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RESUMEN

RESUMEN

Las peliculas comestibles pueden extender la vida util y mejorar la calidad de los
alimentos actuando como una proteccibn mecanica y una barrera selectiva a la
transmision de gases, vapores, olores, sabores y solutos. Actian como soporte de
acarreamiento de sustancias activas tales como: antimicrobianos, probiéticos,
antioxidantes, entre otros. Se ha sugerido la incorporacion de materiales lipidicos
para aumentar la hidrofobicidad y mejorar la permeabilidad al vapor de agua de las
peliculas. Las peliculas compuestas son un tipo de peliculas que generalmente
estan constituidas por proteinas, polisacaridos (0 una mezcla de ambos) y lipidos
en la forma de bicapa, multicapa o emulsién. Las peliculas emulsionadas
presentan propiedades similares a las de bicapa pero con la ventaja que su

elaboracion se lleva a cabo en un solo paso.

El objetivo del presente trabajo fue: (a) obtener emulsiones dobles W;/O/W, por
dos diferentes complejos de proteina-polisacarido, (aislado de proteina de suero
de leche (WPI)-Pectina de bajo metoxilo (LMP), y WPI- carboximetil celulosa
(CMQ)) y evaluar sus propiedades reoldgicas (estacionarias y dinamicas), medir el
volumen superficial de tamafio de gota; (b) obtener peliculas comestibles por el

vertido de las emulsiones dobles en placa y (c) estudiar el efecto del tiempo de
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RESUMEN

almacenamiento y de la adicion del extracto hidrosoluble de té verde en las

propiedades de las peliculas.

Las Emulsiones estabilizadas por los complejos PBM-WPI (Epgm-wr)) Y CMC-WPI
(Ecmc-wpi) Usadas para la fabricacion de peliculas presentaron un tamafio de
particula de 2.47um y 10.68um, respectivamente. El tamafio de particula de las
emulsiones dobles se incrementd con la adicion del extracto de té verde siendo de

7.15 Hm para ELMP-WPI-Tvy de 14.10 pm para Ecvcwe-Tv.

La viscosidad en las emulsiones Epgmwei Y Ecmcwer €xhibieron curvas de flujo
correspondientes a materiales estructurados tipicos que se caracterizan por
presentar una viscosidad newtoniana a bajas tasas de corte, una region
reoadelgazante en un intervalo de tasa de corte mayor. Este tipo de viscosidades
son caracteristicas de muchos fluidos no newtonianos Los datos experimentales

se ajustaron muy bien al modelo de Carreau modificado (R?>0.979).

La emulsion doble E wp.wpi mostré mayor moédulo de perdida (G”) que de
almacenamiento (G’) en el intervalo de frecuencia estudiado. Por otra parte, la
emulsién Ecwvc.wer €xhibié valores mas altos de G” y G’ a lo largo de todo el
intervalo de frecuencia. Ambos mdodulos mostraron una dependencia significativa a
la frecuencia, la cual se incrementé al aumentar dicho parametro. Este
comportamiento puede deberse a la diferencia de tamafio de las gotas de las
emulsiones dobles. Mientras que el comportamiento general fue mas liquido que
sélido, dentro un intervalo de frecuencia en el que G’ y G” se superponen, lo que
muestra que este comportamiento se relaciona mas con una red embebida en una
matriz suave y la rigidez en esas regiones se puede producir por entrecruzamiento

guimico o fisico.

Las peliculas PBM-WPI (Ppgmwp)) 6 CMC-WPI (Pcucwe)) fueron secadas y

obtenidas a 25°C. La microestructura de las peliculas Ppgmwpi Y Pcomcwer
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obtenidas, en general, se trataron de estructuras compactas, interrumpidas por
pequefias gotas de emulsion. Las peliculas que mostraron una microestructura

mas abierta fueron las peliculas Pcuc-.wei que tuvieron un tamafio de gota mayor.

Las propiedades mecéanicas fueron mayores para las peliculas Ppgm-wpi CON una
resistencia a la tension de 1.49 MPa y un modulo de Young de 119.74 MPa. Los
valores de la permeabilidad al vapor de agua (WVP) de las peliculas no fueron
significativamente diferentes entre P uwp.wpi ¥ Pcmcwpr cOn valores de 1.6-1.5

gmm/m? h kPa, respectivamente.

Las peliculas formadas con las emulsiones adicionadas con té verde (Ppgm-wpi-Tv)
(Pcmc-wei-Tv) favorecieron las propiedades de las peliculas debido a que
presentaron mayor RT y MY que las P vp-wpi Y Pcvc-wpr. Por otro lado, el tiempo
de almacenamiento disminuyd significativamente las propiedades mecéanicas de
las peliculas elaboradas con emulsiones dobles, al parecer durante el tiempo de
almacenamiento de 15 dias sucedié una deshidratacion de las peliculas y/o
cristalizacion de los plastificantes y tensoactivos provocando el cambio de las
propiedades mecanicas, decreciendo la flexibilidad de la matriz de la pelicula y

aumentando la permeabilidad al vapor de agua

Las peliculas con y sin extracto de té verde mostraron porcentajes de
transparencia bajos, pero las menos transparentes fueron las peliculas Pcyc-wei
con un porcentaje de transparencia del 6.81%. El indice de color (IC) de las Pcwc-
wri Y Ppemwpr S€ encontré dentro del intervalo de color de verde oscuro a verde
amarillento; mientras que el indice de color de las peliculas con extracto de té

verde se encontrd en el intervalo de IC verde amarillento.

Las peliculas Pcyc-wei Y Puvp-wel NO presentaron en ningdn momento compuestos
fendlicos ni propiedades antioxidantes. El valor mas alto de fenoles totales

presentado por las peliculas comestibles fue después de haber sido formadas (en
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t=0), siendo significativamente mayor el contenido de fenoles en las peliculas P yp-
wpei-tv (8.10 mg AG/g de pelicula) que en Pceyc.wei-tv (7.85 mg AG/g de pelicula).
Las propiedades antioxidantes y la cantidad de compuestos fendlicos totales de
las P uwp-wei-Tv. Siempre fueron superiores, y el tamafio de particula de estas
emulsiones siempre fue inferior al de Pcmcwei-tv 10 cual podria indicar que el
tamafio de particula de las emulsiones dobles que forman la matriz de la pelicula
juega un papel muy importante en la proteccion y probablemente en la liberacion

de los compuestos fendlicos del té verde.
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ABSTRACT

ABSTRACT

The edible films can extend life and improve food quality by acting as a mechanical
protection and a selective barrier to the transmission of gases, fumes, smells,
tastes and solutes. Act as a support for carrying active substances such as
antibiotics, probiotics, antioxidants, and others. It has been suggested the
incorporation of lipid materials to increase hydrophobicity and improve the water
vapor permeability of films. The composite films usually consist of proteins,
polysaccharides (or a mixture of both) and a lipid bilayer, or multilayer emulsion.
Emulsified films have similar properties to the bilayer ones but with the advantage
that its preparation is done in one step.

The aim of this study was: (a) obtain W1/O/W2 double emulsions by two different
protein-polysaccharide complex (isolated whey protein (WPI)-low methoxyl pectin
(LMP) and WPI- carboxymethyl cellulose (CMC)) and evaluate their rheological
properties (fixed and dynamic), measure the volume of the droplet surface, (b)
obtain edible films by pouring the double emulsion in a plate and (c) to study the
effect of time storage and the addition of water soluble green tea extract on the

properties of the films.
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ABSTRACT

Emulsions stabilized by WPI-LMP-complex (E vp-wp)) and CMC-WPI (Ecmc-wei)
were used for the preparation of films which showed a particle size of 2.47uym and
10.68um respectively. The particle size of double emulsions increased with the
addition of green tea extract to be from 7.15 microns to E_vp-wpi.ct and 14.10

microns for Ecpc.wp-cT-

The viscosity in emulsions E_vp-wpi @and Ecuc-wpr €xhibited flow curves for typical
structural materials that are characterized by a Newtonian viscosity at low shear
rates, a shear-thinning region in a range of higher shear rate. This kind of viscosity
is characteristic of many non-Newtonian fluid, data were fitted well to the modified
Carreau model (R2> 0.979).

The double emulsion E_ vp.wpi Showed greater loss modulus (G") than storage
modulus (G ") in the frequency range studied. In addition, Ecyc.wpi €mulsion
exhibited higher values of G' and G" throughout the entire frequency range. Both
modules showed a significant dependence on frequency which increased when
this parameter was increased too. This behavior may be due to the difference in
droplet size of double emulsions. While the general behavior was more liquid than
solid, within a frequency range in which G ‘and G" are superimposed, showing that
this behavior is related more to a network embedded in a soft matrix and stiffness

in those regions can be produced by chemical or physical cross-linking.

LMP-WPI films (PLMP-WPI) or CMC-WPI (PCMC-WPI) were dried at 25 ° C. The
microstructure of P yp. wpr @and Pcuc-wer films are, in general, compact structures
interrupted by small droplets of emulsion. The films that showed a more open

microstructure were Pcuc.wei films that had a larger drop size.

The mechanical properties were higher for P yp-wei films with a tensile strength of
1.49 MPa and a Young's modulus of 119.74 MPa. The values of water vapor
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ABSTRACT

permeability (WVP) of films were not significantly different between P yp.wp and P

cmc-wp Valued 1.6-1.5 gmm/m2 h kPa, respectively.

The films formed with emulsions with added green tea (P vp-wpi-ct and Pcumc-wpi-cT)
favored the properties of the films because they showed greater RT and MY than
PLvp-wer and Pcemc-wei. On the other hand, the storage time significantly decreased
the mechanical properties of films made with double emulsions, apparently during
the storage period of 15 days followed by a dehydration of the films and / or
crystallization of plasticizers and surfactants, causing change in mechanical
properties, decreasing the flexibility of the film matrix and increasing the water

vapor permeability.

Films with and without green tea extract showed lower percentages of
transparency, but Pcucwe films were less transparent with a transparency
percentage of 6.81%. Color index (CI) of the Pcuyc-wei and Ppyp.wpr Was within the
range of color from dark green to yellowish green, while the color index of the films

with green tea extract was found in the CI interval yellowish green.

Pcvcwer and Prvewper films showed no phenolic compounds and antioxidant
properties. The highest value of total phenols in edible films was after having been
formed (at t = 0), significantly higher phenolic content in the films p vp-wpi-cT (8.10
mg GA / g of film) that in Pcycwei-ct (7.85 mg GA / g of film). The antioxidant
properties and the amount of total phenolic compounds of P yp-wp.cT Were always
higher, and the patrticle size of these emulsions was lower than that of Pcycwer-cT
which could indicate that the particle size of double emulsions that form the matrix
of the film plays an important role in protecting and probably in the release of green

tea’s phenolic compounds.
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INTRODUCCION

1.INTRODUCCION

Las peliculas y recubrimientos comestibles presentan numerosas ventajas sobre los
empagques sintéticos, ademas de ser biodegradables, funcionan como un método de
protecciéon en productos alimentarios y en tabletas farmacéuticas (Gontard y col.,
1993). Una pelicula o recubrimiento comestible es una capa delgada elaborada a
partir de materiales que pueden ser comidos por el consumidor. Es aplicada sobre
los alimentos por medio de inmersion, aspersion o cepillado, funcionando como una
proteccidbn mecanica y una barrera selectiva a la transmision de gases, vapores,
olores, sabores y solutos. (Gennadios y Weller, 1990; Gennadios y col., 1993; Miller y
Krochta, 1997).

Las peliculas compuestas son un tipo de peliculas que generalmente estan
constituidas por proteinas, polisacaridos (0 una mezcla de ambos) y lipidos en la
forma de bicapa, multicapa o emulsion. La peliculas en bicapa tienen mejores
propiedades de barrera al vapor de agua que las peliculas emulsionadas pero su
elaboracion requiere de varios pasos, mientras que las peliculas emulsionadas tienen

propiedades mecanicas casi similares y su preparacién consiste un solo paso (Kester

Evaluacion de propiedades mecanicas, dpticas, antioxidantes y de barrera de peliculas comestibles
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INTRODUCCION

y Fenema, 1989). En las peliculas emulsionadas, el tamafio de las particulas de
lipidos tiene una gran influencia en la permeabilidad al vapor de agua (PVA). De
acuerdo a Debeaufort y Voilley, (1995) y Perez-Gago y Krochta, (2001), la eficiencia
de las propiedades de barrera aumenta cuando decrece el tamafio de glébulo de
lipido y cuando su distribucion es homogénea. No obstante, la permeabilidad al vapor
de agua frecuentemente también es asociada al tipo de proteina o polisacarido con el

que se fabrica la pelicula (Morillon y col., 2002).

Cada tipo de pelicula es especifica para su aplicacién y tienen un gran potencial
como soporte de acarreamiento de sustancias activas tales como: antioxidantes,
sabores, nutrientes y compuestos antimicrobianos que pueden alargar la vida de
anaquel de un producto (Delves-Broughton y col., 1998; Rojas-Grau y col., 2006;
Quintero y col., 2006; Han y Krochta 2007; Tapia y col., 2007). En especial, la
incorporacion de sustancias naturales a peliculas comestibles con actividad
antioxidante (extracto de borraja, ginseng, té verde, entre otros) se han convertido
recientemente en una opcion importante para la sustitucion de antioxidantes
sintéticos que a altas concentraciones podrian resultar un riesgo para la salud

(Goémez-Estaca y col., 2009; Norajit y col., 2010; Siripatrawan y Harte, 2010).

Una de las fuentes de antioxidantes naturales mas reconocida es el té verde
(Camellia sinensis) por su contenido en polifenoles, siendo las catequinas.los
compuestos mayoritarios. Estudios han mostrado diversas propiedades
farmacolégicas de las catequinas en las que se incluyen: antioxidantes,
antiinflamatorias, anticancerigenas, antiarterioescleréticas y efectos antibacteriales,

por mencionar algunas. Sin embargo, estos polifenoles del té verde son compuestos
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labiles y cambian durante el tiempo de almacenamiento, el periodo de calentamiento
y con el pH (Zhu y col, 1997; Wang y col., 2000).

Se requiere de propuestas y estrategias para adicionar éste tipo de compuestos
funcionales a los alimentos, que permitas mantener sus propiedades benéficas. Una
posibilidad de gran potencial la constituye el uso de las emulsiones dobles agua-
aceite-agua denominadas W1/O/W5 (por sus siglas en ingles: water-oil-water). Estas
son sistemas complejos, denominados “emulsion de emulsiones”. Algunos ven las
emulsiones multiples como sistemas en los cuales dos liquidos estan separados por
un tercer liquido que es inmiscible con cualquiera de los liquidos originales. Muy a
menudo los dos liquidos separados son del mismo tipo. Las emulsiones dobles
W1/O/W; son sistemas de tres fases en los que gotitas de aceite (O) que contienen
una fase acuosa interna (W;) estan dispersas en una fase acuosa externa (W)
(Davis y Walker, 1987; Matsumoto y Kang, 1989).

Las emulsiones dobles W;/O/W, presentan muchas posibilidades para la liberacion
controlada de sustancias activas hidrosolubles atrapadas en las gotas internas.
Ademas, tienen grandes ventajas sobre las emulsiones convencionales, como la
reduccion del contenido de grasa, enmascaramiento de sabor y proteccion de
ingredientes labiles o probidticos sensibles. (Rodriguez-Huezo y col., 2004; Lobato-
Calleros y col., 2006), Sin embargo, las emulsiones dobles son termodinamicamente
inestables debido a la coalescencia, floculacion, al cremado y a la difusion de
moléculas de agua de la fase acuosa interna hacia la fase acuosa externa o
viceversa. Desde hace tiempo, diversas investigaciones se han enfocado en mejorar
la estabilidad y la liberacibn de especies activas, pequefias moléculas de
surfactantes han sido progresivamente reemplazadas por mezcla de emulsificantes

poliméricos que brindan estabilidad a la emulsion, y aseguran una mejor
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encapsulacion y liberacion controlada de sustancias atrapadas en las gotas internas
de los glébulos de la emulsion doble. Por otra parte, el uso de complejos proteina-

polisacéarido estabiliza la emulsién doble.

Jiménez—Alvarado y col., (2009) reportaron que la emulsibn doble W;/O/W,
incorporando hierro bisglicinado en la fase acuosa interna y estabilizadas con
complejos proteina-polisacarido (concentrado de proteina del suero de leche (WPC)
—goma arabiga de mezquite) presentaron buena estabilidad, eficiencia de
encapsulacioén, proteccion contra la oxidacion y una velocidad de liberacion lenta. Los
complejos proteina-polisacarido brindan resistencia a las emulsiones al estrés del
entorno como pH, fuerza idnica y temperatura (McClements, 2005). Sin embargo, las
caracteristicas de adsorcion de los complejos y la estructura de la mezcla de los
biopolimeros en la interfase aun no han sido del todo entendidas. El control de
interacciones de tipo proteina-polisacarido ayudan en el disefio de peliculas
emulsionadas con propiedades comparables a aquellas peliculas en bicapa y, en
este sentido, el analisis reoldgico puede proporcionar una informacion basica sobre
la microestructura y las propiedades de barrera en relacion a la composicion de la
emulsién doble. (Xu y col., 2006).

En objetivo del presente trabajo fue: (a) obtener emulsiones dobles W,/O/W, por dos
diferentes complejos proteina-polisacarido, y evaluar sus propiedades reoldgicas
(estacionarias y dindmicas), medir el volumen superficial de tamafio de gota; (b)
obtener peliculas por vertido de las emulsiones dobles en placa y (c) estudiar el
efecto del tiempo de almacenamiento y de la adicion del extracto hidrosoluble de té

verde en las propiedades de las peliculas.
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2.REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Peliculas y recubrimientos comestibles

2.1.1 Definicion e historia

De acuerdo a lo reportado por McHugh (2000) un recubrimiento comestible es
definido como una capa delgada que forma una cubierta sobre el alimento, y una
pelicula comestible es una capa preformada y delgada, la cual una vez elaborada

puede ser colocada sobre el alimento.

El uso de peliculas y recubrimientos comestibles para extender la vida atil de los
alimentos no son un nuevo concepto, sin embargo, han ganado importancia en la
actualidad. En China durante los siglos Xll y Xlll se aplicaban recubrimientos
elaborados a base de cera. Los chinos notaron que con éste método la perdida de

agua y la fermentacion de los alimentos se llevaban a cabo mas lentamente. En el
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siglo XVI, se aplicaban recubrimientos de manteca en carne para evitar su
desecacion. (Kester y Fennema, 1986). En general, los recubrimientos mayormente
utilizados durante esa época eran los elaborados a base de ceras, aceite y grasas y
se usaban principalmente para la prevencion del transporte de humedad y el
oscurecimiento de alimentos; los recubrimientos de sacarosa eran empleados para la
prevencion de la rancidez en nueces, almendras y avellanas (Debeaufort y col.,
1998). A principios de los afios 30s Estados Unidos, la cera de parafina se aplico
como cubierta en frutas citricas. En los afios 50s la cera de carnauba en emulsion
O/W (por sus siglas en ingles: oil-in-water) se utiliz6 como recubrimiento en frutas
frescas vegetales (Kaplan, 1986). A finales de esa misma década, se comenzaron a
tener los primeros reportes cientificos y patentes sobre peliculas y recubrimientos
comestibles hechos a base de una gran variedad de polisacaridos, proteinas y lipidos

solos 0 mezclados (Kester y Fennema, 1986).

Gennadios y col. (1997) reportaron el potencial que tienen la aplicacion peliculas y/o
recubrimientos comestibles para mejorar la calidad de productos frescos, congelados
y procesados de carne, aves y mariscos retardando la pérdida de humedad,
reduciendo la oxidacion de lipidos y decoloracion, encerrando sabores volatiles, y
funcionando como acarreadores de aditivos para alimentos como antimicrobianos y
agentes antioxidantes. Recientemente, Rojas-Grau y col. (2009) remarcaron la
importancia de un nuevo desarrollo de tecnologia enfocado a la produccion de
pelicula y recubrimientos comestibles con mejores propiedades. Hasta el momento,
la mayoria de estudios sobre la aplicacion de peliculas comestibles en alimentos sélo

han sido conducidos a nivel laboratorio.
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2.1.2 Funcién de las peliculas comestibles

De acuerdo con Kester y Fennema (1986), el disefio de peliculas comestibles no
tiene como objetivo sustituir el uso de materiales sintéticos para la fabricacién de
empaques y peliculas. La finalidad del uso de peliculas comestibles es actuar como
una barrera para mejorar la calidad de alimentos en general y extender su vida util,

ademas de llevar a cabo otras funciones importantes como se muestra en la tabla
2.1 (Torres, 1994).

Tabla 2.1. Funcién de las peliculas comestibles

Controlar la perdida de humedad
Controlar el intercambio de gases (O, CO,, C,Hy)
Controlar la perdida de compuestos volatiles
Contener aditivos
Prevenir la pérdida de color
Controlar la pérdida o intercambio de sabor
Prevenir o controlar la fotodegradacién-oxidacién

Mejorar las propiedades mecéanicas y de manejo de los

alimentos
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2.1.3 Métodos de aplicacién

Existen varios métodos de aplicacion de peliculas (casteo o vaciado) vy
recubrimientos (inmersion, aspersion, entre otros). Los mas utilizados son explicados

a continuacion.

Inmersién

Este método se basa principalmente en la inmersion del alimento dentro de una
solucién formadora de peliculas (SFP) elaborada a base de materiales comestibles.
Después de la inmersion, la solidificacién del recubrimiento se lleva a cabo medio de
la desecacion del la SFP. La aplicacion en alimentos es muy amplia debido a que se
emplea tanto en superficies uniformes como irregulares. Esta técnica ha sido
utilizada para la aplicacion de recubrimientos de monoglicéridos acetilados en
carnes, pescado, y carne de aves, y para la aplicacién de recubrimientos de cera en

frutas y vegetales.

Aspersion

En este método la SFP se esparce en gotas pequefias para la formacion de cubierta
uniforme sobre el alimento. Al contrario de la inmersién, la aspersibn es mas
conveniente para la aplicacion de una pelicula sobre algun sitio especifico del
alimento. La aspersibn es el método mas empleado en la aplicacion de

recubrimientos para alimentos.
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Casteo o vaciado

Esta técnica, es la mas utilizada para la formacién de peliculas, ademas de facil. La
fabricacion de peliculas se lleva a cabo por medio del vaciado en placa de una SFP
elaborada con materiales comestibles, la cual subsecuentemente es secada. Este
método permite tener control en el espesor de la pelicula. Después del secado, la

pelicula comestible puede ser aplicada en un alimento.

2.1.4 Mecanismo de formacion

El mecanismo de formacién de la mayoria de peliculas se lleva a cabo por medio de
evaporacion de solvente. Cuando una solucion de polimeros es aplicada en una
superficie, se comienzan a formar enlaces entre las cadenas poliméricas, al mismo
tiempo, el solvente se evapora lentamente para solidificacion de la pelicula (Banker,
1996).

2.1.5 Materiales formadores de peliculas

Existen varios materiales naturales formadores de peliculas y / o recubrimientos
comestibles tal y como se muestra en la figura 2.1. Estos materiales se clasifican en
tres tipos de biomoléculas: proteinas, polisacaridos y lipidos (Kester y Fennema,
1986). Los lipidos tienen propiedades emulsificantes y plastificantes que incrementan
flexibilidad de las peliculas. Los lipidos, debido a su caracter hidrofébico, brindan

mejores propiedades de barrera al vapor de agua que las proteinas y polisacaridos,
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pero tienen bajas propiedades de barrera a gases. Por otro lado, los polisacaridos y
proteinas, forman peliculas con buenas propiedades de barrera al oxigeno y dioxido
de carbono. Cada tipo de pelicula o recubrimiento tiene sus propias caracteristicas y

es especifica para su aplicacion.

Origen animal Origen marino
Colageno/gelatina Quitina/quitosano
WPI, Albumi:ade\hue-vo /
Fuentes
naturales de
Biopolimeros

Ori ol Origen microbiano
Hgenagricola Goma xantana, Pullulan,

Acido polilactico,
Polihidroxialcanoatos,

Lipidos/grasas Hidrocoloides
Cera de abeja, |

Cera de carnauba,

Acidos grasos libres l l
Prpteinas Polisacaridos
Zeina, soya, Carragenato, Celulosa,
gluten de trigo Fibra, Agar, almidon,

pectinas/ gomas

Figura 2.1. Fuentes naturales de materiales formadores de peliculas comestibles.
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2.1.5.1 Agentes plastificantes

Las propiedades mecanicas de las peliculas comestibles en la mayoria de los casos
son mejoradas empleando materiales plastificantes como: acidos grasos y polioles
entre los que se encuentran el sorbitol, glicerol, propilen glicol y polietilen glicol.
Aungue no es muy comun, los acidos grasos también han sido utilizados como
plastificantes en peliculas y recubrimientos. Sin embargo, el mejor plastificante hasta
ahora es, por supuesto, el agua. En general los plastificantes son componentes de
baja masa molecular que trabajan como espaciadores entre las cadenas poliméricas
decreciendo las fuerzas intermoleculares; incrementando la flexibilidad de las
cadenas y su extensibilidad (Cuq y col., 1995). El plastificante bajo condiciones
normales de almacenamiento puede afectar la flexibilidad y las propiedades de
barrera. Cuando los plastificantes se cristalizan pueden tener un efecto
“antiplastificante”, decreciendo la flexibilidad de la matriz de la pelicula, mientras

aumenta la permeabilidad (Dangaran y Krochta, 2007).

2.1.5.2 Tensoactivos

Los tensoactivos son moléculas, que estabilizan la tension superficial, estan
constituidos por dos fracciones diferentes: una parte polar que se solubiliza en agua,
y otra no polar, que lo hace mejor en lipidos. Mezclados con soluciones acuosas de
proteina-lipido o polisacarido-lipido producen peliculas compuestas. Los

tensoactivos, también llamados emulsificantes, estabilizan las mezclas de los
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liquidos inmiscibles, un ejemplo son las emulsiones. En las peliculas emulsionadas
los tensoactivos juegan un papel muy importante para que la distribucion del material
oleoso sea homogénea en toda la superficie. También son usados para incrementar
la adhesion entre la superficie de los alimentos y el recubrimiento, o entre dos capas

de diferente polaridad dentro de una pelicula multicapa.

De acuerdo a lo reportado por Gontard y col., (1994) y Fairley y col., (1996) los
emulsificantes SDS o monoesteratos de glicerol pueden tener un efecto plastificante
en las peliculas comestibles. Chien-Hsien y col., (2009) reportaron que a medida que
aumenta el HLB (por sus siglas en inglés: Hydrophile-Lipophile Balance) y la
concentracion de los tensoactivos, la permeabilidad del vapor de agua y la
resistencia a la tensién de las peliculas compuestas de almidon de tapioca-goma de
hoja de hsian-tsao decrecen. Por otra parte, una alta concentracion de tensoactivos
puede decrecer las propiedades oOpticas de las peliculas comestibles (Trezza y
Krochta, 2000; Villalobos y col., 2005).

2.1.6 Peliculas de proteina

Las proteinas provenientes de fuentes como: maiz, leche, trigo y soya son
biomateriales empleados para la fabricaciéon de peliculas. Cada tipo de proteina
brinda distintas propiedades fisicoquimicas, de barrera y mecanicas a las peliculas
comestibles. Las peliculas de proteina, al igual que las peliculas de polisacéridos,
tienen una permeabilidad al vapor de agua relativamente alta de aproximadamente

dos a cuatro 6rdenes de magnitud que las un empaque polimérico convencional de
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polietileno, polipropileno y poliéster (Gennadios y col., 1993; McHugh, y Krochta,
1994). La resistencia de las peliculas de proteina a la difusién del vapor de agua es
atribuida a la hidrofobicidad de las proteinas y a los niveles significativos de
plastificantes, como glicerol y sorbitol, incorporados dentro de la pelicula para
impartir una flexibilidad adecuada. Por otra parte, se ha reportado que las peliculas
de colageno, gluten, zeina, proteina de soya y aislado de proteina tienen buenas

propiedades de barrera al oxigeno en ambientes de baja humedad relativa.

2.1.6.1 Generalidades y fabricacién peliculas del aislado de proteina de

suero de leche.

El suero de leche es un subproducto proveniente de la manufactura de quesos. El
aislado de proteina de suero de leche WPI (por sus siglas en inglés: whey protein
isolated) contiene un 90% de proteina y un 10% de otros compuestos como lipidos,
lactosa y minerales. Esta integrado en su mayoria por cuatro tipos de proteinas: a-
Lactoalbuminas (20%), B-lactoglobulinas (50%), albuminas (7%), inmunoglobulinas
(10%) y polipéptidos (3%).

B-lactoglobulina

La B-lactoglobulina contiene 162 residuos de aminoacidos en su estructura primaria,

como se muestra en la figura 2.2.
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La B-lactoglobulina en su estructura secundaria contiene un 10% de a-hélices, 43%
laminas B antiparalelas y 47% de estructura desordenada. La presencia de dos
enlaces disulfuro y de un grupo tiol libre, provoca una estructura espacial
relativamente rigida, este grupo tiol libre puede variar entre los residuos de amino
acidos 119y 121 (Cheftel y col., 1989). La proteina es de tipo globular con una masa
molecular de 18,400 Da (Kontopidis y col., 2004). Las B-lactoglobulinas se pueden
asociar segun el pH del medio: se presenta como monémero arriba del pH 8, como
dimero en un intervalo de pH entre 5y 8 y se polimeriza en octamero cuando el pH
varia de 3.5 a 5.2 (Galvez y col., 2006). La interaccion de grupos tioles e hidrofébicos
de las B-lactoglobulinas después de la termo-desnaturalizacion son los responsables

primarios de la formacion de peliculas (Maté y Krochta, 1996).

1 10 A/Dr
H.Leu-Ile-Val-Thr-Gln-Thr-Met-Lys-Gly-Leu-Asp-Ile-Gln-Lys[Val-Ala-Gly-Thr-Trp-Tyr—

21 30
Ser-Leu—Ala-Met-Ala-Ala-Ser—Asp-Ile-Ser—Leu-Leu-Asp-Ala-Gln-Ser—-Ala-Pro-Leu-Arg-]

41 50
Val-Tyr-Val-Glu-(Glu)-Leu-Lys-Pro-Thr-Pro-Glu-Gly-Asp-Leu-Glu-Ile-Leu-Leu-Gln-Lys—

Gln (variante D) His (variante C)

61 70

Trp—Glu—Asn—Gly—Glu—Cys—Ala—Gln—Lys—Lys—I1e~f1e—A1q—Glu—Lys—Thr-Lys—Ile—Pro-Ala-
Ausente en la variante A

81 90
Val-Phe-Lys—Ile-Asp-Ala-Leu-Asn—-Glu-Asn-Lys—-Val-Leu-Val-Leu-Asp-Thr—-Asp-Tyr-Lys—

101 e B v —

Lys-Tyr—Leu‘Leu-Phe—C§s—Met—Glu—Asn-Ser—Ala-Glu—Pro—Glu~Gln—Ser—Leu—AIa—Cys-Gln—
- _ val (variante A)

C

121

%H 130 "

Cys—Leu-Val-Arg-Thr-Pro-Glu-Val-Asp-Asp-Glu-Ala-Leu-Glu-Lys-Phe-Asp-Lys—Ala-Leu-

141 150
Lys—Ala-Leu-Pro-Met-His-Ile-Arg-Leu-Ser-Phe-Asn-Pro-Thr-Gln-Leu-Glu-Glu-Gln-Cys—

161 162
His-Ile.OH

Figura 2.2. Estructura primaria de la p-lactoglobulina (Cheftel y col., 1989).
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a-Lactoalbumina

Es la segunda proteina en importancia del suero de la leche y al igual que la B-
lactoglobulina es una proteina globular Tiene actividad bioldgica ya que es parte
constitutiva del sistema enzimatico requerido para la sintesis de la lactosa. La masa
molecular reportada de la a-Lactoalbumina varia entre 15 y 16 kDa; sin embargo, la
masa calculada a partir de la composicion de residuos de aminoacidos es de 14,437
Da (Ebner y Brodbeck, 1968). En la figura 2.3 se puede observar que la a-
Lactoalbumina contiene residuos de acido glutamico y leucina en posiciones
terminales, también tiene un alto contenido de residuos de tript6fano en toda su
estructura y cuatro enlaces disulfuro. No presenta grupos sulfhidrilo libres a pesar de
alto su contenido de cisteina. Al igual que la B- lactoglobulina, se puede cristalizar
facilmente y muestra fenbmenos complejos de asociacion-disociacion dependientes

del pH y de cambios conformacionales.

1 [ 10
H.Glu-Gln-Leu-Thr-Lys—Cys—Glu-Val-Phe—-(Arg)-Glu-Leu-Lys—Asp-Leu-Lys-Gly-Tyr-Gly-Gly-
Gln (variante A)

21 30
Val—Ser—Leu—Pro—Glu—Trp—Va1—C%s—Thr—Thr—Phe—His—Thr—Ser—Gly—Tyr—Asp—Thr—Glu—Ala—

41 50
Ile-Val—-Glu-Asn—-Asn—-Gln-Ser-Thr—-Asp-Tyr—-Gly—-Leu—-Phe-Gln-Ile—-Asn—-Asn-Lys-Ile-Trp—

[61 70 I
Cys—Lys—-Asn—-Asp-Gln-Asp-Pro-His-Ser-Ser—-Asn-Ile-Cys—-Asn-Ile-Ser-Cys—Asp-Lys—Phe-

81 90
Leu-Asn—-Asn—-Asp-Leu-Thr—-Asn-Asn-Ile-Met—-Cys-Val-Lys—Lys—Ile-Leu-Asp-Lys-Val-Gly-

101 110
Ile-Asn-Tyr-Trp-Leu—Ala-His-Lys—Ala-Leu-Cys—Ser—-Glu-Lys—Leu-Asp—-Gln-Trp-Leu-Cys—
(IS

121 123
Glu-Lys—Leu.OH

Figura 2.3. Estructura primaria de la a-Lactoalbumina (Cheftel y col., 1989).
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La capacidad de interaccion de las proteinas del suero con moléculas de la misma o
de otra especie, polisacéridos y/o lipidos, las convierte en un material versatil para su

aplicacion en productos alimenticios.

El aislado de proteina de suero de leche es un biomaterial de gran interés para la
fabricacion de peliculas transparentes, flexibles e inodoras (Gennadios y col., 1997;
Miller y Krochta, 1997). Las condiciones de temperatura y pH influyen en gran
medida en la formacién de los enlaces que estabilizan la matriz de pelicula y por
ende las caracteristicas mecéanicas y funcionales. La carga neta de las proteinas esta
directamente relacionada con el pH de la solucion proteica formadora de pelicula, la
variacion del pH lleva, por lo tanto, a cambios en la estructura de la pelicula. Por otra
parte, las proteinas del aislado de suero de leche son desnaturalizadas por el efecto
de la temperatura, debido a la ruptura y/o modificacion de enlaces no covalentes que
estabilizan las estructuras secundaria y terciaria. Cuando la estructura secundaria y
terciaria se desdoblan es posible la formaciébn de nuevos enlaces intra e
intermoleculares, incluyendo enlaces disulfuro (S-S), interacciones electrostéaticas e
hidrofébicas que reducen el agua vinculante (Pelegrine y Gasparetto, 2005).

Perez-Gago y col., (1999) mencionan que en un intervalo de pH de 4 a 8 se forman
peliculas sin la aplicacion de tratamiento térmico a las SFP de WPI. Ellos atribuyen la
formacion de la matriz de la pelicula a la desnaturalizacion del WPI por el efecto del

pH y a la formacién de enlaces S-S.
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2.1.7 Peliculas comestibles de polisacaridos

Los polisacaridos son moléculas solubles en agua y de masa molecular considerable.
Nispero-Carriedo (1994) ha hecho una revision sobre la formacién y las propiedades
de peliculas comestibles elaboradas con diferentes tipos de polisacaridos entre los
gue se encuentran: los almidones y derivados de almidones, los alginatos, los
derivados de celulosa, las carrageninas, varias gomas producidas por
microorganismos, el quitosano, y las pectinas. Generalmente en peliculas las
propiedades funcionales de estos materiales hidrofilicos dependen directamente del
contenido de agua y de la humedad relativa circundante. Las propiedades de barrera
y mecanicas de las peliculas de polisacéaridos estan fuertemente relacionadas con el
contenido de agentes plastificantes, agua y glicerol, dentro de sus matrices (Gontard
y col.,, 1993). La aplicacién de estas peliculas en frutas y vegetales han sido
utilizadas principalmente para la modificacion de atmosferas internas (Drake y col.,
1987). Las peliculas de polisacaridos son flexibles, transparentes, inodoras y con
baja permeabilidad al vapor de agua, debido a estas caracteristicas, diversos
trabajos de investigacion relacionados con el tema han sido enfocados en su uso
para la conservacion de frutas y vegetales, principalmente (Diab y col.,, 2001;
Durango y col., 2006; Tzoumaki y col., 2009).

2.1.7.1 Pectina

Las pectinas pertenecen a una familia compleja de polisacéaridos. Son extraidas de la
pared celular de las plantas y citricos como lima, limén y naranja; o de manzana.

Tienen una mas molecular que varia entre 50 y 100 kDa. Las pectinas son estables a
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valores de pH bajos, entre 3 y 45 (May, 1990). En su estado nativo es un
heteropolisacarido integrado por moléculas de &cido galacturénico, unidas por
enlaces glucosidicos a-D-(1,4) los cuales son interrumpidos con un pequefio nimero
de unidades de a-L-ramnosa enlazadas en posicion 1-2. La estructura molecular de
la pectina comprende regiones ramificadas con una cadena de ramno-galacturonano.
Estas regiones altamente ramificadas también contienen otras unidades de
carbohidratos unidas por enlaces glucosidicos a las unidades de a-L-ramnosa o de
acido galacturonico. Las cadenas largas de residuos de acido galacturénico
enlazados en a-D-(1,4) son comunmente denominadas regiones “lisas” mientras que

las regiones ramificadas son denominadas regiones “erizadas” (May, 1990).

Por convencion, la pectina esté clasificada por el grado de esterificacién. De acuerdo
a esto, una pectina de alto éster o de alto metoxilo HM (por sus siglas en inglés: high
metoxyl) indica que su grado: esterificacion es mayor al 50%, mientras que si es
menor al 50%, la pectina es llamada de bajo éster o de bajo metoxilo LM (por sus

siglas en inglés: low methoxyl), como se muestra en la figura 2.4.

La viscosidad de sus dispersiones, al igual que la de otros polisacéridos, se
incrementa a medida que aumenta la masa molecular; en el caso de las pectinas, la
viscosidad es mayor cuanto mas se incrementa el grado de esterificacion. Las
pectinas de LM pueden formar geles en presencia de cationes calcio. Por otra parte,
las pectinas de HM forman geles a valores bajos de pH y en presencia de sacarosa a

altas concentraciones. Las propiedades reolégicas de los geles de pectina, color y
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apariencia estan influenciadas por su grado de polimerizacion y metoxilacién (May,
1990; Tang y col., 2001).

Fishman y col., (2004) sefialan la importancia que tienen la proporcion y la
concentracion de los polisacaridos: pectina y de quitosano mezclados con

plastificante para la formacion de peliculas con buenas propiedades de barrera y
mecanicas.

Figura 2.4. Estructura molecular de pectina de: (a) Bajo metoxilo, (b) Alto metoxilo.
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2.1.7.2 Carboximetilcelulosa

La carboximetilcelulosa (CMC) es el derivado mas importante derivado de la
celulosa, y principalmente ha sido usada en aplicaciones alimentarias como

estabilizante debido a sus propiedades de viscosidad y de retencion de agua.

En la figura 2.5 se muestra la estructura molecular de CMC correspondiente a un
polimero aniénico con estructura lineal en donde los atomos de hidrégeno de los
grupos hidroxilo de la celulosa son reemplazados por sustituyentes carboximetil, -
CH,COO" (Baar y col., 1994; Heinze, 1998). Las cadenas de glucopiranosa se unen
mediante enlaces B (1-4). La CMC contiene polisacéaridos hidrofébicos y muchos
grupos hidrofilicos carboxilo, y por lo tanto tiene caracteristicas hidrofilicas. Es un
polisacarido soluble en agua o en soluciones agua-etanol y compatible con

surfactantes.

La CMC produce peliculas solubles en agua, resistentes a grasas y aceites
(Gennadios y col., 1997). Las peliculas elaboradas con CMC han sido aplicadas en
frutas y vegetales actuando como una barrera al oxigeno, aceite 0 humedad (Krumel
y Lindsay 1976; Tzoumaki y col., 2009).
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Figura 2.5. Estructura molecular de la carboximetilcelulosa.

2.1.8 Peliculas con sustancias activas

Las peliculas comestibles elaboradas a partir de biomateriales funcionan como un
soporte de acarreamiento de sustancias activas tales como: agentes para evitar el
oscurecimiento, antimicrobianos, colorantes, sabores y nutrientes (Rojas-Gral y col.,
2006; Han y Krochta 2007; Tapia y col., 2007). Ademas de contener y proteger al
alimento, las peliculas comestibles pueden llevar a cabo una funcién especifica
dependiendo del compuesto activo incorporado dentro de su matriz. Una de las
grandes ventajas que presenta el uso de peliculas adicionadas con compuestos
funcionales es la liberacion gradual de éstos hacia la superficie del alimento aplicado.
En la tabla 2.2 se reportan algunos ejemplos de peliculas adicionadas con

sustancias activas.
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Tabla 2.2. Sustancias activas incorporadas en matrices de peliculas comestibles.

Biomaterial

Proteina de soya

Aislado de
proteina del

suero de la leche

Zeina

Almidoén de

tapioca

Goma gelana

Quitosano

Sustancia activa

Nisina y/o extracto de
semilla de uva o té verde.

Aceites esenciales de
orégano
y pimienta

Aceites esenciales de
orégano, romero y ajo

a-tocoferol y ascorbil
palmitato

Lizosima, albuminay EDTA

Extracto de té verde

Bifidobacterium lactis Bb 12

Aceite de ajo, sorbato de
potasio o nisina.

Extracto de té verde

Funcién

Antimicrobiana

Antimicrobiana

y antioxidante

Antimicrobiana

Antimicrobiana

y antioxidante

Antimicrobiana

y antioxidante

Antimicrobiana

Probiética

Antimicrobiana

Antioxidante

Referencia

Theivendran y col., (2006)

Oussalah y col., (2004)

Seydim y Sarikus, (2006)

Han y Krochta, (2007)

Guchilmez y col., (2007)

Po-En y Lih-Shiuh, (2010)

Tapia y col., (2007)

Pranoto y col., (2005)

Siripatrawan y Harte, (2010)
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2.1.8.1 Peliculas con antioxidantes

La incorporacion de ascorbil palmitato, a-tocoferol y aceites esenciales dentro de
peliculas o recubrimientos, puede evitar la oxidacion de los acidos grasos en
alimentos (Tovar col., 2005; Salmieri y Lacroix, 2006; Han y Krochta, 2007; Po-En y
Lih-Shiuh, 2010). Las peliculas elaboradas a partir de las proteinas y/o polisacaridos
adicionadas con extractos naturales y aceites esenciales tales como orégano, salvia,
té verde, romero, ajo y pimiento morrdn tienen efectos antimicrobianos vy
antioxidantes, pueden ser Utiles en la industria alimentaria para inhibir el crecimiento
de bacterias patdgenas o causantes de la descomposicion de alimentos como
Salmonella y Pseudomonas. Ademas, pueden ser aplicadas en productos derivados

de carnes rojas, aves y mariscos (Oussalah y col., 2004).

2.1.8.2 Té verde

El té verde, es nativo de China, y al igual que el té negro se obtiene de la misma
especie de planta, Camellia sinensis. El té verde es preparado por medio de un
proceso no fermentado donde es secado con vapor de agua para inactivar a la
enzima polifenol oxidasa y con esto, evitar la oxidacion. Los componentes del té
verde incluyen a los polifenoles (catequinas y flavonoides), alcaloides (cafeina,
teobromina, teofilina, etc), aceites volatiles, polisacaridos, aminoacidos libres, lipidos,
vitaminas (por ejemplo, vitamina C), elementos inorgénicos (aluminio y manganeso),
etc. Los polifenoles del té, anteriormente llamados taninos del té, también son
conocidos como flavonoides del té. Las catequinas son la forma mas predominante
de polifenoles en el té verde. De hecho, las catequinas son los antioxidantes mas

poderosos conocidos entre los fenoles de las plantas. En hojas frescas, las
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catequinas principales son (-)-epicatequina (EC), (-)-epigalocatequina (EGC), (-)-
epicatequina galate (ECG), (-)-epigalocatequina galate (EGCG), catequina (C), y
galocatequina (GC). La (-)-epigalocatequina galate (EGCG) es la mas abundante de
las catequinas, seguida por EGC, ECG y EC. Estas estructuras son mostradas en la

figura 2.6.

OH OH OH

OH @rOH @rOH
H H H
O.l.- 0dl.-
ln'OH I-.‘OH ..'H
H
OH on M oy DOH
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(-) Epicatequina galato (+) Epigalocatequina galato

Figura 2.6 Estructura de las catequinas mayoritarias del té verde (Camellia sinensis).

Las catequinas han recibido una gran atencion por sus grandes actividades
biolégicas como antioxidantes, anticancerigenas, antiinflamatorias, antiartritico,
antimutagénicas, antimicrobianas, antialérgicas, quemador de grasa, entre otras (Frei
y Higdon, 2003; Gramza y Korczak, 2005; Nihal y col., 2005; Zaveri, 2006). Sin
embargo, Se ha reportado que sus propiedades funcionales se pierden gradualmente
debido a que son compuestos labiles que cambian durante el tiempo de

almacenamiento, el periodo de calentamiento y con el pH (Zhu y col, 1997; Wang y
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col., 2000; Stach y Schmitz, 2001; Muzolf y col., 2008).Estudios clinicos recientes
han determinado en pacientes enfermos de cancer que la dosis maxima de extracto
de té verde tolerada es de 4.2 g en una dosis 6 1.0 g tres veces por dia. Estos
estudios demostraron que el extracto de té verde es tolerado por el organismo y
relativamente no toxico en dosis de hasta 4 g por dia (Pisters y col., 2001; Chow y
col., 2005).

El extracto de té verde tiene una gran potencial en la aplicacion en el disefio de
nuevos alimentos funcionales gracias a su actividad antioxidante y a todos los
beneficios que posee sobre la salud humana. En alimentos, el extracto de té verde
ha sido aplicado, en su mayoria, en bebidas (Wang y col., 2000). Recientemente, se
han hecho estudios de peliculas y recubrimientos comestibles adicionados con
extracto de té verde con funcion antioxidante y/o antimicrobiana para la conservacion
de ensaladas de frutas, lechuga romana y carne de cerdo (Po-En y Lih-Shiuh 2010;

Siripatrawan y Harte, 2010).

2.1.9 Clasificacion de peliculas comestibles

Peliculas simples
Las peliculas simples se caracterizan por tener solo un material formador de pelicula

(proteina, polisacarido o lipido), en algunos casos es usado algun tipo de agente

plastificante para mejorar las propiedades mecanicas. Su formacién es por medio de
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casteo o vaciado en placa. Hasta ahora las peliculas simples han sido las mas
estudiadas para ser aplicadas en alimentos (Genadios y col, 1997).

Peliculas compuestas

Una pelicula compuesta consiste en la combinacion de uno o varios biopolimeros
(proteina o polisacaridos) con algun lipido (cera o aceite). Pueden aplicarse como
emulsiébn o como una pelicula en bicapa. La finalidad del uso de varios materiales
para la formacion de una pelicula compuesta es mejorar la adherencia al producto y
las propiedades mecanicas y de barrera (Baldwin y col., 1995). Las peliculas
emulsionadas son menos eficientes contra la transferencia de vapor de agua que las
peliculas en bicapa debido a que en estas Ultimas la distribucion de lipidos no es
homogénea. Sin embargo, tienen la ventaja de presentar buena resistencia mecanica
y requiere de un paso simple para su elaboracion al igual que su aplicacién. Las
peliculas emulsionadas con tamafio de glébulo de lipido mas pequefio tienen
mejores propiedades de barrera contra el vapor de agua. (Debeaufort y Voilley, 1995;

Perez-Gago y Krochta, 2001). No obstante, la

permeabilidad al vapor de agua continuamente es muy parecida a las peliculas
elaborada con proteina o polisacaridos (Morillon y col., 2002). Se ha encontrado que
la permeabilidad al vapor de agua de una pelicula emulsionada es 40 veces mas
grande que en una pelicula en bicapa compuesta de hidroxipropilmetil celulosa y de
acido estearico y palmitico (Kamper y Fennema, 1984). La mayoria de
investigaciones sobre peliculas emulsionadas se han enfocado en emulsiones
sencillas de tipo O/W. Murillo y col., (2010) han hecho los primeros estudios sobre
peliculas comestibles elaboradas a base de emulsiones dobles de tipo W,/O/W, para
posibles aplicaciones futuras en alimentos. En la tabla 2.3 se mencionan algunos

reportes en la literatura sobre peliculas emulsionadas.
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Tabla 2.3. Estudios reportados sobre peliculas comestibles emulsionadas

Tipo de

emulsion

Fase acuosa

Fase oleosa

Referencia

W,/O/W,

ow

oW

ow

oW

ow

ow

ow

Oo/w

WPI: Pectina o

WPI: CMC

Carrageninay glicerol

Metilcelulosa

Goma de mezquite

Pectina y sorbitol

Agar, almidon de yuca y
glicerol

Almidén de tapioca/
goma de hoja de hsian-
tsao

Almidén de chicharo y
glicerol

Harina de amaranto y
glicerol

aceite mineral, Panodan
SDK, Grindsted PGPR
90

Grindsted-2000 y glicerol
monoesterato

Aceite y cera de parafina,
trioleina, y aceite de
palma hidrogenado

Aceite mineral, acido
oleico, cera de candelilla
ylo cera de abeja

Cera de abeja

Grasa vegetal
hidrogenada y sucroester
SP40

Sucrosa esteres y cera
de abeja

Cera de abeja

Acido estearico

Murillo y col., (2010)

Karbowiak ycol., (2007)

Quezada-Gallo y col., (2000)

Bosquez-Molina y col., (2003)

Maftoonazad y col., (2007)

Phan y col., (2009)

Chien-Hsien y col.,(2009)

Han y col., (2006)

Collay col., (2006)
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2.2 Emulsiones

Las emulsiones son sistemas dispersos, termodinamicamente inestables, de un
liguido (fase interna o dispersa) dentro de otro (fase externa o continua), ambos
liguidos mutuamente inmiscibles. La fase dispersa esta presente en forma de gotas
pequefias suspendidas en una fase continua. Dependiendo del proceso de
emulsificacion, el didmetro de la gota puede variar entre 0.1 ym y 0.1 mm. El
comportamiento de las emulsiones esta determinado por las tres fases existentes en
el sistema: la fase oleosa, la fase acuosa y la interface. La fase oleosa puede ser
parcial o totalmente cristalizada dependiendo de la temperatura. La fase acuosa
puede contener iones, biomoléculas tales como polisacaridos y/o proteinas, etc. las
cuales pueden tener un efecto estabilizante o desestabilizante. La interfase puede
estar constituida de proteinas o de pequefios emulsificantes como monoglicéridos,
fosfolipidos, acidos grasos o alguna mezcla de ellos. Aunque las emulsiones se
traten de dispersiones termodindmicamente inestables, se pueden convertir en
cinéticamente estables gracias a la presencia de agentes tensoactivos o
emulsionantes que tienen la capacidad de adsorcion en la superficie de las gotas.
Los tensoactivos se adsorben en la interfase formando una pelicula densa alrededor

de las gotas. Esta pelicula previene la coalescencia de las gotas.

2.2.1 Clasificacion

Existen dos tipos importantes de emulsiones, simples y multiples o dobles, las cuales
son ampliamente usadas tanto en aplicaciones practicas como en productos

industriales, preparaciones farmacéuticas, cosméticos, alimentos, entre otros.
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Emulsiones simples

Las emulsiones simples se clasifican en dos tipos: 1) Emulsion aceite en agua (O/W,
por sus siglas en ingles: oil-in-water) en éste tipo de emulsion las gotas de aceite son
suspendidas en una fase acuosa continua. Estas emulsiones son las mas versatiles,
y se pueden encontrar en diversos tipos de alimentos (mayonesas, cremas de
licores, helados, cremas batidas). 2) En las emulsiones agua en aceite (W/O, por sus
siglas en inglés: water-in-oil) las gotas pequefias de la fase dispersa son de agua y la
fase continua son de aceite, algunos ejemplos caracteristicos de alimentos
elaborados con este tipo de emulsiones son la mantequilla, la margarina y en general

todos los productos untables elaborados a base de grasas.

El tipo de emulsiones que se tiende a formar depende del balance entre las
propiedades hidrofilicas e hidréfobas del agente emulsificante. Generalmente se
suele cumplir la regla de Brancroft: la fase continua es aquella que solubiliza al

agente emulsificante.

Emulsiones dobles

Las emulsiones dobles son también llamadas emulsiones mdultiples o emulsiéon de
emulsiones, en las cuales las gotas de la fase dispersa contienen dentro de ellas
mismas pequefias gotas dispersas. Cada glébulo en la emulsion mdultiple esta
separado de la fase acuosa por una capa de la fase oleosa. Las emulsiones se
clasifican como: emulsion agua en aceite en agua (W/O/W, por sus siglas en inglés:

water-in-oil-in-water), en la cual una emulsiéon O/W es dispersada en forma de gotas
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dentro de una fase acuosa, y como emulsion aceite en agua en aceite (O/W/O, por
sus siglas en inglés: oil-in-water-in-oil), en la cual una emulsion O/W es dispersada
en una fase oleosa. Debido a que la fase interna y externa de las emulsiones
multiples estan separadas por una capa liquida inmiscible son conocidas también
como “membranas liquidas”. Las emulsiones W/O/W son las mas comunes pero para
algunas aplicaciones especificas las emulsiones O/W/O pueden también ser

preparadas.

Preparacién de las emulsiones dobles

En la mayoria de los casos las emulsiones dobles son preparadas en dos pasos,
como se muestra en la figura 2.7, utilizando dos surfactantes; uno hidrofébico
designado para estabilizar la interfase de la emulsion interna W/O y uno hidrofilico
para la interfase interna de los glébulos de grasa (para una emulsién W/O/W). La
emulsion primaria W/O es preparada dentro condiciones de homogenizacion altas
para la obtencion de gotas pequefias mientras que la emulsion secundaria es llevada
a cabo con condiciones menores de homogenizacion para evitar la ruptura de las
gotas internas. El tamafio de gota de una emulsién doble puede variar entre 10 a 50
pm (Garti, 1998).

Las emulsiones dobles pueden tener numerosas aplicaciones en la industria
farmacéutica, alimentaria y cosmética debido a capacidad que presentan para
encapsular, proteger y liberar gradualmente compuestos activos, labiles y volatiles.

Las emulsiones dobles también son usadas en la fabricacion de alimentos bajos en
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grasa o aceite (Pays y col., 2002; Rodriguez-Huezo y col., 2004; Muschiolik, 2007;
Jiménez-Alvarado y col., 2009).

Emulsién W/O
Emulsificante s
. »
] solubleen aceite | ®
Aceite - -
- ‘ Emulsiéon W/O/W
Agua Emulsificacion | ® ® | Enmulsificante

solubleenagua

=)

primaria

Emulsificacion
secundaria

Agua

Figura 2.7. Preparacion en dos pasos de una emulsién doble del tipo W/O/W

Morfologia de las emulsiones doble

Las emulsiones multiples se clasifican como tipo A, B y C. Esta clasificacién es de
acuerdo a la distribucién y tamafio de gota presentes dentro de la emulsion. Como se
representa en la figura 2.8, las emulsiones multiples de tipo A contienen una sola
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gota grande dentro de la fase interna, mientras que, las del tipo B contienen algunas

gotas en la fase interna, y en las de tipo C su fase interna contiene una gran cantidad

de gotas.

Fase continua final

Tipo A Tipo B

Tipo C

Figura 2.8. Clasificacion de las emulsiones dobles

Mecanismos de inestabilidad en emulsiones dobles

Existen cuatro mecanismos posibles de desestabilizacion para las emulsiones

multiples W/O/W. Estos cuatro mecanismos son: (1) la coalescencia de las gotas de

agua internas; (2) coalescencia de las gotas de aceite; (3) ruptura de la pelicula de

aceite resultando la pérdida interna de las gotas agua. (4) intercambio o difusién, de

agua (y materiales solubles en agua). Florence y Whitehill, (1985) mencionaron que

este tipo de fendmenos en las emulsiones multiples pueden ser controlados con: (a)

el uso de un aceite altamente viscoso para prevenir la difusion de agua y los

materiales solubles en agua entre la fase acuosa interna y externa. (b) La
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polimerizacion de las moléculas de surfactantes adsorbidas interfacialmente. (c) La

gelacion del aceite o de la fase acuosa de la emulsién.

2.2.2 Mecanismos generales de inestabilidad de las emulsiones

Una emulsion puede perder su estabilidad por los mecanismos que se muestran en
la figura 2.9.

Emulsion
cinéticamente estable

Ostwald D Inversion
ripening (D de fases

Cremado Sedimentacion Floculacién Coalescencia

Figura 2.9. Mecanismos que favorecen a la inestabilidad de las emulsiones (McClements, 2005)

Evaluacion de propiedades mecanicas, dpticas, antioxidantes y de barrera de peliculas comestibles
elaboradas con emulsiones dobles w,/o/w, adicionadas con extracto de té verde (Camellia sinensis).

33



REVISION BIBLIOGRAFICA

Cremado/sedimentacion ambas son formas gravitatorias de
separacibn Ambos procesos producen un gradiente vertical de
concentracion de gotas sin variar el tamafio de distribucion de las
mismas. El cremado describe el movimiento ascendente de la gotas

debido a la diferencia de densidades de las fases

Floculacion Es la adhesion de las gotas sin fusionarse y sin la
variacion en la distribucién del tamafio de gotas. Este proceso esta por
el equilibrio entre las fuerzas de atraccion electrostaticas de van der

Waals y repulsiva de tipo estéricas.

Coalescencia. Al igual que la floculacién, la coalescencia es un
proceso de agregacion. La coalescencia es el proceso donde dos o
mas gotas se fusionan para formar una gota mas grande con la

eliminacion de la interfase liquido/liquido.

Ostwald ripening (engrosamiento de gota) Este proceso se debe al
crecimiento de las gotas mas grandes a costa de las gotas mas

pequenas.

Inversiéon de fases. Es el proceso en el cual una emulsion de tipo O/W

se convierte en una emulsién W/O, o viceversa.

2.2.3 Emulsificantes

La gran tension interfacial entre el agua y el aceite junto con una gran area interfacial

implica que la emulsién tiene una energia de Gibbs alta en comparacion con la de las

fases por separado. La adicion de un agente tensoactivo o emulsificante, disminuye
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de forma considerable la tension interfacial. De este modo puede disminuirse el
requerimiento de energia de Gibbs para la formacién de la emulsién. La tensién
interfacial disminuye debido a la adsorcion en la interfase del agente emulsificante,

con el extremo polar en el agua y el extremo hidrocarbonado en el aceite.

Los emulsificantes son compuestos anfifilicos (del griego amphi, de ambos lados)
Estas moléculas estan constituidas por dos partes de naturaleza opuesta, hidofilica
(polar) e hidrofébica (no polar). La parte polar o hidréfila es la que lleva la carga
positiva 0 negativa, y esta parte define al agente emulsificante como catiénico o
aniénico. Los agentes tensoactivos sin carga idnica son conocidos como no-iénicos
(McClements, 2005). Cada material puede tener su balance hidrofilico-lipofilico
(HLB). Los valores del HLB estan asociados con la solubilidad que tiene el
emulsificante, a valores menores de 8 es soluble en aceite, por otra parte, a valores
de 10 6 mas grandes es soluble en agua. Como una regla general, los emulsificantes
de bajo y alto HLB son usados para formar emulsiones de tipo W/O y O/W,
respectivamente (Becher, 2001). En la figura 2.10 se muestra la estructura

caracteristica de un agente emulsificante.

Parte lipofilica

Afinidad aceite

Emulsiones Emulsiones
W/o Incremento del valor HLB Oo/W

Figura 2.10. Estructura tipica de un emulsificante
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Biopolimeros como agentes emulsificantes

Los biopolimeros, proteinas y polisacaridos, juegan un papel importante como
emulsificantes macromoleculares en las emulsiones. Las propiedades funcionales de
las proteinas y los polisacaridos estan determinadas por sus caracteristicas
moleculares, tales como su peso molecular, conformacion, flexibilidad, polaridad e
interacciones. Las proteinas y los polisacaridos son ampliamente usados en la
industria alimentaria debido a sus propiedades funcionales. Existen varios estudios
reportados en la literatura sobre emulsiones estabilizadas con polisacaridos como
pectina, goma arabiga, entre otros (Garti y Reichman, 1993; Huang y col., 2001). Las
proteinas derivadas de la leche y el huevo son las mas comunmente usadas como
agentes emulsificantes (Dickinson, 2009). Las proteinas pueden ser superficies
activas debido a la existencia de residuos de aminoacidos hidrofébicos en su
estructura tales como el triptéfano, la fenilalanina, leucina e isoleucina. Los grupos
hidrofébicos de las superficies de las proteinas penetran dentro de la gota de aceite
mientras que la porcién hidrofilica de la cadena se extiende dentro de la fase acuosa.
La carga de las proteinas puede estabilizar las emulsiones debido a la repulsion
entre las gotas cargadas. Mientras que las proteinas pueden estabilizar a las
emulsiones O/W, por otra parte, desestabilizan a las de tipo W/O tales como las

margarinas reducidas en grasa, causando una inversion de la emulsion.

Las proteinas y los polisacaridos forman complejos electrostaticos dentro de
condiciones donde pueden tener cargas eléctricas opuestas. Las cargas eléctricas en
las moléculas de proteinas cambian de carga positiva a negativa cuando el pH del

medio es alterado por abajo y encima de su punto isoeléctrico
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3.JUSTIFICACION

La principal prioridad de los empaques bioactivos comestibles es la de mantener la
integridad fisica de los alimentos, protegerlos contra factores fisicoquimicos
deteriorativos, evitar su contaminacién microbiol6gica, regular su tasa de respiracion
para prolongar su vida de anaquel, ser capaces de liberar controladamente
compuestos y/o microorganismos bioactivos especificos, y no ser toxicos al
consumidor. A la fecha, no existe un solo bio-empaque en el mercado que logre
reunir todas las caracteristicas deseables mencionadas arriba. El uso de las
emulsiones dobles abre la posibilidad de lograr que los bio-empaques comestibles
sean capaces de reunir todas las propiedades funcionales mencionadas arriba,
siempre y que en su disefio se utilicen materiales apropiados para lograrlo, que estén
disponibles y sean relativamente baratos. En este trabajo, se evalué el uso de
distintos coacervados complejos de biopolimeros naturales para estabilizar las
emulsiones dobles, y el efecto que tuvieron sobre las propiedades funcionales de los
bio-empaques. En este estudio se estableci6 que el uso de emulsiones dobles
estabilizadas por coacervados complejos de biopolimeros nos permite disefiar
peliculas comestibles de nueva generacién con propiedades funcionales expandidas
y mejoradas.
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4.0BJETIVOS

Objetivo General

Evaluar las propiedades mecanicas, Opticas, antioxidantes y de barrera al vapor de
agua de peliculas comestibles elaboradas a partir emulsiones dobles W/O/W,
estabilizados con complejos proteina-polisacarido incorporando extracto de té verde

(Camellia sinensis)

Objetivos particulares

1. Formulacién de emulsiones dobles W;/O/W, estabilizadas con complejos

proteina: polisacéarido e incorporando extractos de té verde.
2. Evaluacion de las propiedades reoldgicas de las emulsiones.

3. Obtencién de peliculas comestibles a partir del vertido en placa de las

emulsiones dobles.

4. Evaluacion de las propiedades Opticas, antioxidantes, mecénicas y de barrera
al vapor de agua de las peliculas elaboradas, y cambio en estas propiedades

con el tiempo de almacenamiento.

5. Estudio de la topologia de las peliculas por microscopia electrénica de barrido.
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5. HIPOTESIS

La formacién de peliculas comestibles a partir de emulsiones dobles, permite mejorar
las propiedades mecanicas, de barrera y de liberacion controlada de sustancias
activas, a través del disefio de las dos membranas interfaciales de estos sistemas.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Materiales

El aceite mineral (AM; NF-85 grado alimenticio) fue comprado en materiales y
abastos especializados, S.A. de C.V. (México, D.F., México). El emulsificante
hidrosoluble (EHS; Panodan SDK ésteres, de mono glicéridos y di glicéridos de
diacetil acido tartarico) y el emulsificante liposoluble (ELS; Grindsted PGPR 90,
ésteres de poliglicerol y poliricinolato de &cidos grasos) fueron comprados en
Danisco México, S.A. de C.V (México, D.F., México). El aislado de proteina de suero
de leche (WPI, Bipro®) con un contenido 90% de proteina de materia seca, fue
donado por Davisco Foods International (Le Sueur, MN., E.U.A). Pectina de bajo
metoxilo (LMP, Low-methoxyl pectin; Grindsted LC-950) fue de Dannova Quimica,
S.A. de C.V (México, D.F., México). Carboximetil celulosa de sodio (CMC, Blanose®,
goma de celulosa 7LF-pH) por Acualon, una divisibn de Hércules Inc. (Widnes,
Cheshire,UK). EI glicerol, el &cido clorhidrico (HCI) e Hidroxido de Sodio (NaOH)
fueron de J. T. Baker (Xalostoc, Estado de México, México); se us6 agua deionizada
en todos los experimentos, y el reactivo azida de sodio (Hycel de Mexico, S.A. de

C.V., México, D.F., México) fue usado como conservador.
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6.2 Preparacion de la emulsion

6.2.1 Condiciones principales para la formulacién de las emulsiones
dobles W1/0O/W2

6.2.1.1 Potencial Z

Se utiliz6 el método reportado por Jiménez-Alvarado y col., (2009). Brevemente,
cada uno de los biopolimeros se disolvié en agua desionizada a las concentraciones
de: 0.3%: CMC, 0.7%: LMP y 5%: WPI, porcentajes p/p. Las soluciones fueron
preparadas y almacenadas a 4°C durante 24 h para su hidratacion. El potencial Z de
las soluciones acuosas de biopolimeros a diferentes valores de pH se evalu6 usando
el equipo zetasizer nano ZS (Malvern Instruments Ltd., Malvern, Worcestershire, UK).
El pH de las soluciones de biopolimeros se ajusté adicionando HCI 0.1 N y/o NaOH
0.1N. Se encontr6 el pH de mayor diferencia estequiométrica entre las cargas

electrostaticas de la proteina (Pr) y los polisacaridos (Ps).

6.2.1.2 Punto de equivalencia de las soluciones de biopolimeros

El punto de equivalencia de las soluciones acuosas de biopolimeros (0.3%: CMC,
0.7%: LMP y 5%: WPI) fue determinado de las curvas de titulacién, usando

soluciones estandarizadas de HCI 0.1N 6 NaOH O0.1N. Cada titulacion fue
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monitoreada con un potencidmetro vernier pH-BTA (Beaverton, OR, EUA) a una
temperatura de 25° C (Espinosa-Andrews y col., 2010).

6.2.1.3 Formulacién y preparacion de las emulsiones dobles

Las emulsiones dobles fueron preparadas a temperatura ambiente usando dos
etapas de emulsificacién (Rodriguez-Huezo y col., 2004). En la primera etapa, 0.5 de
la fraccion de masa de la fase dispersa (® W;/O) agua en aceite W,/O, de la
emulsiéon primaria fueron preparadas empleando una concentracion total de
surfactantes ELS: EHS del 10% p/p en la proporcién de 6:4, de acuerdo a lo
reportado por Jiménez-Alvarado y col., (2009). La fase acuosa interna (agua
desionizada + EHS) fue adicionada lentamente a la fase oleosa (O) (AM + ELS)
homogenizando con un equipo Ultra Turrax (modelo T50basic, IKA Labortechnik,
Staufen, Germany) a 7600 rpm por un tiempo de 15 min. En las segunda etapa, la
emulsion primaria W1/O fue reemulsificada a 4000 rpm por 5 min usando el
homogenizador Ultra Turrax dentro de la soluciéon acuosa de CMC + WPI o LMP +
WPI, con las proporciones de biopolimeros establecidas basadas en el punto de
equivalencia. Inmediatamente después de la formacién de la emulsién, el pH de la
emulsion doble fue ajustado a los pHs, donde la formacién maxima del complejo
Pr:Ps determinada por la medicion del potencial zeta, usando HCI 0.1 N 6 NaOH 0.1
N para permitir la formacion de los complejos de biopolimeros en la interfase externa
aceite-agua. La fraccién de fase dispersa en masa (® W,/O/W,) en la emulsion
(W1/O/W,) fue de 0.2. Las emulsiones W;/O/W;, Ecmcwei Y Evivp-wei, fueron

elaboradas por triplicado.
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6.3 Propiedades reolégicas de las emulsiones dobles

Se empled un reébmetro Physica MCR 301 (Anton Paar, Messtechnik, Stuttgart,
Alemania), con una geometria cono-plato, diametro de cono de 50 mm y con angulo
de cono de 2°, para la evaluacion de todas las mediciones reologicas. La
temperatura fue controlada con el equipo Physica TEK 150P. Las muestras de las
emulsiones dobles fueron colocadas cuidadosamente dentro del sistema de
medicion, y se dejaron reposar por una hora para la recuperacion de la estructura y
para equilibrar la temperatura. Se utiliz6 una trampa de solvente para evitar la
deshidratacion de la muestra. Todas las mediciones se llevaron a cabo a 25° C. Para
la caracterizacion reologica de las muestras se realizaron pruebas de flujo
estacionarias y oscilatorias. En las pruebas de flujo, el intervalo de la tasa de corte
fue de 0.001 a 100 s™ y la viscosidad aparente se registro como la tasa de corte. La
determinacion de la curva de viscosidad en un amplio intervalo de valores de tasa de
corte fue esencial para resolucién de la ecuacion de flujo. Esto se hace usualmente
para ajustar los puntos de los datos a uno de los modelos de viscosidad. Nuestros
datos experimentales obtenidos mostraron que la curva de viscosidad contra tasa de
corte tiene una regién de viscosidad constante, seguida por un comportamiento de
una alta tasa de corte, pero sin alcanzar los valores limite de viscosidad. Se usoé el
modelo de Carreau modificado en el cual la viscosidad infinita fue considerada
despreciable para modelar las curvas de viscosidad contra tasa de corte (Cheny col.,
2009):

N =1"q [1 + (}q‘"]z] . Ecuacion 1
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Donde n es la viscosidad aparente (Pa s), ¥ es la tasa de corte (S, no (Pa s) es la
viscosidad a baja tasa de corte, A (S) es una constante de tiempo caracteristica
relacionada con el tiempo de relajacion de una emulsién doble floculada, y n

(adimensional) es el indice de comportamiento en la ley de potencia.

Se llevaron a cabo barridos dinamicos de amplitud (0.01-100% deformacion) bajo
una frecuencia constante (lrad s™) con la intencién de determinar el intervalo
viscoelastico lineal, en el que las propiedades reolégicas no dependen del esfuerzo
ni de la deformacién. Del intervalo viscoeldstico lineal se eligi6 un nivel de
deformacion del 0.5% para realizar los barridos de frecuencia a 0.1-100 rad s™ El
modulo de almacenamiento (G’), el modulo de pérdida (G”) y la viscosidad compleja
(n) fueron considerados como funcién de la frecuencia (Steffe, 1996). En todos los
casos, se analizaron los datos utilizando el software del equipo Rheoplus/32 V2.62.
Todas las mediciones se llevaron a cabo por triplicado.

6.4 Evaluacién del tamaio de gota

El diametro superficial volumétrico (ds;) de la emulsion doble fue medido con un
analizador de tamafio y distribucion de particula Malvern Mastersizer 2000 (Malvern
Instruments, Ltd., Worcestershire, UK). Todas las emulsiones fueron analizadas por

triplicado.

Evaluacion de propiedades mecanicas, dpticas, antioxidantes y de barrera de peliculas comestibles
elaboradas con emulsiones dobles w;/0/w, adicionadas con extracto de té verde (Camellia sinensis).

44



MATERIALES Y METODOS

6.5 Elaboracion de las peliculas

Con 6 h de preparacion, cada emulsion doble fue vertida en placas de vidrio con
ayuda de un aplicador de pelicula (Paul N. Gardner Company, Inc., Pompano Beach,
FL, EUA). Las emulsiones dobles fueron secadas en un horno convectivo a 25+ 1 °C
(Felisa, modelo FE, México D. F., México) por 5 h para la obtencion de las peliculas
comestibles Fvp-wepi Y Femc-wer- Las peliculas fueron removidas de la superficie de
vidrio con una espatula delgada. Cada pelicula fue cortada en circulo y en rectangulo
para la evaluacién de la permeabilidad al vapor de agua y de las propiedades

mecanicas, respectivamente (Bésquez-Molina y col., 2003).

» La evaluacion de todas las propiedades de las peliculas se realizaron una vez
obtenidas después del secado en placa (t)) y después de 15 dias de
almacenamiento (t;5) dentro de una camara a una HR del 50% a temperatura

ambiente.

6.6 Elaboracion de peliculas con extracto de té verde.

0.75 g de extracto de té verde (Gencor Pacific, China) fueron adicionados en la fase
acuosa interna de la emulsion primaria W1/O. La elaboracion de la emulsién doble
W1/O/W;, se realizd acorde a lo reportado en la seccion 6.2.1.3. Para fabricacion de

las peliculas se siguio el mismo método de la seccién 6.5.
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6.7 Evaluacién de fenoles totales de las peliculas

Se colocaron 0.1 g de peliculas en 10 mL de metanol y se almacenaron en la
oscuridad por 20 h a temperatura ambiente. La evaluacién de fenoles totales de las
peliculas se realizé por medio del método de Folin-Ciocalteau (Singleton y col.,
1999). Alicuotas de 0.5 mL de las soluciones donde fueron solubilizadas las peliculas
se mezclaron con 2.4 mL de agua desionizada, 2 mL de una solucién de carbonato
de sodio (NaCO3) al 2%, y 0.1 mL del reactivo de Folin-Ciocalteau (Sigma-Aldrich,
Alemania). Después se incubaron por 1 h a temperatura ambiente; la absorbencia de
las mezclas se midié en un espectrofotdmetro a 750 nm utilizando como blanco agua
desionizada. La concentracion de compuestos fendlicos totales en las muestras son
expresados como equivalentes de &acido galico (EAG), los cuales reflejan el
contenido de compuestos fendlicos como la cantidad de acido galico en mg por
gramo de masa seca de la muestra. Para la realizacion de los calculos utilizo la

ecuacion obtenida de la curva de calibracién (R2 = 0.9995), previamente elaborada.

Abs.., = 0.041 mg de acido galico + 0.022 Ecuacién (2)

6.8 Actividad antioxidante de las peliculas

Se colocaron 0.1 g de cada una de las peliculas en 10 mL de metanol, las muestras
fueron almacenadas en la oscuridad por un tiempo 20 h a temperatura ambiente. La

evaluacion de la actividad antioxidante de las peliculas se llevé a cabo empleando
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dos métodos espectrofotométricos. El espectrofotometro Varian Cary, modelo 50 Bio
(Varian, Sprinvale, Australia) fue utilizado para la lectura de absorbencia. En ambas

técnicas cada muestra fue evaluada por triplicado.

6.8.1 Método FRAP

El ensayo FRAP (por sus siglas en inglés: Ferric Reducing/Antioxidant Power) evalla
la capacidad antioxidante de la muestra de acuerdo a su capacidad para reducir el
Fe™ presente en un complejo con la 2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina (TPTZ) hasta la
forma ferrosa (Fe*?), que presenta un maximo de absorbencia a una longitud de onda
entre 590 y 595 nm (Benzie y Strain, 1996). El ensayo FRAP se llevd a cabo
utilizando el método reportado por Othman y col., (2007), con ligeras modificaciones.
El reactivo FRAP fue preparado mezclando buffer de acetatos (246.1 mg de acetato
de sodio en 10 mL de una solucién acuosa de acido acético al 10 %(v/v)), con la
solucion de TPTZ (Sigma-Aldrich, Alemania) (31.23 mg de TPTZ y 37 % de &cido
clorhidrico en 10 mL de agua destilada), y la solucion de FeCl; (54.06 mg de FeCls -

6H,0 en 10 mL de agua destilada) en proporciones de volumen de 10:1:1. Todas las
soluciones fueron usadas el mismo dia de su preparaciéon. El reactivo FRAP (0.5
mL), agua destilada (0.05 mL) y 0.016 mL de cada una de las soluciones donde se
disolvieron las peliculas fueron mezclados dentro de viales e incubados en la
oscuridad por 30 min a temperatura ambiente, y posteriormente se midié la
absorbencia a 593 nm. Durante éste experimento se utiliz6 agua destilada como

blanco. Previamente se hizo una curva de calibracién con trolox (Sigma Aldrich,
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Alemania). La capacidad antioxidante fue reportada en equivalentes de trolox: pmol
de trolox/g de muestra.

6.8.2 Método DPPH

La actividad antioxidante de las muestras de las peliculas fueron evaluadas utilizando
el método DPPH (por sus siglas en inglés: 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), reportado
por Brand-Williams y col., (1995), con algunas modificaciones. Brevemente, 0.1 mL
de cada una de las soluciones donde fueron disueltas las peliculas se mezclaron con
3.9 mL de la solucion metandlica 100 uM de DPPH (Fluka Chemical Company, St.
Louis, MO, EUA), y se almacenaron en la oscuridad por 30 min. La absorbencia de
las muestras fue medida a 515 nm, en celdas de cuarzo. Para cada muestra se

calculé el porcentaje de inhibicion del radical por medio de la siguiente expresion:

Abspppy — AVSmuyestra w 100
Absppry

Op Inibicion = —=—"——TESHA 100, ..., Ecuacion (3)

Donde Abspppy €S la absorbencia a 515 nm de la solucion metandlica de DPPH y
Abs nuestra €S la absorbancia a 515 nm de cada una de las soluciones de las peliculas

junto con el radical.
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6.9 Evaluacion del espesor

Se midi6 el espesor en cinco zonas diferentes de las peliculas (P vp-wei Y Pcmc-wei)
con ayuda de un micrémetro digital (Mitutoyo, Tokyo, Japan). Cada pelicula fue
puesta dentro de los sujetadores del micrometro y posteriormente se ajusté con el
tambor del mismo micrometro para medir el espesor. Las propiedades mecéanicas y
la permeabilidad al vapor de agua fueron calculadas usando el promedio del espesor

de cada pelicula (Villagébmez-Zavala y col., 2008).

6.10 Propiedades mecanicas

La propiedades mecéanicas de las peliculas fueron evaluadas acorde a la norma
ASTM D882 (ASTM, 2000), para ello se utilizd un analizador de textura TA, XT2
(Technologies Corp., Scarsdale, NY, EUA). Antes de la prueba, las peliculas fueron
cortadas en secciones rectangulares de 80 mm de largo y 25 mm de ancho, y
almacenadas dentro de una camara con una solucién saturada de bromuro de sodio
a 25°C (Phan y col.,, 2009). La separacion inicial de agarre y la velocidad de
extension fueron fijadas a 50 mm y 0.8 mm min™, respectivamente (Osés y col.,
2009). Las propiedades mecénicas de las peliculas evaluadas fueron: el porcentaje
de elongacioén (% E), la resistencia a la tension (RT) y el M6dulo de Young (MY). Se

utilizaron 10 peliculas de cada formulacién para esta evaluacion.
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6.11 Permeabilidad al vapor de agua

La permeabilidad al vapor de agua se evalu6 de acuerdo la norma ASTM E96-80
(1980), con algunas modificaciones hechas por McHugh y col.,, (1993). La
permeabilidad se midié utilizando un gradiente de humedad de 0-100% de HR a
25°C.

Para la realizacion se utilizaron celdas circulares de metacrilato, con un diametro
interno de 5.08 cm y 1.1 cm de profundidad (Figura 6.1) En su interior se colocaron 6
mL de agua destilada y posteriormente se fijaron las peliculas a evaluar entre la
superficie y la tapa de la celda, siempre dejando un espacio de aire por debajo de la

pelicula.

Figura 6.1. Imagen transversal y de la tapa de la celda de metacrilato para la medicion de la
transmision al vapor de agua.

De esta forma la cara de la pelicula fue expuesta a una humedad relativa cercana al
100%. Las peliculas se sellaron a las celdas con la ayuda de 4 tornillos

simétricamente localizados alrededor de la circunferencia de las mismas.
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Después de haber colocado las peliculas en las celdas, se introdujeron en una
cabina desecante (Sanplatec Corp., Japon) que contenia un absorbente de humedad
(silica gel) para asegurar una humedad del 0% en su interior (Anexo A). En la parte
superior de la cabina se utiliz6 un ventilador Elco (Milano, Italia) que genera una
corriente de aire a una velocidad de 150 m/min para mantener las condiciones de
ensayo uniformes en todos los puntos evitando la acumulacién del vapor de agua
que sale de las celdas (McHugh y col., 1993; Osés y col., 2009).

La permeabilidad al vapor de agua (WVTR, por sus siglas en inglés: water vapour
transmission) se calcula como el cociente entre la pendiente de la curva de pérdida
de agua vs tiempo y el area de la pelicula expuesta. Se evallua en condiciones

conocidas de espesor, temperatura y gradiente de presion.

0.500 ~
0.450 -~
0.400 - y=0.0499x + 0.0084

0.350 R?=0.9968
0.300
0.250
0.200
0.150
0.100
0.050
0.000

Pérdida de agua total (g)

Tiempo (horas)
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Derdide de agua
WVTR = 2 = 5

Tiempo ¥ draa howom?

.................. Ecuacion (4)

Si éste valor de WVTR lo dividimos entre las presiones parciales de vapor de agua

de las dos caras de la pelicula ensayada obtenemos la permeacion.

Permeacion = WVTR  — g 2
Pai—Pa. B m® xKPa e Ecuacion (5)

La presion parcial del vapor de agua por encima de la pelicula (Pa2) se considera
cero, por la presencia de las sales desecantes y la intensidad de la renovacion del
aire mediante el ventilador. Por debajo de la pelicula la norma asume que Pa1= Pag
(presién de vapor saturado) para peliculas con muy baja permeabilidad. Sin
embargo, McHugh y col., (1993) encontraron que esta igualdad no es correcta para
peliculas hidrofilicas que impiden que se alcance el equilibrio de humedad. Por lo
tanto, para conocer Pa; debemos de conocer la humedad relativa exacta debajo de la

pelicula y para ello usamos la correccién propuesta por McHugh y col., (1993).
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PAZ

o Feleda )

PAl

PAO

Solucién saturada

Figura 6.2. Celda para evaluar la permeabilidad al vapor de agua

WFTH =R =T =Z
Pyy=(P —Pyple B0 ... Ecuacion (6)

Donde:
v' Paz: presion en la superficie interior de la pelicula
v' P: presiéon atmosférica (Pa)
v Pao: presion en la superficie del agua o presion de vapor saturado (Pa)
Pao=4.84 T —52.24 T + 1449.63 (T en °C)
v WVTR: flujo de agua en la capa de aire (moles/m? s)

v" R: constante universal de los gases (8.314 J/K mol)
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v' T: temperatura (en K)

v Z: altura de la capa de aire (m)

v D: difusividad (en m?/s) del agua en aire
D = 22.441 X 103 T2%%9 (T en K)

Finalmente, la permeabilidad al vapor de agua (WVP, por sus siglas en inglés: water

vapour permeability) de cada una de las peliculas fue calculada mediante la relacion:

WVP = permeacidn X espesor............... Ecuacion (7)

Por lo tanto, la permeabilidad de una pelicula se expresa en:

g X mm
kPa X h x m®

WVP =

6.12 Angulo de contacto

El angulo de contacto de las gotas de agua con la superficie de la pelicula fue

medido usando un contactometro de angulo (TANTEC, Schaumburg, IL, EUA)
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(Anexo A). Se colocé una gota de agua con una jeringa (~ 0.033 mL) en la superficie
de la pelicula. El &ngulo de contacto entre la linea base de la gota y la tangente al
limite (figura 6.3) se midié por medio de la proyeccion del perfil de la gota en una
pantalla y con ayuda de un transportador acoplado al equipo. Las mediciones fueron
tomadas en la orilla y en el centro de la superficie de las pelicula, inmediatamente y
después de 3 min de haber puesto la gota en la superficie de la pelicula.

Figura 6.3. Representacion del angulo de contacto de una gota de agua en la superficie de una
pelicula.

6.13 Propiedades opticas de las peliculas

6.13.1 Indice de color

El indice de color (IC) de las peliculas fue calculado a partir de la siguiente ecuacion:

{a” 1000)

[
I = I¥B*  ceveerernenieaa Ecuacion (8)
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Algunas secciones de las peliculas fueron colocadas en la placa estandar para la
evaluacion de los parametros de color en la escala CIELab. El parametro L’
proporciona un valor de brillo o luminancia de la pelicula. EI parametro a* indica la
zona de variacion entre el rojo y el verde. El parametro b" se refiere a la variacion
entre el amarillo y el azul. Los parametros de color fueron medidos en cinco zonas
diferentes de las peliculas con tres repeticiones para cada pelicula, usando un
colorimetro CM 2500d (Minolta Camera Co., Ltd, Osaka, Japan).

Los cambios de color de la muestra de acuerdo a los valores IC" son los siguientes
(Vignoni y col., 2006):

(@) Si IC" es negativo (-40 a -20), el color de la muestra se encuentra en el

intervalo de color del azul-violeta al verde oscuro.

(b) Si IC” es negativo (-20 a -2), el color de la muestra se encuentra en el intervalo

de color del verde oscuro al verde amarillento.
(c) Si IC” esta entre -2 a +2, representa el amarillo verdoso.

(d) Si IC” es positivo (+2 a +20), el color de la muestra se encuentra en el intervalo

de color del amarillento pélido al naranja intenso.

(e) Si IC” es positivo (+20 a +40), el color de la muestra se encuentra en el

intervalo de color del naranja intenso al rojo profundo.
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6.13.2 Transparencia

La transparencia de las peliculas fue determinada acorde a la norma ASTM D1746
(ASTM, 1997). Secciones de peliculas de 2 mm x 40 mm fueron colocadas en un
espectrofotometro DU 650 (Beckman Instruments, Inc., Fullerton, CA) donde se midi6
su absorbencia a 560 nm. Cada medicion se realizo por triplicado. La evaluacion se
llevé a cabo a la temperatura de 20 + 2° C y a una HR del 50 + 5%. EIl porcentaje de

transparencia se calculé por medio de la siguiente expresion:

TR=—- X100 ... ...................... Ecuacion (9)

Donde I, es la intensidad del haz de luz emitida por el equipo con la muestra, y Iy es

la intensidad del haz luz emitida por el equipo sin la muestra a 560 nm.

6.14 Microscopia electronica de barrido

La microestructura de las peliculas comestibles fue determinada utilizando un
microscopio electronico de barrido JEOL-JSM-6390LV (Jeol, Ltd., Akishima, Japén),
operado a 20KV. Las peliculas fueron cubiertas con una capa fina de oro con un
sistema de vacio LLC1259 (Moorestown, NJ, EUA). Finalmente, se fijaron con cinta

adhesiva horizontalmente y a 90° en la superficie de un soporte.
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6.15 Analisis estadistico

Para el andlisis de resultados se hizo un analisis de varianza (ANOVA), con tres
replicas y con un nivel de significancia del 5%. Se utilizé el método de Duncan para
la comparacion de medias entre tratamientos para ello se empleé el software
estadistico SPSS version 12.0 para Windows (Chicago, IL, EUA).
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7.RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Formulacidon de la emulsidon doble

Las medidas de movilidad electroforética de cada una de las soluciones acuosas de
biopolimeros indicaron que la densidad de carga negativa de 0.7 % p/p de la solucion
de LMP fue siempre mas grande que la solucion de CMC al 0.3 % p/p,
independientemente del pH. La diferencia maxima electroforética de las cargas
electrostéaticas entre las proteinas y polisacaridos (|A|w,) fue de 53.7 mV a pH 3.5
para LMP:WPI y de 38.3 mV a pH 4.0 para CMC:WPI. El punto de equivalencia de
las muestras de biopolimeros fue determinado mediante el punto de inflexién de las
curvas de titulacion. Se encontr6 que para las muestras de biopolimero de WPI (5%),
CMC (0.3 %) y LMP (0.7 %), hay 0.90, 1.05 y 1.00 miliequivalentes de NaOH,
respectivamente, los niveles relativos entre los biopolimero utilizados para la
estabilizacion de la emulsion doble fueron 14.3:1 para CMC:WPI y 6.4:1 para
LMP:WPI. La concentracion total mas adecuada de las mezclas de biopolimeros
utilizados en la fase acuosa externa (W) para la formacion de la emulsién doble fue

de 7.5 %, esta concentracion permitid obtener peliculas comestibles que ha
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concentraciones de biopolimeros inferiores (donde la emulsion era muy fluida) o

superiores (donde la emulsion era muy viscosa).

7.2 Tamaho de gota de la emulsion

Ambas emulsiones dobles fueron compuestas por gotas esféricas de aceite que
contenian dentro de su interior un gran namero de gotas de agua, de modo que las
emulsiones dobles presentaron morfologias de tipo C (Lobato-Calleros y col., 2008).
Las mezclas de biopolimeros utilizadas como estabilizantes en la fase acuosa
externa afectaron el diametro superficial volumétrico (ds;) que fue de 2.47 + 0.04 um
para la emulsién estabilizada por el complejo LMP:WPI (E_vp-we) Y de 10.68 + 0.28
um para la emulsion estabilizada por CMC:WPI (Ecucwe). En ambas mezclas de
biopolimeros los niveles de polisacaridos predominaron sobre los niveles de proteina,
de tal modo que al ser mezclados vigorosamente, ambos polisacéaridos, fueran
difundidos para llegar a la interface de la gota aceite-agua de recién formada
(Bergenstahl, 1995). El concentrado de proteina y el aislado son buenos materiales
formadores de emulsiones y brindan estabilidad a corto plazo, ya que tienen la
capacidad de adsorberse y desdoblarse rapidamente en la interfase aceite-agua
(Euston y Hirst, 2000). La accién de la CMC fue la de un agente estabilizador en
lugar de un agente emulsificante, actuando como un agente espesante
macromolecular, incrementando la viscosidad de la fase acuosa y modificando su
reologia (Coffey y col., 1995). Al parecer una combinacion de mecanismos de
estabilizacion se llevé a cabo en la emulsion doble Ecyc.wer, Por un lado, se llevo a
cabo la adsorcion de las moléculas de WPI en la superficie de la gota, pero no lo
suficiente para cubrir por completo las superficies de las gotas, de modo que cuando
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se termind de mezclar ocurrié la incipiente coalescencia de las gotas, con un tamafio
de gota de aceite cada vez mayor (Jayasundera y col.,, 2009) calculando la
concentracion de la capa mononuclear de B-lactoglobulina en una gota de 0.75 um
de grasa a 2.27 mg por m? asumiendo el 100% de la superficie cubierta y 1.95 mg
por m? suponiendo un 86% cubierto. Del mismo modo, se llevé a cabo la formacion
de una capa de macromoléculas hidratadas de CMC alrededor de cada gota de la
emulsion, pero la viscosidad aparente de la capa macromolecular alrededor de las
gotas de aceite que estaban en su minimo debido al comportamiento de
adelgazamiento de CMC. Al final de la agitacién, aumentd la viscosidad retardando la
colisién y la agregacion de las gotas.

Leroux y col., (2003) reportaron que la pectina posee propiedades de superficie
activa atribuida a los residuos de proteinas presentes dentro de las moléculas de
pectina. Asi, en el caso de la emulsion E vp.wpi, algunas moléculas de LMP también
se adsorbieron en las superficies de las gotas de aceite junto con las moléculas de
WPI, previniendo en mayor medida una incipiente coalescencia, resultando un menor

promedio de ds, que en el caso de la emulsién Ecycwei-

7.3 Propiedades reoldgicas de las emulsiones dobles

7.3.1 Propiedades reoldgicas estacionarias
La figura 7.1 muestra la grafica de la viscosidad aparente contra la tasa de corte

para las emulsiones E vp-wpi Y Ecmc-wpi- EI comportamiento de corte constante de
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ambas emulsiones dobles indicé que se comportaron como materiales estructurales
tipicos, mostrando una region newtoniana a una tasa de corte baja y una region
reoadelgazante en un intervalo de tasa de corte mayor. Estas caracteristicas de
viscosidad que son tipicas de muchos fluidos no newtonianos (fluidos poliméricos,
dispersiones floculadas, coloides) se deban probablemente a una “estructura” que se
forma en el reposo o en el estado de equilibrio. Cuando se aplica un esfuerzo de
corte se provoca una ruptura de la estructura del material, lo que provoca que dicho
material tenga un comportamiento dependiente del corte (Darby, 1996). El dato
experimental de la figura 7.1 se ajustd muy bien al modelo de Carreau modificado
(R*>0.979) y los valores para los parametros reoldgicos 1o, A y n de las emulsiones
dobles se resumen en la tabla 7.1. La emulsion Eiup.wpi mostré un valor
significativamente alto de mo pero no un valor significativamente bajo de A y n,
comparado con la emulsion Ecuc.wepi. LOS valores altos de mno sugieren que las
interacciones mas fuertes posiblemente ocurren entre los complejos adsorbidos de
biopolimeros entre gotas de aceite vecinas para la emulsién E, vp.wp que para Ecuc-

WPI-

En la segunda emulsion, el namero de gotas por unidad de volumen es
sustancialmente mas bajo que para la E vp-wpi, 10 cual requirié que fuese aplicado un
esfuerzo de corte mas alto para que ocurriera una ruptura del material (Chen y col.,

2009) y un tiempo mas bajo (A méas bajo) para recuperar la estructura.
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Viscosidad (Pa.s)

1E-3 0.01 0.1 1 10 100
Tasa de corte (1/s)

Figura 7.1. Cambios en la viscosidad aparente en funcion de la tasa de corte para las emulsiones
dobles

Tabla 7.1. Modelo reoldgico de Carreu Modificado para las emulsiones dobles

Emulsion doble R? n (adimensional)  A(s) No (Pas)
ELvewel 0.99 0.442 1752 9.9°
Ecmewei 0.97 0.65° 67.6° 0.8

Medias seguidas de letras distintas en la misma columna son significativamente diferentes (p < 0.05);
n=3 para todos los tratamientos.
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7.3.2 Propiedades reoldgicas dinamicas

Los cambios en G’ y G” como funcion de la frecuencia de la emulsién doble se
muestran en la figura 7.2. La emulsion E vp-wpi €xhibe valores mas altos de G” que
de G’ a bajas (~ <rad s y altas (~ 6 rad s™) frecuencias, pero valores similares en
frecuencias entre 1y 5 rad s™*. La emulsién Ecyc.wei exhibe valores mas altos de G” y
G a lo largo de todo el intervalo de frecuencia. Ambos médulos mostraron una
dependencia significativa a la frecuencia, la cual se incrementé al aumentar dicho
pardmetro. Las variaciones de G’ junto con el incremento de oscilacion y amplitud se
relacionan mas con el comportamiento de las interacciones topoldgicas débiles de
las cadenas poliméricas, que de geles normales. G’ no supera a G” a frecuencias
altas, como se esperaria de un sistema de redes complejas. (Peressini y col., 2003).
Mientras que la emulsion Ecuc.wp mostré un comportamiento mas parecido al de un
liquido en el intervalo de frecuencia ensayado, la emulsion Ejvp.wpi MoOStré un
comportamiento mas complejo que la previa. Este comportamiento puede deberse a
la diferencia de tamafio de las gotas de las emulsiones dobles. Mientras que el
comportamiento general fue mas liquido que sélido, muestra un intervalo de
frecuencia en el que G y G” se superponen, lo que muestra que este
comportamiento se relaciona mas con una red embebida en una matriz suave y la
rigidez en esas regiones se puede producir por entrecruzamiento quimico o fisico

(Rodriguez-Gonzalez y col., 2004).
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Figura 7.2. Cambios en los modulo de almacenamiento (G’) y de perdida (G”) durante el barrido de
frecuencia de 0.5% de deformacion para las emulsiones dobles.

7.3.3 Prueba de la regla de Cox-Merz

Una regla empirica muy conocida respecto a las mezclas de biopolimeros es la de

Cox y Merz (1958), lo que indica simplemente que la magnitud de la viscosidad
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compleja () es igual al de la viscosidad de corte (n) a valores iguales de frecuencia
radial (o) y de tasa de corte (y). La aplicacion de la regla tiene un gran valor en la
reologia de polimeros, asi como ayuda a predecir n(y) de mediciones oscilatorias 6
In" ()| de los datos de viscosidad en estado estacionario. Se puede aprender mucho
de la microestructura de los materiales segun el grado al que se apeguen a la regla.
La figura 7.3 muestra las graficas de Cox-Merz para las emulsiones E| vp-we1 Y Ecmc-
wpi. La superposicion de las viscosidades dinamicas y de estado estacionario ocurre
en un intervalo amplio de o y y para la emulsién E vp-wei (fig. 7.3a), pero no para la
Ecmcwei. La superposicion Cox- Merz de curvas en mediciones de viscosidad en
corte estacionario y de viscosidad dindmica es consistente con las interacciones del

tipo de formacion de complejos de las especies individuales (Haque y Morris, 1993).

Aunque las correlaciones de las propiedades reoldgicas y estructurales son en
general complejas, y estan fuera del alcance de este trabajo, la asociacién de una
pequefia deformacién y las mediciones reoldgicas en estado estacionario combinada
con otros métodos, asi como con técnicas de microscopia, pueden brindar pistas
valiosas para establecer condiciones adecuadas para la fabricacion de emulsiones

dobles para la obtener peliculas comestibles para aplicaciones especificas.
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Figura 7.3. Prueba de la regla de Cox Merz para las emulsiones dobles: (a) estabilizada por el
complejo pectina de bajo metoxilo-aislado de proteina de suero de leche, y (b) estabilizada por el

complejo carboximetilcelulosa-aislado de proteina de suero de leche

Evaluacion de propiedades mecanicas, dpticas, antioxidantes y de barrera de peliculas comestibles
elaboradas con emulsiones dobles w;/0/w, adicionadas con extracto de té verde (Camellia sinensis).

67



RESULTADOS Y DISCUSION

7.4 Apariencia de las peliculas

Aparentemente las peliculas fueron homogéneas y flexibles. A simple vista sus
superficies fueron lisas, sin poros y con algunas grietas. Las peliculas obtenidas a
partir de las emulsiones E vp.wpi Y Ecmcwer fueron muy distintas en color a las
obtenidas de las emulsiones con té verde E.wp-wpi-tv Y Ecmcweitv, €stas Ultimas
presentaron un tono café debido a la adicion del extracto de té verde (figura 7.4). La
flexibilidad de las peliculas elaboradas con las emulsiones dobles estabilizadas por el
complejo CMC:WPI (Pcvc-wei) Siempre fue mayor que las peliculas elaboradas con la
emulsion estabilizada por LMP:WPI (P yewe), POr Otra parte, la adicién de extracto de té
verde les brindo flexibilidad. En general, todas las peliculas resultaron ser opacas e

inodoras.

(b)

(d)

Figura 7.4. Peliculas elaboradas a partir de emulsiones dobles con y sin extracto de té verde: (a)
PCMC-WPI, (b) PCMC-WPI-TV, (c) PLMP-WPI, y (d) PLMP-WPI-TV.
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7.5 Propiedades 6pticas

La diferencia de los espesores de las peliculas fue insignificante oscilando entre 183
y 203 um (tabla 7.2). Las peliculas se desprendieron facilmente de la placa de vidrio
donde fueron elaboradas. El porcentaje de transparencia de todas las peliculas de
emulsiones dobles disminuyé significativamente con el tiempo de almacenamiento,
las peliculas que presentaron mas cambios fueron las peliculas Pcyc-wei Y Pemc-wei-tv

variando entre un 13.36 y 13.87 %de su transparencia inicial (t=0), respectivamente.

La transparencia de las peliculas con y sin extracto de té verde fue baja (Tabla 7.2),
pero fue significativamente mas alta para las peliculas P yp-wei Y PLvp-wpi-Tv que para
las peliculas Pcyc-we Y Pevc-wei-tv. ESta transparencia baja probablemente se debio
a la morfologia de las emulsiones dobles, cuyos tamafios de gotas de aceite eran
relativamente grandes, las cuales en su interior contenian mdaltiples gotas de agua
dispersas, provocando un alto grado de desviacion del haz de luz del
espectrofotometro. Los valores de porcentaje de transparencia que presentaron las
peliculas elaboradas a base de emulsiones dobles, en general, fueron inferiores a los
reportados por Ozdemir y Floros (2008) para peliculas de WPI adicionadas con
sorbitol y sorbato de potasio, pero para las peliculas P ypwei Y Pivp-weitv 10S
porcentajes de transparencia fueron muy parecidos a los de peliculas de WPI con

cera de abeja al y sorbitol.

Los indices de color de las peliculas (tabla 7.2) indican que sus valores se

encuentran en un intervalo de color de verde oscuro (-20) y amarillo verdoso (-2)
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(Vignoni y col., 2006), y que la pelicula P_vyp-wp tiene un componente amarillo
significativamente superior que la Pcuc.wei. Por otra parte, la adicion de extracto de té
verde les dio un IC a las peliculas Pcyc.wei-tv Y Puvp-wei-tv de verde amarillento (-2) a
(2).En éste mismo intervalo de color se encontraron las peliculas Pcyc-wei, Pemc-wei-
v, Puvp-wer Y Puvp-wpi-Tv que se vieron afectadas significativamente por el tiempo de

almacenamiento de 15 dias.

Tabla 7.2 Propiedades épticas, % transparencia e indice de color, y Espesor de las peliculas
comestibles.

Espesor Transparencia (%) indice de color

(mm) t=0 t=15 t=0 t=15
Pevcwel 0.185+ 0.006° 6.81% 0.92°° 590%047% -462+ 0.04" -1.37+0.13%
Pevcweiv 0.183 £ 0.009° 6.20£0.63%°  534£0.06% 205+0.31% 1.11£0.10%

Pelicula

PLvp-weI 0.200+ 0.010* 16.39+ 0.85"* 15.46 +0.54% -2.98 + 0.34"° -0.94 + 0.04%°
Piwpweity  0.203 % 0.005% 15.02+0.79" 14.97 +0.66% 1.63+0.03"° 0.93 +0.04%

Letras mayusculas A-B Indica que hay diferencia significativa entre el tiempo de almacenamiento.
Letras mindsculas a-d Indica hay diferencia significativa entre las formulaciones de las pelicula.
Medias seguidas de letras distintas en la misma columna son significativamente diferentes (p < 0.05);
n=3 para todos los tratamientos.

7.6. Angulo de contacto

En la tabla 7.3 se muestran los angulos de contactos obtenidos para las peliculas de
inmediato y después de 3 min de depositar la gota de agua en la superficie. El &ngulo
de contacto inicial (Bi=0) y después de 3 min. (6i=3) fueron significativamente mayores

para la pelicula PLvp-we Yy PLve-weitv que para la Pcmc-wel Yy Pcvcwei-tv, Yy fueron

significativamente mas altos en el centro que en borde. La diferencia en los valores
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deBat=0yat=3min fueron menores para la pelicula P yp.wpi Y PLvp-wpi-Tv Que
para la Pcucwer Y Pevmc-wei-ty. Estas peliculas poseen superficies hidrofilicas, ya que
exhiben &ngulos de contacto 6 < 65 en todo momento (Hambleton y col., 2009a). Los
angulos de 69 y 63 mostrados por las peliculas pueden ser atribuidos
probablemente a la modificacion de sus superficies, debido a la solvatacion,
hidratacion o al engrosamiento, que a su vez podria haber causado un
reordenamiento espacial y la coalescencia de las gotas (internas y externas) de la
emulsion doble. Estos fendmenos por lo general alcanzan un equilibrio metaestable

durante los primeros 20 o 30 s (Hambleton y col., 2009b).

Tabla 7.3. Angulos de contacto de las peliculas de emulsiones dobles

Angulo de contacto

Pelicula

Centro (t=0 min) Centro (t=3 min)  Orilla (t=0 min)  Orilla (t=3 min)
Pemcwe 50.0 +0.0" 275+0.7% 42,0 +0.0%" 305 +0.7°
Pcvcweitv 37.0 £1.4™ 205 +0.78 325+0.7™ 23.0 £1.4%
PLvp-wel 525+0.7% 50.0 +£0.0%® 480+ 0.0 365+0.7%
PLvpwpitv 405 +0.7% 375+0.7% 36 + 147 34.0 +0.0%°

Letras mayusculas A-B Indica que hay diferencia significativa entre el tiempo de almacenamiento.
Letras minUsculas a-d Indica hay diferencia significativa entre las formulaciones de las pelicula.
Medias seguidas de letras distintas en la misma columna son significativamente diferentes (p < 0.05);
n=3 para todos los tratamientos.

7.7 Propiedades mecanicas de las peliculas comestibles

Las peliculas elaboradas a base de complejos biopoliméricos son materiales
viscoelasticos que poseen caracteristicas tanto de soélidos como de liquidos. Una
matriz tridimensional, construida por la interaccion entre los biopolimeros que forman

el complejo, es probablemente la estructura de soporte que determina las
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propiedades mecanicas de las peliculas. Las interacciones entre los biopolimeros, el
disolvente, el plastificantes, los lipidos y otros aditivos dispersos en los espacios de
la matriz, también contribuyen en las propiedades mecanicas de las peliculas (Chen,
1995).

Las propiedades mecanicas son importantes para las peliculas comestibles, ya que
una resistencia mecanica adecuada asegura la integridad de las peliculas y la

ausencia de defectos menores, tales como perforaciones 6 poros.

La informacion cuantitativa de los parametros mecanicos de las peliculas comestibles
es esencial para su disefio. La resistencia a la tensiébn (0 mas adecuadamente,
resistencia maxima a la tension) es la resistencia maxima a la tensién que las
peliculas pueden soportar. La elongacion es usualmente tomada en el punto de
rompimiento y es expresada como el porcentaje de variacion de la longitud inicial de
la muestra. El modulo de elasticidad, o modulo de Young es la relacion entre el
estrés de la tensién en la region lineal y las medidas de rigidez intrinsecas de la

pelicula.

En la tabla 7.4 se muestran los valores de las propiedades mecanicas de las
peliculas comestibles obtenidas a partir de emulsiones dobles. Se observaron
diferencias entre las propiedades mecéanicas de las peliculas P yp.wei Y Pcvc-wer, las
cuales pueden ser atribuidas al efecto de los biopolimeros en el tamafio de las gotas
de la emulsion y a las interacciones entre las moléculas de biopolimeros que forman
la estructura principal de la pelicula. De esta manera, la pelicula P yp.wp formada por

gotas de la emulsion relativamente pequefias y con un gran entrecruzamiento
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principal de biopolimeros (Figura 7.6) mostr6 una mayor resistencia a la tension y
modulo de Young, pero con un porcentaje menor de elongacién que los observados
para la pelicula Pcuc-wei. Esta Ultima tenia una estructura formada por gotas de la
emulsion relativamente grandes inmersas principalmente en biopolimeros relajados y

ordenados (Figura 7.5).

Tabla 7.4. Propiedades mecanicas de las peliculas comestibles.

Resistencia a la tension

. . g )
Pelicula (MPa) % Elongacion Médulo de Young (MPa)

t=0 t=15 t=0 t=15 t=0 t=15
Poumcwel 0.93+0.11° 0.82+0.10% 6.11+0.87"% 4.9+24% 48.76 + 4.90"° 39.1 ¢ 5.3%
PomcwerTy 1.66+0.18°® 131+ 0.115%® 10.63+£1.44" 771+ 0.76%% 8819+ 8.41°° 53.60 + 6.715¢
PLvp-we! 149+017" 124+010% 2154043 167+0.17% 119.74+48.61"®  89.78 + 10.63%
PLvp-wPLTY 1.80£0.32"% 147 +0.28% 2831067 1.34+0.24% 142.95+ 3274  102.75 £ 7.43%

Letras mayusculas A-B Indica que hay diferencia significativa entre el tiempo de almacenamiento.
Letras minUsculas a-d Indica hay diferencia significativa entre las formulaciones de las pelicula.

Medias seguidas de letras distintas en la misma columna son significativamente diferentes (p < 0.05);
n=3 para todos los tratamientos.

El tamafio de particula de las emulsiones dobles increment6 con la adicion del
extracto de té verde siendo de 7.15 pum para E vp-wei-tvy de 14.10 pm para Ecuc-we-
1v. Las peliculas formadas con estas emulsiones presentaron mayor RT y MY que las
PLvp-we Y Pemc-wei. NO se observo diferencia en los % E de las peliculas Pivp-wpitv Y
Pcvcweitv. El tiempo de almacenamiento disminuyd significativamente las
propiedades mecanicas de las peliculas elaboradas con emulsiones dobles, al
parecer durante el tiempo de almacenamiento de 15 dias sucedid una deshidratacion

de las peliculas y/o cristalizacion de los plastificantes y tensoactivos provocando el
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cambio de las propiedades mecanicas, decreciendo la flexibilidad de la matriz de la
pelicula y aumentando la permeabilidad al vapor de agua (Dangaran y Krochta, 2007,
Chien-Hsien y col., 2009).

Los resultados de la resistencia a la tension estan estrechamente relacionados con
los resultados reoldgicos (estacionarios y dindmicos) Los valores de RT y %E
exhibidos por las peliculas comestibles fueron del mismo orden que los indicados
para las peliculas elaboradas a base de concentrado de proteina de suero de leche o
las de caseinato de calcio adicionadas con diferentes plastificantes, fases lipidicas o
nutracéuticos (Chen, 1995; Mei y Zhao, 2003; Villagbmez-Zavala y col., 2008). Sin
embargo, RT y %E fueron mucho menores (uno o dos 6rdenes de magnitud
inferiores) a los valores correspondientes de las peliculas elaboradas con polimeros
sintéticos (polietileno de baja y alta densidad) (Chen, 1995).

Los materiales muestran diferentes patrones de resistencia a la tension. Por ejemplo,
las peliculas de metilcelulosa tienen alta resistencia a la tension y baja elongacion, y
las peliculas de proteina tienen una resistencia a la tension moderada y elongacion
alta. Las peliculas de metilcelusosa son duras y fragiles, y las peliculas de proteina
son resistentes y suaves. Estas diferencias pueden ser atribuidas a las diferentes
estructuras moleculares. Las proteinas generalmente son de configuracion
sofisticada por sus complejas interacciones intra e intermoleculares y por la gran
variedad de grupos de sus cadenas laterales. La estructura principal de los

polisacéaridos generalmente es lineal (Chen, 1995).
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El modulo de Young para la pelicula P yp-wpi fue aproximadamente la mitad, y el de
la pelicula Pcyc-wei, fue aproximadamente una cuarta parte de los de los valores de
este parametro para peliculas obtenidas a partir de mezclas binarias de hidrocoloides
(goma de mezquite-concentrado de proteina de leche; alginato de sodio-kappa
carragenina; concentrado de proteina de leche-alginato de sodio; concentrado de
proteina de leche-kappa carragenina) adicionadas con glicerol. Las peliculas, P yp-
wpl. Puvp-wei-tvs Pemcwer Y Pevcwer-ty, tendieron a mostrar propiedades mecanicas
mas parecidas a las de las peliculas elaboradas a base de proteina que a las de
polisacaridos, a pesar de que en la proporcién de polisacarido: proteina fue mayor en
el lado de lo polisacaridos.Estos resultados confirman que el WPI fue el biopolimero
gue mas fuertemente se absorbio en la interfase aceite-agua responsable en mayor

medida de las propiedades impartidas por la emulsion doble.

7.8 Microestructura

La seccion transversal de las peliculas Pcycwer Y de PLvpwer S€ Observé mediante
microscopia electronica de barrido (SEM), lo cual revelé una microestructura que
consistia en gotas de una emulsion doble elongadas y distribuidas de una manera
bastante compacta en un marco de biopolimeros. La distorsion progresiva de las
gotas de aceite en la emulsion se ha asociado con la evaporacién de la fase continua
acuosa. La evaporacion de la fase continua acuosa caus6 compresion de la emulsion
con una distorsion progresiva y adelgazamiento de las capas de agua que las
separan (Aranberry y col., 2004). Aunque las peliculas Pcvcwer Y PLvp-wei
presentaron las mismas caracteristicas estructurales principales, mostraban
diferencias en las caracteristicas estructurales de los marcos de biopolimeros y en el

tamafio y distribucion espacial de las gotas de emulsion. EL marco de la pelicula
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Pcvewpr (Figura. 7. 5a) mostr6 una microestructura orientada, que consiste
principalmente en estructuras de apariencia fibrosa atribuidas a agregados de los
biopolimeros que lo conforman, rodeando las gotas de emulsion (puestas en
evidencia por los espacios vacios que originalmente son ocupados por las gotas de
tamafio relativamente grande que corresponden a la emulsion de Ecycwei. EN
contraste, el marco de la P wpwp (Figura. 7. 6a) fue mas compacto y menos
ordenado que el de la pelicula de Pcuc-wer (Fig. 7.5a) y fue interrumpido por gotas de
emulsidn mas pequefias que corresponden a la emulsion de E vwp.wpi que las que se
observaron para la pelicula de de Pcuc.wei, La apariencia suave de los marcos de las
peliculas y las diferencias en el tamafio y la distribucion espacial de las gotas de la
emulsiéon fueron mas evidentes cuando se observaron en las micrografias del MEB a
alta magnificacion (figuras. 7.5b y 7.6b). Parece que a un alto grado de
entrecruzamiento ocurrido entre los biopolimeros adsorbidos en la interface cuando
las gotas de emulsién son mas pequefas, resultan en un marco mas cerrado en la

pelicula (en la de P yp-we).

Las superficies de las peliculas, en términos generales, tuvieron una apariencia
homogénea y suave (Figs. 7.5c y 7.6c). Sin embargo, algunas particulas con forma
granular fueron observadas en la superficie de las peliculas. La pérdida de agua
debida a la evaporacion de la superficie de la emulsidon durante la formacion de la
pelicula pudo haber permitido un gradiente en la concentracion del agua, causando
insolubilidad del conjunto de polimeros en solucién, resultando en los depdsitos

superficiales observados.
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Figura 7.5. Micrografias SEM de la pelicula comestible (Pcycwe) Obtenida a partir de la emulsion
doble estabilizada con el complejo carboximetilcelulosa (CMC)-aislado de proteina de suero de leche
(WPI): (a) y (b) seccibn transversal de la pelicula con un aumento de 500X y 2000X, respectivamente,

y (c) superficie de la pelicula
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Figura 7.6. Micrografias SEM de la pelicula comestible (P vpr.wp)) Obtenida a partir de la emulsion
doble estabilizada con el complejo pectina de bajo metoxilo (LMP)-aislado de proteina de suero de
leche (WPI): (@) y (b) seccién transversal de la pelicula con un aumento de 500X y 2000X,
respectivamente, y (c) superficie de la pelicula.

Evaluacion de propiedades mecanicas, dpticas, antioxidantes y de barrera de peliculas comestibles
elaboradas con emulsiones dobles w,/o/w, adicionadas con extracto de té verde (Camellia sinensis).

78



RESULTADOS Y DISCUSION

7.9 Permeabilidad al vapor de agua

Los valores de la permeabilidad al vapor de agua (WVP) de las peliculas no fueron
significativamente diferentes entre las peliculas P yvp-wpi Y Pcmc-.wp COMO se muestra
en la tabla 7.5. Estos resultados indican que la estructura de la capa adsorbida de
complejos de biopolimeros alrededor de la emulsion doble no afecté finalmente la

WVP de las peliculas.

De acuerdo a los valores de WVP de las peliculas P_vp-wpi-tv Y Pemc-wer-tv 1a adicion
de extracto de té verde disminuy6 significativamente la permeabilidad de las
peliculas comestibles. La WVP de las peliculas Pcyc-wei-tv fue 6% menor a las Pcuc-
wpl, mientras que la de las P yp.wpitv fue 8.7 % inferior que las P yp.wpi. EStO
indicaria posiblemente que cierta cantidad de compuestos fendlicos del extracto de té
verde no quedaron dentro del la emulsion W,/O y que probablemente, establecieron
interacciones de tipo puente de hidrogeno y covalentes con los polisacaridos y/o
hidrofébicas con las proteinas de la capa de complejos poliméricos de la emulsion
doble.

Las peliculas elaboradas con emulsiones dobles con y si extracto de té verde
tuvieron valores de permeabilidad de (1.41-1.61 g mm m? h™ kPa™) menores a los
de otras peliculas elaboradas con WPI y adicionadas con diferentes compuestos
(mezclas de lactato-gluconato de calcio, acetato de a-tocoferol, sorbitol, cera de
abeja o sorbato de potasio) (Mei y Zhao, 2003; Ozdemir y Floros, 2008), o fabricadas

con WPI con y sin aplicaciéon de un tratamiento térmico (Guckian y col, 2006).
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Tabla 7.5. Permeabilidad al vapor de agua de las peliculas comestibles.

WVP (gmm/m? h KPa)

Pelicula

t=0 t=15
P cvc.wei 1.50 £0.20"  1.55 +0.10%2
P cve-wpLTv 141 +£0.01"  1.43+0.01%°
PLvp-wel 1.61+£0.10® 1.63 +0.08%2
PLvp-whLTv 145 +0.05"° 1.46+ 0.03%

Letras mayusculas A-B Indica que hay diferencia significativa entre el tiempo.

Letras minUsculas a-b Indica hay diferencia significativa entre las formulaciones de las pelicula.
Medias seguidas de letras distintas en la misma columna son significativamente diferentes (p < 0.05);
n=3 para todos los tratamientos.

El aumento WPV durante el tiempo de almacenamiento (t=0 y t=15) de las peliculas
Pcvcwer Y Puve-wer fue de 3.22 'y 1.23%, y para las peliculas Pcyc-wei-tv Y Puvp-wel-tv
de 1.40 y 0.68%, respectivamente. Estos resultados indican que la adiciéon de
extracto de té verde a las emulsiones dobles formadoras de peliculas disminuy6
notablemente la WVP de las peliculas una vez formadas (t=0) y después de 15 dias

de haber sido almacenadas.

7.10 Fenoles totales y propiedades antioxidantes

Las propiedades antioxidantes evaluadas por los métodos DPPH y FRAP vy la

cantidad total de fenoles de las peliculas elaboradas con emulsiones dobles con y sin
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extracto de té verde se encuentran reportadas en la tabla7.6. Las peliculas Pcyc-wei Y
PLvp-wpl NO presentaron en ningin momento compuestos fendlicos ni propiedades
antioxidantes. El valor mas alto de fenoles totales que presentaron las peliculas
comestibles fue después de haber sido formadas (en t=0), siendo significativamente
mayor el contenido en las peliculas P yp.wpi-tv (8.10 mg AG/g de pelicula) que en
Pcvc-weitv (7.85 mg AG/g de pelicula).

Con el tiempo de almacenamiento (t=15) la cantidad de fenoles encontrada en las
peliculas disminuyé de manera significativa (p < 0.05) para ambas peliculas. La
cantidad de fenoles en las peliculas Pcycwei-tv Y Puve-wei-tv €con 0.75% en masa de
té verde en t=0y t=15, fue similar a la reportada por Siripatrawan y Harte (2010) para
peliculas de quitosano adicionadas con 2% extracto de té vede pero inferiores a las
de peliculas de proteina de leche con aceite esencial de pimiento (Oussalah y col.,
2004).

El fundamento del método DPPH se basa en determinar la capacidad de los
antioxidantes para capturar el radical liore DPPH' y reducirlo. El DPPH es un radical
libre estable en solucién acuosa o de etanol y acepta un electrén o un radical
hidrégeno para convertirse en una molécula diamagnética estable (Soares y col.,
1997).

Los resultados muestran que las peliculas Pcucwei-tv Y Puvp-wei-Ty, presentaron

actividad antirradical para DPPH. El % de inhibicion de DPPH de la Pcyc-wei-tv fue
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inferior que la Pywpwpitv. LOS porcentajes de inhibicion del radical DPPH
presentados por las peliculas de emulsiones dobles con té verde fueron mayores en
t=0 que en t=15, lo que indica que el tiempo de almacenamiento afecto
significativamente la inhibicién del radical (p < 0.05). Los valores de % de inhibicion al
radical DPPH de las peliculas Pcyc-wei-tv Y Pive-wei-tv €on 0.75% de extracto de té
verde fueron similares a los de peliculas de quitosano con 2% de extracto de té verde

Siripatrawan y Harte (2010).

El método FRAP que ocurre por reduccién directa, consiste en la formacién de un
complejo férrico con el reactivo TPTZ, el cual en presencia de antioxidantes forma un
complejo azul de absorcibn maxima entre 590 y 595 nm (Benzie y Strin, 1996). Las
peliculas Pvp-wei-tv (13.25 pmol Trolox/g de pelicula) tuvieron valores superiores de
actividad antioxidante por el método FRAP y fueron significativamente superiores a
los de Pcucweitv (13.08 pmol Trolox/g de pelicula) (tabla 7.6). La actividad
antioxidante de las peliculas fue significativamente inferior en t=15 que en t=0. La
disminucion de la capacidad antioxidante con el tiempo de almacenamiento fue del

12% para las peliculas Pcyc-wei-tv de 5.6% para Pyp-wpi-Tv-

Tabla 7.6. Fenoles totales y propiedades antioxidantes de las peliculas comestibles

Pelicula Fenoles totaltles DP.P.H. , FRAP ,
(mg AG/g de pelicula) % Inhibicién (umoTrolox/g de pelicula)
t=0 t=15 t=0 t=15 t=0 t=15
Pevcwer NE NE NE NE NE NE
Peve-werv 7.85+0.14"  750.£0.30% 3560+050" 3235+040% 13.08 +1.65" 11.50 £3.3%
PLvp-wpi NE NE NE NE NE NE

PLvp-werTv 8.10+0.04"™  7.82+1.29% 4712+539™ 39.12+045% 1325+041" 1251 £0.86%

NE: No encontrado

Letras mayusculas A-B Indica que hay diferencia significativa entre el tiempo.
Letras minUsculas a-b Indica hay diferencia significativa entre las formulaciones de las pelicula.
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Medias seguidas de letras distintas en la misma columna son significativamente diferentes (p < 0.05);
n=3 para todos los tratamientos.

Las propiedades antioxidantes y la cantidad de compuestos fendlicos totales de las
peliculas Povp-wpi-Tv. Siempre fueron superiores, y el tamafio de particula de estas
emulsiones siempre fue inferior al de Pcmc.wei-tv 10 cual indica que el tamafio de
particula de las emulsiones dobles que forman la matriz de la pelicula juega un papel
muy importante en la proteccion y probablemente en la liberacion de los compuestos

fendlicos del té verde.

Las peliculas con extracto de té verde ademas de haber presentado actividad
antioxidante también presentaron mejores propiedades mecénicas y de barrera
contra el vapor de agua, lo que las hace interesantes para posibles aplicaciones en

alimentos.
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8.CONCLUSIONES

1. Las emulsiones multiples estabilizadas por complejos proteina-polisacarido
pueden producir peliculas comestibles con propiedades mecénicas
comparables con las peliculas hidrofilicas, pero con una permeabilidad al

vapor de agua comparable con las peliculas hidrofébicas.

2. La emulsién doble W,/O/W, estabilizada con el complejo LMP:WPI formo
peliculas mas rigidas con mayor resistencia a la tensién y Modulo de Young
pero con menor tamafio de particula y transparencia que aquella elaboradas
a partir de CMC:WPI

3. Las emulsiones mudltiples estabilizadas por complejos proteina-polisacarido
pueden producir peliculas comestibles con propiedades mecénicas
comparables con las peliculas hidrofilicas, pero con una permeabilidad al

vapor de agua comparable con las peliculas hidrofébicas.

4. La incorporaciéon de extracto de té verde en las peliculas elaboradas a base de
emulsiones dobles mejora la permeabilidad al vapor de agua y las
propiedades mecanicas, RT, % E y MY, de las peliculas.
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5. En general las propiedades de antioxidantes, de barrera y mecénicas de las
peliculas comestibles disminuyeron con el tiempo de almacenamiento de 15

dias.

6. La fabricacion de peliculas comestibles de emulsiéon doble ofrecen la
posibilidad de la incorporacibn de compuestos bioactivos hidro y/o
liposolubles, proporcionando la base para disefiar una nueva generacion de
peliculas comestibles.
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9.PERSPECTIVAS

A partir de los estudios y discusiones presentadas en esta tesis Doctoral, las

perspectivas se orientas en tres direcciones.

En primer lugar estaria el estudio del la aplicacion de las peliculas comestibles con
extracto de té verde en alimentos con una baja actividad de agua. En concreto, se
podria estudiar el efecto antioxidante y antimicrobiano de las peliculas comestibles

en alimentos como cacahuates, galletas, quesos maduros, entre otros.

También seria interesante realizar un estudio de la liberacion del extracto de verde
de la matriz de la pelicula. Asi como también, estudiar la proteccion del extracto de té
verde dentro de las peliculas elaboradas a partir de emulsiones dobles estabilizadas

con los complejos proteina: polisacéarido estudiados en este proyecto.

En tercer plano, se encontrarian los estudios sobre la mejora de las propiedades
mecanicas y de barrera de las peliculas comestibles elaboradas a partir emulsiones

dobles estabilizadas con nuevos complejos proteina: polisacarido.
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ANEXOS

11. ANEXOS

Anexo A

Permeabilidad al vapor de agua

En la figura Al se muestra la cabina utilizada para la evaluacién de permeabilidad al
vapor de agua

Figura Al. Cabina utilizada para mantener las condiciones de ensayo uniformes
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ANEXOS

En esta cabina de coloco silica gel en recipientes en la parte inferior de la cabina,
permitiendo la total circulacion del aire. En la parte superior de la cabina se utiliz6 un
ventilador Elco (Milano, Italia) que genera una corriente de aire a una velocidad de
150 m/min para mantener las condiciones de ensayo uniformes en todos los puntos
evitando la acumulaciéon del vapor de agua que sale de las celdas (McHugh y col.,
1993).

Angulo de contacto

En la figura A2 se muestra el equipo utilizado para la evaluaciéon del angulo de
contacto de las peliculas comestibles elaboradas a base de emulsiones dobles.

Figura A2. Contactdmetro de angulo
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El angulo de contacto generado por la gota de agua en la superficie de la pelicula es
medido por la proyeccion de la gota en una pantalla que contiene un trasportador.

Anexo B

Curvas de calibracion
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Figura A3. Curva estandar de acido gélico para la determinacion de fenoles totales
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Figura A4. Curva de calibracion de trolox para evaluacion FRAP.
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