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I. RESUMEN DEL TRABAJO

La nanotecnologia representa un campo de aplicacion actual en la conservacion de
alimentos mostrando ventajas con respecto a los sistemas formulados a tamafio
micrométrico, las nanoparticulas coloidales se definen como estructuras de forma esferica,
capaces de contener agentes activos que pueden ser liberados de manera controlada y que
contribuyen a modificar las propiedades de transporte de recubrimientos y otros sistemas de
liberacion que permitan incrementar la vida Gtil de productos alimenticios.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la humedad relativa y temperatura sobre
las propiedades mecanicas y Opticas en recubrimientos “in vitro” con base en diferentes
proporciones de nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS) y 0.4 % de goma xantana. Las NLS
fueron preparadas por el método de emulsificacion de alta energia utilizando un sistema de
homogenizacion rotor-stator; las NLS obtenidas se sometieron a caracterizacion por
dispersion de luz en cuanto a tamafio de particula, indice de polidispersion y potencial zeta
con la finalidad de inferir sobre su estabilidad al almacenamiento. Las peliculas se
formaron en placas de teflén a temperatura de 25 °C y H.R. de 50 %, para posteriormente
someterlas a HR constante de entre 60 a 90 % y temperatura de 25 °C y 4 °C, con la
finalidad de inferir sobre su comportamiento en refrigeracion evaluando su espesor,
resistencia a la tensién, elongacion en el punto de ruptura y mddulo de elasticidad. Ademas
de medir los cambios en propiedades dpticas por efecto de la concentracion y humedad
relativa mediante ensayos colorimétricos y reportando los cambios en luminosidad en las
muestras tratadas. Se encontrd que las muestras fueron mas estables durante las 6 semanas
de almacenamiento. El espesor, la luminosidad y el indice de blancura de las peliculas
dependen de la concentracién de NLS ya que aumentaban conforme incrementaba dicha
concentracion. Para la resistencia a la traccion (RT) a temperatura ambiente se observo que
aumentd al incrementar la concentracion de NLS y en las peliculas almacenadas en
refrigeracién las de 60 y 80% de HR, RT disminuyo al aumentar dicha concentracion, lo
que indica que en estos casos las peliculas se hicieron mas flexibles, la elongacién en el
punto de ruptura y el modulo de elasticidad también dependieron de la concentracién de
NLS, lo cual es favorable ya que las peliculas se vuelven mas elasticas. En cuanto a la
microscopia 6ptica y MEB se demostrd que las peliculas fueron uniformes y no presentaron

ninguna alteracion en su estructura.
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1. INTRODUCCION

La investigacién sobre recubrimientos comestibles y peliculas ha sido intensa en los
altimos afios. Los intentos por disminuir las pérdidas poscosecha y mantener la calidad de
la fruta fresca durante mas tiempo es una prioridad para todos los productores (Ribeiro et
al., 2007).

El desarrollo de peliculas y recubrimientos comestibles ha recibido mayor atencion porque
conduce a la extension de la vida de anaquel de los alimentos ademas de representar una
alternativa amigable con el medio ambiente a diferencia de los recubrimientos sintéticos
(Villagbmez-Zavala et al., 2008).

Un recubrimiento comestible se define como una barrera delgada de material polimérico
formado sobre un alimento como una cubierta, para extender la vida util del producto;
pueden ser usadas para controlar la transferencia de humedad, el intercambio gaseoso y los
procesos de oxidacion, realzan los atributos sensoriales y nutricionales y actGan como
barrera al vapor de agua y gas creando una atmésfera interna en el producto que retrasa su
degradacion y senescencia (Pavlath y Orts, 2009; Rojas-Grall et al., 2009).

Los materiales que pueden ser usados para hacer peliculas comestibles incluyen
polisacaridos, lipidos y proteinas entre otros materiales, la composicion del recubrimiento
contribuye a modificar las propiedades mecanicas y de transporte de gases (Parra et al.,
2004; Ozdemir y Floros, 2008).

De esta manera, las peliculas compuestas con la combinacion de proteinas o polisacaridos
con emulsiones grasas pueden ser de particular interés ya que los lipidos ayudan a
disminuir la transmisién de vapor de agua y las proteinas o polisacaridos dan a la pelicula la

fuerza e integridad estructural (Kristo et al., 2007).
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Otro aspecto importante a considerar son las propiedades opticas como el brillo y la
transparencia ya que son funciones relevantes que se esperan de las peliculas por su gran

impacto sobre la apariencia de los productos cubiertos (Fabra et al., 2010).

Existen gran variedad de métodos para la obtencion de recubrimientos comestibles entre los
cuales se encuentra la emulsificacion en caliente, que consiste en calentar la mezcla de
lipido y principio activo de 5 °C - 10 °C por arriba del punto de fusion del lipido y
adicionarla mediante agitacion mecanica a alta velocidad a una disolucién acuosa de
surfactante que se mantiene a la misma temperatura obteniéndose asi nanoparticulas
lipidicas sélidas, entre los materiales utilizados para su produccion se encuentran lipidos
como los triglicéridos, acilglicéridos, acidos grasos, ceras y complejos ciclicos (Garzon et.
al., 2008; Villafuerte et al., 2008).

Las nanoparticulas lipidicas solidas (NLS) son sistemas de transporte coloidal que se han
desarrollado para encapsular y proteger componentes lipofilicos funcionales, tales como
lipidos bioactivos y principio activos, la media de tamafio de particula es de 80 hasta 1000
nandmetros (nm) obteniéndose estas tallas en funcion a la presion hidrostética aplicada,
temperatura de proceso de formacion y el nimero de ciclos de agitacion utilizados
(Helgason et al., 2009; Freitas y Miiller, 1998).
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1. MARCO TEORICO

1.1. Generalidades sobre peliculas y recubrimientos comestibles

El uso de peliculas y recubrimientos comestibles en la proteccion y conservacion de
alimentos ha ido en constante aumento en la industria alimentaria debido a que satisface
muchos retos relacionados con el almacenamiento y comercializacién de productos
alimenticios, ademas de que ofrecen ventajas sobre los materiales sintéticos, como ser
biodegradables y amigables con el medio ambiente (Rodriguez et al., 2006; Ponce et al.,
2008).

Una pelicula comestible se define como una capa delgada de material polimérico formado
sobre un alimento como una cubierta o colocada sobre o entre componentes alimenticios
para producir una atmosfera modificada, extender la vida atil del producto, reducir la
descomposicién, retrasar la maduracion, prevenir los cambios de aroma, color sabor y
textura y mejorar la apariencia; pueden ser usadas para inhibir la migracién de humedad, el
intercambio de gases y los procesos de oxidacion, entre otros; mejoran las propiedades
mecanicas y texturales, tienen un alto potencial para transportar ingredientes activos como
agentes anti-oscurecimiento, colorantes, saborizantes, nutrimentos, especias y componentes
antimicrobianos que pueden extender la vida util del producto y reducir el riesgo de
crecimiento de patdgenos sobre la superficie del alimento y evitan las pérdidas de aromas y
sabores volatiles, (Villagdbmez-Zavala et al., 2008; Olivas et al., 2007; Sothornvit y
Rodsamran, 2008; Pavlath y Orts, 2009; Rojas-Grau et al., 2009; Tapia et al., 2008; Rojas-
Gral et al., 2007a; Bravin et al., 2006).

Algunos recubrimientos agregan brillo y lustre a los productos bésicos, lo que los hace mas
atractivos y captan la atencion de los consumidores (Fisk et al., 2008).

La eliminacion del recubrimiento puede ser posible; sin embargo, no estan normalmente
destinados a su eliminacion por separado del material de revestimiento. Por lo tanto, son

considerados como una parte del producto final (Han y Gennadios, 2005).
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Tradicionalmente los recubrimientos comestibles se han utilizado en la industria para la
conservacion de fruta fresca como una estrategia para reducir su deterioro y retardar los
efectos negativos que son de gran interés para todos los factores involucrados en la
produccién y distribucion de frutas (Rojas-Grau et al., 2009).

Las peliculas y cubiertas comestibles han sido aplicadas en carnes y productos carnicos,
pescado, frutas y vegetales, granos, dulces, alimentos frescos, curados, congelados y
procesados, manzanas, fresas, mangos, tomate, kiwi y platano (Rojas-Grau et al., 2007b;
Carneiro-da-Cunha et al., 2009; Chien et al., 2007; Casariego et al., 2008; Xu et al., 2001;
Sothornvit y Pitak, 2007).

Los recubrimientos comestibles pueden contribuir a incrementar la vida Gtil de frutas
frescas o cortadas por la reduccion de la humedad y la migracién de solidos, el intercambio
de gases, la respiracion y oxidacion, asi como la reduccion o la supresion de desérdenes

fisioldgicos (Rojas-Grall et al., 2009).

La composicion del recubrimiento contribuye a modificar las propiedades mecanicas y de
transporte de gases y a pesar de que son mas débiles que las de polimeros sintéticos,
proporcionan la biodegradacion y puede ser aceptables para el consumo humano y la
aplicacion farmacéutica (Parra et al., 2004; Ozdemir y Floros, 2008; Bravin et al., 2006;
Sothornvit y Pitak, 2007).

Entre las proteinas usadas para las peliculas se encuentran el gluten de trigo, proteina de
soya, proteina de arroz, albumina de huevo, proteinas de la leche y de la gelatina. Los
lipidos también incluyen ceras, acilgliceroles y acidos grasos, los polisacaridos incluyen la
celulosa y derivados, alginatos, pectinas, almidén y derivados y otros (Sobral et al., 2001;
Falcdo-Rodrigues et al., 2006).

Los recubrimientos hechos a base de polisacaridos son incoloros, tienen un aspecto aceitoso
y de bajo contenido cal6rico; se puede utilizar para aumentar la vida util de frutas, verduras,

mariscos o productos carnicos para evitar o reducir significativamente la deshidratacion,

-5-
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rancidez oxidativa y oscurecimiento de la superficie; siendo importante resaltar que este
tipo de recubrimientos son una pobre barrera al vapor de agua (Carneiro-da-Cunha et al.,
2009; Bosquez-Molina et al., 2003).

Sin embargo, combinando las ventajas de los polisacaridos, proteinas y/o lipidos se
obtienen peliculas y recubrimientos comestibles multicomponentes con buenas propiedades
de barrera y mecanicas, ademas de buena apariencia (Yi Wu et al., 2002; Villalobos-
Carvajal, 2009).

El uso de sistemas multicomponentes, donde las proteinas y/o polisacaridos forman una red
continua y cohesiva junto con un material lipidico disperso que mejoran las propiedades de
barrera contra la humedad, es una alternativa al disefio de las peliculas apropiadas para

controlar el balance de humedad en el producto (Fabra et al., 2008).

La mayor parte de las peliculas hidrofilicas (peliculas a base de polisacaridos o proteinas)
proporcionan buenas propiedades mecanicas y organolépticas y son excelentes barreras
efectivas a los compuestos de aroma y gases ligeros como el oxigeno y el diéxido de
carbono, pero pobres barreras a la humedad, se pueden mejorar mediante la incorporacion
de materiales hidrofobicos como las ceras, acidos grasos saturados de cadena larga, a través
de la tecnologia de emulsion o laminacién. Por otro lado, las peliculas hidrofébica (a base
de lipidos) tienen propiedades mecanicas pobres, pero de alta resistencia a la humedad pese
a que forman peliculas fragiles ademés de que se obtienen propiedades sensoriales
indeseables y son propensas a la oxidacion (Fabra et al., 2008; Yang y Paulson, 2000;
Olivas y Barbosa-Céanovas, 2008; Fabra et al., 2009; Bosquez-Molina et al., 2003; Fisk et
al., 2008).

Las propiedades funcionales de las peliculas comestibles son influidas por parametros tales
como la formulacion, la tecnologia para la formacion de la pelicula, las caracteristicas de

los disolventes, y los aditivos utilizados (Bravin et al., 2006).
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Los resultados de las peliculas comestibles dependen de su composicion y las condiciones
que se utilizan. Por ejemplo, la humedad relativa (HR) de los alrededores de una pelicula
puede afectar su funcionamiento. A medida que aumenta de humedad relativa, la capacidad
de las peliculas para que funcionen como barreras al vapor de agua y los gases se reduce
(Olivas y Barbosa-Céanovas, 2008).

1.2. Propiedades de los recubrimientos comestibles

1.2.1. Propiedades fisicas

Entre las propiedades fisicas mas importantes para las peliculas y cubiertas comestibles se
encuentran: color, opacidad aparente, transparencia, solubilidad, y aquellas relacionadas

con la resistencia mecanica (Han y Gennadios, 2005).

1.2.1.1.  Solubilidad.

La solubilidad es una medida de la integridad de las peliculas en un medio acuoso y se
define como el porcentaje de materia seca total solubilizada después de 24 h de inmersion
en agua destilada. Generalmente, mayor solubilidad indica menor resistencia al agua. Esta
propiedad afecta la futura aplicacion de las peliculas; por ejemplo, las cubiertas aplicadas
sobre los alimentos de alta humedad deben ser insolubles (Sothornvit y Krochta, 2000;
Flores et al., 2007).

1.2.1.2. Opacidad

La opacidad, de una dispersidbn es una medida de la capacidad para enmascarar
completamente el sustrato subyacente. A medida que el tamafio de las particulas dentro de
la dispersion se reduce, la opacidad se incrementard en relacion con el poder de dispersién
(Kippax, 2005).
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1.2.1.3. Espesor

El espesor de las peliculas influye significativamente sobre las propiedades de éstas. Sin
embargo, esto no ha sido extensamente estudiado a pesar de que se plantea que el control
del mismo es necesario por su influencia sobre las propiedades de transporte, y mecanicas
de las peliculas (Cuqg et al., 1996; McHugh et al., 1993).

El espesor influye sobre la permeabilidad al vapor de agua de las peliculas y cubiertas
biodegradables hidrofilicas, sin que las causas reales de este fendmeno estén totalmente
esclarecidas (Butler et al., 1996).

1.2.1.4. Propiedades de barrera

Las propiedades de barrera de peliculas comestibles incluyen permeabilidad al vapor de
agua, permeabilidad a los gases (O, y CO,) y permeabilidad a los solutos volatiles. La
permeabilidad al O, y CO, son importantes cuando las reacciones de respiracion u

oxidacion puedan afectar la calidad de los alimentos (Lacroix, 2009).

La permeabilidad de solutos volatiles es una propiedad importante para el control cuando la
difusion de un compuesto es limitada. Las propiedades de barrera de las peliculas
alimenticias preparadas a partir de polimeros polares (por ejemplo, los polisacaridos) son
sensibles a la humedad (Lacroix, 2009).

1.2.1.5. Permeabilidad al vapor de agua

La permeabilidad al vapor de agua esta influenciada por el area del material extendido, el
espesor inducido y por la diferencia de presién de vapor de agua entre las dos superficies
bajo condiciones especificas de temperatura y humedad y el transporte de gases puede
ocurrir por dos mecanismos: difusion capilar y difusion activa (Bosquez et al., 2000).
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La permeabilidad al vapor de agua se supone que es independiente del gradiente de presién
de vapor de agua aplicada a través de las peliculas. Sin embargo, los materiales hidrofilicos,
tales como peliculas de polisacéridos, se desvian de este comportamiento ideal debido a las
interacciones de las moléculas de agua que impregna con grupos polares en la estructura de
la pelicula (Rao et al., 2010).

Entre los factores que afectan la permeabilidad de las peliculas biodegradables se
encuentran la propia estructura de la pelicula, (por ejemplo, su porosidad), los aditivos
empleados, las condiciones de fabricacion, el tiempo y condiciones de almacenamiento, asi
como la temperatura a la cual se realiza el proceso (McHugh et al., 1996; Butler et al.,
1996; Gennadios et al., 1994; Bravin et al., 2006).

La permeabilidad al vapor de agua se puede reducir por la pérdida de peso y la degradacion

microbiana de los frutos. El conocimiento de la humectabilidad de los recubrimientos también es de

particular importancia, ya que es un parametro que define el capacidad de un recubrimiento para ser

distribuida uniformemente en la superficie de las

frutas, con lo que afectan directamente a su desempefio como un agente de conservacion (Carneiro-da-

Cunha et al., 2009).

1.2.1.6. Permeabilidad a los gases

Muchos alimentos requieren determinadas condiciones atmosféricas para sostener su
frescura y la calidad durante el almacenamiento. El embalaje de un producto alimenticio en
una mezcla especifica de gases, conocidos como envasado en atmosfera modificada (MAP)
puede ayudar a mantener la calidad y seguridad de dichos productos. Para garantizar una
composicion constante de los gases dentro del envase, se necesita exhibir cierta
especificidad al gas. En la mayoria de las aplicaciones MAP, la mezcla de gases en el
interior del paquete se compone de didéxido de carbono, oxigeno o nitr6geno, o alguna
combinacidn de estos gases (Lacroix, 2009).
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Las propiedades de permeabilidad a los gases de las peliculas son el resultado deseable en
atmosferas modificadas, lo que aumenta la vida atil del producto, sin crear condiciones
anaerdbicas. La adicion de un acido graso a través de una emulsion con las proteinas puede
aumentar la permeabilidad al O, y CO , de la pelicula resultante, mientras que la adicion de
monoglicéridos acetilados proporciona el efecto contrario (Lacroix, 2009).

1.2.2. Propiedades mecanicas

Desde el punto de vista de su comportamiento mecanico, las peliculas son quebradizas,
fragiles y poco elasticas, lo que da origen a la aparicién de grietas y agujeros en su
superficie que impiden sus propiedades reguladoras de transporte de gases y vapores,
mejorandose esto con la adicion de sustancias plastificantes para disminuir la fragilidad y
aumentar la elasticidad ya que su propdsito principal es modificar las propiedades
mecanicas. EI mecanismo por el cual el plastificante logra estos efectos, involucra alguna
interaccion entre el polimero y el plastificante que produce una reduccion de las fuerzas
acumulativas intermoleculares a lo largo de las cadenas poliméricas, conduciendo a una
estructura mas suave (Cuq et al., 1996; Olivas y Barbosa-Canovas, 2008; Gennadios et al.,
1996).

Un plastificante es una sustancia de bajo peso molecular no volatil, que es usado en la
pelicula para reducir la interaccion del biopolimero cadena a cadena y que puede ayudar a
aumentar la flexibilidad y extensibilidad de los recubrimientos debido a que reduce las
fuerzas intermoleculares mejorando asi las propiedades mecanicas y aumenta la movilidad
de las cadenas del polimero, disminuye su fragilidad, mediante la reduccion de los enlaces
de hidrogeno internos entre las cadenas de polimero y el aumento de los espacios
intermoleculares y debido a su naturaleza hidrofilica. La incorporacion de una sustancia
lipidica a la mezcla de revestimiento puede ser necesaria para mejorar las propiedades
barrera al vapor de agua (Sothornvit y Pitak, 2007; Srinivasa et al., 2007; Chien-Hsien y
Lih-Shiuh, 2008; Tapia et al., 2008; Yang y Paulson, 2000).
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Sin embargo, la adicidn de plastificantes también aumenta la permeabilidad a los gases y al
vapor de agua de la pelicula en general y, posiblemente, podria disminuir la resistencia
mecanica de la pelicula (Chien-Hsien y Lih-Shiuh, 2008).

La combinacién de plastificantes con los componentes principales de las peliculas,
intercalados entre las cadenas poliméricas, son las causas de que las cadenas se separen y
haya una rigidez reducida de las estructuras, lo que aumenta la flexibilidad de la pelicula
(Olivas y Barbosa-Céanovas, 2008).

Las propiedades mecanicas y de barrera de una pelicula depende de la estructura del
polisacarido, la humedad relativa (HR), la composicion de la pelicula (por ejemplo, los
solutos, lipidos), plastificantes, y otras condiciones ambientales (temperatura, velocidad del

secado, la pelicula métodos de formacion) (Yang et al., 2010).

La resistencia a la traccién, elongacién y modulo de elasticidad son parametros que se
relacionan con las propiedades mecanicas de las peliculas a sus estructuras quimicas. La
resistencia a la traccion expresa el esfuerzo maximo desarrollado en una pelicula durante la
prueba de traccion. La elongacion en el punto de ruptura es una medida de la capacidad de
estiramiento de la pelicula antes de la ruptura (Rojas-Grali et al., 2007a).

1.2.3. Propiedades oOpticas

En el aspecto sensorial, y en sentido amplio, se pueden considerar como propiedades
Opticas todas aquellas que se perciben con el sentido de la vista, asi mismo pueden incluirse
la forma, el tamafio y las caracteristicas de superficie (rugosidad, manchas y defectos).

Sin duda, el color es la propiedad dptica mas importante. El color sensorial viene
determinado por tres atributos psicoldgicos: tono, saturacion y claridad, cuyos estimulos
fisicos estan bien definidos (Villalobos-Carvajal et al., 2009).

-11 -
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1.3. Goma xantana

La goma xantana se descubridé a finales de 1950 en los Laboratorios de Investigacion
Regional del Norte (NRRL) del Departamento de Agricultura de Estados Unidos (Garcia-
Ochoa et al., 2000).

La goma xantana se produce por fermentacion aerdbica de Xanthomonas campestris, es un
heteropolisacarido con una estructura primaria que consiste en repetidas unidades de
pentasacarido formado por dos unidades de glucosa, dos unidades de manosa, y una unidad

de acido glucurdnico, en la proporcion molar de 2.8:2.0:2.0 (Figura 1).

CH,OH CH,OH

K oH D\T\.ﬂ e
OH OH

0

CH, OCCH, ©

"
OH

HO

COO0~ | M*)

0
FOH ’

C00°(M*) 0=CH, o OH

ey
Cc
cH,/ \o —r M*)=Na, K, 1/2 Ca

Figura 1. Estructura de la unidad de goma xantana (Rosalam y England, 2006).
Su cadena principal se compone de unidades de - D glucosa en la posiciones 1 y 4. La

estructura quimica de la cadena de manosa es idéntica la de la celulosa (Garcia-Ochoa et
al., 2000; Psomas et al., 2007).
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1.3.1. Aplicaciones de la goma xantana en la industria alimentaria

La goma xantana es utilizada en una amplia gama de industrias, como en los alimentos,
articulos de tocador, la recuperacion de petroleo, los cosméticos, las pinturas a base de
agua, etc., debido a sus propiedades reoldgicas se utiliza como agente de control reolégico
en medios acuosos (Rosalam y England, 2006).

La goma xantana es altamente soluble tanto en agua fria como en agua caliente, y este
comportamiento se relaciona con la naturaleza polielectrolito de la molécula de xantana.
Las soluciones de xantana son altamente viscosas, incluso en concentraciones bajas de
polimero. Estas propiedades son utiles en muchas aplicaciones industriales, especialmente
en la industria alimenticia donde la xantana se usa como espesante, estabilizante de
suspensiones y emulsiones, y controla la reologia y textura de los sistemas acuosos (Garcia-
Ochoa et al., 2000; Simsek, 2009; Veiga-Santos, 2005a).

La goma xantana es capaz de formar soluciones de alta viscosidad, es altamente
pseudoplastica, y es estable en un amplio intervalo de concentraciones de sal (hasta 150 g/l
de NaCl, temperaturas hasta de 90 °C y pH de 2-11 (Pasquel, 2001).

Se ha utilizado junto con emulsionantes en la preparacién de pan sin gluten, pan de alto
valor proteinico, rellenos de panaderia y jarabes glaseados, pasteles y rellenos para tartas,
ademas de proporcionar una mejora de la estabilidad a la masa de trigo y mejora de
cohesion entre los granulos de almidén, contribuye a la estructura y aumenta la vida util
debido a la retencion de humedad. También mejora el procesamiento y el almacenamiento
de masa y mezclas, y se ha sugerido que se puede utilizar como un sustituto del gluten en la
elaboracién de panes. En estos casos, la xantana se usa para mejorar la elasticidad de las
mezclas y la masa, y por lo tanto, mejorar la retencion de gas durante las fases de entrada y
salida (Simsek, 2009; Morris, 2006).

Los alimentos congelados pueden mostrar sinéresis después de uno o dos ciclos de
congelacion y descongelacion. La goma xantana puede mejorar la estabilidad del producto

-13-
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por el agua libre vinculante. Esto limita el crecimiento de cristales de hielo y proporciona la
textura deseada (Katzbauer, 1998).

Cuando se afiade a los alimentos liquidos, aumenta la viscosidad a baja velocidad de corte,
mientras que tiene poco efecto en la viscosidad de los alimentos a velocidad de corte alta,
de este comportamiento se obtienen varias ventajas: la viscosidad disminuye con el
aumento velocidad de corte, el producto se vuelve facil de verter o mezclar y las
propiedades organolépticas de los productos alimenticios también se afectan
favorablemente (Kimy Yoo, 2006).

Las preparaciones acuosas de xantana son fluidificantes, es decir, que exhiben altas
viscosidades a bajas tasas de corte y un adelgazamiento reversible al corte a bajas
concentraciones de polimero. Estos efectos forman la base del uso generalizado de xantana
como un agente espesante y estabilizador de espumas y emulsiones, y para controlar
procesos de difusion, bombeo, vertido y pulverizacion (Morris, 2006).

Cuadro 1. Aplicaciones de la goma xantana en la industria de alimentos.

Industria Aplicaciones

Lacteos Leche y crema batida, nata, natillas, pudines, yogurt, helados,
sorbetes.

Panaderia Mejoradores de masa, rellenos de pasteleria

Carne y pescado Alimentos enlatados, patés.

Condimentos Mayonesa, aderezos para ensalada, salsas, sopas, congelados, y
alimentos listos para comer, mermeladas, postres.

Bebidas Suspensiones de pulpa, bebidas energetizantes.

Fuente: Morris, 2006; Katzbauer, 1998.
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La goma xantana tiene una amplia variedad de aplicaciones en los alimentos como se
muestra en el Cuadro 1. La tixotropia de las dispersiones de xantana ha llevado al
desarrollo de una serie de formulaciones de compuestos secos, tales como salsas y postres,
que pueden ser calentados o refrigerados sin perder sus caracteristicas de textura deseable
(Morris, 2006).

1.3.2. Propiedades de los recubrimientos con base xantana

Cuando los polisacaridos se utilizan como agentes espesantes y estabilizadores en la
formulacion de alimentos, reducen la liberacion de sabor debido a un aumento de la
viscosidad y/o por la interaccion molecular con compuestos de sabor (Jouquand et al.,
2008).

Cuando se agrega goma xantana diacetilada a los recubrimientos comestibles da como
resultado un incremento en la elongacion a la ruptura en comparacion con recubrimientos

hechos a base de goma xantana acetilada (Veiga-Santos et al., 2005b).

Cuando se elaboran peliculas a base de goma xantana combinada con almidén se modifica
la resistencia mecénica del material debido a que su interaccion presenta sinergismo con el

almidon (Veiga-Santos et al., 2005a).

Chen y Nussinovitch (2000) realizaron estudios con citricos pequefios, los cuales
recubrieron con goma xantana y encontraron que eran los que tenian mas brillo comparados

con otros recubrimientos a base de hidrocoloides no gelificantes.

En solucion acuosa, este polisacarido adopta una conformacion helicoidal favorecida a baja
temperatura y/o cuando la concentracién idnica aumenta. De esta secuencia conformacional
se obtiene una macromolécula mas rigida que juega un papel importante en la viscosidad de

la solucién y se ha demostrado que tiene gran impacto en la retencion de aromas. Ademas
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de gue se considera un polisacarido microbiano que se utiliza para controlar la textura o la

consistencia en la preparacion de alimentos (Jouquand et al., 2008).

1.4. Nanoparticulas lipidicas solidas (NLS)

1.4.1. Generalidades

Las nanoparticulas lipidicas soOlidas (NLS) ofrecen un medio atractivo para la
administracion de sustancias activas, en particular para aquellas poco solubles en agua; son
la nueva generacion de vehiculos de sustancia activa y estan atrayendo mayor atencién
como transportadores coloidales de principio activos para uso tépico, consisten en lipidos
solidos puros a temperatura ambiente y al mismo tiempo a la temperatura corporal con un
didmetro medio de 80 a 1000 nm que se pueden producir en funcién de la presion aplicada,
la temperatura y el nimero de ciclos utilizados durante la homogeneizacion (Subedi et al.,
2009; Kheradmandnia et al., 2010; Fang et al., 2008; Hong et al., 2008; Freitas y Miller,
1998; Miiller et al., 2006).

Los compuestos de NLS poseen una estabilidad fisica a largo plazo de al menos 3 afios,
entre los factores que determinan su estabilidad se encuentran las condiciones de
almacenamiento, tales como luz, temperatura y el material de empaque (Freitas y Miiller,
1998).

Se desarrollaron a principios de 1990, como una alternativa a sistemas de farmacos como
las emulsiones, liposomas y a las nanoparticulas poliméricas, las ventajas de la utilizacién
de las NLS como transportadores incluyen la utilizacion de lipidos fisiolégicamente
aceptables para su preparacion, una buena tolerancia, baja filtracion de activos, una alta
biodisponibilidad oral, liberacién controlada de farmacos de bajo costo, facilidad de
produccién, proteccion de los compuestos activos inestables a la degradacion, estabilidad
fisica mejorada, combinan ventajas tales como el vertido controlado y la proteccion de los
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compuestos activos (Villafuerte et al., 2008; Hong et al., 2008; Wissing y Miiller, 2003;
Shah et al., 2007; Weyenberg et al., 2007, Souto et al., 2004).

Las NLS poseen un nucleo solido lipidico que puede solubilizar principios activos
lipofilicos. EIl nucleo lipidico se estabiliza con tensoactivos o emulsificantes (Figura 2),
para su utilizacion todos los excipientes utilizados en su preparacién deben ser
generalmente reconocidos como materiales seguros (GRAS- Generally Recognized as Safe)
(Villafuerte et al., 2008).

Tensoactivos

Lipidos

Principio activo

Figura 2. Representacion esquematica de las NLS. (Villafuerte et al., 2008)

Las ventajas de la utilizacion de las nanoparticulas lipidicas como transportadores incluyen:
la utilizacion de lipidos fisiologicos en su formulacion, evitar el uso de disolventes
organicos en su preparacion y la posibilidad de ser utilizadas en un espectro amplio para la
administracion sobre la piel, por via oral y por via intravenosa, entre sus desventajas
estarian el posible crecimiento de las particulas durante su almacenamiento, la tendencia
hacia una gelificacion impredecible, la existencia de cambios inesperados en sus
transiciones polimorficas y su inherente baja capacidad de incorporacion de principios
activos limitada por la estructura cristalina del lipido sélido (Jores et al., 2004; Shegokar et
al., 2010).

Entre los materiales utilizados en la produccion de NLS se encuentran lipidos,

acilgliceroles, acidos grasos, ceras y complejos ciclicos (Villafuerte et al., 2008).
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El uso de lipidos solidos en lugar de aceites liquidos es una idea muy atractiva para lograr
la liberacion controlada de farmacos, porque la movilidad de drogas en un sélido es
considerablemente menor en comparacion con los aceites liquidos (D’oria et al., 2009).

Los objetivos de la capa de cera son mejorar la apariencia, reducir la pérdida de peso y
ofrecer un soporte de fungicidas, su principal desventaja es el desarrollo de sabores
desagradables, que se atribuyen a la inhibicién del intercambio de O,y CO,, lo que lleva a
la respiracion anaerdbica y a contenidos de etanol y acetaldehido elevados (Chen y
Nussinovitch, 2001).

1.4.2. Métodos de preparacion de las nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS).

1.4.2.1.  Homogenizacion a alta presion (HPH)

La homogeneizacién a alta presion (HPH) ha surgido como una técnica fiable y potente
para la preparacion de las NLS. La HPH se ha utilizado durante afios para la produccion de
nanoemulsiones de nutricion parenteral. Los homogeneizadores de alta presion empujan un
liquido con alta presion (100-2000 bar) a través de un espacio muy pequefio (en el rango de
unas pocas micras). El liquido se acelera a muy alta velocidad en una distancia muy corta
(més de 1000 km/h) de esta forma, altas fuerzas de rupturas y cavitacion rompen las
particulas en el rango de submicrones, el contenido tipico de lipidos se encuentran en el
rango de 5-10% y no representan ningun problema para el homogeneizador (Méder y
Mehnert, 2005; Charcosset et al., 2005).

1.4.2.2. Homogeneizacion a alta presion en caliente.

Esta técnica se utiliza desde la década de 1950 para la produccion de emulsiones parentales,
sin embargo las primeras publicaciones sobre su uso para la produccién a gran escala de

NLS fue alrededor del afio 2000. En la HAP en caliente, los lipidos y principios activos se
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funden (aproximadamente 5 °C por encima del punto de fusién de los lipidos) y se combina
con una solucién acuosa de surfactante que tiene la misma temperatura. Una pre-emulsion
del lipido fundido (conteniendo el principio activa cargado) en la fase acuosa continua se
obtiene utilizando técnicas de homogenizacion a altas revoluciones (High-shear mixing
device: Ultra-Turrax). La calidad de esta pre-emulsion afecta la calidad del producto final
significativamente y es deseable obtener gotas en el rango de nanémetros (Shegokar et al.,
2010; Wissing et al., 2004; Jenning et al., 2000; Souto et al., 2005).

En general, mayores temperaturas resultan en menores tamafios de particula debido a la
disminucion de la viscosidad de la fase interna (lipido fundido). Sin embargo, las altas
temperaturas pueden producir la degradacion del lipido y el principio activo. Generalmente,
el paso de HAP se repite varias veces (ciclos). Este proceso aumenta la temperatura de la
muestra (aproximadamente 10 °C para 500 bar). En la mayoria de los casos entre 3y 5
ciclos a 500-1500 bar son suficientes para obtener buenos resultados (Miller et al., 2000,
Muiller et al., 2002).

El producto primario obtenido de la HAP en caliente es una nanoemulsion debido al estado
liquido del lipido. Las particulas sélidas se formaran como consecuencia del enfriamiento
de la muestra a temperatura ambiente o menor (Palma y Allemandi, 2007; Mader y
Mehnert, 2005).

1.4.2.3.  Homogeneizacion a alta presion en frio

Ha sido desarrollado para superar los siguientes problemas del método en caliente:

1. Posible degradacién debido a altas temperaturas de trabajo.

2. Distribucion del principio activo en la fase acuosa durante la homogenizacion.

3. Complejidad del paso de cristalizacion de la nanoemulsion llevando a
modificaciones y/o lipidos fundidos stper enfriados (Mehnert y Méader 2001).
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En el primer paso se efectua la disolucion o dispersion de la sustancia activa en el lipido
fundido, el cual contiene el principio activo y es enfriado rapidamente (hielo seco o
nitrégeno liquido). Una répida velocidad de enfriamiento favorece una distribucion
homogénea del principio activo en la matriz lipidica (soluciones solidas); el solido asi
obtenido se muele para obtener microparticulas en el rango de 20-100 micras, las
condiciones de homogeneizacién son generalmente cinco ciclos a 500 bar (Wissing et al.,
2004).

Las microparticulas se dispersan luego en la fase acuosa conteniendo emulsificantes. Esta
pre-suspension se somete a HAP a temperatura ambiente 0 menor, en este proceso se
obtienen un tamafio y dispersion de tamafio mayor que en la HAP en caliente. La técnica de
HAP en frio se recomienda para los compuestos extremadamente sensibles a la temperatura

y para compuestos hidrofilicos (Muller et al., 2002).

1.4.2.4. Técnica de microemulsién

La técnica de microemulsion la describieron Gasco y colaboradores por primera vez en
1993. Las microemulsiones son soluciones claras o levemente azuladas siendo compuestas
de una fase lipofilica, de un tensioactivo y en la mayoria de los casos también de un co-
tensioactivo y de agua, por un lado el lipido se funde y la sustancia activa
disuelto/dispersado, por el otro, una solucion conteniendo el surfactantes y co-surfactante
se calienta a una temperatura superior al punto de fusion del lipido y se adiciona al primero
bajo agitacién moderada. Se forma un sistema transparente y termodinamicamente estable
ya que no se requiere energia mecanica para iniciar su formacion. La dispersion obtenida
dispersa en un medio acuoso frio (2-3 °C) con agitaciébn moderada, se asegura asi que el
tamafio pequefio de las particulas se debe a la solidificacién de la gota de la microemulsién
y no es inducida por la agitacién. La relacion de volimenes entre la microemulsién caliente
y el agua fria estd entre 1:25 y 1:50. La cristalizacion répida de las gotitas de aceite en el
medio acuoso produce las NLS (Miiller et al., 2000; Weiss et al., 2008; Li et al., 2008).
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1.4.25. Método de emulsificacion-evaporacion y emulsificacion-difusion
de disoluciones lipidicas

La emulsificacidn-evaporacion consiste en la disolucién del polimero y el compuesto en un
disolvente organico, la emulsion se prepara mediante la adicion de agua y un surfactante a
la solucion de lipidos (Figura 3). La emulsidn es obtenida por sonicacion y a continuacion
el disolvente orgénico se evapora a presion reducida, induciendo la precipitacion del lipido
y la formacién de suspensiones casi transparentes, conteniendo NLS cercanas a 100 nm,
con un intervalo de dispersion estrecho (Llabot et al., 2008; Del Pozo-Rodriguez et al.,
2007).

y [soLucTon ORCANICAY

Lipido ¥ principio
activo en un dizolvents no
mizcible en zgua

——ed

S [ SOLUCTON ACTUOSA

Eztzbilizants en zgua

<

Figura 3. Representacion esquematica de la técnica de emulsificacion-evaporacion
(Quintanar-Guerrero et al., 1997).

Una ventaja importante de este método es que al evitar el calor durante la preparacion, lo
hace adecuado para la incorporacion de principios activos termolabiles, sus principales
desventajas son: la posible retencion de residuos del disolvente, la produccién de
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dispersiones muy diluidas debido a la limitada solubilidad del lipido en el material
organico, asi como la dificultad de recuperacion de los disolventes durante el proceso de
escalamiento (Wissing et al., 2004; Garzdn et al., 2008).

En el método de emulsificacion-difusion (Figura 4) se utilizan disolventes con alta
miscibilidad en agua como el alcohol bencilico y el lactato de butilo. El caréacter anfifilico
del disolvente empleado en la preparacion de NLS favorece su difusion en un menor
volumen de medio acuoso y limita la capacidad de solubilizacién de los lipidos
comunmente usados, dando lugar a la rapida precipitacion de las gotas y a la obtencién de
suspensiones mas concentradas; generalmente también provocan cambios en la
conformacion de las cadenas de las macromoléculas de los emulsificantes, lo que altera su
interaccién con la interfase, modificando la capa estabilizante y el potencial zeta de las
particulas (Trotta et al., 2003).

Esta técnica tiene dos fases: la fase organica en donde se tiene el disolvente saturado de
agua, en el cual se encuentra el principio activo a encapsular y el polimero y la fase acuosa,
compuesta por agua saturada de disolvente, en donde se encuentra el estabilizante. Estas
dos fases con agitacion mecanica vigorosa forman una emulsion O/W. Después se adiciona
agua a la emulsidn, lo que causa que el disolvente organico difunda hacia la fase externa,
provocando la formacion de nanoparticulas. El exceso de disolvente es retirado por medio
de destilacion o filtracion tangencial, obteniendo nanoparticulas libres del disolvente
organico, (Quintanar-Guerrero et al., 1998; Mora-Huertas, et al., 2011; Wissing et al.,
2004; Hu et al., 2002).

Cuando el proceso de difusion de disolvente se lleva a cabo a bajas temperaturas (0 °C-25
°C) generalmente se incrementa la eficiencia de la encapsulacion. La rapida precipitacion
del lipido en forma de gotas antes de que pueda presentarse la coalescencia de las
particulas, favorece el deposito del principio activo en la interfase lipido-agua y disminuye

su escape hacia la fase acuosa (Garzon et al., 2008).
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SOLUCION ORGANICA
Lipido v principio activo en
un disolvente parcialmente
soluble en agua.

UCION ACUOS:
Estabilizante en agua.

Adicion
de agua

Figura 4. Representacidn esquematica de la técnica de emulsificacion-difusion.
(Quintanar-Guerrero et al., 1997).

La presencia de polimeros hidrofilicos en la fase acuosa origina la formacion esponténea de
particulas menores a 1 um, ya que son adsorbidos rapidamente por la superficie de las gotas
formadas durante la difusion del disolvente. El alcohol polivinilico (PVA) produce la
agregacion de las NLS cuando el medio acuoso es acido, debido a que el potencial zeta del
sistema se encuentra cercano a cero, facilitando la separacion de las particulas por
centrifugacion. Si el medio no esta acidificado, no se lleva a cabo la coacervacion ni la
precipitacion del lipido. El efecto del pH en la estabilidad de las NLS determina las

condiciones de preparacion y de aplicacion de las dispersiones de NLS (Hu et al., 2004).

La concentracion de la fase acuosa pudiera incrementar el tamafio de particula hasta un
valor limite. A baja concentracion el tamafio de las NLS esta determinado por la cantidad
de carga en las gotas de lipido, mientras que a alta concentracion, dependera de la masa de
las gotas. Este efecto podria disminuir con la presencia de co-tensoactivos (como el
Pluronic F68) en el agua, dado que mejoran la estabilidad termodinamica de las SLN. Por

otro lado, la viscosidad de la fase externa acuosa podria modificar la cinética de difusion
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del disolvente y también el tamafio hidrodindmico de las particulas (Shahgaldian et al.,
2003).

1.4.2.6. Método de microemulsificacién

La preparacion de NLS por el método de microemulsificacion permite obtener particulas
termodindmicamente estables, dpticamente isotrdpicas y con un tamafio que puede ser
controlado en el momento de la emulsificacién. La elaboracion de NLS por este método se
logra debido a la cristalizacion de las gotas de lipido dentro del medio acuoso. El tamafio de
particula dependerd principalmente del tipo de tensoactivos y co-tensoactivos, y de las
condiciones experimentales (Garzon et al., 2008).

La optimizacion del proceso comienza realizando pruebas de solubilidad del principio
activo en los lipidos y solubilizantes, utilizando diagramas de fase pseudoternarios. Este
mecanismo de seleccion da lugar a procedimientos de alta eficiencia de carga, NLS con un
tamarfio promedio inferior a 200 nm y un indice de polidispersion (IP) inferior a 0.6 (Garzon
et al., 2008).

Cuando las condiciones de microemulsificacion son violentas se originan NLS con perfiles
bimodales. La agitacion mediante ultrasonido generalmente da lugar a estructuras en las
que el lipido liquido forma nanocompartimentos dentro de la matriz s6lida, incrementando

la capacidad de carga de las particulas (Castelli et al., 2005).

Una microemulsién tipica para obtener NLS se elabora a partir de 10% de lipido sélido
fundido, 15% de tensoactivo y 10% de co-tensoactivo. La fase oleosa tibia se adiciona con
flujo lento o mediante inyeccidn con una jeringa termosellada, dentro de un exceso de agua
fria (1:50), dispersando con agitacion fuerte o ultrasonido hasta lograr la formacion de
gotas del lipido y su posterior precipitacion. El exceso de agua se remueve por
ultrafiltracion o por liofilizacién. La pre-emulsion obtenida debe ultrasonicarse hasta la
homogeneizacion completa, manteniéndose a 5 °C por encima del punto de fusién de los

lipidos con objeto de prevenir la recristalizacion. Las dispersiones de SLN preparadas por
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microemulsificacion 'y por precipitacion generalmente presentan particulas con
caracteristicas fisicas equivalentes, que pueden ser esterilizadas por filtracion (membrana

de 0.2 um) y purificadas mediante dialisis (Fontana et al., 2005).

1.4.2.7. Método de emulsificacién mediante membrana de contacto

Las membranas de contacto (Figura 5) se han usado recientemente en la preparacion de
SLN, ya que son faciles de usar, aseguran el control del tamafio de las particulas mediante
la seleccion de los parametros de produccion y permiten el facil escalamiento del proceso.
Son de ceramica, usualmente de 40 cm con 1 cm de diametro externo y 0.6 cm de didmetro
interno, con 7.5 x 10 m? de superficie y poros de 0.1-0.45 mm, que Se comportan como
capilares paralelos (Garzon et al., 2008).

h-l-- -i

Flujo tangencial de :: Particulas lipidi ol
I pidicas solidas
la fase acuosa >

o S T N O

Fase lipidica

Impregnacion bajo presion aplicada
{Temperatura > temperanwa del punto de
fusion de los lipidos)

Figura 5. Representacion esquematica de la membrana de contacto para la preparacion de
NLS (D’oria et al., 2009)

Contienen una capa activa de ZrO, sobre un soporte de AlOs-TiO,. La fase del lipido
contenida en un recipiente presurizado con atmosfera de nitrdgeno se presiona, a una
temperatura por arriba del punto de fusion del lipido, a través de los poros de la membrana
permitiendo la formacion de pequefias gotitas. La fase acuosa circula dentro del médulo de

la membrana, y barre las gotitas que se forman en los contactos del poro. Las
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nanoparticulas son formadas por el enfriamiento siguiente de la preparacion a la

temperatura ambiente (D’oria et al., 2009; Charcosset et al., 2005).

Los factores que mas impactan el tamafio de las NLS obtenidas en las membranas de
contacto son: a) la cantidad de la fase lipidica, cuyo aumento satura los poros disminuyendo
el flujo e incrementando el tamafio de particula, y b) la temperatura de ambas fases. Mayor
velocidad en la fase acuosa unicamente facilita el desprendimiento de las gotas y la
homogeneizacion de la dispersion; un aumento en la presién, incrementa la productividad
del proceso, lo cual es potencialmente Gtil en aplicaciones industriales. Respecto a los poros
de la membrana, cuando son mas grandes aumentan el flujo, sin que se presente un impacto
en el tamafio debido a la influencia preponderante de la tension superficial (Charcosset et
al., 2005).

1.4.3. Caracteristicas de las NLS

Las caracteristicas principales de las NLS tales como tamafio de particula, grado de
dispersion del tamafio, potencial zeta, eficiencia de carga y cinética de liberacion, estan
determinadas por la naturaleza de la matriz de lipido, por la mezcla de tensoactivos, la
viscosidad de la fase lipidica y de la fase acuosa en el momento de la emulsificacion, y
también por los pardmetros de produccion, principalmente por las condiciones de

homogeneizacion y la temperatura.

El analisis del tamafio de particula se lleva a cabo de forma sistematica con fines de control
de calidad. El tamafio de las particulas influye tanto en las propiedades 6pticas como en el
volumen de las dispersiones de pigmentos y por lo tanto debe estar bien controlado con el
fin de entregar un producto que cumpla con los requisitos del cliente en términos de

acabado y la manipulacion (Kippax, 2005).
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Figura 6. Representacion esquematica del potencial Z (Malvern Instruments, 2010).

El conocimiento de la carga de superficie a través de la determinacién del potencial Z
(Figura 6) permite realizar predicciones acerca de la estabilidad durante el almacenamiento
de la dispersién. A valores mayores a 30 de potencial zeta positivos 0 negativos es menos
probable que ocurra la agregacion de las particulas, debido a la repulsion eléctrica. EI pH
de la formulacion final afecta el potencial zeta. La adicién de altas concentraciones de
electrolitos produce una compresién de la capa de difusion, llevando a una disminucion del
potencial zeta. Se determina midiendo la velocidad de deslizamiento de la particula en un
campo eléctrico de fuerza conocida (Palma y Allemandi, 2007; Méader y Mehnert, 2005;
Villafuerte et al., 2008).
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2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

2.1. Objetivos

General:

Determinar el efecto de la proporcion nanoparticulas lipidicas s6lidas-goma xantana sobre
las propiedades Opticas y mecanicas en recubrimientos “in vitro” para correlacionarlo con

los cambios de aspecto y resistencia en la superficie de fruta fresca.

Particulares:

1. Evaluar el efecto de la humedad relativa sobre las propiedades de tensiébn mecénica en
recubrimientos con diferentes proporciones de nanoparticulas lipidicas solidas/goma
xantana que delimite la variacién en propiedades por efecto de la temperatura.

2. Establecer el efecto de la concentracién de nanoparticulas lipidicas sélidas sobre las
propiedades Opticas (luminosidad e indice de blancura) de los recubrimientos formados

“in vitro™.
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2.2. Metodologia de investigacion experimental

2.2.1. Materiales

Para la preparacion de los sistemas se utilizaron los siguientes reactivos: Cera de
candeuba® (Multiceras®, Mexico) como fase lipidica, pluronic-127 (Sigma, Steinheim,
Alemania) como estabilizante, agua destilada calidad Milli-Q® (Millipore®, USA-Bedford,
MD), goma xantana (Sigma Aldrich, E. U. A.) la cual fue utilizada como matriz continua
del recubrimiento, propilenglicol (99 %) (Sigma Aldrich, E. U. A.) como plastificante y
glicerol (Cosmopolita, México) como agente regulador de humedad.

2.3. Preparacion de goma xantana

La preparacion de la goma xantana se realizé a temperatura ambiente, la concentracion que

se manejo fue de 0.4 % de goma xantana y 0.5 % de propilenglicol como plastificante.

2.4. Preparacion de nanoparticulas lipidicas solidas (NLS)

Las nanoparticulas lipidicas s6lidas fueron preparadas por el método homogenizacion a alta
velocidad de corte en caliente, este proceso se lleva a cabo a temperaturas por encima de la
temperatura de fusioén de la cera de candeuba (83 °C). Para la obtencion de las NLS, se
utilizaron 10 % de cera de candeuba y 5 % de alcohol polivinilico como surfactante, la pre-
emulsion se obtuvo a 90 °C O/W, para posteriormente ser homogeneizada con la ayuda de
un dispositivo rotor-stator a alta velocidad (Ultra Turrax modelo T50 de IKA USA) con 3

ciclos de 6400 rpm durante 10 min. cada uno.
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2.4.1. Determinacion de tamafio de particula e indice de polidispersion

El tamafio de particula fue determinado mediante la técnica de difusion de luz integrada a
través de un Z-sizer 4 (Zetasizer Nano Series Malvern, Inglaterra), con dispositivo de
dispersion laser con un angulo de 90° durante 180 segundos, a una temperatura de 25 °C en
una celda de cuarzo. Cada suspension fue diluida en agua Milli Q® para asegurar que el
namero de particulas contadas por segundo estan dentro del rango de sensibilidad del
instrumento, las pruebas fueron realizadas por triplicado. La estabilidad de las NLS, se
evalud durante 6 semanas en muestras almacenadas a 4 °C, determinandose el tamafio de

particula, indice de polidispersion y potencial zeta.

El instrumento utiliza el método de espectroscopia de correlacion fotdnica para medir el
tamafio de las particulas en movimiento browniano o constante térmico aleatorio. Un haz de
luz es dirigido a través de la muestra diluida y dispersada por las gotas en un patron
caracteristico y captado por una serie de fotodiodos.

2.4.2. Determinacion de potencial zeta (&)

Para el potencial zeta las pruebas fueron normalizadas con dispersiones de poliestireno
estandar (= - 55 mV). Para la realizacion de la prueba se utiliz6 un Z-sizer 4 (Zetasizer
Nano Series Malvern, Inglaterra), la muestra de NLS se diluye en agua Milli Q® vy se
coloca en una celda de cuarzo, para realizar la medicién con un angulo de deteccion de 17°
a una longitud de onda de 633 nm a 25 °C.

El método mide la velocidad de una particula que se mueve en un liquido cuando se acerca

un campo eléctrico aplicado. Cuando las gotas estan suspendidas en un liquido, se mueve

hacia el electrodo de carga opuesta.
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2.5. Formacion de recubrimientos “in vitro”

Para la formacion de los recubrimientos se partié de las NLS elaboradas con un contenido
de cera de candeuba® del 10 %, preparando suspensiones con concentraciones del 60 al 80
% de la suspension madre, 0.4 % de goma xantana y 0.5 % de propilenglicol de acuerdo
con las condiciones establecidas para conservacion de guayaba (Garcia, 2011). Una vez
preparadas las suspensiones y con la finalidad de evitar la interferencia de burbujas de aire
en los resultados se llevo a cabo la eliminacion del gas por vacio, como lo muestra la Figura
7.

Figura 7. Eliminacion de burbujas de las muestras.

Una vez desgasificadas las muestras se tomo la cantidad suficiente en ml. para recubrir un
4rea de 192.5 cm? de una placa de teflon (Figura 8), de tal manera que existird una
distribucion homogénea en la superficie dejandose secar por 15h a 25 °C y H.R. ~ 60 %.

Figura 8. Placas de teflon para la formacién de las peliculas.
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Las peliculas formadas fueron retiradas de las placas y cortadas en probetas de acuerdo al
método D882 (ASTM, 2002). La Figura 9 Muestra la forma en que fueron cortadas las
probetas para su acondicionamiento y evaluacién de propiedades mecéanicas.

<~ 10mm > 70 mm

<—— 15mm —>

Figura 9. Corte de las muestras para las pruebas mecanicas.

2.6. Acondicionamiento de las peliculas

Previo a los andlisis, las peliculas fueron acondicionadas por 4 dias en un desecador a 60,
70, 80 y 90 % de HR a una temperatura de 25 °C y 4 °C, el ajuste de la H.R. se llevo a
cabo con soluciones de agua/glicerol (Marcolli y Peter, 2005).

2.7. Espesor de las peliculas

Para medir el espesor de las peliculas se utilizd6 un micrémetro digital (Mitutoyo modelo

293-348, Japon) con una sensibilidad de 0.001 mm, se tomé el espesor de cada pelicula con

un total de 7 siete mediciones para cada lote y calculando posteriormente el promedio para

cada muestra.
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2.8. Determinacién de propiedades mecanicas y opticas

Para la obtencion de las pruebas mecanicas se utilizd un texturémetro Instron modelo 4411.
Las propiedades mecanicas evaluadas fueron el mddulo de elasticidad (ME), resistencia a la
traccion (RT) y elongacion en el punto de ruptura (E) a partir de curvas tension-
deformacion. La metodologia utilizada fue de acuerdo al método D882 (ASTM, 2002).
Todas las muestras para dichos anélisis fueron cortadas utilizando un molde preformado y

mediante la aplicacion de presion.

El ensayo se llevd a cabo a una velocidad de 50 mm/min hasta la fractura y se obtuvieron
muestras como las que se presenta en la Figura 9, las cuales fueron fijadas entre dos placas

de metal como las que se muestran en la Figura 10.

Figura 10. Mordazas para las pruebas mecanicas.

Los parametros opticos de las peliculas fueron medidos con un colorimetro Minolta modelo
CR-300 como el que se presenta en la Figura 11, utilizando los parametros del sistema CIE

L* a* b*, a 2°del observador e iluminante D65.

Se obtuvieron los parametros de color L*, a * y b * con la finalidad de obtener los cambios
en luminosidad y se calcul6 la diferencia total de color (AE) con respecto a la pelicula de
control y el indice de blancura (I1B), obteniéndose de acuerdo con las ecuaciones (1) y (2),
(Monedero et al., 2009).
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AE = \J(Aa*)? + (Ab*)2 + (AL*)2.ecoviiiieieee (1)

IB=100— /(100 — L*)2 +a*2+ b*2.......ccccennnnnn, (2)

Figura 11. Colorimetro Minolta CR-300

2.9. Microscopia electronica de barrido (MEB)

Con la finalidad de establecer la conformacion de los recubrimientos formados, se llevo a
cabo la caracterizaciébn morfoldgica superficial por microscopia electronica de barrido,
realizando un corte longitudinal del recubrimiento, colocandolo asi en un portamuestras.
Las muestras fueron bafiadas con oro (~20 nm) utilizando un evaporador catddico Sputter
Coater JFC-1100 (Jeol, Tokyo Japan) y se observaron en un microscopio LV-SEM JSM
5600 LV con resolucion de 5 nmy 28 kV y de 12-20 Pa de presion en la cdmara.

2.10. Microscopia 6ptica

Con la finalidad de observar la topografia de las peliculas formadas, evidenciar la ausencia
de poros y evitar cambios debidos a la absorcién de agua en la superficie, se tomaron
micrografias a peliculas almacenadas a 60 % de HR ya que estas no sufrieron cambios
durante su almacenamiento, utilizando para ello un microscopio Optico monocular
Iroscope® modelo SI-PHF (E.U.A.) con camara integrada a 40/0.06 PHP.
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3. ANALISIS DE RESULTADOS

La Figura 12, muestra las peliculas formadas y que fueron cortadas de acuerdo a las
especificaciones descritas en el punto 2.5 para con ellas realizar los ensayos mecanicos
y puesto que uno de los puntos importantes a considerar es el espesor del recubrimiento
formado, en el siguiente apartado se muestran las variaciones de espesor de las

diferentes muestras.

Figura 12. (a) Peliculas de NLS-Xantana y (b) peliculas de xantana al 0.4%.

3.1. Espesor de las peliculas

En la Figura 13, se muestran las variaciones de espesor de las peliculas formadas en
funcién a la concentraciéon NLS/goma xantana, las muestras con menor espesor fueron las
que contenian 60 % de NLS, de acuerdo con un analisis de varianza de dos factores (o =
0.05), se establecié que la concentracién de NLS tiene una influencia significativa en el
espesor de las peliculas (p = 0.000), mientras que no existid un efecto respecto a la
humedad relativa (p = 0.066), ni una interaccion respecto a los factores analizados (p =
0.373), por lo que se puede establecer que las variaciones en espesor son Unicamente
dependientes de la concentracion de NLS.

Asi mismo se observa en la Figura 9 que conforme se aumenta la concentracion de NLS se

incrementa el espesor de las peliculas.
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En relacién a las peliculas formadas con goma xantana y tratadas de la misma manera, no
se presentan en la figura 13 ya que debido a su falta de maleabilidad solo se obtuvieron de 2
a 3 muestras para analizarlas, por lo tanto, las muestras no fueron representativas, estas
tuvieron espesores que oscilan entre 0.029 a 0.032 mm independientemente de la humedad
relativa y la temperatura de almacenamiento a la que fueron expuestas. Cabe mencionar que
el incremento de espesor debido a las NLS fue aproximadamente 313 % el espesor de la
goma xantana lo que se espera tenga influencia sobre las propiedades mecanicas.
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0.164

0.14

Espesor (mm)

0.124

0.104 L

T T T T T T
[NLS] 60 65 70 75 80 60 65 70 75 80 60 65 70 75 8 60 65 70 75 8
HR 60 70 80 90

Figura 13. Espesor de las peliculas.

3.2. Tamafio de particula

En la Figura 14 se muestran los cambios asociados al tamafio de particula de las
dispersiones de NLS sin goma xantana y de las proporciones NLS-goma xantana, el tamario
de particula se tomo en funcion al diametro (d43), que es el que mide el volumen de las
particulas. Las muestras presentaron variaciones que fueron de los 200 a los 240 nm sin que

por ello se consideren variaciones considerables durante el almacenamiento, estos cambios
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en el comportamiento pueden deberse a la cantidad de la fase lipidica, lo que provoca una
ligera agregacion y por ende modifica el tamafio de particula, y la temperatura de las fases
(Garzon et al., 2008).

250
e 240
c
N
>
3 230
T
©
o
S
° 2201
@
210
200+
T T T T T T T T T T T T
Semana 5 6 5 6 5 6 5 6 5 6 5 6
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Figura 14. Tamafio de particula de las soluciones de NLS/Xantana.

De acuerdo con Mora-Huertas, et al., (2011) el tamafio de particula es un parametro critico,
ya que esta directamente vinculado a la estabilidad, la captacion celular, biodistribucién y
la liberacion de sustancias activas y/o funcionales. Por lo que en el caso de las NLS—goma
xantana se puede establecer que es un sistema de tamafio homogéneo que se espera que se

distribuyan homogéneamente.

En cuanto al analisis de varianza de dos factores (o = 0.05) se establecié que el tamafio de
particula se vio afectado tanto por la concentracion de NLS como por el tiempo de
almacenamiento, estableciéndose que existe una interaccion entre la concentracion y el

tiempo.
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3.3. Potencial zeta (&)

En la Figura 15 se muestra el comportamiento del potencial zeta (&) durante el periodo de
almacenamiento considerando las mediciones a las 5 y 6 semanas, en esta se observa que
las variaciones en el potencial fueron desde -40 a -30 mV, siendo dependientes de la
concentracion de NLS en el sistema. ElI comportamiento en el potencial en general fue
variable, mostrandose las menores diferencias estadisticas con respecto al tiempo en las
muestras con 70 y 75 % de NLS, mientras que el resto de los sistemas, manifestaron una

mayor variabilidad de los resultados a las seis semanas de almacenamiento.
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Figura 15. Potencial Z (&) de las soluciones de NLS/Xantana

La estabilidad de una particula es dependiente en gran medida de su potencial zeta (&).
Puesto que esta referida a que las particulas se mantengan en la suspension sin precipitarse
0 aglomerarse. Bajo ciertas condiciones, un alto valor absoluto del potencial zeta y su
elevada carga en su superficie guia a fuertes interacciones de repulsién entre las mismas
particulas dispersadas. En teoria valores mayores a 30, positivos 0 negativos se repelen

entre si y la dispersion es estable. Por otro lado cuando las particulas tienen valores bajos
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de &, no habra suficiente fuerza para impedir la agregacion de las particulas. Asi mismo la
repulsion electrostéatica entre particulas con igual carga evitan la agregacion (Ahlin et al.,
2002; Ravi et al., 2004; Freitas y Miller, 1998), lo que implica que el sistema NLS-goma
xantana formado es estable a las 6 semanas de almacenamiento sin presentar agregacion.

En relacion al analisis de varianza realizado es posible establecer que con un nivel de
significancia (p = 0.05) la concentracion de NLS (p = 0.001) tiene un efecto significativo
sobre el comportamiento del potencial zeta mientras que no existio diferencia
estadisticamente significativa respecto al tiempo de almacenamiento (p = 0.924) pero si una
interaccién entre los factores analizados (p = 0.00) lo que implica que a 4°C resultaron

sistemas estables al almacenamiento.

3.4. Indice de polidispersion (IPD)

En la Figura 16 se muestran las variaciones en el indice de polidispersién (IPD) de las
dispersiones de NLS-goma xantana, se observa que los valores se encuentran en un
intervalo de 0.16 a 0.29, lo que indica que las muestras se mantuvieron estables durante el
almacenamiento, el IPD mide la distribucion dimensional de la poblacidn de nanoparticulas
(Hou et al., 2003).

De acuerdo con un andlisis de varianza de dos factores (o = 0.05), se establecio que la
concentracion de NLS tiene una influencia significativa en el IPD de las dispersiones de
NLS/Xantana (p = 0.012), mientras que no existid un efecto respecto al tiempo de
almacenamiento (p = 0.490), ni una interaccion respecto a los factores analizados (p =
0.139), por lo que se puede establecer que las variaciones en el IPD son Unicamente
dependientes de la concentracion de NLS. Aunque es posible decir que durante el periodo
de almacenamiento no hubo cambios por arriba de 0.3 en el IPD, razon por la que se
considera que las NLS no sufrieron agregacion y por ende son sistemas estables al

almacenamiento a 4°C.
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Figura 16. indice de polidispersion (IPD) de las soluciones.

3.5. Propiedades Opticas

3.5.1. Luminosidad (L*)

En la Figura 17 se muestran las variaciones en luminosidad que presentaron las peliculas en
funcion a la concentracion de NLS, se observa que los valores de la luminosidad aumenta al
incrementar la concentracion de NLS y la HR de acondicionamiento.

De acuerdo con Manresa y Vicente, (2007) la luminosidad es un parametro éptico relevante
debido a que tienen un impacto directo sobre la apariencia de un producto recubierto, y al
aumentar el valor de la luminosidad (L*) aumenta el brillo de las peliculas; para este caso,
lo que sucedid es que al aumentar la concentracion de NLS, las peliculas se volvieron mas
opacas debido a que a mayor concentracion de lipidos aumenta la opacidad (Monedero et
al., (2009).

-40 -


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

Maria del Carmen Petron Mufioz | 2011

Debido a que la goma xantana es un hidrocoloide con alta afinidad por el agua, la
preparacion de las peliculas en refrigeracion no fue posible bajo las condiciones
establecidas por lo que la formacion a mayor concentracion de goma no refleja el
comportamiento de los parametros épticos, lo que se hizo fue aumentar al triple la solucion
de goma para poder elaborarlas, las Gnicas que se elaboraron a las condiciones establecidas
fue la de 60% de HR a temperatura ambiente, las cuales tuvieron una luminosidad de
41.12%, esto se debe a que no contienen lipidos en su preparacion y por lo tanto es mas

transparente en comparacion con los demas.
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Figura 17. Luminosidad (L*) de las peliculas a temperatura ambiente.

La adicion de lipidos causa que las peliculas incrementen su valor de L*, indicativo del
aumento en blancura, como se comentd anteriormente, las peliculas preparadas a base de
goma xantana fueron las que permitieron mayor transmision de luz, sin embargo la
incorporacion de cera dio lugar a un incremento en la opacidad de las peliculas, este
aumento en la opacidad surgi6 probablemente de la dispersion de la luz de las particulas de
lipidos que se dispersaron en la emulsion y que estan distribuidos de forma continua en

toda la red de polimero después de que la pelicula es formada. Estos resultados coinciden
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con estudios realizados por Yang y Paulson (2000) sobre el efectos de los lipidos en las
propiedades mecanicas y de barrera a la humedad de peliculas hechas a base de goma
gelana. Estos autores encontraron que las peliculas de goma gelana sin adicion de cera
fueron bastante transparentes, sin embargo la incorporacion de cera a las peliculas dio lugar

a un aumento en la opacidad.

De acuerdo con el andlisis de varianza (o = 0.05), existio un efecto significativo respecto a
la concentracion de NLS y HR, asi como una interaccion entre las variables considerando
de acuerdo a lo mostrado en la Figura que la menor luminosidad se presenta a menor

concentracion de NLS.

En la Figura 18 se observan los valores de L* de las peliculas almacenadas en refrigeracion,
se observa que la luminosidad aumenta al incrementar la concentracion de NLS y la HR, y
disminuye al llegar a 80 %de NLS, excepto en las que se almacenaron a 70% de HR, ya que
en este caso el valor de L* iba disminuyendo al aumentar la concentracion de NLS y tuvo

un aumento drastico a 70% de NLS.
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40-
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[NLS] 60 6570 75 80 60 65 70 75 80 60 65 70 75 80 60 65 70 75 80

HR 60 70 80 o)

L* (%0)

Figura 18. Luminosidad (L*) de las peliculas almacenadas en refrigeracion.
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Las peliculas almacenadas en refrigeracion tuvieron el mismo comportamiento que las que
estuvieron a temperatura ambiente, es decir, al aumentar la concentracion de NLS aumento

su opacidad y se tornaron mas blancas.

De acuerdo con el anlisis de varianza (o = 0.05), existio un efecto significativo respecto a
la concentracion de NLS y HR, asi como una interaccion entre las variables considerando
de acuerdo a lo mostrado en la Figura que la menor luminosidad se presenta a menor

concentracion de NLS.

3.5.2. Indice de blancura (IB)

En la Figura 19 se muestran los valores de indice de blancura de las peliculas almacenadas

a temperatura ambiente, se observa que el (IB) de las peliculas va aumentando al
incrementar la concentracién de NLS y la HR a la cual estan almacenadas.
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Figura 19. indice de blancura (IB) de las peliculas almacenadas a temperatura ambiente.
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El IB tiene el mismo comportamiento que la luminosidad de las peliculas almacenadas a
temperatura ambiente, lo que confirma lo explicado para la Figura 17, es decir, que las
peliculas se vuelven mas blancas al incrementar la concentracion de NLS y la HR de

almacenamiento.

Para el caso de las peliculas hechas a base de goma xantana pura, mismas que no se
presentan en la Figura 19 debido a la falta de maleabilidad de la goma y por lo que no fue
posible su preparacion a las condiciones establecidas solo se formaron las de 60% de HR
cuyo indice de blancura fue de 41.12%, lo que indica que fueron mas brillantes al igual que
las que se prepararon con 60% de NLS y acondicionadas a 60% de HR.

Respecto al analisis de varianza (o = 0.05), se observa que el indice de blancura se vio
afectado tanto por la concentracion como por la humedad relativa de almacenamiento,
estableciéndose que existe una diferencia estadisticamente significativa entre ambas
variables asi como una interaccion entre ellas considerando de acuerdo a lo mostrado en la

Figura 19 que el menor indice de blancura se presenta a menor concentracion de NLS.

En la Figura 20 se muestran los valores de indice de blancura (IB) para las peliculas
almacenadas en refrigeracion, el 1B aumenta al incrementar la concentracién de NLS y la
HR a la cual fueron acondicionadas, mismo comportamiento que se presento con la
luminosidad de las peliculas almacenadas en refrigeracién, esto confirma que al aumentar

la concentracion de NLS las peliculas se volvian mas blancas.

Cabe mencionar que de acuerdo al analisis de varianza (o = 0.05) se observa que en IB se
vio afectada tanto por la concentracion de NLS como por la humedad relativa de
almacenamiento, estableciéndose que existe una diferencia estadisticamente significativa
entre ambas variables asi como una interaccion entre ellas considerando de acuerdo a lo
mostrado en la Figura 16 que el menor indice de blancura se presenta a menor

concentracion de NLS.
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Figura 20. indice de blancura (IB) de las peliculas almacenadas en refrigeracion.

3.5.3. Diferencia total de color (AE)

En la Figura 21 se muestran los valores de diferencia total de color (AE) para las peliculas
almacenadas a temperatura ambiente, este parametro colorimétrico es la combinacién de los
valores de L*, a* y b* y es utilizado para caracterizar la variacion en la percepcién de
color, se observa que los valores de AE aumenta al incrementar la concentracion de NLS y

a mayores HR’s, teniendo aumentos drasticos a 90% de HR.

De acuerdo con el analisis de varianza (o = 0.05) existio un efecto significativo respecto a
la concentracién de NLS y HR, asi como una interaccion entre las variables considerando,
de acuerdo a lo mostrado en la Figura 21, que la menor diferencia total de color se presenta

a menor concentracion de NLS.
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Figura 21. Diferencia total de color (AE) para las peliculas a temperatura ambiente.

En la Figura 22 se muestran los valores de diferencia total de color para las peliculas
almacenadas en refrigeracion, AE va aumentando al aumentar la concentracion de NLS y la
HR a la cual fueron acondicionadas, excepto en las peliculas acondicionadas a 70% de HR,
en donde AE iba disminuyendo al aumentar la concentracion de NLS teniendo aumentos
dréasticos a 70% de HR.

En cuanto al analisis de varianza (oo = 0.05) se observa que la diferencia total de color se
vio afectada tanto por la concentracion como por la humedad relativa de almacenamiento,
estableciéndose que existe una diferencia estadisticamente significativa entre ambas
variables asi como una interaccion entre ellas considerando, de acuerdo a lo mostrado en la

Figura 21, que el menor AE se presenta a menor concentracion de NLS.
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Figura 22. Diferencia total de color (AE) para las peliculas en refrigeracion.

3.6. Propiedades mecénicas

3.6.1. Resistencia a la traccion (RT)

En la Figura 23 se muestra la resistencia a la traccion que presentan las peliculas
almacenadas a temperatura ambiente, la resistencia a la traccion (RT) va aumentando al

incrementar la concentracion de NLS y la humedad relativa de acondicionamiento.

De acuerdo con Carneiro-da-Cunha et al., (2009) y Rojas Gral et al., (2007) la resistencia a
la traccion es la capacidad de un material para resistir la ruptura por traccion y expresa el
esfuerzo maximo desarrollado en una pelicula durante dicha prueba. Por lo que en este
caso, al aumentar la HR hay mayor esfuerzo de la pelicula para romperse.
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Sélo en las peliculas almacenadas a 60% de HR, los valores de RT disminuyeron al
aumentar la concentracion de NLS lo que indica que en este caso las peliculas se volvieron
mas flexibles, [Monedero et al., (2009) y Osés et al., (2009)] encontraron resultados
similares con peliculas de proteina de soya mezcladas con cera de abeja y acido oleico y
con peliculas de proteina de suero almacenadas a diferentes HR’s respectivamente y
encontraron que al disminuir el valor de RT y la HR de almacenamiento aumenta la

flexibilidad de la pelicula.

RT (MPa)
i

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
[NLS] 0 6065707580 0 6065707580 0 6065707580 0 606570 75 80
HR 60 70 80 90

Figura 23. Resistencia a la traccion (RT) de las peliculas a temperatura ambiente.

En cuanto a las peliculas hechas a base de goma xantana pura (0% de NLS), almacenadas a
90% de HR tuvieron aumentos radicales con respecto a las que se almacenaron de 60 a 80%
debido a su higroscopicidad y falta de maleabilidad, por lo tanto se puede concluir que las

muestras no fueron representativas.

De acuerdo al analisis estadistico (o = 0.05) se observa que la resistencia a la traccion se

vio afectada tanto por la concentracion como por la humedad relativa de almacenamiento,
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estableciéndose que existe una diferencia estadisticamente significativa entre ambas

variables asi como una interaccion entre ellas.

En la Figura 24 se muestran los valores de resistencia a la traccién (RT) de las peliculas
almacenadas en refrigeracion, en las peliculas hechas a base de goma xantana pura RT
disminuyo al aumentar la HR de acondicionamiento, mientras que en las de NLS-goma
xantana a 60 y 80% de HR el valor de RT disminuye al incrementar la concentracion de
NLS.

De acuerdo con Osés et al., (2009), al incrementar la humedad relativa de almacenamiento,
la resistencia a la traccion va en aumento, esto fue lo que sucedi6 con las peliculas hechas a

base de goma xantana pura.

En cuanto a las peliculas que se almacenaron a 70 y 90% de HR, la resistencia a la traccion

aumento al incrementar la concentracion de NLS y disminuye al llegar a 75y 80 de NLS

RT (MPa)

O_

T
[NLS ] 0 6065707580 0 6065707580 0 6065707580 0 606570 7580
HR 60 70 80 90

Figura 24. Resistencia a la traccion (RT) de las peliculas en refrigeracion.
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De acuerdo con Fabra et al., (2010), la incorporacién de cera lleva a un aumento progresivo
en los valores de resistencia a la traccion y el modulo de elasticidad (ME), lo que
disminuye la capacidad de estiramiento, por lo que se puede establecer que esto es lo que

sucedio en el caso de las peliculas de NLS-goma xantana.

En contraste, Fabra et al., en el (2008) y Monedero et al., (2009) encontraron resultados
contrarios al experimentar con peliculas hechas a base de acido oleico y cera en donde la
incorporacion de cera de abeja produce una disminucion de los valores de RT y ME y un
gran aumento en los valores de elongacién aumentando asi la flexibilidad de la pelicula,
esto fue lo que ocurrid con las peliculas almacenadas a 60% y 80% de HR., otra causa que
pude provocar la disminucién de RT fue estudiada por Cao et al., (2009) quien trabajo con
peliculas a las que se le adiciono propilenglicol (PEG) como plastificante y obtuvo que

independientemente del peso molecular del PEG se lleva a una disminucién de la RT y ME.

En cuanto al analisis de varianza (o = 0.05), se establecio que existio un efecto significativo
con respecto a la HR de almacenamiento (p = 0.000), mientras que no existié un efecto
respecto a la concentracién de NLS (p = 0.066) y existié una interaccion respecto a los

variables analizadas (p = 0.000).

3.6.2. Elongacion en el punto de ruptura (E)

En la Figura 25 se muestran las tendencias para la elongacion en el punto de ruptura (E) de
las peliculas almacenadas a temperatura ambiente, las peliculas almacenadas a 60 y 70% de
HR los valores de elongacién van disminuyendo al aumentar la concentracion de NLS y en
las peliculas almacenadas a 80 y 90% de HR, los valores de E van aumentando al
incrementar la concentracion de NLS, lo que indica de acuerdo a estudios realizados por
Gennadios et al., (1993) a mayores valores en la elongacidn se requiere menor fuerza para

romper la pelicula.
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En cuanto a las peliculas hechas a base de goma xantana pura (0% NLS), el valor de E
aumenta al incrementar la HR de almacenamiento, mientras que las almacenadas a 90% de
HR tuvieron un valor de E muy alto lo que indica que las muestras no fueron
representativas debido a que estas peliculas fueron dificiles de manejar debido a su
higroscopicidad y falta de maleabilidad.

De acuerdo con el analisis de varianza (o = 0.05) existio un efecto significativo respecto a
la concentracién de NLS y HR, asi como una interaccion entre las variables anteriormente

mencionadas.

E (%6)

[

[NLS] CIJ 6|O 6|5 7IO 7|5 8IO CIJ 6|O 6|5 7IO 7|5 8|O CIJ 6|0 6|5 7IO 7|5 8IO C; 6|0 6|5 7IO 7|5 8|O
HR 60 70 80 90
Figura 25. Elongacion en el punto de ruptura (E) de las peliculas almacenadas a

temperatura ambiente.

En la Figura 26 se muestran los valores de elongacion en el punto de ruptura (E) de las
peliculas almacenadas en refrigeracion. En las peliculas almacenadas a 60 y 90% de HR los
valores de E aumentan al incrementar la concentracién de NLS, mientras que en las
almacenadas a 70 y 80% de HR el valor de E decreci6 al aumentar la concentracion de
NLS.
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Rojas-Gral et al., (2007a) define la elongacion en el punto de ruptura como una medida de
la capacidad de estiramiento de la pelicula antes de su ruptura, lo que indica que las
peliculas almacenadas a 60 y 90% de HR requirieron de menor fuerza para romperse en

comparacion a las almacenadas a 70 y 80% de HR.

De acuerdo a Longares et al., (2004) el aumento de los valores de E puede deberse a que
conforme aumenta la concentracion de NLS va aumentando el espesor de los peliculas,
debido a que en las peliculas se forma una matriz méas eléstica, probablemente porque estas
peliculas tenian una mayor area transversal que permite una mayor extension bajo el estrés
de las peliculas mas delgadas. Asi, las peliculas delgadas llegan a un limite en su capacidad

de estiramiento mas rapidamente que en las peliculas méas gruesas.

E (%6)

O 4
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

[NLS ] 0 6065707580 0 6065707580 0 6065707580 0 6065 70 75 80
HR 60 70 80 90

Figura 26. Elongacion en punto de ruptura (RT) de peliculas almacenadas en refrigeracion.

En cuanto al analisis de varianza de dos factores (o = 0.05), se establecié que la HR de
almacenamiento tiene una influencia significativa en la elongacion de las peliculas (p =
0.000), mientras que no existid un efecto respecto a la concentracién de NLS (p = 0.132),

pero si una interaccion respecto a los factores analizados (p = 0.024).
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3.6.3. Modulo de Elasticidad (ME)

La Figura 27 muestra los valores del médulo de elasticidad (ME) de las peliculas
almacenadas a temperatura ambiente el ME para las peliculas almacenadas de 60, 70 y 90%
de HR aumenta al incrementar la concentracién de NLS y en las de 80% de HR el ME
disminuye al incrementar la concentracion de NLS, pero dicho valor disminuye en todos los
casos al aumentar la HR de almacenamiento, lo que indica que las peliculas se van
volviendo mas elasticas a la ruptura. A menor modulo de elasticidad la pelicula es mas
elastica debido a que absorbe mas humedad del ambiente que la rodea, resultados similares
encontraron Escobar et al., (2009) al experimentar con peliculas de proteina de suero lacteo
(WPI) con sorbitol y glicerol y se obtuvo que a menores valores de médulo de elasticidad
las peliculas se hacian mas elasticas.

Otro factor que puede influir en las propiedades mecanicas es el espesor, ya que de acuerdo
con estudios realizados por Longares et al., (2004), en donde se evaluaron las propiedades
fisicas y sensoriales de peliculas hechas a base de proteina de suero lacteo (WPI), se
encontré que en las peliculas con mayor espesor se tuvieron aumentos en su elongacion y

en las peliculas delgadas se vio afectada la resistencia a la traccion.

Del mismo modo Shaw et al. (2002) y McHugh y Krotcha, (1994) al realizar estudios con
peliculas a base de WPI y de proteina de leche respectivamente, encontraron que al
disminuir el médulo de elasticidad con el incremento de glicerol y sorbitol hacen que las

peliculas se vuelvan mas elasticas.

Osés et al., (2009) al trabajar con peliculas hechas a base de proteina de suero variando la
HR de almacenamiento, encontraron que al disminuir la HR aumentan los valores de

modulo de elasticidad.

De acuerdo con el andlisis de varianza (o = 0.05), existio un efecto significativo respecto a
la concentracion de NLS y HR, asi como una interaccion entre las variables antes

mencionadas.
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Figura 27. Médulo de elasticidad (ME) de peliculas almacenadas a temperatura ambiente.

En la Figura 28 se presentan los valores del médulo de elasticidad (ME) de las peliculas
almacenadas en refrigeracion, en las peliculas almacenadas de 60 a 80% de HR el mddulo
de elasticidad aumenta al incrementar la concentracion de NLS, pero en las que se
almacenaron a 90% de HR el ME va disminuyendo al aumentar la concentracion de NLS,
lo que indica que estas Ultimas se volvieron méas elésticas. Escobar et al., (2009)
encontraron resultados similares al experimentar con peliculas a base de proteina de suero
lacteo (WPI) con sorbitol y glicerol y como resultados se obtuvo que al obtener valores de

mddulo de elasticidad menores las peliculas se vuelven mas elasticas.

De acuerdo con un analisis de varianza de dos factores (o = 0.05), se establecié que la HR
de almacenamiento tiene una influencia significativa en el médulo de elasticidad de las
peliculas (p = 0.000), mientras que no existié un efecto respecto a la humedad relativa (p =
0.066), pero si una interaccion respecto a los factores analizados (p= 0.000), por lo que se
puede establecer que las variaciones en el ME son Unicamente dependientes de la

concentracion de NLS.
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Figura 28. Mddulo de elasticidad (ME) de las peliculas almacenadas en refrigeracion.

3.7. Microscopia Optica

En la Figura 29 se muestran las fotografias de las peliculas tomadas con microscopio
optico, se aprecia que las peliculas muestran una superficie compacta, homogénea, sin
presencia de poros, hendiduras ni canales, podria ser que se vean asi por la presencia de
pequefias imperfecciones, las que pueden haber sido causadas al retirar la pelicula del teflon

produciendo estrias.
Otro factor que puede influir en la superficie obtenida podria deberse a que las peliculas en

su superficie interior conservan la textura de las superficies donde fueron moldeados (Pol y
col, 2002).
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NLS 60%

Figura 29. Fotografias con microscopio optico para las peliculas a diferentes

concentraciones.
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3.8. Microscopia electronica de barrido (MEB)

En la Figura 30 se muestran las micrografias de las peliculas a 65, 70 y 80% de NLS
observandose que a menor concentracion de NLS existe un mayor espacio de goma xantana
(caracterizadas como pequefias agujas o hojas alargadas) lo que hace probablemente puede
influir en las propiedades de transporte de las peliculas en vapor de agua y oxigeno como
sucedio en recubrimientos empleados para guayaba (Garcia, 2011) y oxigeno a través de la
pelicula formada y que puede emplearse para obtener recubrimientos comestibles que
tengan funcionalidad de acuerdo a la velocidad respiratoria que presenten los distintos

frutos.
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Figura 30. Micrografias electronicas de barrido. (a), (b) y (c) muestran cortes transversales
de las peliculas a 65, 70 y 80 % de NLS respectivamente con un aumento de 500x. (d), (e) y
(f) muestran las micrografias superficiales de las peliculas a 65, 70 y 80 % de NLS

respectivamente con un aumento de 1000x.

La Figura 30 (c y f) muestran como se modifica la estructura del corte transversal del
recubrimiento cuando la concentracién de NLS es del 80 %, ademas muestra que existen
agregados de mayor tamafio aparentemente formados por cera de candeuba, lo que soporta
la idea de que la dispersion de cera modifica las propiedades de transporte limitando la

respiracion de los frutos que pudiesen estar recubiertos con esta concentracion.

En cuanto a la microestructura de los cortes transversales en la Figura 26 (a, b y ¢), éstos
muestran una topografia uniforme. Ambas observaciones tanto en la superficie, como en el
corte transversal son muy importantes, ya que una matriz homogénea de una pelicula es un
buen indicador de su integridad estructural, y en consecuencia es de esperar que presente

buenas propiedades mecénicas (Mali et al., 2002).
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4. CONCLUSIONES

Se logro obtener peliculas “in vitro™ con diferentes proporciones de NLS y 0.4 % de goma
xantana, partiendo de una suspension de NLS con tamafio de particula promedio de 500
nm, utilizando el método de dispersion rotor-stator en caliente las cuales mostraron indices

de polidispersion menores a 0.3.

El potencial zeta de las suspensiones fue en promedio de -35mV durante el periodo de
almacenamiento, indicativo de que los sistemas desarrollados fueron estables durante 6

semanas de almacenamiento.

Las peliculas con 60 y 65 % de NLS fueron las que tuvieron el mejor comportamiento
puesto que no existid diferencia significativa en su comportamiento respecto a la humedad

relativa y temperatura.

Los sistemas NLS-goma xantana no se desestabilizan durante el periodo de
almacenamiento puesto que el potencial zeta permanecié practicamente sin variacion (-35
mV), lo mismo que el tamafio de particula que fue siempre inferior a los 500 nm para todos
los lotes preparados.

Se logro establecer que la blancura de las peliculas esta en funcion la concentracién de NLS
ya que el incremento en la concentracién de estas se vio reflejada en una disminucion de la

transmision de luz.

Las peliculas mostraron variacion en el comportamiento mecanico por efecto de la
temperatura y humedad relativa, mostrando menor médulo eléstico las que estuvieron

expuestas a 90 % de HR.

Las micrografias MEB, mostraron las modificaciones superficiales atribuidas a las NLS

adicionadas que evidenciaron que los recubrimientos formados no presentaron hoyos ni
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aglomeracion de goma xantana, solo las peliculas de NLS-goma xantana fueron las que
presentaron aglomeracion de cera de candeuba, al aumentar la concentracion de NLS.

En conclusion podemos decir que si se cumplieron los objetivos del trabajo, ya que se logro
establecer cual es el efecto que causa el aumento en la humedad relativa sobre las
propiedades mecanicas de las peliculas, asi como la influencia que tiene el incremento de la
concentracion de NLS sobre las propiedades épticas de las mismas.
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