para
la carne de cerdo (43.83 mN/m) se observa una diferencia considerable. Cabe
aclarar que la tension superficial critica depende de varias fuerzas como dipolos,
inductivas, enlaces de hidrégeno o interacciones metalicas inherentes de cada

superficie.
7.4.3. Determinacién de la tension interfacial sélido-liquido (ysL).

La tension interfacial ys. considera fuerzas implicadas en los limites del
liquido problema y la superficie que se quiere recubrir, por lo que se utilizé el angulo
de contacto que se forma al colocar la dispersion flmogénica en las superficies de

los alimentos evaluados a los 60 s despejando de la ecuacion de Young (Ec. 4). Los

resultados de la tension interfacial ys. se presentan en el cuadro 10.

Ys. = Ysv — (CosO -yLy) 4)
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Cuadro 10. Tension interfacial sélido-liquido (ysL).

Angulo
Superficie  Almidén de Cgsego Yo Ysv Vst
contacto € (mN/m) ~ (mN/m)  (mN/m)

OS 61.5 0.4771 30.86 15.04 15.025

Jitomate Waxy 61.0 0.4848 30.83 15.04 15.024
ACLS 61.0 0.4848 31.88 15.04 15.025

oS 40.5 0.7604 30.86 35.92 35.895

Nuez Waxy 40.5 0.7604 30.83 35.92 35.895
ACLS 51.0 0.6293 31.88 35.92 35.900

oS 1.0 0.9998 30.86 43.83 43.798

Carne Waxy 1.0 0.9998 30.83 43.83 43.798
ACLS 9.5 0.9862 31.88 43.83 43.799

7.4.4. Coeficiente de mojabilidad

Resolviendo las ecuaciones 1y 2, obtuvimos el coeficiente de mojabilidad
Ws, presentado en el cuadro 11. Recordando que este coeficiente sera siempre
negativo y entre mas cercano al cero, la superficie sera mejor mojada por el liquido
problema (Choi y col. 2002).

Nuestras dispersiones filmogénicas tienen un gran potencial para recubrir
estos alimentos modelos. En el caso del jitomate, el coeficiente de mojado se
observa mayor que en las otras superficies, aunque no depende del almidén usado,
lo cual se debe a la cuticula cerosa que tiene el jitomate proporcionandole una
caracteristica hidrofobica, mientras que la dispersion filmogénica es de composicion
acuosa. En todas las superficies analizadas se observa que la formulacion con
almidon ACLS disminuye su capacidad de mojado, esto se puede deber a que tiene
caracteristicas mas viscosas que las otras formulaciones y a su naturaleza

hidrofébica.
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Cuadro 11. Fuerzas adhesivas (Wa), Fuerzas Cohesivas (Wc) y Coeficiente de
mojabilidad (Ws).

Coeficiente de

Superficie  Almidén e e Mojabilidad
(mN/m) (mN/m) Ws (mN/m)
(O 45.58 61.72 -16.14 + 0.24%
Jitomate Waxy 45.78 61.66 -15.88 + 0.71%
ACLS 47.34 63.76 -16.42 +1.382
0OS 54.33 61.72 -7.39 £0.21%
Nuez Waxy 54.27 61.66 -7.39 +0.222
ACLS 51.94 63.76 -11.82 £ 0.0°
(0N 61.71 61.72 -0.01 £0.08
Carne Waxy 61.65 61.66 -0.01 £ 0.02
ACLS 63.32 63.76 -0.44 +0.19°

Letras diferentes representan diferencias significativas por la prueba de Tukey (p <0.05)

En el cuadro 12, se presenta un condensado de investigaciones de
mojabilidad realizadas con diferentes dispersiones filmogénicas en diferentes
superficies de alimentos modelo. Se puede destacar lo realizado por Casariego y
col. (2008), donde utilizando la misma superficie de alimento que en la presente
investigacion (Jitomate), obtienen un coeficiente de mojado (-22.81 mN/m) mucho
menor, es decir, un coeficiente de mojado desfavorable, esto se debe a la
composicion de la dispersion filmogénica siendo la nuestra mas facil y de mejor
esparcimiento en esta superficie. Otra investigacion que hay que destacar es la
realizada por Ribeiro y col. (2007), donde evaltan el coeficiente de mojado en fresa
de una dispersion filmogénica similar a la utilizada en la presente investigacion,
donde demuestran un coeficiente muy bajo (-44.61 mN/m), aunque es evidente que
un factor importante a resaltar es la diferencia en la superficie, se demuestra una
gran capacidad de mojado de nuestras dispersiones filmogénicas al retarlas con

superficies muy variadas, demostrando en general buenas capacidades de mojado.
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En el apéndice 6 se presenta la imagen de una micro gota de agua en

superficie de jitomate, demostrando del uso del software de andlisis de imagenes

“Image J” con el paquete “Drop shape analysis”.

Cuadro 12. Investigaciones donde determinan coeficientes de mojado de
dispersiones filmogénicas en diferentes alimentos.

Coeficiente de

Su_perflme Dispersion filmogénica Mojabilidad Referencia
(alimento)
(mN/m)
Arandano :
clcera Quitosano (1.4%) + Tween 80 (20%) -32.00
Skurtys y
. col. (2011)
Arandano o uiocano (1.0%) + Tween 80 (20%) -25.00
s/cera
Manzana Quitosano (1.5%) + alginato de sodio
Fuji (1%) 60.87 .
Choi y col.
Manzana Quitosano (1.5%) + alginato de sodio 2706 (2008)
Fuji (1%) + Tween 80 (1000 ppm) '
0 I 0, 1
Manzana Ee 2 Age-k Ci;rg(;%rlo(lo(a'?(y/o)) A -43.28
9 e Ramirez y
Vemnbrille CMC (29%) + Glicerol (0.5%) + Aceite 4825 col. (2012)
de girasol (0.47%) '
Jitomate  Quitosano (1.5%) + Tween 80 (0.1%) -22.81 .
Casariego y
: : l. (2008
Zanahoria Quitosano (1.5%) + Tween 80 (0.1%) -29.71 col. ( )
. : Souzay
o) 0 -
Salmoén Quitosano (1%) + Tween 80 (0%) 4.73 col. (2010)
Fresa Almiddn (2%) + Sorbitol (2 g/L) -44.61
Ribeiro y
. 0 .
Fresa Carragenina (0.3%) + Glicerol 4598 col. (2007)

(0.75%) + Tween 80 (0.1%)
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7.5.Andlisis de interacciones moleculares

7.5.1. FTIR/ATR

A continuacién se presentan los espectros de FTIR de los componentes de
las peliculas comestibles (apéndices 10-20), donde se sefalan las frecuencias en

las cuales se observan picos de absorbancia tipicos.

Las Figuras 25-27 muestran los espectros FTIR/ATR superpuestos de las
diferentes peliculas con sus diferentes componentes individuales, donde se puede
observar la presencia de los mismos picos de los ingredientes en los espectros de
las peliculas, es decir, no resaltan picos nuevos, lo que nos dice que no existen
interacciones al formar la pelicula comestible. En el cuadro 13 se muestra de forma
mas detallada la localizacion de los picos sefalados y su correspondiente banda y
tipo de vibracion de acuerdo con diferentes referencias. Bourbon y col. (2011)
reporta andlisis de FTIR de peliculas de quitosano adicionando diferentes
compuestos, donde al haber una diferencia mayor a 20 cm* de desplazamiento de
picos es indicativo de interacciones de sus componentes. En la frecuencia ~1730
cm?, se encontr6 un pico de absorbancia presente en todas las muestras, la cual
segun la literatura, hace referencia a un enlace C=0, lo que resalta en las muestras
de almidon, por lo que crea desconfianza de la pureza de las muestras de

almidones, aunque faltarian mas estudios para comprobar esto.
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Cuadro 13. Asignacion de picos de absorbancia de los espectros FTIR/ATR.

Waxy oS ACLS Aditivos Sefial .
Pell’cula|AImidén Pell’cula|AImidén Pell’cula|AImidén LAE [Nanoemulsién|Sorbitol correspondiente Referencia
3421 O-H prowveniente de
3320 3322 3323 3323 3301 3322 3324 3347 3292 .
3171 aguay f:arb_ohldratos Chen (2008)
3072 (estiramiento)
2980 2977 C-H asimetrico Galat (1980)
2924 2930 2924 2930 2925 2930 2919 2931 2935 C-H asimetrico . .
- - Piermaria
2853 C-H simetrico
1755 C=0 (est!ram!ento) Kizil (2002)
1734 1736 1742 1738 1734 1736 1728 1738 C=0 (estiramiento)
1649 1638 1647 1641 1665 1641 1645 1636 1644 -OH (Flexion) -NH Bourbon (2011)
1527 1527 1525 N-H (flexion, amide II) Chen (2008)
1467 -CH (flexion) Yang (2001)
1410 1414 1410 1414 1410 1418 1414 CH, (estiramiento) Kizil (2002)
1373 1366 1375 1366 1369 1367 1380 1368 C-OH (flexién) Galat (1980)
1318
1094 C-O de ac grasos Lv (2010)
1238 1242 1236 1238 1229 1247 CH,-OH Kizil (2002)
1219 1211 1220 1220 C-O-H (flexién)
1178 C-0 Galat (1980)
1146 1150 1145 1150 1145 1150 1142 C-O, C-C (estiramiento) Kizil (2002)
1078 1078 1078 1078 1078 1078 1090 1082 1078 C-0
1015 1016 1011 1024 1028 C-OH
1001 1001 1001 C-OH
934 930 934 o8 934 930 COC enlace 14| Calat (1980)
864 856 864 856 868 858 C-H, CH,
760 764 760 764 762 764 749 749 C-C-O (flexién) Almeida (2010)
723 H-OH Galat (1980)
710 710 711 710 709 710 708 C-H (rocking)
689 C-H (rocking) Yang (2005)
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8. CONCLUSIONES

Se logré caracterizar dispersiones filmogénicas formadoras de peliculas
comestibles a base de almidén ceroso (nativo o waxy, oxidado y acetilado-
entrecuzado), acido oleico como agente hidrofébico y arginato laurico como

antimicrobiano natural.

Mediante un disefio experimental 22 se logré formular y caracterizar una
nanoemulsién de acido oleico demostrandose las concentraciones de emulsificante
y acido oleico necesarias para lograr crear una verdadera nanoemulsion de tamafo

de particula <100 nm y electrostaticamente estables.

Para conocer la capacidad de mojado de las dispersiones filmogénicas en
alimentos modelo, se midieron las fuerzas de cohesion y adhesion de la dispersion

filmogénica que se forma al colocarlo en cada superficie modelo.

Mediante técnicas microscopicas se logré evaluar la morfologia vy
topografia de las peliculas comestibles, mientras que mediante espectroscopia se

demostro la nula interaccion de sus componentes.

Se obtuvieron parametros de barrera como la capacidad de permeabilidad
de vapor de agua y fisicoquimicos como solubilidad, opacidad y espesor, que
definen a cada material utilizado como empaques comestibles y biodegradables en

los alimentos.

Las dispersiones filmogénicas a base de almidén de maiz ceroso, acido
oleico en nanoemulsion y arginato laurico son suspensiones estables y con gran
capacidad de mojado en superficies alimenticias; formando un recubrimiento,
medianamente soluble, opaco y altamente permeable al vapor de agua, sin

observarse algun tipo de interaccion molecular.

66



BIBLIOGRAFIA

Almeida, M.R., Alves, R.S., Nascimbem, L.B.L.R., Stephani, R., Poppi, R.J. y
Oliveira, L.F.C. 2010. Determination of amylose content in starch using
Raman spectroscopy and multivariate calibration analysis. Journal of Annual
Bioanalytical chemistry. 397:2693-2701.

Arredondo Ochoa, T. 2012 Disefio de empaques comestibles activos a base de
almidén modificado para su posible aplicacién en alimentos en fresco. Tesis
para obtener grado de Maestro en Ciencia y Tecnologia de los Alimentos.
Facultad de Quimica. Universidad Auténoma de Querétaro.

Arzate-Vazquez, |., Chanona-Pérez, J.J., Calderon-Dominguez, G., Terre-Rojas,
E., Garibay-Febles, V., Martinez-Rivas, A. y Gutiérrez-Lopez, G.F. 2012.
Microstructural characterization of chitosan and alginate films by microscopy
thecniques and texture image analisys. Carbohydrate polymers. 87: 289-299

ASTM E96-00. 2000. Standard test method for water vapor transmission of

materials. Standard Designation. American Society for Testing and Materials.
Philadelphia, EUA.

Bosques-Molina, E., Tomas, S.A. y Rodriguez-Huezo, M.E. 2010. Influence of
CaCl, on the water vapor permeability and the Surface morphology of
mesquite gum based edible films. LWT Food Science and Technology. 43:
1419-1425.

Bourbon, A.l, Pinnheiro, A.C., Cerqueira, M.A., Rocha, C.M.R., Avides, M.C,,
Quintas, M.A.C. y Vicente, A.A. 2011. Physico-chemical characterization of
chitosan-based edible films incorporating bioactive compounds of different
molecular weight. Journal of Food Engineering. 106: 111-118.

Bourtoom, T. 2008. Edible films and coatings: characteristics and properties.
International Food Research. 15: 237-248.

Campos, C.A., Gerschenson, L.N. y Flores, S.K. 2011. Development of edible films
and coatings with antimicrobial activity. Food bioprocess Technology. 4:849-
875.

Casariego, A., Souza, B., Vicente, A., Teixeira, J., Cruz, L., Diaz, R. 2008. Chitosan
coating Surface roperties as affected by plasticizer, surfactant and polymer
concentrations in relation to the Surface properties of tomato and carrot. Food
Hydrocolloids. 22:1452-1459.

Choi, W., Park, H., Ahn, D., Lee, J., y Lee, C. 2002. Wettability of chitosan coatig

solution on “fuji” Apple skin. Food engineering physical properties. 67:2668-
2672.

67



Chen, J., Liu, C., Chen, Y., Chen, Y., y Chang, P. 2008. Structural characterization
and properties of starch/konjac glucomannan. Carbohydrate Polymers. 74:
946-962

Embuscado, M.E. y Huber, K.C. 2009. Edible fiims and coatings for food
applications. Springer, New York. p: v

Escamilla-Garcia, M., Calderén-Dominguez, G., Chanona-Pérez, J.J., Farrera-
Rebollo, R.R., Andraca-Adame, J.A., Arzate-Vazquez, |., Mendez-Mendez,
J.V.y Moreno-Ruiz. 2013. Physical and structural characterization of zein and
chitosan edible films using nanotechnology tools. International Journal of
Biological Macromolecules. 61: 196-203.

Garcia, M.A., Pinotti, A., Martino, M.N. y Zaritzky, N.E. 2009. Characterization of
starch and composite edible films and coating. En: M.E. Embuscado y K.C.
Huber (Ed.). Edible films and coatings for food applications. p:169-210.
Springer, New York.

Galat, A. 1980. Study of the Raman scattering and infrared absorption spectra of
branched polysaccharides. Acta Biochimica Polonica. 27:135-142.

Gwyddion 2.32, Software de uso libre. http://gwyddion.net. Revisado 29/09/13.

Harkins, W. y Jordan, H. 1930. A method for the determination of surface and
interfacial tension from the maximum pull on a ring Journal of the American
Chemical Society. 52:1751-1772.

Jahanmir, J. y Wyant, J.C. 1992. Comparison of surface roughness measured with
an optical profiler and a scanning probe microscope (Invited Paper). Proc.
SPIE 1720, Intl Symp on Optical Fabrication, Testing, and Surface Evaluation.
111:111-118

Janjarasskul, T.y Krochta, M.J. 2010. Edible packaging materials. Annual Review
of Food Science and Technology. 1: 415-448.

Kentish, S., Wooster, T.J., Ashokkumar, M., Balachandran, S., Mawson, R. y
Simons, L. 2008. The use of ultrasonics for nanoemulsién preparation.
Innovative Food Science and Emerging Technologies. 9: 170-175.

Kizil, R., Irudayaraj, J. y Seetharaman. 2002. Characterization of irradiated starches
by using FT-Raman and FTIR spectroscopy. Journal of agricultural and food
Chemistry. 50: 3912-3918.

Kramer, M.E. 2009. Structure and functions of starch-based edible fiims and

coatings. En: M.E. Embuscado y K.C. Huber (Ed.). Edible films and coatings
for food applications. p 113-134. Springer, New York.

68



Krochta, J.M. y De Mulder-Johnston, C. 1997. Edible and biodegradable polymer
films: challenges and opportunities. Food Technology. 51: 61-74.

Leong, T.S.H., Wooster, T.J., Kentish, S.E. y Ashokkumar, M. 2009. Minimising oil
droplet size using ultrasonic emulsification. Ultrasonics Sonochemistry. 16:
721-727.

Lin, D. y Zhao, Y. 2007. Innovations in the development and application of edible
coatings for fresh and minimally processed fruits and vegetables.
Comprehensive Reviews in Food Science and Food Safety. 6: 60-71.

Longares, A., Monahan, F.J., O'Riordan, E.D., y Sullivan, M.O. 2004. Physical
properties and sensor y evaluation of WPI films of varying thickness. LWT
Food Science and Technology. Vol. 37(5): 545-550.

Lopez, O.V., Garcia, M.A. y Zaritzky, N.E. 2008. Film forming capacity of chemically
modified corn starches. Carbohydrate Polymers. 73: 573-581.

Lv, J., Shen, Y., Peng, L., Gou, X. y Ding, W. 2010. Exclusively selective oxidation
of toluene to benzalhehyde on ceria nanocuves by molecular oxygen.
Chemical Communications. 46: 5909-5911.

Magafa-Aleman, F. 2007. Disefio de un material de empaque biodegradable a
base de aislado de proteina de suero adicionado con agentes
antimicrobianos naturales. Tesis para obtener el grado de Maestria en
Ciencia y Tecnologia de Alimentos. Facultad de Quimica. Universidad
Autonoma de Querétaro.

Mason, T.G., Wilking, J.N., Meleson, K., Chang, C.B. y Graves, S.M. 2006.
Nanoemulsions: formation, structure, and physical properties. Journal of
Physics: Condensed Matter. 18: R635- R666.

Maran, J.P., Sivakumar, V., Thirugnanasambandham, K. y Sridhar, R. 2013.
Response Surface modeling and analysis of barrier and optical properties of
maize starch edible films. International Journal of Biological Macromolecules.
60: 412-421.

Marsh, K. y Bugusu, B. 2007. Food packaging-roles, materials and environmental
issues. Jorunal of food science. 72: R39-R55.

Martin-Belloso, O., Rojas-Grai, M.A. y Soliva-Fortuny, R. 2009. Delivery of flavor
and active ingredients using edible films and coatings. En: M.E. Embuscado
y K.C. Huber (Ed.). Edible films and coatings for food applications. p 295-313.
Springer, New York.

69



Mason, T.G., Wilking, J.N., Meleson, K., Chang, C.B. y Graves, S.M. 2006.
Nanoemulsions: Formation, structure, and physical properties. Journal of
Physics-Condensed Matter. 18: R635—R666.

McClements D.J. 2009. Biopolymers in Food Emulsions, en: Kasapis, S., Norton,
I.T. y Ubbink, J.B. 2009. Modern Biopolymer Science. ELSEVIER (Ed.). p.
138-166

McClements D.J. 2011. Edible nanoemulsions: fabrication, properties, and
functional performance. Soft Matter. 7: 2297-2316.

McClements, D.J. y Rao, J. 2011. Food-grade nanoemulsions: Formulations,
fabrication, properties, performance, biological fate and potencial toxicity.
Critical Reviews in Food Science and Nutrition. 51: 285-330.

McHught, T.H. y Krochta, J.M. 1994. Sorbitol vs glycerol plasticized whey protein
edible films: integrated oxygen permeability and tensile property evaluation.
Journal of Agricultural and Food Chemistry. 42: 841-845.

Necas, D. y Klapetek, P. 2012. Gwyddion: an open-source software for SPM data
analysis. Central European journal of physics.10: 181-188.

Olivas, G.l. y Barbosa-Canovas, G. 2009. Edible films and coating for fruits and
vegetables. En: M.E. Embuscado y K.C. Huber (Ed.). Edible films and
coatings for food applications. p 221-244. Springer, New York.

Pavlath, A. E. y Orts W. 2009. Edible films and coatings: Why, What, and How? En:
M.E. Embuscado y K.C. Huber (Ed.). Edible films and coatings for food
applications. p 1-23. Springer, New York.

Pavlovic, Z., Risovic, D. y Novakovic. 2012. Comparative study of direct and indirect
image-based profilometry in characterization of surface roughness. Surface
and interface analysis. 44: 825-830.

Pérez-Gallardo, A., Bello-Pérez, L.A., Garcia-Almendarez, B., Montejano-Gaitan,
G., Barbosa-Canovas, G. y Regalado C. 2012. 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. Starch/Starke. 64: 27-36.

Pérez-Gago, M.B. y Krochta, J.M. 2001. Lipid particle size effect on water vapor
permeability and mechanical properties of whey protein/beeswax emulsion
films. Journal of Agricultural and Food Chemistry. 49: 996-1002

Piermaria, J., Bosch, A., Pinotti, A., Yantorno, O., Garcia, M.A. y Abraham, A. G.
2011. Kefiran films plasticized with sugars and polyols: Water vapor barrier

70



and mechanical properties in relation to their microstructure analyzed by
ATR/FT-IR sectroscopy. Food Hydrocolloids. 25: 1261-1269.

Quezada-Gallo, J.A. 2009. Delivery of food additives and antimicrobials using edible
films and coatings. En: M.E. Embuscado y K.C. Huber (Ed.). Edible films and
coatings for food applications. p: 315-333. Springer, New York.

Ramirez, C., Gallegos, I., Ihl, M. y Bifani, V. 2012. Study of contact angle, wettability
and water vapor permeability in carboxymethylcellulose (CMC) based film
with murta leaves (Ugni molinae Turcz) extract. Journal of Food Engineering.
109: 424-429.

Rasband, W. 2007. ImageJ. http://rsb.info.nih.gov/ij/index.html (consultado en Abril
2013).

Regalado, C., Pérez-Pérez, C., Lara-Cortés, E. y Garcia-Almendarez, B. 2006.
Advances in Agricultural and Food Biotechnology. Research Signpost,
Kerala: 2-18.

Ribeiro, C., Vicente, A., Teixeira, J., Miranda, C. 2007. Optimization of edible
coating composition to retard strawberry fruit senescence. Postharvest
Biology and Technology. 44:63-70.

Romero-Bastida, C.A., Bello-Pérez, L.A., Garcia, M.A., Martino, M.N., Solorza-
Feria, J. y Zaritzky, N.E. 2005. Physicochemical and microstructural
characterization of films prepared by thermal and cold gelatinization from non-
conventional sources of starches. Carbohydrate Polymers. 60: 235-244.

Salopek, B., Krasi¢, D., Filipovi¢, S. 1992. Measurement and application of zeta-
potential. Rudarsko-Geoloko-Naftni Zbornik. 4:147-151.

Salvia-Trujillo, L., Rojas-Gral, A., Soliva-Fortuny R., Martin-Belloso, O. 2012.
Physicochemical Characterization of Lemongrass Essential Oil-Alginate
Nanoemulsions: Effect of Ultrasound Processing Parameters. Food
Bioprocess Technology. 9: 2439-2446

Singh, J., Kaur, L. y McCarthy, O.J. 2007. Factors influencing the physico-chemical,
morphological, thermal and rheological properties of some chemically
modified starches for food applications - A review. Food Hidrocolloids. 21: 1-
22.

Skurtys, O., Velaslquez, P., Henriquez, O., Matiacevich, S., Enrione, J. y Osorio, F.
2011. Wetting behavior of chitosan solutions on blueberry epicarp with or
without epicuticular waxes. Food Science and Technology. 44: 1449-1457.

Stalder, A., Kuli, G., Sage, D., Barbieli, L. y Hoffmann, P. 2006. A snake-based
approach to accurate determination of both contact points and contact angles.

71



Colloids and surfaces A: Physicochemical and engineering aspects. 286:92-
103.

Soliva-Fortuny, R., Rojas-Grall, M.A., Martin-Belloso, O. 2012. Polysaccharide
coatings. En: E. Baldwin, R. Hagenmaier y J. Bai (Ed.). Edible coatings and
films to improve food quality. p 104-136. CRC Press, Florida.

Sorrentino, A., Gorrasi, G. y Vittoria, V. 2007. Potential perspectives of bio-
nanocomposites for food packaging applications. Trends in Food Science &
Technology 18: 84-95

Souza, B., Cerqueira, M., Ruiz, H., Martins, J., Casariego, A., Teixeira, J. y Vicente,
A. 2010. Effect of chitosan-based coationgs on tha shelf life of salmon (Salmo
salar). Journal of Agricultural Food Chemistry. 58: 11456-11462.

Tadros, T., Izquierdo, P., Esquena, J. y Solans, C. 2004. Formations and stability of
nano-emulsions. Advances in Colloids and Interface Science. 108-109: 303-
318.

Tajik, S., Maghsoudlou, Y., Khodaiyan, F., Jafari, S.M., Ghasemlou, M. y Aalami, M.
2013. Soluble soybean polysaccharide: A new carbohydrate to make a
biodegradable film for sustainable green packaging. Carbohydrate Polymers.
97: 817-824.

Tharanathan, R.N. 2003. Biodegradable films and composite coatings: past,
present and future. Trends in Food Science and Technology. 14: 71-78.

Vargas, M., Pastor, C., Chiralt, A., McClements, J.D. y Gonzalez-Martinez, Ch.
2008. Recent advances in edible coating for fresh and minimally processed
fruits. Critical Reviews in Food Science and Nutrition. 48: 496-511.

Velasquez, P., Skurtys, O., Enrione, J., Osorio, F. 2011 Evaluation of Surface free
energy of various fruit epicarps using acid-base and Zisman approaches.
Food Biophysics. 6:349-358

Villada, H.S., Acosta, H.A., Velasco, R.J. 2007. Biopolymers naturals used in
biodegradable packaging. Temas agrarios. 12 (2): 3-13.

Weiss, J., Takhistov, P. y McClements, J. 2006. Functional material in food
nanotechnology. Journal of food science. 71: R107-R116.

Wooster, T.J., Golding, M. Sanguansri, P. 2008. Impact of oil type on nanoemulsion

formation and Ostwald ripening stability. American Chemical Society.
24:12758-12765.

72



Yang, H., lrudayarai, J. y Sakhamuri, S. 2001. Characterization of edible coatings
and microorganisms on food surfaces using Fourier transform infrared
photoacoustics spectroscopy. Applied Spectroscopy. 55: 571-583.

Yang, H., lrudayarai, J. y Paradkar, M.M. 2005. Discriminant analysis of edible oils
and fats by FTIR, FT-NIR and FT-Raman spectroscopy. Food Chemistry. 93:
25-32.

Yu Koroleva, M. y Yurtov, E.V. 2012. Nanoemulsions: the properties, method pf
preparation and promising applications. Rusiian Chemical Reviews. 81: 21-
43.

Zamudio-Flores, P., Bautista-Bafos, S., Salgado-Delgado, R. y Bello-Pérez, L.A.
2009. Effect of Oxidation Level on the Dual Modification of Banana Starch:
The Mechanical and Barrier Properties of Its Films. Journal of Applied
Polymer Science. 112: 822-829.

Zamudio-Flores, P., Vargas-Torres, A., Salgado-Delgado, R. y Bello-Pérez, L.A.
2010. Influence of the Oxidation and Acetylation of Banana Starch on the
Mechanical and Water Barrier Properties of Modified Starch and Modified
Starch/Chitosan Blend Films. Journal of Applied Polymer Science. 115: 991-
998.

Zuidema, H.H. y Waters, G.W. 1941. Ring method for the determination of interfacial
tension. Industrial and Engineering Chemistry. 13: 312-313.

Zapf, C.M. 2009. Application of infrared analysis to edible films. En: M.E.
Embuscado y K.C. Huber (Ed.). Edible films and coatings for food
applications. p: 335-346. Springer, New York.

Zhou, G.H., Xu, X.L. y Lui, Y. 2010. Preservation technologies for fresh meat. Meat
Science. 86: 119-128.

Zisman, W. A. 1964. Relation of the equilibrium contacta angle to liquid and solid
constitution. En: F. M. Fowkes (Ed.). Contac angle wettability and adhesion.
p: 1-51. American Chemical Society. EUA.

73



9. APENDICE

Apéndice 1. Reporte de analisis de potencial Zeta en el software del equipo ZetaPlus.
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Apéndice 2. Imagen en 3D de superficie de pelicula de almidon ACLS

Almidon ACLS

74 um

0 um
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Apéndice 3. Imagen en 3D de superficie de pelicula de almidén OS

Almidon OS

4.3 um

0.0 um

Apéndice 4. Imagen en 3D de superficie de pelicula de almidon Waxy.

Almidon Waxy

26 um

0 um
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Apéndice 5. Grafica para obtener el factor de correccion de tension superficial por
eI metodo de anillo DuNouy
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FIG. 5 CORRECTION FACTOR FOR SURFACE AND INTERFACIAL TENSION

Apéndice 6. Representacion del uso del software “image J” con el paquete “Drop
shape analysis” (agua en superficie de jitomate a los 60 s).
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Apéndice 7. Grafica Zisman de Jitomate.

Grafica Zisman "Jitomate"
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Apéndice 8. Grafica Zisman de Nuez.
Grafica Zisman "Nuez"
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Apéndice 9. Grafica Zisman de Carne de cerdo.

Grafica Zisman "Carne de cerdo"
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