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RESUMEN

La conservacion de los alimentos es de vital importancia, por ello es necesario
implementar el desarrollo de nuevas metodologias de conservacion, con el fin de
alargar la vida de anaquel de los alimentos. Hoy en dia los consumidores
demandan productos naturales minimamente procesados con el fin de consumir
alimentos frescos. Entre los métodos para la preservacion de alimentos surgen

alternativas como el empleo de peliculas o recubrimientos comestibles.

El objeto de la presente investigacion fue analizar el efecto de la concentracion
del biopolimero (carragenina: 1.0, 1.5 y 2.0%, w/v) y la concentracion de cera de
abeja, con aceite esencial de clavo, con el fin de desarrollar una biopelicula

comestible.

Se determinaron propiedades fisicas, Opticas y de barrera de las diferentes
formulaciones (color, porciento de humedad, porciento de solubilidad, grosor y
permeabilidad al agua a 75%, 85% y 100% de humedad relativa) de cada

formulacion.

Una vez obtenidas las biopeliculas se determinaron las propiedades
fisicoquimicas. Con los resultados obtenidos se identificdé que la concentracion de
carragenina influye en el grosor de la biopelicula, a mayor cantidad de
carragenina, mayor es el grosor. En la determinacion del porcentaje de humedad
existen diferencias significativas entre las formulaciones, la formulacion B (1% de
carragenina y 20% de aceite esencial de clavo) presento mayor porcentaje de
humedad y la formulacién D (1.5% de carragenina y 10% de aceite esencial de

clavo) presentdé menor porcentaje de humedad.

En el andlisis de solubilidad se encontré diferencia entre las formulaciones, la
formulacion B (1% de carragenina y 30% de aceite esencial de clavo) obtuvo
mayor porcentaje de solubilidad (100%), y la formulacién G (2% de carragenina y
10% de aceite esencia de clavo) obtuvo menor porcentaje de solubilidad (51.47
%).
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En la opacidad de la biopelicula existe una diferencia significativa en los
resultados, las formulaciones A, B y C presentaron menor opacidad (A 0.01488, B
0.012370, C 0.01689), la formulacién | (2% de carragenina y 30% de aceite

esencial de clavo) presento mayor opacidad (0.04428).

En los datos analizados de transmitancia, las formulaciones A,B,I, son
significativamente diferentes al resto, siendo la formulacion A (1% de carragenina
y 10% de aceite esencia de clavo) con 47.09 de transmitancia y B (1% de
carragenina y 20% de aceite esencial de clavo) con 45.340 de transmitancia,
fueron las que obtuvieron mayor porcentaje de transmitancia, la formulacién | (2%
de carragenina y 30% de aceite esencial de clavo) fue la que presento menor

transmitancia (21.82).

En el andlisis de color, las formulaciones presentaron magnitudes negativas, eso
corresponde a un componente de color ligeramente verde, las peliculas
presentaron un tono amarillento que se relaciona con la cantidad de aceite de
clavo afiadido, mientras se afiada mayor cantidad de aceite, el tono amarillo se
muestra mas intenso. La formulacién B presenta un tono mas débil a diferencia de
la formulacion | que presenta un tono amarillo mas intenso, las formulaciones

restantes presentan un tono similar.

En la determinacién de permeabilidad en los datos analizados no se encontraron
diferencias significativas entre las formulaciones. Aunque no hubo diferencias
significativas, analizando los resultados, la formulacion A es la menos permeable y
la formulacion E es la mas permeable al 100% y 85% de HR. En cuanto al analisis
de 75% de HR, la formulacién B obtuvo menor permeabilidad a diferencia de la

formulacion F que es mas permeabile.

Palabras clave: biopelicula, carragenina, cera de abeja, aceite esencial de clavo,

propiedades fisicas, propiedades opticas.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

La conservacion de alimentos ha sido un tema de interés desde hace muchos
afios, por ello se han implementado diferentes técnicas desde enfriamiento,
congelamiento, escaldado, coccion, etc. Hoy en dia los consumidores demandan
productos naturales minimamente procesados con el fin de consumir alimentos
frescos, por esta razon se han desarrollado nuevas metodologias de conservacion
con el fin de obtener alimentos inocuos, mejorando sus caracteristicas fisicas,
nutricionales y organolépticas. Entre los métodos para la conservacion de
alimentos surgen alternativas como el empleo de peliculas (PC) o recubrimientos

comestibles (RC).

La aplicacion de recubrimientos comestibles en los alimentos disminuyen la tasa
de respiracion, retrasan la pérdida de peso por deshidrataciéon y prolongan la vida
de anaquel, esto se debe a que las biopeliculas funcionan como una barrera
semipermeable a los gases y al vapor de agua, también pueden actuar como
portadores de ingredientes funcionales como agentes antimicrobianos y

antioxidantes.

El uso de una PC o RC en aplicaciones alimentarias y en especial en productos
altamente perecederos, como los pertenecientes a la cadena hortofruticola, se
basa en ciertas caracteristicas tales como costo, disponibilidad, atributos
funcionales, propiedades mecanicas (tension y flexibilidad), propiedades o6pticas
(brillo y opacidad), su efecto de barrera frente al flujo de gases, resistencia
estructural al agua, a microorganismos y su aceptabilidad sensorial. Estas
caracteristicas son influenciadas por parametros como el tipo de material
implementado como matriz estructural (conformacion, masa molecular, distribucién
de cargas), las condiciones bajo las cuales se preforman las peliculas (tipo de
solvente, pH, concentracién de componentes, temperatura, entre otras), y el tipo y
concentracion de los aditivos (plastificantes, agentes entrecruzantes,

antimicrobianos, antioxidantes, emulsificantes, etc.) (Guilbert et al., 1996).



Para la formulacion de las peliculas comestibles, pueden emplearse diferentes
materiales tales como almidones, derivados de celulosa, quitosano, gomas,
proteinas del suero lactico, concentrados de proteina de soja asi como también
grasas y aceites, se hace indispensable el uso de plastificantes como glicerol o

sorbitol, a fin de proporcionar la flexibilidad deseada a dichas peliculas.

Se ha encontrado que la aplicacion de aceites esenciales en las biopeliculas
pueden funcionar como agentes antimicrobianos ya que poseen un alto porcentaje
de compuestos fendlicos como el carvacrol, el timol y el eugenol, que son capaces
de desintegrar la membrana externa de las bacterias Gram negativas E.coli y

Tiphimurium (Ramadan et al., 2015).

Hasta la fecha, la mayoria de los estudios realizados sobre las propiedades
antimicrobianas de los aceites esenciales se han centrado en microorganismos
patdgenos para el hombre, asi como en aquellos presentes en los alimentos, por
su implicancia en intoxicaciones alimentarias o por su capacidad de alterar las
propiedades organolépticas y de conservacion de los alimentos. Diversos estudios
determinan que los aceites procedentes de: clavo, canela, mostaza, orégano,
romero y tomillo son los que poseen actividad antimicrobiana mas acentuada
(Burt, 2004).

A pesar de que la informacion literaria disponible para la elaboracién de peliculas
comestibles es amplia, no hay especificaciones estables para cada producto, lo
que implica realizar varias investigaciones para desarrollar recubrimientos vy

peliculas para cada alimento.



1.1. Justificacion

La preservacion de los alimentos es de vital importancia, por ello es necesario
implementar el desarrollo de nuevas metodologias de conservacion con el fin de
obtener alimentos inocuos, mejorando sus caracteristicas fisicas, nutricionales y

organolépticas, que cumplan con las demandas del consumidor.

Entre los métodos para la conservacion de alimentos surgen alternativas como el
empleo de peliculas o recubrimientos comestibles, por ello es indispensable
investigar el efecto de las concentraciones de los ingredientes para el desarrollo
de la biopelicula, con el fin de desarrollar una pelicula con mejores caracteristicas

para la conservacién de los alimentos.

Por otro lado, las peliculas comestibles no contaminan ya que estan compuestos
por sustancias biodegradables naturales. Por lo tanto, contribuyen a la proteccion

del medio ambiente.



1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo general:

Investigar el efecto de la concentracion del biopolimero (carragenina: 1.0, 1.5 y
2.0%, w/v) y la concentracion de cera de abeja, con aceite esencial de clavo sobre
algunas propiedades fisicas y Opticas de la biopelicula elaborada a base de

carragenina.

1.2.2. Objetivos especificos:

e Desarrollar las formulaciones de las peliculas utilizando 1.0, 1.5y 2.0 %,
w/v, del biopolimero, con plastificante (glicerol), utilizando la misma
concentracion de cera de abeja (10%, w/v), diferentes concentraciones

de aceite de clavo como antimicrobiano y tween 80 (2%, v/v).

e Analizar las caracteristicas O6pticas y de barrera de las diferentes
formulaciones (color, porciento de humedad, porciento de solubilidad,
grosor y permeabilidad al agua a 75%, 85% y 100% de humedad

relativa) de cada formulacion.



1.3. Hipotesis:

La concentracion de los componentes de la biopelicula influye en las propiedades
fisicas y Opticas de la biopelicula funcional a base de carragenina, cera de abeja y

aceite de clavo.

Las peliculas desarrolladas presentan buenas caracteristicas para la aplicacion en

alimentos.



CAPITULO Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. Peliculas Comestibles

Los recubrimientos y las peliculas han sido usados por muchas décadas para
proteger a los alimentos del ataque microbiologico y para prevenir la pérdida de
agua durante el almacenamiento. El gran interés que han mostrado los
consumidores de generacion en generacion por la calidad de los alimentos que
estan consumiendo ha intensificado la investigacion en esta area. El desarrollo de
envases sintéticos se justifica debido a su eficiencia para reducir la transferencia
de masa entre el alimento y el medio donde se encuentra almacenado, para esto
ha sido necesaria la determinacion de la permeabilidad. ElI constante
mejoramiento de los envases sintéticos, tales como la resina, celulosa y peliculas
plasticas, han permitido el uso del copolimero y/o envases de peliculas
multilaminados, los que son capaces de reducir en forma selectiva la transferencia

tanto de gases como de solutos (Debeaufort et al., 1998).

La combinacién de envases sintéticos y peliculas comestibles fue propuesta para
asi incrementar la eficiencia en la preservacion de la calidad de los alimentos en el
envasado. Por otro lado, las peliculas comestibles no contaminan ya que estan
compuestos por sustancias biodegradables naturales. Por lo tanto, contribuyen a

la proteccidén del medio ambiente (Debeaufort et al., 1998).

Muchas materias primas de origen biologico, incluyendo polisacaridos, proteinas, y
lipidos, solos o en mezclas, han sido propuestas para la preparacion de peliculas

comestibles o recubrimientos (Viroben et al., 2000).

Los polisacaridos (almidon, carragenatos, pectina, quitosano), son capaces de
formar una matriz estructural, algunos de estos también funcionan como
plastificantes y en cuanto a la permeabilidad, las peliculas elaboradas con
polisacaridos generalmente presentan buenas barreras a la humedad vy
propiedades mecanicas moderadas. Las proteinas (colageno, gelatina, gluten de
trigo, aislados proteicos de soya, proteinas de la leche), presentan barreras mas
débiles que los polisacéaridos al vapor de agua pero por otro lado desarrollan muy

6



buenas propiedades de barrera al oxigeno y propiedades mecanicas que son muy
favorables para recubrir alimentos, los lipidos (acetoglicéridos, ceras, surfactantes)
son de gran ayuda para proteger al alimento (Villaman Diéguez, 2007).

Algunos estudios recientes se han enfocado en optimizar las condiciones bajo las
cuales se elaboran las peliculas, para asi mejorar sus propiedades mecanicas
(deformacion, resistencia a la ruptura, adhesividad) y de barrera. Para las
aplicaciones tanto de envasado como de recubrimiento, el control de la
permeabilidad al agua y al gas (oxigeno y didéxido de carbono) ha sido una
caracteristica que tiene mucha influencia en la estabilidad de los alimentos durante

el almacenamiento (Viroben, et al., 2000).

Siendo las recién mencionadas unas de las principales propiedades con las que
debe cumplir una pelicula o recubrimiento, existen otras caracteristicas
funcionales de suma importancia con las que también debiera cumplir este tipo de
envase tales como; caracteristicas sensoriales aceptables, estabilidad
microbiolégica, bioquimica y fisicoquimica adecuadas, que sea inocua, que sea un
buen medio para la adicion de distintos aditivos (antioxidantes, saborizantes,
colorantes) si fuese necesario. Y en lo técnico-econdémico, que las materias primas

sean de bajo costo y que su tecnologia de elaboracion sea simple, entre otros.

2.2. Definicion de recubrimiento

Un recubrimiento comestible (RC) se puede definir como una matriz transparente
continua, comestible y delgada, que se estructura alrededor de un alimento
generalmente mediante la inmersion del mismo en una solucién formadora del
recubrimiento con el fin de preservar su calidad y servir de empaque (Vasconez et
al., 2009).

2.3. Definicion de pelicula comestible

Una pelicula comestible (PC) es una matriz preformada, obtenida por moldeo,
cuyo espesor es siempre es mayor al de los RC (Del Valle et al., 2005). Dichas
soluciones formadoras de la pelicula o recubrimiento pueden estar conformadas
por un polisacarido, un compuesto de naturaleza proteica, lipidica o por una
mezcla de éstos. A pesar de sus diferencias, ambas proceden de igual manera
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frente a diversas sustancias que actian sobre el alimento como barrera frente al
transporte de gases y vapor de agua durante su conservacion (Vasconez et al.,
2009).

La PC es un material de envoltura (empaque) delgado empleado en la industria de
alimentos y que puede ser consumido como parte del mismo, debido a que
proviene de polimeros biodegradables, no téxicos y que ayudan a incrementar la
calidad de los alimentos durante su conservacion (Sanchez Gonzélez et al., 2011).
Segun (Falguera et al.,, 2011) las peliculas y recubrimientos deben presentar
ciertas exigencias funcionales que permitan controlar o aminorar las causas de
alteracién de los alimentos a recubrir, algunas de estas ventajas y propiedades

son:

e Ser libres de toxicos y seguros para la salud.

e Deben requerir una tecnologia simple para su elaboracion.

e Ser protectores de la accion fisica, quimica y mecanica.

e Presentan propiedades sensoriales: deben ser transparentes y no ser
detectados durante su consumo.

e Mejoran las propiedades mecéanicas y preservan la textura.

e Prolongan la vida util de alimentos a través del control sobre el desarrollo
de microorganismos.

e Pueden regular distintas condiciones de interface o superficiales del
alimento, a través del agregado de aditivos como antioxidantes, agentes
antimicrobianos y nutrientes.

e Presentan propiedades de barrera como transferencia de distintas
sustancias, adecuada permeabilidad al vapor de agua, solutos y una
permeabilidad selectiva a gases y volatiles, desde el alimento hacia el

exterior y viceversa.
Guilbert y Biquet (1986) mencionan algunas de las ventajas de utilizar (PC):

e Pueden ser ingeridas por el consumidor.

e Su costo es generalmente bajo.



e Su uso reduce los desechos y la contaminacién ambiental.

e Pueden mejorar las propiedades organolépticas, mecanicas y nutricionales
de los alimentos.

e Proporcionan proteccion individual a pequefias porciones de alimento.

e Pueden ser usadas en alimentos heterogéneos como barrera entre los

componentes.

Dichos recubrimientos al controlar transferencia de humedad, gases, Yy
compuestos volatiles, han demostrado la capacidad de mejorar la integridad y la
calidad de los alimentos, ademéas de prolongar su vida de almacenamiento. Sin
embargo; al recubrir un fruto u hortaliza para retardar la pérdida de humedad, es
necesario que exista una cierta permeabilidad al oxigeno y diéxido de carbono
para evitar una respiracion anaerobica que podria inducir desordenes fisioldgicos y
una pérdida rapida de la calidad y vida de anaquel en los mismos. También, las
PC y RC pueden admitir y transportar ingredientes funcionales tales como
antioxidantes, antimicrobianos, nutrimentos, sabores y colorantes para destacar la
calidad, funcionalidad y seguridad de los alimentos, siendo esta actualmente una
de las caracteristicas mas importantes en el uso de cubiertas (Falguera et al.,
2011).

2.3.1. Composicion de peliculas y recubrimientos comestibles

Las PC y RC pueden ser elaborados a partir de una gran variedad de
polisacaridos, proteinas y lipidos, solos o en combinaciones que logren
aprovechar las ventajas de cada grupo, dichas formulaciones pueden incluir,
conjuntamente plastificantes y emulsificantes que se utilizan de diversa naturaleza
quimica con la finalidad de ayudar a mejorar las propiedades finales de la pelicula
0 recubrimiento. Las mismas presentan bondades como comestibilidad, dureza,
transparencia, buenas propiedades de barreras contra el oxigeno y vapor de agua
(Ribeiro et al., 2007).

Los polisacaridos y las proteinas son polimeros que forman redes moleculares
cohesionadas por una alta interaccidon entre sus moléculas, estas les confiere

buenas propiedades mecéanicas y de barrera a gases (Oz2y COgz), por lo cual



retardan respiracion y envejecimiento de muchas frutas y hortalizas. Los
polisacaridos son los hidrocoloides mas utilizados en la industria alimenticia, ya
que forman parte de la mayoria de las formulaciones que actualmente existen en
el mercado. Sin embargo; una desventaja que presentan es que son hidronimicos
y por lo tanto, constituyen una pobre barrera a la pérdida de humedad. Los
utilizados en la formacioén de recubrimientos comestibles son: las pectinas de alto
y bajo metoxilo, la celulosa y sus derivados, el alginato, el quitosano, la dextrina, el

carragenato, y las goma arabiga, entre otros (Krochta y Mulder Johnston, 1997).

Los lipidos se caracterizan por ser hidrofébicos y no poliméricos, presentando
excelentes propiedades de barrera frente a la humedad, sin embargo, su falta de
cohesividad e integridad estructural hace que presenten malas propiedades
mecanicas formando recubrimientos quebradizos; sin embargo, reducen la
transpiracion, la deshidratacion, la abrasién en la manipulacion posterior y pueden
mejorar el brillo y la apariencia de muchos de los alimentos. Dentro del grupo de
lipidos aplicados a recubrimientos y peliculas comestibles se pueden mencionar
las ceras (abejas, candelilla y carnauba), resinas, monoglicéridos, diglicéridos y los
acidos grasos tales como el acido estearico, palmitico, laurico y oleico, entre otros
(Kester y Fennema, 1986).

Otros componentes de gran importancia en la elaboracién de PC y RC son los
plastificantes y emulsificantes. En el caso particular de los plastificantes
(moléculas pequefias de bajo peso molecular), se adicionan con el objetivo de
mejorar la flexibilidad y funcionabilidad de los recubrimientos, haciéndolos menos
fragiles. Dentro de los agentes plastificantes mas utilizados se encuentran: el
glicerol, acidos grasos, sorbitol, aceites, ceras y otros, mientras que, los
emulsificantes favorecen la dispersion del lipido en la matriz hidrocoloide y
reducen la actividad de agua superficial, ademas también se emplea la adicién de
antioxidantes a fin de mejorar las propiedades y la capacidad de las cubiertas,
(Aguilar, 2005).
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2.4. Propiedades fisicas de los recubrimientos

2.4.1. Permeabilidad al vapor de agua

La permeabilidad al vapor de agua (WVP) se define como la velocidad de
transmision de vapor de agua por unidad de superficie de una area plana y por
unidad de espesor, inducida por unidad de diferencia de presion de vapor entre
dos superficies especificas a una temperatura y condiciones de humedad
especificas (ASTM, 1995).

2.4.2. Color

Muy a menudo, el primer juicio sobre la calidad de un alimento depende de sus
diversas caracteristicas organolépticas tales como el color, la estructura de
superficie y la forma. El color, en particular, es un importante atributo sensorial. Se
puede definir como una percepcion visual que se genera en el cerebro al
interpretar las sefales nerviosas que le envian los fotorreceptores de la retina del
0jO0 Y que a su vez interpretan y distinguen las distintas longitudes de onda que
captan de la parte visible del espectro electromagnético (MacDougall, 2001).

El espectrofotometro de reflectancia trabaja midiendo la proporcion de la luz
reflejada de una muestra respecto a la de una referencia conocida. Se toman
medidas, a través de una esfera de integracién en muchos puntos en toda la gama
visible del espectro electromagnético, es decir, entre 380nm y 700nm. La
reflectancia es calculada por medio de la relacion de proporcion y viene expresada
como porcentaje. Por lo tanto, lo que refleja un difusor perfecto tendrda un
reflectancia del 100 %. Durante el analisis de medidas, sin embargo, la
reflectancia generalmente se expresa como una fraccion. Un mosaico blanco
ideal, tiene un valor de 1. Por el contrario, una muestra negra, que absorbe toda la
luz incidente, tendra un reflectancia de 0 % (Brimelow y Joshi, 2001).

Las peliculas que contienen monosacéaridos como fructosa, manosa y glucosa, son
de color amarillo, con el grado de color dependiendo de la concentraciéon de los

azucares usada (Zhang y Han, 2006).
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2.4.3. Transparenciay opacidad

La transparencia u opacidad y el brillo, se encuentran entre las propiedades
Opticas mas importantes a la hora de evaluar el impacto directo sobre la
apreciacion del color y aspecto de un producto recubierto (Hutchings, 1999).

Un material presenta transparencia cuando deja pasar facilmente la luz. La
transparencia es una propiedad 6ptica de la materia, que tiene diversos grados.
Se dice, en cambio, que un material es translicido cuando deja pasar la luz de
manera que las formas se hacen irreconocibles (no se observan nitidamente los
objetos), y que es opaco cuando no deja pasar apreciablemente la luz.
Generalmente, se dice que un material es transparente cuando es transparente a
la luz visible. Para aplicaciones técnicas, se estudia la transparencia u opacidad a
la radiacion infrarroja, a la luz ultravioleta, a los rayos X, a los rayos gamma u
otros tipos de radiacion.

Segun la mecanica cuantica, un material sera transparente a cierta longitud de
onda cuando en su esquema de niveles de energia no haya ninguna diferencia de
energia que corresponda con esa longitud de onda.

La transparencia se cuantifica como transmitancia, porcentaje de intensidad
luminica que atraviesa la muestra. Para esto se utiliza un colorimetro o un

espectrofotometro.

2.4.4. Solubilidad

La solubilidad es la medida o magnitud que indica la cantidad maxima de soluto
que puede disolverse en una cantidad determinada de solvente, a una
temperatura dada.

Esta propiedad es de gran importancia para determinar la funcionalidad de la
pelicula comestible.

La resistencia al agua de peliculas comestibles portadoras de antimicrobianos es
deseable para mantener la integridad de la pelicula si la misma debe utilizarse

para la conservacion de alimentos de humedad intermedia a alta (Ozdemir, M.,
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Floros, 2007). Una pelicula antimicrobiana con pobre resistencia al agua se
disuelve rapidamente en contacto con altos contenidos de humedad,
determinando que la pelicula libere el agente antimicrobiano (Ozdemir, M., Floros,
2007). Sin embargo, estas coberturas podrian utilizarse en alimento listos para
consumir donde es deseable un alto porcentaje de solubilidad en la boca.

Fama et al., (2007), estudiaron la influencia del agregado de polvo de ajo en
recubrimientos biodegradables a base de almidén de mandioca, observando que
el agregado de ajo modifica las propiedades fisicoquimicas de las peliculas,
conduciendo a aumentos en la permeabilidad al vapor de agua y solubilidad en
agua, sin que se obtengan diferencias significativas en el contenido de humedad.
Baruk (2008) estudio6 la solubilidad en agua de peliculas elaboradas con almidon
modificado de platano y con quitosano a temperaturas de 25°C y 80°C. A 25°C se
obtuvieron valores menores en comparacién con los obtenidos a 80°C,

evidenciando asi el efecto de la temperatura en la solubilidad.

2.5. Peliculas de carragenina

Las carrageninas son polimeros obtenidos de varias algas marinas; son solubles
en agua y tienen una cadena lineal de galactanos parcialmente sulfatados. Las
carrageninas se clasifican en tres grupos, kappa (K), iota (1) y lambda (A),
dependiendo de la posicién y el nimero de grupos sulfatados. Las carrageninas K,

1Yy A tienen grupos sulfatados de 20%, 33% y 41% (p/p), respectivamente.

La carragenina  (Fig. 1) tiene la capacidad de producir geles termorreversibles al
ser enfriada por debajo de cierta temperatura. Por tal efecto, dicha carragenina es
usada ampliamente para la formacion de peliculas en el area de alimentos
(Karbowiak et al., 2006).

Figura 1. Carragenina
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La superficie que se obtiene al formar peliculas de carragenina es porosa, lo que
puede provocar puntos débiles que disminuyen la fuerza tensil. En un estudio
realizado por Briones et al., (2004), se observo que las peliculas de carragenina al
5% sin plastificante presentaron menor elongacion (106%) y mayor dureza (fuerza
tensil 3.87 kg mm~2) en comparacion con las peliculas adicionadas con glicerol al

5% que presentaron menor dureza (1.3 kg mm™=2 ) y mayor flexibilidad (156.8%).

Las peliculas producidas con carragenina | y glicerol muestran ventajas
interesantes, tales como reduccion de transferencia de oxigeno y buenas
propiedades mecéanicas. La adicion de lipidos a la formulacion de peliculas de
dicho polisacérido disminuye la permeabilidad al vapor de agua de la pelicula
resultante. Las peliculas formadas con la combinacién de carragenina y lipidos
son una opcidn interesante para la encapsulacion de sustancias activas, como por

ejemplo agentes antimicrobianos (Hambleton et al., 2008; Campos et al., 2011).

2.6. Los plastificantes y el glicerol

Ademas del componente de naturaleza polimérica y de alto peso molecular
(matriz), otro componente importante de las peliculas comestibles son los
plastificantes. Estos son moléculas pequefias de bajo peso molecular, de baja
volatilidad y con una naturaleza quimica similar a la del polimero formador de
recubrimiento. Se usan para mejorar la flexibilidad y la funcionalidad de los

recubrimientos.

Generalmente se requieren plastificantes como el glicerol en las formulaciones a
base de polisacaridos y de proteinas, para aumentar la flexibilidad de los
recubrimientos al aumentar el volumen libre o la movilidad molecular de los
polimeros ya que reducen los enlaces hidrogeno internos entre las cadenas de
polimeros. Los plastificantes afectan la capacidad de atraccion de agua del
sistema y generalmente suelen aumentar la permeabilidad al oxigeno de los

recubrimientos comestibles (McHugh y Krochta, 1994).

Dentro de los agentes plastificantes utilizados mas frecuentemente se encuentran:
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Glicerol, polietilénglicol, sorbitol, aceites, acidos grasos, ceras, etc., siendo el

glicerol uno de los mas utilizados.

El glicerol es un compuesto quimico, también llamado glicerina. Es un liquido
viscoso, sin olor ni color y ampliamente usado en la industria farmacéutica. El
glicerol posee tres grupos hidroxilos que son responsables de su solubilidad en
agua y su naturaleza higroscopica. Es el componente central de algunos lipidos. El

glicerol es ligeramente dulce y de baja toxicidad.

2.6.1. Estructura molecular del glicerol

Gracias a la presencia de grupos —OH en su estructura, el glicerol es capaz de
vincularse a través de puentes de hidrégeno con las cadenas de almiddn,
impidiendo el completo ordenamiento de las mismas debido a que se interpone
entre éstas. El efecto global del reemplazo de interacciones polimero-polimero por
interacciones plastificante polimero es la reduccién de la rigidez de las peliculas.
El tamafio molecular, la configuracion y el ndmero total de grupos hidroxilo
funcionales del plastificante, como asi también su compatibilidad con el polimero,
afectan el tipo y cantidad de interacciones entre el plastificante y las cadenas
poliméricas (Yang y Paulson, 2000).

2.7. Ceras

Las ceras comestibles son significativamente mas resistentes al transporte de
humedad que la mayoria de peliculas de otros lipidos o no lipidos. Las ceras son
mas efectivas en el bloqueo de la migracibn de humedad, siendo la parafina la
mas resistente, seguida por la cera de abejas.

Las coberturas de cera se pueden usar para el mantenimiento de altas
concentraciones de conservantes en la superficie de los productos alimenticios
(Romero Lépez., 2014).

Las coberturas de cera tradicionalmente se han aplicado a frutos y vegetales
frescos para prolongar periodos de almacenaje en la postcosecha.

La aplicacion de una capa de lipidos como suplemento en la superficie de frutas

reemplaza las ceras naturales de la cuticula, las cuales pueden haber sido
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parcialmente removidas durante el lavado. Las ceras que se aplican a productos
perecederos frescos para retardar la desecacién son: cera de abejas, cera
carnauba, cera candelilla y cera de salvado de arroz.

Es importante que las coberturas de ceras en frutos frescos o perecederos no
sean totalmente impermeables, lo cual ocasiona la anaerobiosis favoreciendo los

desdrdenes fisiolégicos que acortan la vida media (Romero Lépez, 2014).

2.8. Aceites esenciales

La aplicacion de aceites esenciales de plantas y especias en distintos campos
tales como gastronomia, medicina y en la industria de los alimentos es numerosa.
El clavo de olor Syzygium aromaticum, es una especia ampliamente usada y
conocida. Su aceite esencial y extractos han sido analizados y caracterizados
debido a que han demostrado tener amplio espectro de accién contra una gran
variedad de microorganismos causantes de distintos padecimientos que afectan a

humanos, animales y plantas (Aguilar Gonzéles et al, 2013).

2.8.1. Aceites esenciales de plantas aromaticas como novedosos agentes
anticancerigenos y antioxidantes en lineas celulares de cancer humano.
Ramadan et al (2015) estudiaron la citotoxicidad y la accion anticancerigena in
vitro de aceites esenciales de tomillo, enebro y clavo, fueron evaluadas en cinco
lineas celulares de cancer humano (higado HepG2, mama MCF-7, préstata PC3,
colon HCT116 y pulmén A549). Los analisis de GC/MS mostraron que a-pineno,
timol y eugenol son los principales componentes de los aceites de enebro, tomillo
y clavo, con concentraciones de 31,19%, 79,15% y 82,71%, respectivamente. Se
demuestra, mediante ensayos in vitro de blanqueo de DPPH y [-caroteno, el
enérgico perfil antioxidante de todos los aceites. Los resultados mostraron que el
aceite de clavo fue similar de potente al farmaco de referencia, doxorrubicina en
las lineas celulares de préstata, colon y pulmén. El aceite de tomillo fue mas
efectivo que la doxorrubicina en las lineas celulares de mama y de pulmon,
mientras que el aceite de enebro fue mas eficaz que la doxorrubicina en todas las

lineas celulares de canceres ensayados, excepto en la de cancer de préstata.
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Los aceites esenciales de plantas aromaticas se pueden utilizar como buenos
candidatos para nuevas estrategias terapéuticas para el cancer al poseer una

significativa actividad anticancerigena (Ramadan et al, 2015).

2.9. Generalidades del clavo de olor Syzygium aromaticum

El clavo de olor (Syzygium aromaticum o Eugenia caryophyllata) es una especia
perteneciente a la familia Myrtaceae, la cual se caracteriza por habitar en
ambientes principalmente tropicales (Singh et al, 2012; Moura et al., 2012). Es
originaria de Indonesia, y actualmente se cultiva en Brasil, Haiti, India, Kenia,
Madagascar, Malasia, Mauricio, México, Seychelles, Sri Lanka, Tanzania, entre
muchos otros paises. Crece en suelos ricos en humus arcillosos, asi como en
suelos lateriticos (propios de las regiones célidas, pobres en silice y altos en hierro
y alimina), profundos y sueltos (Orwa et al., 2009).

Se obtiene de un arbol perenne que florece dos veces al afio. Los botones florales
tienen inicialmente un color palido que poco a poco se convierte en verde para
después tornar a un color rojo o marrén oscuro (Singh et al., 2012). Los clavos,
son los capullos sin abrir y se cosechan cuando las hojas verdes externas (céliz)
han cambiado de color verde a un amarillo-rosa (Pandey y Singh, 2011). Los
tallos, las hojas y los botones sin abrir son las partes de esta especia que se
utilizan principalmente para la extraccion de aceite esencial (Srivastava et al.,
2005).

El aceite de clavo de olor ha sido ampliamente investigado debido a su
popularidad, vasta disponibilidad y alto rendimiento. De hecho, el aceite de esta
especia, ha sido considerado por sus propiedades medicinales, como estimulante
contra trastornos digestivos y diarrea, segun la informacion proporcionada por
Machado et al., (2011). Ademas, con base en lo que citan Moura et al., (2012),
posee variados efectos dentro de las que destacan el antiséptico, analgésico,
antibacteriano, antifingico, anestésico y antimutagénico. De acuerdo a Pandey y
Singh (2011), se ha reportado que los brotes o botones de S. aromaticum también

se utilizan en la medicina popular como diurético, en odontologia como antiséptico,
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como cardiotonico y como condimento con actividad carminativa. Se ha utilizado
para el tratamiento de asma y diversos trastornos alérgicos en Corea (Park et al.,
2007). De igual manera, Ahmed (2011), al saber que los antibiéticos se pueden
utilizar como promotores del crecimiento en animales, desarroll6 un estudio en
pollos empleando aceite esencial de S. aromaticum como alternativa natural para
estimular el crecimiento en estos animales. De este estudio se reporté que los
pollos tratados con aceite de clavo tuvieron un aumento en peso corporal con
respecto a los controles y a los tratados con antibidticos, al adicionar a la dieta una

dosis de hasta 600 mg /kg por dia.

Cabe mencionar que el aceite de S. aromaticum también ha demostrado poseer
actividad antioxidante, tal como lo destacan Silvestri et al., (2010), quienes se
basaron en la medida de la desaparicion de la absorcion del radical 2,2-difenil-1-
picrilo hidracilo (dpph). Los resultados muestran que el porcentaje antioxidante del
aceite esencial de clavo aumentd proporcionalmente a la concentracion de aceite
afiadido, alcanzando un maximo con una concentracion de 10,000 pg/mL, por lo
gue concluyen que este aceite puede ser considerado como una alternativa de

antioxidante para la formulacion de nuevos productos alimenticios.

Por ultimo, se ha encontrado que el aceite de clavo también posee efecto
repelente contra especies de insectos como el mosquito de la fiebre amarilla
(Aedes aegypti), el mosquito vector de filariasis (Culex quinquefasciatus) y el
mosquito vector de malaria (Anopheles dirus). Esta actividad fue confirmada en el
trabajo realizado por Phasomkusolsil y Soonwera (2011) donde se prepararon
soluciones de extracto de diferentes especias con aceite de soya en
concentraciones de 1%, 5% y 10%, para después exponer a los insectos y asi
evaluar el efecto de dichas soluciones. En este caso, C. quinquefasciatus y A.
dirus resultaron ser consideradas sensibles a la solucion al 10% de S. aromaticum.
Por otro lado, A. aegypti mostroé resistencia a todas las concentraciones probadas,
(Nerio, Olivero Verbel et al., 2010).

Acorde a los estudios sefalados, existe un particular interés en evaluar la

actividad antimicrobiana de extractos y aceite esencial de clavo de olor, de tal
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manera que pudieran ser empleados en la industria de alimentos como

alternativas a agentes antimicrobianos tradicionales.

2.9.1. Actividad antimicrobiana del aceite esencial y extractos de clavo

Los componentes activos de las especias que tienen actividad antimicrobiana son
en su mayoria metabolitos secundarios como alcaloides, glucésidos, entre otros
(Pandey y Singh, 2011).

Se atribuye que la actividad antimicrobiana del aceite esencial de clavo se debe a
los compuestos fendlicos que contiene, asi a mayor cantidad de compuestos
fendlicos en el aceite esencial la actividad antimicrobiana sera mayor (Rahnama et
al., 2012). Dicho efecto es explicado por Nonsee et al., (2011). Afirmando que
estos compuestos pueden desnaturalizar a las proteinas y al mismo tiempo
reaccionan con los fosfolipidos de la membrana celular, cambiando asi su

permeabilidad y produciendo la muerte microbiana (Nonsee et al., 2011).

2.9.2. Actividad antibacteriana

Gupta, et al., (2009) condujeron un estudio para analizar comparativamente las
actividades antimicrobianas tanto del aceite, como del extracto etandlico de S.
aromaticum. En esta investigacion, los microorganismos estudiados fueron
Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Bacillus spp., Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Listeria monocytogenes, Micrococcus luteus,
Escherichia coli, Klebsiella spp. Y Pseudomonas aeruginosa. Los resultados
obtenidos mostraron que el extracto etandlico fue efectivo contra casi la totalidad
de los microorganismos estudiados, siendo S. aureus el mas sensible, al mostrar
el menor valor de concentracibn minima inhibitoria (CMI). Otras bacterias
sensibles a esta prueba fueron B. cereus, B. subtilis y Bacillus spp. Para el caso
del aceite esencial, destacan que tuvo efecto contra casi todas las bacterias,
ademas, el menor valor de CMI, en este caso, se obtuvo contra S. epidermidis. En
ambos casos, no hubo efecto contra P. aeruginosa. Por ultimo, apuntaron que los
valores de CMI del aceite esencial obtenidos fueron mucho mayores que los del

extracto.
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Leonard, et al.,, (2010) probaron otros dos aceites esenciales ademas de S.
aromaticum, incluyeron el de limoncillo (Cymbopogon citratus), y de hierbabuena
(Mentha spicata), en este caso se evalud la actividad antimicrobiana de los aceites
contra L. monocytogenes, los tres aceites tuvieron efecto estimulante en el
crecimiento de la biocapa de Listeria, contrario al efecto inhibidor encontrado
cuando se evalué la combinacion de éstos, por lo que los autores explicaron que
este efecto probablemente se debid a la sinergia entre los componentes de cada

aceite esencial.

Otros microorganismos afectados por extractos de S. aromaticum incluyen a E.
coli, B. subtilis, Pseudomonas florescens, Serratia marcenscens, Citrobacter
freundii, Kleibsiella pneumoniae, S. aureus y Proteus vulgaris, tal como se
comprobd en el trabajo realizado por Sethiet al., (2013), en donde se utiliz6 el
extracto metandlico de esta especia, el cual inhibi6 el crecimiento de las bacterias
mencionadas. Esta actividad inhibitoria fue mejor en comparacién con el resto de
extractos metandlicos de las 7 especias incluidas en la investigacion: jengibre
(Zingiber officinale), ajo (Allium sativum), comino (Cuminum cyminum), mostaza
(Brassica juncea), grosella espinosa india (Emblica officinalis), sabila (Aloe vera L.)

y azafran (Crocus sativus).

2.9.3. Actividad antifungica

La actividad antifangica del aceite esencial de S. aromaticum abarca diversas
especies de hongos y levaduras, por ejemplo: especies de Candida
(principalmente Candida albicans), Cryptococcusneoformans, especies de
Aspergillus, hongos aislados de Onychomicosis (infeccion de ufas),
Saccharomyces cerevisiae y varios dermatofitos, esta actividad se debe

principalmente al eugenol que contiene este aceite (Rana et al., 2011).

Omidbeygiet al., (2007) probaron la actividad antifingica de tres aceites
esenciales: de tomillo (Thymus vulgaris), de ajedrea (Satureja hortensis) y clavo,
contra Aspergillus flavus. Los resultados in vitro mostraron que el aceite esencial
de tomillo tuvo la mayor actividad antifingica, seguido de ajedrea y aceite esencial

de clavo de olor. La inhibicion completa del crecimiento del moho se observo con
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350 y 500 ppm de tomillo y ajedrea, respectivamente; mientras que el porcentaje

de inhibicion con el aceite de clavo fue de 87.5% con 500 ppm.

Esta actividad antifungica del aceite esencial de clavo, no sélo se ha probado in
vitro, también ha sido estudiada en alimentos, con el fin de probar su eficacia
como conservador o antimicrobiano, por ejemplo, Omidbeygiet al., (2007)
emplearon los aceites de tomillo, ajedrea o clavo en pasta de tomate; los
resultados de inhibicion después de la adicion de 500 ppm de cada aceite fueron
87%, 59% y 48% para tomillo, ajedrea y clavo, respectivamente. Seetha y Naidu,
(2010) inocularon tomates y frutos de grosella con esporas de cepas de
Aspergillus, Mucor y Rhizopus por el método de puncién, tanto antes como
después del tratamiento con aceite esencial de clavo, eucalipto o limoén. De los
tres aceites esenciales probados, el aceite de clavo mostré considerablemente

mas actividad frente a las cepas de mohos.

Hassani et al., (2011) condujeron experimentaciones con diversos aceites
esenciales (ademas de S. aromaticum) aplicados por atomizacion para controlar el
crecimiento de mohos en chabacano (Prunus armeniaca) inoculado con Monilinia
fruticola y Botrytis cinérea, durante el almacenamiento postcosecha. En este caso,
se redujeron tanto la incidencia como la severidad de la infeccién de las frutas
tratadas al adicionar los aceites esenciales en comparacion con los controles,
ademas la maxima actividad antifiingica se obtuvo a concentraciones de 600 pL/L
en todos los aceites; sin embargo, la eficacia del aceite de clavo en la reduccion
de la incidencia en los chabacanos inoculados con B. cinérea, fue mayor que la de

los otros aceites.

2.10. Formacion de peliculas comestibles

La primera entapa en la elaboracion de peliculas comestibles es la disolucion de
material (biopolimero) correctamente en algun disolvente como agua, alcohol,
soluciones de &cidos diluidos, o0 mezclas de disolventes; el material debe quedar
dispersado. En algunos casos, es necesario calentar o ajustar el pH de la

suspension que contiene el biopolimero con el fin de disolver la macromolécula.

21



La segunda etapa consiste en adicionar una sustancia con propiedades
plastificantes. Esta proporcionara al recubrimiento un buen comportamiento
mecanico en términos de flexibilidad y resistencia a la rotura, reduciendo la
fragilidad. El plastificante mas utilizado es el glicerol debido a su mayor estabilidad
con las cadenas biopoliméricas hidrofilas en comparacion con el sorbitol,
polietilenglicol y azucares. El plastificante se asocia fisicoquimicamente con la
estructura del biopolimero reduciéndola cohesioén e interfiriendo con la asociacién
de las cadenas poliméricas facilitando se deslizamiento por lo que aumenta la
flexibilidad del recubrimiento. Una vez dispersados los biopolimeros, adicionado el
plastificante, es posible afadir otras sustancias como antimicrobianos,
antioxidantes a la solucion formadora de pelicula, con el fin de conseguir alguna

propiedad funcional deseada (Abdollahi et al, 2012).

La tercera etapa consiste en la eliminacién del disolvente en exceso, por lo cual
se debe realizar un proceso de secado controlado. La velocidad de secado y las
condiciones ambientales determinaran el espesor final y las caracteristicas

estructurales del recubrimiento (Campos et al., 2001).

22



CAPITULO lll: MATERIALES Y METODOS

3.1 Metodologia
La parte experimental del presente trabajo se realiz6 en el Laboratorio de
Alimentos | del Departamento de Ciencia y Tecnologia de Alimentos, de la

Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro, ubicada en Saltillo, Coahuila.

3.1.1 Etapa experimental
Elaboracion de biopelicula funcional a base de carragenina, cera de abeja y

aceite de clavo.

3.1.2. Preparacion de la formulacién

Se realizé la formulacion de la biopelicula colocando 100 mL de agua destilada
en un vaso de precipitado de 250 mL con un magneto sobre la placa de
calentamiento a una temperatura de 50°C a 60°C, se agregaron los porcentajes
necesarios para cada formulacién, glicerol (20%), tween 80 (2%), aceite
esencial de clavo (10%,20%, 30%), cera de abeja (1%), carragenina (1%,
1.5%, 2%), se dej6 mezclar, cuando la mezcla fue homogénea se detuvo la
agitacion y el calentamiento (Fig. 2), se vaciaron 20 mL en cada molde.

Figura 2. Preparacion de la formulacion.
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Cuadro 1. Formulaciones de la biopelicula comestible.

NI N N N NN NN
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3.1.3. Formacion de la pelicula

Se colocaron 20 mL de la solucion en cajas Petri de plastico de 10 cm de
diametro (Fig. 3), las peliculas fueron secadas en una estufa de secado a 60°C
de 9 a 10 horas aproximadamente. Una vez secas fueron almacenas en una

caja de permeabilidad para su posterior caracterizacion.

—

Figura 3. Peliculas comestibles a base de carragenina, cera de abeja y aceite de

clavo.

3.2. Propiedades fisicas de las formulaciones

3.2.1. Medicién del grosor

El grosor de las peliculas se determiné utilizando un micrémetro digital (Mitutoyo
Manufacturing Co. Ltd., Tokyo, Japan) (Fig. 4) al azar en cuatro posiciones de la
pelicula y se calculé el promedio. Las muestras con burbujas de aire o fracturas

fueron excluidas del andlisis.

Figura 4. Determinacion de grosor.
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3.2.2. Propiedades oOpticas

Cada pelicula fue cortada en rectangulos (1 cm X 3 cm) y colocada en una celda
para espectrofotbmetro, las mediciones se realizaron utilizando aire como
referencia. La transmitancia de las peliculas fue escaneada de la longitud de onda
a 600 nm utilizando un espectrofotometro Génesis 10 UV spectrophotometer
(Thermo Electron Corporation, Madison, Wisconsin, USA) (Fig. 5). Las
determinaciones se realizaron por duplicado y se calculd el promedio de las dos
lecturas. La transparencia a 600 nm (T600) se obtuvo de la ecuacion siguiente (1)
(Han & Flores, 1997):

T600 = log %T/b (Ec.1)
Donde %T es el porcentaje de transmitancia 'y b es el grosor de la pelicula (mm).

La opacidad de las peliculas fue calculada siguiendo la férmula siguiente (Ec. 2)

de acuerdo al método descrito por Gontard & Guilbert (1994):

Opacidad = absorbancia a 500 nm (AU)*grosor de las peliculas (mm) (Ec. 2)

Figura 5. Determinacion de porciento de opacidad.
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3.2.3. Medicion de color

El color de las peliculas se evalud utilizando un colorimetro (Minolta CR-400,
Tokyo, Japan). Se utiliz6 una placa de color blanco (L=97.75, a=0.49, b=1.96,
supplied by Minolta Co.) para calibrar el aparato. El sistema proporciona los
valores de tres componentes de color; L* (componente negro-blanco, luminosidad)
y coordenadas de cromaticidad, a* (componente +rojo a —verde) y b* (componente

+amarillo a —azul). Las muestras se analizaron en 3 posiciones tomadas al azar.

3.2.4. Contenido de humedad

El contenido de humedad (CH) de cada pelicula se determin6é de acuerdo al
método reportado por Mei & Zhao (2003). Las peliculas se cortaron en cuadros de
2 cm x 2 cm. Las piezas se colocaron en recipientes de aluminio que previamente
estaban a peso constante. Las peliculas y los recipientes de aluminio se ubicaron
en un horno de laboratorio (Qunicy Lab Inc., Chicago, lllinois, U.S.A.) a 100 °C
durante 24 h. Los pesos de las muestras se registraron antes y después del
secado utilizando una balanza analitica (Adventurer Ohaus Corp., Pine Brook,
New Jersey, U.S.A.) con una exactitud de 0.0001 g. La CH se determiné como
porcentaje considerando el peso inicial de la pelicula antes de la deshidratacion y
el peso de las peliculas después de la deshidrataciéon (Ecuacion 3). Se evaluaron
tres repeticiones de cada pelicula para obtener los valores de CH.

Contenido de humedad (%) =(peso seco inicial—peso seco final)*100 (EC.3)

(peso seco inicial)

27



3.2.5. Solubilidad

Siguiendo la metodologia propuesta por Romero-Bastida et al. (2005) y utilizando
las muestras de determinacion de humedad, éstas muestras secas se colocaron
en vasos de precipitados de 250 mL con 80 mL de agua destilada con agitacion
constante a 25 °C y 300 rpm durante 15 minutos. Después de este tiempo, las
muestras se secaron durante 24 h a 60 °C hasta peso constante utilizando una
balanza digital (Adventurer Ohaus Corp., Pine Brook, New Jersey, U.S.A.) (Fig. 7)
con una exactitud de 0.0001 g. Para calcular los porcentajes de solubilidad se
utilizé la ecuacion (4).

Las muestras se analizaron por duplicado.

Solubilidad (%) - (peso seco inicial—pes'o 'se'co final)*100 (EC.4)
(peso seco inicial)

Figura 6. Filtrado. Figura 7. Secado de los conos.
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3.2.6. Permeabilidad al vapor de agua

Se utilizd cloruro de calcio anhidro (CaClz, aproximadamente 3.0 g) como
desecante dentro de las celdas de permeabilidad donde se colocaron las peliculas
(Fig. 7). La distancia entre la superficie del desecante y la pelicula fue menos de 6
mm tal y como lo sugiere la ASTM E 96 (ASTM, 2001). El grosor de cada pelicula
se determin6 con un micrémetro (Mitutoyo, Japan con una exactitud de 0.01 mm)
en cinco puntos tomados al azar. Las celdas se ubicaron en desecadores a
humedades relativas de 75 %, 85 % y 100% a 25 + 1.5 °C (Labuza et al., 1985). El
proceso de permeabilidad al vapor de agua se evaludé por peso durante 3 h.
Cuando la relacién entre el peso ganado (Aw) y el tiempo (At) es lineal, la
pendiente se utiliza para calcular la velocidad de transmisién de vapor de agua
(WVTR) y la permeabilidad al vapor de agua (WVP) (Arevalo et al.,, 2010). La
pendiente se obtiene de una regresion lineal de los pesos de las celdas con las
peliculas. La velocidad de transmisién de vapor de agua (WVTR) se calcul6 de la
pendiente (Aw/At) dividido por el area de prueba (A) (g (m2)-1 d-1), con la
Ecuacion (5):

WVTR= (Aw/At)/A) (Ec.5)

Donde Aw/At = velocidad de trasferencia, cantidad de perdida de humedad por

unidad de tiempo (g d-1); A = area expuesto a la transferencia de humedad (m2).

La permeabilidad al vapor de agua (WVP) se calcula con la Ecuacion 6:
WVP= [WVTR*L/ Ap] (Ec.6)

Donde WVP es la permeabilidad al vapor de agua (g mm m=2d kPa™1), WVTR
es la velocidad de transmision al vapor de agua (g m~2d™1), L es el grosor de la

pelicula (mm) y Ap es la diferencia entre las presiones de vapor de agua en ambos
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lados de la pelicula (kPa) (Arévalo et al.,, 2010). Todas las formulaciones se

evaluaron por duplicado.

Figura 8. Determinacion de permeabilidad al vapor de agua.
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los resultados fue realizado por etapas, se uso un disefio
completamente al azar y determinando un ANOVA para cada parametro, se
considerd que un valor p < 0.05 era estadisticamente significativo, y en caso de
obtener diferencias significativas se realiz6 una prueba de Tukey para realizar una

comparacion de medias, el paquete utilizado fue el Minitab en su version 2017.

4.2. Parametros evaluados

En el cuadro 2, se presentan los valores promedio obtenidos de los parametros
evaluados, se puede observar que hubo diferencias significativas entre as
formulaciones debido a las diferentes concentraciones del biopolimero y del aceite

esencial de clavo.

Cuadro 2. Analisis de resultados de los parametros evaluados (grosor, %

humedad, % solubilidad, opacidad y transmitancia).

TRATAMIENTO PARAMETROS EVALUADOS
Grosor % Humedad |% Solubilidad |Opacidad Transmitancia

A 0.03483¢ 8.514" 81.67b¢ 0.01488° 47.09¢
B 0.037333°¢ 19.375¢ 100.0¢ 0.012370° 45.3407
C 0.04183%¢ 5.719f 97.06¢ 0.01689? 38.7490
D 0.06450¢ 4.0833/ 95.244P 0.02839%> 26.18b¢
E 0.06092¢ 5.62057 60.009¢ 0.02479P 28.08b¢
F 0.058424> 13.068¢ 68.586°¢ 0.02608%? 28.05%¢
G 0.06092¢ 12.772¢¢ 51.47¢ 0.026760%" 26.431b¢
H 0.06433 ¢ 10.961¢ 67.117¢ 0.026514° 26.41b¢
I 0.06450¢ 16.333? 67.82¢¢ 0.04428¢ 21.82¢
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4.2.1 Grosor

El aumento de la carragenina en el producto ocasiona que el grosor se incremente
y que se tenga una diferencia significativa (p>0.005). Las formulaciones A, By C
presentan menor grosor a diferencia de las formulaciones restantes que tienen
grosores similares entre si (fig. 9), con esto se puede corroborar que el aumento
de carragenina influye en el grosor de la pelicula, cabe mencionar que es una

pelicula delgada a diferencia a las peliculas formuladas con gomas.

Grafica de grosor
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Figura 9. Comportamiento del pardmetro grosor

El espesor de los recubrimientos comestibles es un parametro importante, ya que
afecta directamente las propiedades bioldgicas y a vida util de la fruta cubierta. La
eficacia del recubrimiento depende principalmente del control de la difusion de los
componentes del revestimiento, la cual se ve afectada por el espesor de la
pelicula (Kroachta et al., 1994). La mayoria de los recubrimientos comestibles son

de naturaleza hidrofilica, encontrandose una relacion con la permeabilidad al
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vapor de agua y el espesor de las peliculas (Gennadios et al., 1994). A medida
que el espesor del recubrimiento aumenta, se incrementa la resistencia a la
transferencia de masa a través de ella, en consecuencia, la presion parcial de

vapor de agua de equilibrio en la superficie inferior de la pelicula se incrementa
(McHugh, Avena Bustillos y Krochta, 1994).

4.2.2. Humedad

En la figura 10, puede observarse el resultado de la determinacién de porcentaje
de humedad. Existen diferencias significativas entre las formulaciones (p>0.000),
teniendo como resultado que la formulacion B (1% de carragenina y 20% de aceite
esencial de clavo) contiene mayor porcentaje de humedad a diferencia de las
demas formulaciones, y la formulacion D (1.5% de carragenina y 10% de aceite

esencial de clavo) contiene menor porcentaje de humedad.
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Figura 10. Grafica de porciento de humedad de peliculas a base de carragenina,

cera de abeja y aceite de clavo.
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Se recomienda que las peliculas contengan del 5 al 10% de humedad debido a

gue mayores humedades aumentan la permeabilidad al vapor de agua (Coupland
et al., 2000).

4.2.3. Solubilidad

En este analisis existe diferencia significativa entre las formulaciones (p>0.000),
siendo B (1% de carragenina y 30% de aceite esencial de clavo) la formulacion
que contiene mayor porcentaje de solubilidad (100%), y la formulacion G (2% de

carragenina y 10% de aceite esencia de clavo) que presenta menor porcentaje de
solubilidad (51.47 %) (Fig. 11).
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Figura 11. Grafica de solubilidad de peliculas a base de carragenina, cera de

abeja y aceite de clavo.

La solubilidad es una propiedad importante que se relaciona con el uso que podra

tener la pelicula comestible, si se desea que proporcione resistencia a la humedad

34



e integridad al alimento se preferira que la pelicula comestible sea insoluble,
mientras que una pelicula soluble se requiere sobre todo si contiene algun

ingrediente especifico (Pérez Gago et al., 1999).

En ocasiones, la alta solubilidad en agua de los materiales es deseada, como en
el caso en el que la pelicula o el recubrimiento seran consumida simultaneamente
con el alimento, es decir, cuando el material es aplicado como un matriz

comestible (Sanchez Aldana et al., 2015).

4.2.4 Opacidad

En el andlisis de opacidad existe una diferencia significativa en los resultados
(p>0.001) las formulaciones A,B,C, no presentan diferencia significativa entre
ellas, a diferencia con las formulaciones D,F,G,H,I que son similares entre si. Las
formulaciones A, B y C presentaron menor opacidad (A 0.01488, B 0.012370, C
0.01689), la formulaciéon | (2% de carrageninay 30% de aceite esencial de clavo)

presenté mayor opacidad (0.04428), (fig. 12).
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Figura 12. Comportamiento de las medias de la variable opacidad

El trabajo realizado por Santacruz et al., (2015) en peliculas comestibles a base de
almiddn y quitosano mostrd que las peliculas con 1% (p/p) de almidon mostraban
menores valores de opacidad (5.38 mm-1) en comparacién con peliculas 0.5% de
almidon cuyo valor de opacidad fue mayor (6.75 mm-1). Asimismo, en un estudio
realizado por Mufioz, (2014) en peliculas comestibles a base de almidon de yuca y
maiz mostré que los tratamientos que tenian la menor opacidad (valores de
2.97mm-1y 3.37mm-1) eran los que contenian el mayor porcentaje de almiddn
(75%).

4.2.5 Transmitancia

De acuerdo a los resultados estadisticos analizados se encuentran diferencias
entre las formulaciones (p>0.000), las formulaciones A,B,l, son significativamente
diferentes al resto, siendo la formulacion A (1% de carragenina y 10% de aceite
esencia de clavo) con 47.09 de transmitancia y B (1% de carragenina y 20% de

aceite esencial de clavo) con 45.34 de transmitancia, las que contiene mayor
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porcentaje de transmitancia, la formulacion | (2% de carrageninay 30% de aceite

esencial de clavo) fue la que presento menor transmitancia (21.82 ), (fig.13).
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Figura 13. Comportamiento de las medias de la variable transmitancia.

La apariencia de las peliculas comestibles depende del hidrocoloide utilizado y de
los aditivos afadidos. Las peliculas de almidén puro, sin aditivos, son

generalmente incoloras y transparentes.

En peliculas realizadas a partir de quitosano con el agregado de aceites
esenciales (tomillo y romero), Arce (2011) observéd que su transparencia se redujo

a medida que se les incorporaron aceites esenciales.

De acuerdo a los datos analizados el porcentaje de aceite esencial de clavo
afiadido influye en la transmitancia, las formulaciones que contienen mayor

porcentaje de aceite de clavo son mas opacos.
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4.3. Analisis de color

Los pardmetros medidos correspondieron de acuerdo al andlisis, las variables que

se midieron fueron ftres:

L (luminosidad), a (cromaticidad +rojo-verde),

b

(cromaticidad +amarillo-azul), en el cual L* indica luminosidad (O corresponde a

negro y 100 corresponde a blanco), los valores positivos de a* indican rojo y los

negativos, verde y valores positivos de b* indican amarillo mientras que los

negativos indican azul.

En el cuadro 3, puede observarse el efecto de la concentracion de carragenina y

aceite de clavo sobre el parametro de diferencia de color.

Cuadro 3. Analisis de resultados del parametro color (L (Luminosidad), a

(cromaticidad +rojo-verde), b (cromaticidad +amarillo-azul)).

TRATAMIENTO

PARAMETROS EVALUADOS

L (Luminosidad)

a (cromaticidad
+rojo-verde)

b (cromaticidad
+amarillo-azul)

A 84.12 ¢ —0.498 ¢ 9.594P
B 85.99% ~0.629% 84370
C 84.124% ~1.247% 16.00%?
D 85.155% ~0.507% 11.28%0
E 83.79% ~0821% 13.87%P
F 84.634% —1.784% 19.149P
G 84.447% —0.954% 1494490
H 82.17 ¢ ~0.949% 16.56%7
| 81.884% -0.964% 20.59%

4.3.1. Luminosidad

Este parametro determina el brillo que tienen las muestras, a mayor valor

numeérico obtenido se determina que la muestra tiene mayor luminosidad (brillo) a

menor valor
(Barrera,2017).

numérico menor

luminosidad,

la muestra es mas opaca,

38



De acuerdo a los resultados obtenidos (Cuadro.3) no hay diferencia significativa
en las formulaciones ya que todas presentan una luminosidad éptima, teniendo un

valor de p<0.756, con una media general de 84.036, (Fig. 14).
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Figura 14. Gréfica de luminosidad de peliculas a base de carragenina, cera de

abeja y aceite de clavo

Investigaciones reportadas por Ruiz (2009), indican que los valores promedio de
la luminosidad en distintas peliculas aparentemente presentan una tendencia
similar, es decir, al aumentar el espesor, disminuye la luminosidad. Sin embargo,
analisis de varianza demuestran que esto solo es cierto en la peliculas MPA
(mucilago de nopal seco, polietilenglicol y glicerol). En estas peliculas a menor

espesor mayor luminosidad.
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4.3.2. Cromaticidad a* (+rojo-verde)

En el analisis de cromaticidad en el parametro a*, se encontré6 que todas las
formulaciones presentaron magnitudes negativas, eso corresponde a un
componente de color ligeramente verde. Conforme al estadistico se obtuvo una
p<0.316, con este dato se comprueba que no se encuentran diferencias
significativas en las formulaciones, este resultado puede deberse a que el aceite
esencial de clavo mezclado con carragenina muestra una solucion con un tono

que va de verde a amarillo.
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Figura 15. Comportamiento del eje "a" del parametro color.

4.3.3. Cromaticidad b*(+amarillo-azul)

En el analisis del eje “b” se muestra que existe diferencia significativa (p>0.015)

entre las diferentes formulaciones, el tono amatrillento se relaciona con la cantidad
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de aceite de clavo afadido, mientras se aflada mayor cantidad de aceite, el tono
amarillo se muestra mas intenso, la formulacién B y la formulacion | presentan
diferencias significativas ya que la formulacion B presenta un tono mas débil a
diferencia de la formulacién | que presenta un tono amarillo mas intenso, las
formulaciones restantes presentan un tono similar (Fig.16).
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Figura 16. Comportamiento del eje "b" del parametro color.

4.4. Permeabilidad

En el cuadro 4, se muestran los valores obtenidos en la determinacion de la
permeabilidad al vapor de agua a diferentes porcentajes de humedad relativa, se

puede observar que no se encontraron diferencias significativas.

La permeabilidad al vapor de agua es una propiedad ampliamente estudiada

debido al papel que juega el agua en las reacciones de deterioro de los alimentos.
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La permeabilidad del agua esta relacionada a la difusividad y a la solubilidad del
material en el agua; si el material es altamente soluble en agua, la permeabilidad

sera menor (Rojas Grau et al., 2007).

Cuadro 4. Analisis de resultados de permeabilidad al vapor de agua a 100%, 85%,

y 75% de humedad relativa.

PERMEABILIDAD AL VAPOR DE AGUA
FORMULACION (WVP)
100 % HR 85 % HR 75 % HR
A 0.3940% 0.4504% 0.5554%
B 0.8220¢ 0.4890¢ 0.2780%
C 0.6334% 0.5870¢ 0.3360¢
D 0.6650% 0.4970% 0.4770%
E 0.9400% 0.9830 0.4720°
F 0.7885¢ 0.7346% 0.6750%
G 0.6730% 0.6439% 0.4891¢
H 0.8387¢ 0.6266% 0.4251¢
| 0.9910¢ 0.5403¢ 0.5610%

Se analizaron tres porcentajes diferentes de humedad relativa para cuantificar la
permeabilidad al vapor de agua (WVP), en los datos analizados no se encontraron
diferencias significativas entre las formulaciones (cuadro. 4), 100 % HR (p<0.433),
85 % HR (p<0.356) y 75 % HR (p<0.682) respectivamente. Aunque no hubo
diferencias significativas podemos observar en las figuras 17 y 18. La formulacion
A es la menos permeable y la formulacion E es la mas permeable al 100% y 85%
de HR. En cuanto al andlisis de 75% de HR, la formulacién B obtuvo menor

permeabilidad a diferencia de la formulacién F que es mas permeable (Fig.19).
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Figura 17. Grafica de permeabilidad de la pelicula desarrollada a base de

carragenina, cera de abeja y aceite de clavo a una humedad relativa al 100%.

En la siguiente figura se muestra el andlisis estadistico de la permeabilidad al
85%, en donde se puede observar que la formulacibn E presenta mayor

permeabilidad al agua (Fig.18).
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Figura 18. Gréfica de permeabilidad de la pelicula desarrollada a base de
carragenina, cera de abeja y aceite de clavo a una humedad relativa al 100%.
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La figura muestra el resultado de la determinaciéon de permeabilidad en las
peliculas desarrolladas al 75%, se puede observar que la formulacion F es la mas

permeable (Fig. 19).
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Figura 19. Grafica de permeabilidad de la pelicula desarrollada a base de

carragenina, cera de abeja y aceite de clavo a una humedad relativa al 100%.

En un estudio realizado por Bozdemir y Tutas (2003) se identificd que al aumentar
la concentracion de plastificante aumenté la permeabilidad al vapor de agua. Las
peliculas con 0.4% de glicerol mostraron valores de 4 *10711gm~1s71Pa~1 de
permeabilidad a vapor de agua, mientras que con las que contenian 1.6% de

glicerol se obtuvieron valores de 6 *x 10~ g m~1s~1pa~1.

Cabe mencionar que las peliculas caracterizadas en este estudio tuvieron un
porcentaje de glicerol constante para todas las formulaciones, este pudo ser un
factor por el cual no se encontraron diferencias significativas en el analisis de las

formulaciones.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES

Se desarrollaron las formulaciones de las peliculas utilizando diferentes
concentraciones del biopolimero, y de aceite de clavo como antimicrobiano
(109%,20% y 30%), utilizando la misma concentracion de plastificante (glicerol
20%), tween 80 (2%, v/v) y de cera de abeja (10%).

Se analizaron las caracteristicas Opticas y de barrera de las diferentes
formulaciones (color, porciento de humedad, porciento de solubilidad, grosor y
permeabilidad al agua a 75, 85 y 100% de humedad relativa) de cada

formulacion.

Con los resultados obtenidos se puede identificar que la concentracién de

carragenina influye en el grosor de la biopelicula.

En la determinacion del porcentaje de humedad existen diferencias significativas
entre las formulaciones, la formulacion B (1% de carragenina y 20% de aceite
esencial de clavo) presento mayor porcentaje de humedad y la formulacion D
(1.5% de carragenina y 10% de aceite esencial de clavo) presentdé menor
porcentaje de humedad.

En el andlisis de solubilidad existe diferencia entre las formulaciones, la
formulacion B (1% de carragenina y 30% de aceite esencial de clavo) obtuvo
mayor porcentaje de solubilidad (100%), y la formulacién G (2% de carragenina y
10% de aceite esencia de clavo) obtuvo menor porcentaje de solubilidad (51.47
%).

En la opacidad de la biopelicula existe una diferencia significativa en los
resultados, las formulaciones A,B,C,E, no presentan diferencia significativa entre
ellas, a diferencia con las formulaciones D,F,G,H,l que son similares entre si pero
diferentes a las formulaciones A,B,C y E. Las formulaciones A, B y C presentaron
menor opacidad (A 0.01488, B 0.012370, C 0.01689), la formulacién | (2% de

45



carragenina y 30% de aceite esencial de clavo) presento mayor opacidad
(0.04428).

En los datos analizados de transmitancia, las formulaciones A,B,I, son
significativamente diferentes al resto, siendo la formulacion A (1% de carragenina
y 10% de aceite esencia de clavo) con 47.09 de transmitancia y B (1% de
carragenina y 20% de aceite esencial de clavo) con 45.340 de transmitancia, las
que contiene mayor porcentaje de transmitancia, la formulacion | (2% de
carragenina y 30% de aceite esencial de clavo) fue la que presento menor

transmitancia (21.82).

En el andlisis de color, no se encontraron diferencias significativas en la
luminosidad presentando una media general de 84.036. En el analisis de
cromaticidad en el parametro a*, encontramos que todas las formulaciones
presentaron magnitudes negativas, eso corresponde a un componente de color

ligeramente verde.

En el analisis del eje “b” se muestra que existe diferencia significativa entre las
diferentes formulaciones, el tono amarillento se relaciona con la cantidad de aceite
de clavo afadido, mientras se afiada mayor cantidad de aceite, el tono amarillo se
muestra mas intenso, la formulacion B presenta un tono mas débil a diferencia de
la formulacion | que presenta un tono amarillo mas intenso, las formulaciones

restantes presentan un tono similar.

En la determinacién de permeabilidad en los datos analizados no se encontraron
diferencias significativas entre las formulaciones. Aunque no hubo diferencias
significativas analizando los resultados, la formulacion A es la menos permeable y
la formulacion E es la mas permeable al 100% y 85% de HR. En cuanto al analisis
de 75% de HR, la formulacion B obtuvo menor permeabilidad a diferencia de la

formulacién F que es mas permeabile.
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