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Resumen/resumo/summary

RESUMEN

Los problemas medioambientales generados por la excesiva
utilizacion de envases para alimentos derivados del petrdleo hacen que
se plantee la necesidad de buscar nuevos materiales de envasado
respetuosos con el medio ambiente, en particular aquellos
biodegradables, comestibles o no. Los hidrocoloides son
biodegradables y pueden utilizarse para elaborar peliculas o films con
buenas propiedades para el envasado de alimentos. En este estudio se
han empleado dos tipos de hidrocoloides: las proteinas del lactosuero
y el quitosano. También tienen el interés de que se obtienen de
subproductos de la industria alimentaria.

El objetivo principal de esta Tesis Doctoral fue el desarrollo de
films basados en proteinas de lactosuero o quitosano empleando
tecnologias novedosas como la radiacion ultravioleta (combinada o no
con la modificacion del pH) o la adicion de una nanoarcilla y un
antimicrobiano con la finalidad de mejorar sus propiedades y asi ser
candidatos a sustituir, al menos en parte, a los materiales de envasado
convencionales derivados del petrdleo. Para ello se evaluaron
diferentes caracteristicas de los films como las propiedades mecénicas,
la permeabilidad al vapor de agua, la solubilidad, el color y la
microestructura.

En primer lugar se abordé la mejora de las peliculas comestibles
de proteinas de lactosuero mediante la aplicacion de la radiacion
ultravioleta en diferentes dosis y momentos de aplicacion (sobre la
solucioén proteica a pH 7 o sobre films formados previamente). Se
observo que, para que se produzca una mejora significativa, tiene que
ser aplicada en la solucion proteica, no en los films preformados, y al
menos a una dosis de 12 J cm™. Con este tratamiento se produjeron
cambios estructurales en las proteinas y mejoraron las propiedades
mecanicas de los films. Ademés se observdo un descenso de la
solubilidad y una modificacion importante del color de las peliculas.
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También se estudi6 la combinacion de radiacion ultravioleta con la
alcalinizacion de las soluciones formadoras de los films, observandose
interacciones entre ambos factores. El tratamiento ultravioleta produjo
mejoras mas importantes en las propiedades mecéanicas de los films
cuando se aplico en las soluciones a pH 9. De estos estudios se
concluyo6 que la aplicacion de radiacion ultravioleta o la combinacion
de dicho tratamiento con alcalinizacion puede ser util para obtener
films de concentrados de proteinas de lactosuero con propiedades
adecuadas para el envasado de alimentos.

También se traté de mejorar las peliculas de quitosano a través de
la aplicacion de distintas dosis de radiacion ultravioleta, o la
incorporacion de un antimicrobiano [LAE (etil lauroil arginato)] y de
una nanoarcilla (Cloisita 30B). El tratamiento con radiacion
ultravioleta, en las condiciones en las que se aplicd, no aportdé mejoras
significativas a las propiedades de los films de quitosano. Sin
embargo, la adicioén del antimicrobiano y/o la nanoarcilla si mejoraron
las propiedades mecanicas de los films, observandose interaccion
entre ambos compuestos e influencia de la concentracion afiadida de
cada uno de ellos. Los films a los que se les afiadieron las méaximas
concentraciones estudiadas (1g/L de LAE y/o 10 g/L de nanoarcilla)
mostraron las mejores propiedades mecanicas. La adicion de
nanoarcilla a esa concentracion aumento la opacidad de las peliculas
y, por lo tanto, su potencial utilidad para proteger los alimentos de la
luz.

Palabras clave: envases comestibles, envases biodegradables,
proteinas de lactosuero, quitosano, radiacion ultravioleta, nanoarcilla,
antimicrobiano
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RESUMO

Os problemas medioambientais xerados pola excesiva
utilizacion de envases para alimentos derivados do petrdleo fan que se
expofia a necesidade de buscar novos materiais de envasado
respectuosos co medio ambiente, en particular aqueles biodegradables,
comestibles ou non. Os hidrocoloides son biodegradables e poden
utilizarse para elaborar peliculas ou filmes con boas propiedades para
o envasado de alimentos. Neste estudo empregaronse dous tipos de
hidrocoloides: as proteinas do lactosoro e o quitosano. Tamén tefien o
interese de que se obtefien de subprodutos da industria alimentaria.

O obxectivo principal desta Tese Doutoral foi o
desenvolvemento de filmes baseados en proteinas de lactosoro ou
quitosano empregando tecnoloxias novas como a radiacion
ultravioleta (combinada ou non coa modificacion do pH) ou a adicion
de unha nanoarxila e un antimicrobiano coa finalidade de mellorar as
stias propiedades e asi ser candidatos a substituir, polo menos en parte,
aos materiais de envasado convencionais derivados do petrdleo. Para
iso avalidronse diferentes caracteristicas dos filmes como as
propiedades mecanicas, a permeabilidade ao vapor de auga, a
solubilidade, a cor e a microestrutura).

En primeiro lugar abordouse a mellora das peliculas
comestibles de proteinas de lactosoro mediante a aplicacion da
radiacion ultravioleta en diferentes doses € momentos de aplicacion
(sobre a solucion  proteica a pH 7 ou sobre filmes formados
previamente). Observouse que para que se produza unha mellora
significativa ten que ser aplicada na solucion proteica, non nos filmes
preformados, e polo menos a unha dose de 12 J cm™. Con este
tratamento producense cambios estruturais nas proteinas e melloran as
propiedades mecénicas dos filmes. Ademais observouse un descenso
da solubilidade e unha modificacion importante da cor das peliculas.
Tamén se estudou a combinacion de radiacion ultravioleta coa
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alcalinizacion das solucions formadoras dos filmes, observandose
interaccions entre ambos os factores. O tratamento ultravioleta
produciu melloras mais importantes nas propiedades mecanicas dos
filmes cando se aplicou nas solucions a pH 9. Destes estudos
concluiuse que a aplicacion de radiacion ultravioleta ou a combinacion
do devandito tratamento con alcalinizacion pode ser util para obter
filmes de concentrados de proteinas de lactosoro con propiedades
adecuadas para o envasado de alimentos.

Tamén tratouse de mellorar as peliculas de quitosano a través
da aplicacion de distintas doses de radiacion ultravioleta, ou a
incorporacion dun antimicrobiano [LAE (etil lauroil arginato)] e
dunha nanoarxila (Cloisita 30B). O tratamento con radiacion
ultravioleta nas condicions nas que se aplicou, non achegou melloras
significativas &s propiedades dos filmes de quitosano. Con todo, a
adicion do antimicrobiano e/ou a nanoarxila si melloraron as
propiedades mecanicas dos filmes, observandose interaccién entre
ambos os compostos e influencia da concentracion engadida de cada
un deles. Os filmes aos que se lles engadiron as maximas
concentracions estudadas (1 g/ L de LAE e/ou 10 g/ L de nanoarxila)
mostraron as mellores propiedades mecanicas. A adicion de
nanoarxila a esa concentracion aumentou a opacidade das peliculas e,
por tanto, a sia potencial utilidade para protexer os alimentos da luz.

Palabras clave: envases comestibles, envases biodegradables,
proteinas de lactosoro, quitosano, radiacion ultravioleta, nanoarxila,
antimicrobiano



Resumen/resumo/summary

SUMMARY

The environmental problems caused by the excessive use of
petroleum-based materials as food packaging materials increase the
need to develop environmental-friendly new packaging materials, in
particular, those biodegradable, edible or not. Hydrocolloids are
biodegradable and can be used to produce films with good properties
for food packaging. In this study, two types of hydrocolloids have
been used: whey proteins and chitosan. They are also interesting
because they are obtained from by-products of the food industry.

The main objective of this Doctoral Thesis was the development
of whey proteins or chitosan films using innovative technologies such
as ultraviolet radiation (combined or not with the change in pH) or the
addition of a nanoclay and an antimicrobial with the purpose of
improve its properties and so, to be candidates to replace, at least in
part, petroleum-based packaging materials. In order to get this
objective, different film characteristics such as mechanical properties,
water vapor permeability, solubility, color and microstructure were
evaluated.

Firstly, the improvement of whey proteins edible films using the
application of ultraviolet radiation at different doses and application
moment (to film-forming solution at pH 7 or to preformed films) was
evaluated. Significant improvement in properties of films could be
observed by ultraviolet radiation only when this treatment was applied
to film-forming solutions and at least at a dose of 12 J cm™. With this
treatment, structural changes in proteins were produced and the
mechanical properties of the films were improved. Besides, a decrease
in the solubility and a substantial modification of the color of the films
were observed. The combination of ultraviolet radiation with
alkalisation of film forming solutions was also studied, observing
interactions between both factors. Ultraviolet treatment produced
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major improvements in the mechanical properties of the films when
applied to solutions at pH 9. It is concluded that the application of
ultraviolet radiation or a combination of treatment with alkalisation
may be useful for whey protein concentrate films with properties
suitable for food packaging.

It was also studied the improvement of chitosan films through the
application of different doses of ultraviolet radiation, or the
incorporation of an antimicrobial agent [LAE (ethyl lauroyl arginate)]
and a nanoclay (Cloisite 30B). Ultraviolet radiation, in the conditions
in which it was applied, did not provide significant improvements to
the properties of chitosan films.

However, the addition of the antimicrobial and/or the nanoclay
improved the mechanical properties of the films; interaction between
both compounds and influence of the added concentration were
observed. The films obtained with the highest concentrations of LAE
(1 g/L) or nanoclay (10 g/L) showed the best mechanical properties.
The addition of this nanoclay concentration increased the opacity of
the films which it is of potential utility for the light protection of food.

Key words: edible packaging, biodegradable packaging, whey
proteins, chitosan, ultraviolet radiation, nanoclay, antimicrobial
compound
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Introducciéon

1. INTRODUCCION

1.1. HIDROCOLOIDES

El término ‘“hidrocoloides” se emplea para describir un amplio
nimero de polisacaridos y proteinas que se utilizan en muchos
sectores industriales con muy variadas funciones (espesantes,
gelificantes, estabilizantes de emulsiones y espumas, liberacion
controlada de flavores, etc.). Muchos de ellos se utilizan cada vez mas
en la industria alimentaria con estos fines, influyendo en las
caracteristicas organolépticas y en la textura de los alimentos aunque
se afladan en concentraciones bajas, normalmente menos del 1%
(Williams y Phillips, 2009).

Los polisacaridos que se emplean comercialmente tienen un
origen muy variado; pueden asi proceder de arboles (celulosa),
exudados de arboles (como la goma ardbiga), plantas (almidones,
pectinas, celulosa), semillas (como la goma guar), algas (carragenatos,
alginatos, agar), de fermentacion microbiana (goma xantana, goma
gelana) o de origen animal como el quitosano (Williams y Phillips,
2009).

Una gran variedad de proteinas también se emplean con los
objetivos mencionados. Normalmente las que se utilizan proceden de
plantas (de soja, trigo, maiz, arroz, guisante, cacahuete, girasol,
algodon, patata, etc.), de animales (caseinas, proteinas del lactosuero,
albimina de huevo, gelatina, etc.) o incluso de hongos (hidrofobinas)
(Coltelli et al., 2016).

Entre las aplicaciones de los hidrocoloides actualmente se incluye
la elaboracion de envases comestibles.

11
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1.2. ENVASES DE HIDROCOLOIDES: CARACTERISTICAS Y FUNCIONES

La calidad de los alimentos y su vida util decrecen cuando estos
interaccionan con el medio que les rodea, por ejemplo, perdiendo agua
o aromas, entrando oxigeno que causa oxidaciones lipidicas o
facilitando la entrada y crecimiento de microorganismos que los
alteran o incluso provocan toxiinfecciones alimentarias. La manera de
luchar contra estas interacciones es el empleo de envases.

En la actualidad, los plasticos sintéticos, fundamentalmente los
derivados del petroleo (polietileno, poliestireno, polipropileno, etc.),
son los que mas se utilizan como envases para alimentos.
Reemplazaron en el siglo XX al papel y a otros productos basados en
la celulosa por sus mejores propiedades fisicas y quimicas: son
resistentes, tienen excelentes propiedades de barrera, son opacos,
estables, no se estropean con el agua y ademés son baratos. Por ello,
en la actualidad se utilizan en la mayoria de los alimentos y bebidas
que consumimos. Sin embargo, su uso plantea problemas
medioambientales debido a que no se degradan o su degradacion es
muy lenta en el medio ambiente (Shah et al., 2008). Por este motivo,
ha surgido un gran interés en el desarrollo de envases biodegradables
y a ser posible comestibles, aunque tengan el inconveniente de tener
un coste mas elevado. Entre ellos, estan los envases obtenidos a partir
de hidrocoloides.

Los envases biodegradables son aquellos que se degradan
completamente por la accion de microorganismos, dando lugar a
didxido de carbono, agua, metano y algo de biomasa. Se necesita un
ambiente humedo, templado, con un pH apropiado, nutrientes,
oxigeno y tiempo para que los microorganismos procedan al proceso
de biodegradacion (Krochta, 2002). Los envases comestibles son los
que cubren al alimento y pueden consumirse como parte de ¢l. Le
imparten algunas caracteristicas, pero manteniendo su calidad al
disminuir las pérdidas de agua, las reacciones quimicas adversas,
modificar el intercambio de gases, mejorar la estabilidad
microbioldgica, etc. Se dividen en tres categorias dependiendo del tipo
de compuesto empleado en su formulacién: envases de hidrocoloides,
de lipidos y de mezclas de lipidos e hidrocoloides (Osorio et al.,
2011).

12
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Los envases elaborados con hidrocoloides son comestibles y/o
biodegradables, dependiendo de su formulacion, método de formacion
y tratamientos de modificacion. Cuando para su elaboracion se
emplean proteinas, carbohidratos y aditivos (como plastificantes) de
calidad alimentaria, y se realizan s6lo cambios para su elaboracion
como tratamientos térmicos, modificacion del pH, adicion de sales o
enzimas y eliminacion posterior del agua, el envase resultante es
comestible (Krochta y De Mulder-Johnston, 1997). Sin embargo, es
posible que los envases elaborados con hidrocoloides sean
biodegradables pero no comestibles. La comestibilidad se pierde
cuando se anade algin componente no comestible a la formulacion del
material de envasado, por ejemplo, nanoarcillas.

Estos envases se pueden elaborar de dos maneras. La primera
consiste en la formacion del envase antes de contactar con el alimento,
tal y como se hace con otros materiales como los plasticos. En este
caso se denomina film o pelicula (film en inglés) y tiene integridad
propia e independiente del producto. Al colocarse sobre el alimento,
debe tener una buena adhesion a su superficie, proporcionando asi una
proteccion uniforme. Puede utilizarse como envoltura externa o para
separar componentes. La segunda manera consiste en la formacion del
envase directamente sobre la superficie del alimento que va a proteger.
Se denomina recubrimiento, envuelta o cubierta (coating en inglés) y
forma parte del alimento permaneciendo junto a ¢l hasta que éste se
consume (Krochta, 2002).

Las utilidades que pueden tener los envases basados en
hidrocoloides dependen en gran parte de los alimentos que van a
recubrir, pero de una manera general se puede sefialar que se emplean
con la funcion de ser una barrera a la humedad, oxigeno, aromas,
lipidos, etc. (Krochta, 2002) (Figura 1). Esta barrera, dependiendo de
los casos, puede ser total o parcial, considerandose el envase como
impermeable o semipermeable, respectivamente. La separacion puede
ejercerse entre el alimento y el medio que le rodea o entre los
diferentes componentes del alimento (Greener Donhowe y Fennema,
1994).

Por ejemplo, el envase puede regular la entrada y salida de agua
del alimento; en general, lo que se busca es reducir o controlar la

13
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pérdida de humedad del producto, como en las cubiertas de las frutas.
Sin embargo, también puede servir para estabilizar los gradientes de
actividad de agua entre ingredientes con diferentes contenidos de agua
preservando asi las propiedades de textura de los distintos
componentes alimentarios, por ejemplo en las pizzas, manteniendo los
productos esponjosos (Greener Donhowe y Fennema, 1994). En otros
alimentos, la absorcién de humedad puede afectar negativamente a su
estructura, textura y sabor, especialmente en los que tienen baja
actividad de agua (frutos secos, alimentos deshidratados, etc.).

Igualmente el envase puede ser barrera frente a los lipidos, lo que
puede ser util para separar diferentes ingredientes como en el caso de
la industria de la confiteria, reduciendo la migraciéon por ejemplo en
las cubiertas de chocolate (Greener Donhowe y Fennema, 1994).
También sirve para la disminucion de la absorcion de grasa durante la
fritura de alimentos, mejorandolo desde el punto de vista nutritivo al
obtener un producto con menos aceite (Pavlath y Orts, 2009).

En frutas y verduras, se necesita que los envases sean
semipermeables al O, y CO;; normalmente se trata de reducir la
absorcion de O, por la fruta para ralentizar su respiracion pero no
deben ser envases totalmente impermeables. Sin embargo, en los
alimentos ricos en grasa, que el envase sea impermeable al O, puede
ser importante para disminuir la oxidacion lipidica y alargar la vida
util del producto (Greener Donhowe y Fennema, 1994). En estos
alimentos también es interesante que los envases sean opacos, ya que
la luz, sobre todo la radiacion ultravioleta, cataliza la oxidacion
lipidica (Debeaufort et al., 1998).

Los envases comestibles también pueden ayudar a mantener las
caracteristicas organolépticas del alimento, por un lado, impidiendo la
salida de los componentes volatiles, pero también evitando la entrada
de aromas que causan una pérdida de calidad. Pero ademas, en ciertos
alimentos, pueden mejorar la apariencia del producto, dando un color
o brillo mas atractivo, como es el caso de las manzanas en los
supermercados que presentan un brillo no natural o de ciertos dulces
como los M&M (Pavlath y Orts, 2009).

14
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Aditivos como:
Antimicrobianos
Antioxidantes
Aromatizantes
Colorantes

Luz visible / UV

Alimento

Agua, carbohidratos,

Vitaminas

lipidos, proteinas, Mm'.e.r a.les
minerales, vitaminas, thf?tfcos
pigmentos, aromas, etc. Prebidticos
Aromas
o, Agua
o, Lipidos

Figura 1. Propiedades funcionales de un recubrimiento comestible.

Un aspecto importante a considerar es que pueden proporcionar
integridad estructural a los alimentos (como en las cubiertas de las
pizzas manteniendo cada componente en su sitio durante la
distribucion) y prevenir dafos durante su transporte y manejo como en
frutas y verduras (Greener Donhowe y Fennema, 1994).

Las peliculas de hidrocoloides pueden ser ttiles para las funciones
comentadas excepto cuando se busque evitar la entrada o salida de
agua, ya que no impiden la migracion del vapor de agua; aunque
poseen buenas propiedades de barrera frente a los lipidos, al O, y al
CO,. Ademas, la mayoria tienen propiedades mecénicas adecuadas lo
que les hace muy util para mejorar la estructura integral de productos
fragiles (Greener Donhowe y Fennema, 1994).

Su naturaleza hidrofilica si puede ser 1util para otra de las
funciones de los films, ya que pueden portar aditivos como
antimicrobianos, antioxidantes, aromatizantes, colorantes, vitaminas,
minerales, probidticos, prebidticos, etc. (Figura 1). Ademas, pueden
vehicular nutrientes y nutracéuticos que estén presentes en baja
cantidad en los alimentos (Tavassoli-Kafrani et al., 2016). Estas
adiciones pueden mejorar las propiedades funcionales, organolépticas
y nutricionales de los films comestibles. Muchas de estas
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incorporaciones hacen que los envases se denominen activos pues la
adicion de estos agentes permite mejorar la calidad y seguridad de los
alimentos alargando su vida util. Si ademas se consigue que los
alimentos sean mas saludables, se denominan envases bioactivos
(Martin-Belloso et al., 2009).

1.3. HIDROCOLOIDES EMPLEADOS PARA ELABORACION DE FILMS

1.3.1. Polisacaridos

La estructura de los polisacaridos esta basada en la repeticion de
un solo monomero, como la glucosa en el caso de la celulosa o el
almidén, o de varios, como el mucilago de chia. Por tanto, tienen una
secuencia estructural sencilla. Sin embargo, la conformacion
estructural puede ser mas complicada. Los polisacaridos pueden ser
lineales o ramificados, tener carga neutra (como la metilcelulosa),
negativa (como los carragenatos, alginatos, la pectina o algunas
gomas) o positiva (como el quitosano) segin los grupos quimicos
unidos a los monosacaridos, tener un mayor o menor peso molecular y
que el nimero de enlaces de hidrogeno intermoleculares sea diferente.
Estas caracteristicas estructurales determinan sus propiedades
formadoras de peliculas. Los polimeros lineares de peso molecular
alto y carga neutra como la metilcelulosa forman peliculas fuertes
mientras que los mas ramificados forman films mas débiles (Nieto,
2009). En general, los polisacaridos suelen producir peliculas con
buenas propiedades mecanicas siendo también barreras eficientes a O,
y CO,, aromas y lipidos; sin embargo, su naturaleza hidrofilica hace
que no sean una buena barrera para el agua (Guilbert, 1986; Kester y
Fenemma, 1986).

Se han utilizado muchos polisacaridos para la elaboracion de
peliculas y recubrimientos, siendo los principales la celulosa y
derivados (carboximetil celulosa, hidroxipropil celulosa y metil
celulosa), galactomananos, pectinas, quitosano, carragenatos,
alginatos y almidones (Ganiari et al., 2017). Ademds, siguen
surgiendo nuevos films comestibles a partir de polisacaridos como el
mucilago de chia (Mufoz et al., 2012), la goma ghatti (Zhang et al,
2016) o los polisacaridos producidos por el hongo Flammulina
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velutipes (Du et al., 2016). Su empleo es cada vez mas importante
como material para envasado innovador por su ubicua presencia en la
naturaleza, asi como por su relativo bajo coste comparado con otros
biopolimeros. Los polisacaridos cumplen todos los aspectos
medioambientales al proceder de materiales renovables y ser
biodegradables. Ademas tienen la posibilidad de ser metabolizados
por el cuerpo humano junto con el alimento, lo que hace que sean muy
apropiados para utilizarse como films comestibles (Valdés et al.,
2015).

De todos ellos, el almidon es el mas estudiado ya que esta
disponible en grandes cantidades, a bajo coste y ademas es
completamente degradable. Ademads, el almidon nativo se puede
convertir en el denominado “almidén termopléstico” cuando se trata
en condiciones de altas temperaturas y cizalla con plastificantes
(glicerol o sorbitol); tiene la ventaja de que se puede someter a
extrusion, inyeccion o soplado como los polimeros de envasado
sintéticos. Aunque tiene peores propiedades mecéanicas y de
resistencia al agua que los polimeros sintéticos (Rhim y Ng, 2007;
Zhao et al., 2008; Peelman et al., 2013), ya es una alternativa al
poliestireno en algunas aplicaciones comerciales como bandejas
termoconformadas (Tang et al., 2012), siendo util para alimentos con
baja actividad de agua o que necesiten bajos niveles de humedad
como galletas.

Debido a la gran cantidad de residuos que se generan en el
procesado de crustaceos (gambas, langostinos, krill, etc.) y por sus
interesantes propiedades funcionales y biologicas, estan aumentando
mucho los estudios sobre las posibles utilizaciones del quitosano,
entre ellos la elaboracion de films. A continuacion se describird mas
detalladamente por ser el carbohidrato utilizado para elaborar films en
la parte experimental de esta Tesis Doctoral.

1.3.1.1. Quitosano
El quitosano procede de la quitina que es el segundo polisacarido
mas abundante en la naturaleza tras la celulosa. La quitina (Figura 2)
se encuentra en el exoesqueleto de los crusticeos, en las paredes
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celulares de hongos, insectos y diatomeas marinas; en 1811, el francés
Henri Braconnot la aislé por primera vez en algunos hongos.
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Figura 2. Molécula de quitina.

Se ha calculado que al menos 1,1 x 10" Kg de quitina estan
presentes en la biosfera. Es un polisacarido catidénico constituido por
unidades de N-acetil D-glucosamina unidos por enlaces B-(1—4) y se
encuentra en altas cantidades en los residuos del procesado de
crustaceos (principalmente del exoesqueleto) en las industrias
alimentarias. Sin embargo, se encuentra asociado a proteinas,
minerales y pigmentos como carotenoides, por lo que para su
extraccion hay que aplicar un procesado consistente en
desmineralizacion, desproteinizacion y blanqueado. Se ha calculado
que podrian estar disponibles anualmente unas 76.000 T de quitina y
tiene la ventaja de que se consigue a bajo precio. Ademas, hay una
nueva fuente de quitina, que es la concha de los moluscos cefalopodos
(la pluma del calamar o el jibion de la sepia) (Venugopal, 2011).

C. Rouget descubrio el quitosano en 1859; aunque se encuentra en
la pared celular de algunos hongos, principalmente se obtiene por
desacetilacion parcial de la quitina por métodos quimicos
(tratamientos alcalinos con hidroxido potdsico o preferiblemente con
hidroxido sdédico a temperaturas entre 80 y 140°C) o enzimaticos
(desacetilasas producidas por hongos como Mucor rouxii, M. mechei y
Aspergillus niger). Por tanto, la estructura del quitosano esta formada
por unidades de glucosamina y N-acetil D-glucosamina (Figura 3). Se
requiere un minimo del 70% de desacetilacion para producir un
quitosano aceptable. Su peso molecular (normalmente entre 100 y
1.000 KDa), el grado de desacetilacion y el porcentaje de grupos
amino que quedan libres determinan las propiedades del quitosano.
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Por ejemplo, la viscosidad se correlaciona positivamente con el peso
molecular y el grado de desacetilacion (Venugopal, 2011).
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Figura 3. Molécula de quitosano.

El quitosano es un so6lido no toxico, biodegradable, insoluble en
agua pura pero soluble en medio acuoso acido (pH < 6,0), lo que se
atribuye a su naturaleza semicristalina derivada principalmente de
enlaces de hidrogeno inter e intramoleculares (Venugopal, 2011). Se
ha demostrado que es comestible pues puede degradarse en el sistema
digestivo por la enzima lisozima aunque también pueden actuar
lipasas y proteasas, liberandose oligosacdridos, monosacaridos y
glucosaminas que pueden ser absorbidos e incorporados a las rutas
metabolicas (Muzzarelli, 1997; Mengatto et al., 2012).

De sus propiedades es muy destacable su capacidad
antimicrobiana contra muchas bacterias, tanto Grampositivas como
Gramnegativas, levaduras y hongos. El mecanismo exacto de su
actividad antibacteriana todavia no se conoce porque influyen factores
como la composicién del quitosano y el pH del medio. En medios
acidos (por debajo del pKa del quitosano), éste es policationico, con
afinidad natural por moléculas cargadas negativamente; el grupo
amino NH, forma NH;' lo cual tiene actividades antifingica y
antibacteriana, ya que los cationes enlazan los sitios anionicos de
paredes celulares de hongos y bacterias. A pH superiores del pKa, la
actividad antibacteriana del quitosano se explica por sus propiedades
quelantes (Kong et al., 2010). La capacidad quelante y la de captar
radicales libres le confiere igualmente propiedades antioxidantes (Yen
et al., 2008).

Por su capacidad antimicrobiana y quelante de metales, pero
también por sus propiedades espesante, gelificante y emulsionante, y
por ser biodegradable y no tdxico, las aplicaciones del quitosano son
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muy variadas en las industrias alimentarias, textiles y farmacéuticas,
medicina, agricultura, tratamiento de aguas, etc. Una de estas
utilidades es la de elaboracion de films para alimentos (Venugopal,
2011; Wang et al., 2018). El quitosano se autorizd como aditivo
alimentario en Japon y Corea en los afios 1983 y 1995
respectivamente (Valenzuela y Arias, 2012) y en 2013 también ha
sido aprobado como aditivo alimentario GRAS (generalmente
reconocido como seguro) por United States Food and Drug
Administration (USFDA) (Romanazzi et al., 2016). En la Union
Europea, se comercializa como atrapador de grasa y con el objetivo de
reducir el peso y el colesterol, estando aprobado su consumo en
cantidades de hasta 3 gramos al dia [UE n°® 432/2012 (2012)]; sin
embargo, no estd aun autorizado para su utilizacion en alimentos
como ingrediente funcional.

1.3.2. Proteinas

Las proteinas, a diferencia de los polisacaridos, se basan en la
secuencia de diferentes monomeros, en concreto de unos 20
aminoacidos. Estos tienen en comin que contienen un grupo amino (-
NH,) y un grupo carboxilo (-COOH) unidos a un atomo de carbono
central. No obstante, cada aminoacido tiene diferentes radicales
unidos a ese carbono central lo que da un caracter unico a cada uno.
Este grupo puede ser no polar (hidrofébico) o polar (hidrofilico) y
cargado positiva o negativamente a pH 7 (Cheftel et al., 1985).

La mayoria de las proteinas tienen entre 100 y 500 aminoécidos.
Dependiendo de la ordenacion de estos (estructura primaria), la
proteina tendra diferentes estructuras (laminas B, hélices a, etc.) a lo
largo de la cadena polimérica (estructura secundaria) basadas en
puentes de hidrogeno, fuerzas de Van der Waals, interacciones
electrostaticas, hidrofobicas y puentes disulfuro entre los aminoécidos
(Cheftel et al., 1985). La estructura terciaria refleja como las
secundarias se ordenan entre ellas basandose en los mismos tipos de
interacciones, formando proteinas fibrosas o globulares. Finalmente,
la estructura cuaternaria nos indica como las proteinas interaccionan
entre ellas para formar una Unica estructura o actividad bioldgica
(Cheftel et al., 1985).
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Las estructuras secundaria, terciaria y cuaternaria pueden
modificarse por varios agentes fisicos y quimicos como el calor,
tratamientos mecanicos, presion, irradiacion, acidos, alcalis, iones
metalicos, etc. (Cheftel et al., 1985). Tales agentes se utilizan a
menudo para la formaciéon de films y cubiertas y modifican las
propiedades del film resultante (Krochta, 2002). Por tanto, basandose
en esta composicion quimica y estructura, con un gran numero de
grupos funcionales e interacciones, y con las diferentes maneras de
modificarlas (quimica, fisica y enzimaticamente) se pueden elaborar
envases proteicos para alimentos que pueden adaptarse a las
necesidades de cada aplicacion (Hernandez-Mufioz et al., 2005).

Las peliculas a partir de proteinas tienen una serie de propiedades
que son de gran interés para la industria alimentaria. Pueden
elaborarse films que sean excelentes barreras al oxigeno, aroma y
lipidos, similares a los mejores films sintéticos (Krochta, 2002).
Ademas, es muy interesante la actividad antioxidante que aportan
determinadas proteinas, como las lacteas [caseinas (Cervato et al.,
1999) y proteinas del lactosuero (Tong et al., 2000)], las vegetales
[por ejemplo, la zeina del maiz (Wang et al., 1991) y la gliadina del
trigo (Iwami et al., 1987)] o las animales [la gelatina de pescado
(Aleman et al. 2011)].

El interés por los films a base de proteinas ha aumentado
considerablemente en los ultimos afos debido a sus ventajas respecto
a los elaborados a partir de derivados del petroleo ya que son
biodegradables y se extraen de fuentes renovables (Zink et al., 2016).
Ademas, se ha sefialado que son mejores que los elaborados con
polisacaridos porque tienen mejores propiedades mecénicas y de
barrera y un mayor valor nutricional (Cuq et al., 1998; Tharanathan,
2003; Khwaldia et al, 2004). También tienen buenas propiedades
Opticas (brillo y transparencia), pero su principal desventaja es su gran
sensibilidad al agua que hace que sus propiedades mecanicas, su
capacidad de barrera al oxigeno e incluso su integridad se vean
comprometidas (Goémez-Estaca et al., 2016). Por ello, su alta
permeabilidad al vapor de agua suele ser un problema (Zink et al.,
2016). No obstante, la naturaleza hidrofilica de las proteinas se puede
utilizar positivamente para el desarrollo de envases activos.
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Para la elaboracién de films y cubiertas comestibles, se han
empleado proteinas globulares, tanto de origen vegetal (gluten de
trigo, de salvado de arroz, zeina de maiz, de soja, de guisante,
cacahuete, altramuz, pistacho, girasol, algodon, sorgo, patata, etc.)
como animal (proteinas de lactosuero y albimina de huevo) y fingico
(hidrofobinas). También se han utilizado proteinas animales fibrosas
como la caseina, coldgeno/gelatina, queratina y la miofibrilar de
pescado (Coltelli et al., 2016).

Se profundizard en las proteinas de lactosuero por ser las
empleadas para la elaboracion de films en la parte experimental de
esta Tesis Doctoral.

1.3.2.1. Proteinas de lactosuero

El lactosuero es el subproducto originado durante la elaboracion
de queso tras la separacion de la cuajada, aunque se origina también
durante la obtencion de caseinatos (Castillo et al., 1996; Foegeding et
al., 2002). Es un liquido con un 6% de extracto seco, constituido por
lactosa (70% de los solidos), minerales, trazas de lipidos y
aproximadamente 0,7% de proteinas séricas (8-10% de los so6lidos)
(Zall, 1992; Jelen, 2003). Existen dos tipos basicos de suero lacteo,
que se diferencian por el contenido mineral, la acidez y la
composicion de la fraccion proteica (Jelen, 2003): el dulce y el 4cido.
El lactosuero dulce es el mas abundante y es el subproducto de la
coagulacion enzimatica de las caseinas durante la fabricacion de queso
aun pH > 5,6 (Zall, 1992). El suero acido resulta de la fabricacion de
quesos de coagulacion acida y de la obtencion industrial de caseinas.
Presenta mayor contenido en &cido lactico y calcio, y menor de
lactosa, siendo su pH < 5,1 (Jelen, 2003). Las proteinas mayoritarias
son la B-lactoglobulina (la mas abundante), la a-lactoalbimina, la
seroalbiimina y las inmunoglobulinas; el glucomacropéptido, producto
de la hidrolisis de la k-caseina por el cuajo, s6lo aparece en cantidades
importantes en los lactosueros dulces. Otras proteinas minoritarias
pero de alto valor comercial son la lactoferrina y la lactoperoxidasa
(Doultani et al., 2003).

El suero lacteo esta catalogado como un residuo altamente
contaminante, con una Demanda Biologica de Oxigeno (DBO) de

22



Introducciéon

aproximadamente 45.000 mg O,/1; asi, 100 litros de suero contaminan
igual que una poblacion de 45 personas (Riera et al., 1996). El suero
se puede utilizar directamente en la alimentacion animal o como
fertilizante, pero se han desarrollado procesos de aprovechamiento de
diversos componentes del suero lacteo. Entre ellos, destacan las
proteinas, que presentan importantes propiedades, tanto
tecnofuncionales (capacidad emulsionante, gelificante, etc.) como
nutritivas o beneficiosas para la salud (alta concentracion de
aminoacidos esenciales, potencial anticancerigeno, precursores de
péptidos activos, etc.) (Diaz Rubio y Cobos Garcia, 2004). El
lactosuero tiene baja concentracion proteica, pero mediante la
reduccion o eliminacion de lipidos, minerales y lactosa, se eleva su
porcentaje, obteniéndose los denominados concentrados de proteinas
de lactosuero (“whey protein concentrates”, WPC), con 25-80% de
proteina, y los aislados de proteinas de suero (“whey protein isolates”,
WPI), con contenidos iguales o superiores al 90% (Foegeding et al.,
2002). La materia prima suele ser lactosuero bovino. Para la obtencion
de los WPC se emplean técnicas de filtracion por membranas,
principalmente ultrafiltracion/diafiltracion (UF/DF). Para los WPI, se
complementa la UF/DF con microfiltracion o técnicas de adsorcion
como el intercambio idnico (Figura 4). Posteriormente se pasterizan y
concentran. Ambos se comercializan en forma de deshidratados tras su
tratamiento en atomizadores (Foegeding y Luck, 2003).
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Lactosuero

Eliminacion de finos
Desnatado

Pasterizacion

Ultrafiltracién / Intercambio

Microfiltracion s e .y er .
Diafiltracion ionico

Pasterizacion

Evaporacion

Deshidratacion

WPC / WPI

Figura 4. Esquema general de obtencion de concentrados (WPC) y aislados (WPI) de
proteinas de lactosuero.
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La B-lactoglobulina es la principal proteina del lactosuero; en
WPC se encuentra en una concentracion entre 48 y 63% (Bonnaillie y
Tomasula, 2008; Sanmartin et al., 2012; Svanborg et al., 2016). Su
estructura primaria consta de 162 aminoécidos con un peso molecular
de 18.300 Da (Pérez-Gago y Krochta, 2002). Hay varias variedades
genéticas, siendo las A y B las mas abundantes, difiriendo la una de la
otra en dos residuos aminoacidicos. Las estructuras secundaria y
terciaria tienen un alto grado de organizacion con un 43-50% de
laminas B, 10-15% de hélices a y 15-20% de giros B. Presenta cinco
residuos de cisteina, de los que cuatro forman dos enlaces disulfuro
intramoleculares (entre las cisteinas 160 y 66 y las 119 y 106)
quedando un grupo SH libre (en la posicion 121). Es una proteina
globular con los grupos SH e hidrofobicos localizados en el interior de
la molécula nativa. La conformacién y asociacion de la PB-
lactoglobulina dependen del pH y de la temperatura. En el rango de
pH entre 5,1 y 7,5 existe como dimero de 36.700 Da. Estos dimeros se
disocian a pH superiores a 8. Sin embargo, a pH entre 3,5 y 5,2, los
dimeros tetramerizan formando octameros de aproximadamente
147.000 Da. Cuando el pH baja de 3, se disocian en mondmeros. En
relacion a la temperatura, la P-lactoglobulina se desnaturaliza por
encima de 65°C, exponiéndose los grupos SH e hidrofobicos al
exterior (Pérez-Gago y Krochta, 2002). Es entonces cuando el grupo
tiol de la cisteina 121 reacciona con otros grupos tioles de otras
proteinas del lactosuero formando puentes disulfuro, lo que, como se
sefalara posteriormente, tiene una gran influencia en la formacion de
films comestibles.

La a-lactoalbumina es la segunda mas abundante, representando
entre el 12 y el 19% del total de proteinas del lactosuero en WPC
(Bonnaillie y Tomasula, 2008; Sanmartin et al., 2012; Svanborg et al.,
2016). Es también una proteina globular y contiene 123 residuos
aminoacidicos con un peso molecular de 14.000 Da y cuatro enlaces
disulfuro. Tiene una estructura secundaria poco organizada con 30%
de hélices a, un 9% de laminas B y un 61% no ordenada, lo que le da
una gran flexibilidad. No obstante, la fijacion de calcio y los cuatro
enlaces disulfuro mantienen su estructura globular y la estabiliza
frente a la desnaturalizacion (Pérez-Gago y Krochta, 2002). La

25



DAVINIA CANDIA BALSEIRO

conformacion de la a-lactoalbimina también depende del pH y de la
temperatura. A pH menor de 4, pierde el calcio i6nico lo que le causa
un cambio de conformacién. A temperaturas de 62°C empieza a
desnaturalizarse pero si se enfria vuelve a su configuracion nativa. Sin
embargo, con calentamientos superiores se rompen los enlaces
disulfuro y se producen nuevos enlaces S-S con la B-lactoglobulina
por lo que la reversibilidad ya no es posible (Pérez-Gago y Krochta,
2002).

La seroalbumina bovina (BSA) es una gran proteina globular con
582 aminoécidos, un peso molecular de 66.000 Da, 17 enlaces
disulfuro y un grupo tiol libre (Pérez-Gago y Krochta, 2002) y
representa aproximadamente el 4-6% de las proteinas del lactosuero
(Bonnaillie y Tomasula, 2008; Sanmartin et al., 2012). Mayor
cantidad suele haber de inmunoglobulinas (8-12%) siendo la principal
la inmunoglobulina G (Bonnaillie y Tomasula, 2008; Sanmartin et al.,
2012).

La cantidad de caseinomacropéptido en WPC es muy variable en
funcion de que el suero de procedencia sea dulce o
predominantemente acido siendo mayor en el primer caso; en dulces
suele oscilar entre el 11 y 20% (Bonnaillie y Tomasula, 2008;
Sanmartin et al., 2012), pudiendo llegar a valores del 31%, lo que
puede influir en las propiedades tecnofuncionales de los WPC
(Svanborg et al.,, 2016). Los sueros procedentes de cuajadas
exclusivamente 4cidas carecen de caseinomacropéptido.

1.4. OTROS COMPONENTES

La base de los films de hidrocoloides son los polisacaridos o
proteinas, pero a menudo se le afiaden plastificantes para mejorar la
flexibilidad de los envases. También es posible incorporar al
hidrocoloide un material lipidico para completar las propiedades en
las que estos son deficientes (permeabilidad al vapor de agua).

Otros constituyentes son agentes emulsionantes, antioxidantes,
antimicrobianos, etc., que se incorporan para mejorar la efectividad
del film. De estas adiciones, nos centraremos en las incorporaciones
que han sido importantes para el desarrollo de esta Tesis Doctoral: las
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nanoparticulas, para mejorar sus propiedades mecanicas y de barrera,
y los antimicrobianos, para alargar la vida util del alimento.

1.4.1. Plastificantes

A las peliculas elaboradas con hidrocoloides se les suele afiadir un
plastificante para incrementar su flexibilidad y elasticidad, ya que sin
¢l son quebradizas (Perez et al., 2016). El motivo de la fragilidad de
estos films es que las fuerzas de atraccion intermoleculares son
excesivas. Los plastificantes actian debilitando estas fuerzas de
atraccion al introducirse entre las cadenas poliméricas, incrementando
la movilidad de las mismas (Mali et al., 2005). Los grupos hidroxilo
del plastificante desarrollan puentes de hidrogeno con el polimero,
reemplazando asi las interacciones polimero-polimero (Gennadios et
al., 1993a).

Los plastificantes son sustancias de bajo peso molecular porque se
necesita que se mezclen bien con el biopolimero (Castro-Rosas et al.,
2016). Los que se han utilizado en films son sorbitol, glicerol,
manitol, azlicares, como sacarosa y glucosa, polietilenglicol (Amini et
al., 2015; Cabello et al., 2015) y liquidos i6nicos preparados con sales
de imidazolio (Sankri et al., 2010). De todos ellos, el sorbitol y el
glicerol son los mas empleados; su adicion influye sobre las
propiedades mecénicas del film (modulo eléstico, elongacion, fuerza
tensil); cuanto mas alta es la concentracion empleada, mayor es la
elongacion y menor la fuerza tensil (Castro-Rosas et al., 2016).

El problema de la incorporacion de plastificantes en los films de
hidrocoloides es que puede aumentar la permeabilidad al vapor de
agua debido a su naturaleza hidrofilica. El incremento de dicha
permeabilidad tiene una relacién directa con la concentracion de
plastificante. Esto sucede en films comestibles porque, como se ha
seflalado anteriormente, los plastificantes debilitan las fuerzas
intermoleculares entre cadenas moleculares adyacentes, lo que hace
que la red formada sea menos densa y, por tanto, mas permeable
(Castro-Rosas et al., 2016). El grado de influencia en la permeabilidad
al oxigeno depende del tipo de plastificante utilizado (Sothornvit y
Krochta, 2000).
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1.4.2. Lipidos

Los lipidos se han utilizado desde hace mucho tiempo para la
elaboracion de cubiertas comestibles; ya en China en el siglo XII se
sumergian naranjas y limones en ceras para retrasar la pérdida de agua
(Hardenberg, 1967). Hay distintos tipos de lipidos con los que se
pueden elaborar cubiertas comestibles: ceras (de abeja, de carnauba,
de candelilla, parafina, de polietieno oxidado), 4acidos grasos,
monoglicéridos, resinas (shellac), etc. Su utilizacion se debe a que
actian como barreras frente al agua. Hoy en dia, las cubiertas con
ceras en forma de emulsiones aceite en agua se aplican
industrialmente en frutas, y son utiles no so6lo porque previenen la
pérdida de agua, sino que también ralentizan la respiracion alargando
su vida 1til, mejoran la apariencia dando brillo, reducen la abrasion de
la superficie durante las operaciones de manejo y tapan los pequefios
rasgufios que pueda haber en la superficie de estos alimentos
(Hernandez, 1994).

Sin embargo, aunque hay cubiertas que si se elaboran con lipidos,
la elaboracion de films con grasas tienen el problema de que quedan
muy quebradizos y opacos (Castro-Rosas et al., 2016). Las grasas
pueden ser utiles en las peliculas con hidrocoloides ya que su adicién
puede ayudar a contrarrestar la principal desventaja de los films con
proteinas o carbohidratos, que es su permeabilidad al agua. Cualquiera
de estas sustancias hidrofobicas (ceras, aceites vegetales y minerales,
acidos grasos) pueden mejorar las propiedades de barrera frente al
agua de los films (Kowalczyk y Baraniak, 2014; Rocca-Smith et al.,
2016; Slavustsky y Bertuzzi, 2016).

La inclusiéon de los lipidos en el film de hidrocoloides se puede
realizar de dos maneras: por laminacion o emulsion. Las peliculas bi-
capa se obtienen por laminacién de la capa de lipidos hidrofébica
sobre un film hidrofilico preformado mientras que en los films
emulsionados se forman por dispersion de los lipidos en el film
hidrofilico (Rhim y Shellhammer, 2005). Hay muchos trabajos sobre
peliculas que combinan hidrocoloides y lipidos, desde Kamper y
Fennema (1984) que elaboraron films con metilcelulosa y &cidos
grasos hasta algunos de los mdas actuales como los elaborados con
almidon de patata y diferentes acidos grasos (estearico, oleico o
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linoleico) (Liu et al., 2016), con cera y almidon (Muscat et al., 2014);
con cera candelilla y diferentes hidrocoloides (carboximetilcelulosa,
almidon de patata, proteina de soja y gelatina) (Kowalczyk y
Baraniak, 2014), con aceite de palma y goma de semilla de mezquite
(Rodrigues et al., 2016) o con gluten de trigo y una mezcla de
diferente lipidos (cera de abeja y ésteres acéticos de mono y
diglicéridos) (Rocca-Smith et al., 2016); todos ellos con el objetivo de
disminuir la transmision de agua. En muchos casos también se les
suele incorporar agentes emulsionantes como Tween-80 (Muscat et al,
2014; Rodrigues et al., 2016).

1.4.3. Nanoparticulas

La adicion de nanoparticulas a los biopolimeros para la
elaboracion de envases biodegradables se ha desarrollado
recientemente para la mejora de sus propiedades mecanicas y de
barrera (Dhall, 2013; Wihodo y Moraru, 2013). Con los biopolimeros
y las nanoparticulas se elaboran los materiales ‘“nanocomposite”.
Estos se originan mediante la combinacion de al menos dos fases
diferentes, una es la matriz y la otra es la fase dispersa
nanoestructurada. Las interacciones entre ellas son muy fuertes por lo
que el material nanocomposite muestra mejores propiedades que la
matriz original (de Azeredo, 2013).

Las nanoparticulas son particulas con al menos una de sus
dimensiones en el rango de nanoescala (1-100 nm) (Zhao et al., 2008)
y se pueden clasificar en tres tipos dependiendo del nimero de sus
dimensiones que estan en la escala nanométrica (de Azeredo, 2009).

a) Tres dimensiones nanométricas; son particulas isodimensionales,
por ejemplo nanoparticulas de silica esféricas.

b) Dos dimensiones nanométricas: son los nanotubos o “whiskers”.

c¢) Solo una dimension en la escala nanométrica, en forma de laminas
muy finas 0 monocapas.

Las nanoparticulas pueden ser de naturaleza organica (basadas en
hidrocoloides) pero las mas utilizadas son de naturaleza inorganica,
principalmente las de arcillas y silicatos, aunque también se han
investigado otras como las de silica (Si0,), diéxido de titanio (TiO,),
selenio y plata.
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Las nanoparticulas de arcillas y silicatos se utilizan para la
formacion de nanocomposite porque se pueden conseguir a un bajo
coste, estan facilmente disponibles y se pueden aplicar usando
métodos sencillos. Se emplearon por primera vez en la fabricacion de
coches en los afios 80, siendo en la siguiente década cuando empezo6 la
investigacion para su aplicacion en la elaboracion de envases para
alimentos. Actualmente ya se utilizan para la elaboracion de botellas
extrusionadas y en films de alimentos (de Azeredo, 2009).

Hay varios tipos de arcillas (montmorillonita, saponita, hectorita,
kaolinita, etc.) que pueden formar nanoestructuras utiles para el
envasado de alimentos. La mdas estudiada de todas es Ila
montmorillonita o cloisita (MMT). Es una arcilla consistente
basicamente en un hidroxisilicato de aluminio y magnesio. En
concreto, la estructura quimica es My (Alyx Mgy)SisO2(OH)s donde
M es un catiéon monovalente y x es el grado de sustitucion isomorfa, y
estd formada por una hoja octahédrica entre dos hojas tetrahédricas
(Alexandre y Dubois, 2000; Weiss et al., 2006). Las laminas
permanecen con cierta union debido a que las cargas de superficie
negativa  estan  parcialmente = compensadas  por  cationes
intercambiables como Na*y Ca®* (De Azeredo, 2009). La superficie
de la MMT es hidrofilica, lo que hace que sea mezclable con
polimeros hidrofilicos, como los biopolimeros naturales. No obstante,
cuando se necesita que interaccionen con polimeros hidrofébicos, se
puede modificar la MMT reemplazando los iones inorganicos (Na',
Ca”") con otros iones como amonio organico, con lo que se forma
organomontmorillonita (OMMT). Hay varios tipos de cloisita
modificadas comerciales, como las Cloisitas 30B, 25A y 20A (Rhim y
Ng, 2007).

Las nanoarcillas mejoran las propiedades de los films de
biopolimeros ya que decrecen las permeabilidades al oxigeno y al
vapor de agua. También mejoran la estabilidad térmica y las
propiedades mecanicas de estas peliculas, principalmente la fuerza
tensil. Sin embargo, los efectos en la elongacién no estan claros,
algunos autores sefialan que la disminuye mientras que otros indican
que la aumenta (Park et al., 2002a; Avella et al, 2005; Tang et al.,
2012). Otra propiedad interesante que las arcillas pueden mejorar en
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los envases es que, al poder dispersar la radiacion visible y
ultravioleta, protegen a los alimentos del efecto negativo de la luz
(Sanchez-Garcia y Lagaron, 2012).

Respecto a otras nanoparticulas de naturaleza inorgénica, se ha
observado que las de silica (SiO,) mejoran las propiedades mecanicas
y decrecen la permeabilidad al vapor de agua en films, como los de
almidon (Xiong et al., 2008). Mas recientemente, Vejdan et al. (2016)
encontraron que las nanoparticulas de dioxido de titanio (TiO)
afectan a la transmision de luz ultravioleta y mejoran la barrera al
vapor de agua y la fuerza mecénica de los films. Jamroz et al. (2018)
destacaron que las nanoparticulas de selenio y de plata también
mejoran las propiedades mecdnicas, dando las de plata proteccion
frente a la luz ultravioleta y la de selenio propiedades antimicrobianas;
sin embargo, hay que tener en cuenta la potencial toxicidad de estas
nanoparticulas.

Se ha investigado la aplicacién de hidrocoloides, tanto proteinas
como carbohidratos, como nanoparticulas organicas en la elaboracion
de envases. Dentro de los carbohidratos, se ha estudiado la celulosa, el
almidon, la quitina y el quitosano.

Los nanocristales o nanowhiskers de celulosa pueden mejorar las
propiedades de barrera frente al vapor de agua y los gases de los films
pero tienen el inconveniente de que se necesita mucho tiempo para el
proceso de elaboracion, el rendimiento que se obtiene es bajo y
ademas tienen problemas de dispersion en biopolimeros hidrofébicos
(Sanchez-Garcia y Lagaron, 2010; Sanchez-Garcia et al., 2010;
George y Siddaramaiah, 2012).

Los nanocristales de almidon en peliculas de pululano decrecen la
permeabilidad frente al vapor de agua y mejoran las propiedades
mecanicas de los films (Kristo y Biliaderis, 2007).

También se ha observado que las nanoparticulas de quitosano
mejoran las propiedades mecanicas y de barrera de algunas peliculas
basadas en puré de frutas (De Azeredo, 2009; Martelli et al., 2013).
Los nanowhiskers de quitina se han empleado en films de proteinas y
carbohidratos para mejorar su fuerza tensil y resistencia al agua y
decrecer su permeabilidad al vapor de agua y su elongacion a la rotura
(Lu et al., 2004, Sriupayo et al., 2005; Zeng et al., 2012).
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En relacion a las nanoestructuras de proteinas, con las de
lactosuero pueden formarse nanoparticulas o nanotubos (Graveland-
Bikker y de Kruif, 2006; Loveday et al., 2012), pero todavia no se han
encontrado evidencias de su utilizacion para elaboracion de peliculas.
Si se han desarrollado mezclas de arcillas y zeina para mejorar
propiedades mecanicas y de barrera de los films (Alcantara et al.,
2012).

Como se ha sefalado anteriormente, las arcillas, especialmente la
montmorillonita o cloisita, son las mas utilizadas para elaborar
nanoparticulas en envases alimentarios y se han seleccionado para la
elaboracion de peliculas en la presente Tesis Doctoral. Por ese motivo,
se describe a continuaciéon y con mas detalle la aplicacion de las
nanoarcillas para elaboracion de nanocomposites con hidrocoloides,
para su uso en envases para alimentos. Se ha estudiado una gran
variedad de ellos, tanto proteinas como carbohidratos. En general, el
empleo de nanoarcillas es util para mejorar las caracteristicas mas
débiles de estos films, que son su solubilidad y permeabilidad al vapor
de agua, obteniéndose también mejores propiedades mecanicas,
especialmente la fuerza tensil.

En relacion con los carbohidratos, se han -elaborado
nanocomposites de nanoarcillas con almidén, alginatos, agar,
carragenatos y quitosano. De todos ellos, el almidon es el mas
estudiado como base para el desarrollo de bionanocomposite ya que,
como se dijo anteriormente, se dispone de ¢l en grandes cantidades, a
bajo coste y ademas es completamente degradable. Para mejorar las
propiedades mecénicas y de permeabilidad al vapor de agua del
almidon por si s6lo o como almidén termoplastico son muy utiles las
nanoarcillas. La mas estudiada para mezclar con el almidon es la
montmorillonita, pero también se ha trabajado con kaolinita y
hectorita (Zhao et al., 2008; Plackett y Sir6 2012; Tang et al., 2012).
Efectivamente, se ha visto que la adicion de nanoarcillas decrece la
permeabilidad al vapor de agua de los films y mejora sus propiedades
mecanicas, especialmente la fuerza tensil (Park et al., 2002a; Tang et
al., 2012). La extension de la modificacion de las propiedades
mecanicas esta influida por el método de mezcla de la arcilla con el
almidon, el tipo de cation de la arcilla y el contenido del plastificante
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(glicerol) (Majdzadeh-Arkadani et al., 2010; Miiller et al., 2011; Gao
etal., 2012).

La montmorillonita también se ha mezclado con alginatos
causando una reduccion de la permeabilidad al vapor de agua y una
mejora en la fuerza tensil de las peliculas, aunque este efecto dependid
de la dosis de MMT empleada (Abdollahi et al, 2013). También se ha
observado la posible utilidad de los films de nanocomposite de
agar/MMT como material de envasado (Rhim, 2011). Este autor
compar6 dos niveles de adicion de Cloisita Na" (5 y 10%), lo que
influyd en sus propiedades. La mas alta adicion de MMT dio lugar a
mayor fuerza tensil, afectando también a las propiedades barrera al
vapor de agua y solubilidad del film. Rhim (2012) desarroll6 films con
diferentes proporciones de «K-carragenato y agar con la adicion de
Cloisita Na'. La nanoarcilla también mejord las propiedades
mecanicas y de barrera al vapor de agua de las peliculas.

Los films de nanocomposite de quitosano/MMT mostraron
menores permeabilidades al vapor de agua y a los gases, descenso de
la elongacion a la rotura y mayores estabilidades térmicas, fuerza
tensil y opacidad que los de quitosano, siendo estos efectos
directamente relacionados con la cantidad de MMT adicionada
(Abdollahi et al, 2012; Kasirga et al, 2012). El empleo de MMT
modificada con persulfato potasico mejoré también las propiedades
mecanicas del film de quitosano (Lin et al., 2005). Xu et al. (2006)
encontraron diferencias en las propiedades de las peliculas entre el
empleo de MMT (Cloisita Na") y una cloisita modificada (Cloisita
30B). La fuerza tensil de los films de quitosano se incrementd con la
adicion de cantidades pequefias de¢ MMT pero no significativamente
cuando se anadid Cloisita 30B. La elongacion a la rotura descendio
con la adicion de ambas arcillas, pero no significativamente con
MMT. Dias et al (2014) desarrollaron films de quitosano/MMT a los
que incorporaron a-tocoferol encapsulado con buenos resultados, lo
que hace que estas peliculas tengan potencial como envase activo.

Giannakas et al. (2014) igualmente -elaboraron films de
nanocomposite de quitosano/MMT y observaron cémo influyo la
concentracion de quitosano en una solucion acética en las propiedades
de las peliculas; también estudiaron el efecto de la adicion o no de
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glicerol. Encontraron que su incorporacién tiene un efecto negativo en
la rigidez, fuerza y permeabilidad al vapor de agua, mientras que
provoca un efecto positivo en la elongacion a la rotura y en el agua
adsorbida en los films. Vlacha et al. (2016), en estos mismos tipos de
films (nanocomposite de quitosano/MMT), compararon los efectos
como plastificantes de glicerol y 4cido oleico, observando que el
glicerol es mas efectivo como plastificante en ciertas propiedades,
como estabilidad contra la absorcion de agua, mientras que el acido
oleico es mejor para disminuir la permeabilidad al vapor de agua.
Boesel (2016) continué estudiando el efecto de la adicion de
plastificantes en las propiedades de peliculas de quitosano y MMT,
comparando glicerol con un nuevo plastificante (liquido id6nico basado
en imidazolio), concluyendo que, aunque es mejor el liquido idnico,
ambos permiten mejorar la flexibilidad de los nanocomposites; sin
embargo, provocan efectos negativos en las propiedades barrera.

También se ha observado que la adicion de antioxidantes
procedentes de plantas a estos films de montmorillonita y quitosano,
ademas de mejorar 16gicamente sus propiedades contra la oxidacion,
reducen la permeabilidad al vapor de agua de los films (Qin et al.,
2015; Beigzadeh Ghelejlu et al., 2016).

Las arcillas también se han utilizado en la mejora de las
propiedades de los films tanto de proteinas vegetales como animales.
Las principales proteinas vegetales que se han combinado con
nanoparticulas para elaborar nanocomposite son las de soja, zeina de
maiz y gluten de trigo. Los films composite de proteina de soja con
arcillas (MMT, OMMT, etc.) han sido muy estudiados (Dean y Yu,
2005; Rhim et al., 2005; Chen y Zhang, 2006; Yu et al., 2007;
Echeverria et al., 2014). Para conseguir la mezcla de la proteina con la
arcilla hay que hacer una agitacion muy vigorosa y un tratamiento con
ultrasonidos. Estos films tienen mayor fuerza tensil, estabilidad
térmica y menor permeabilidad al agua y solubilidad que los de
proteina de soja sin adicion de arcillas. Las atracciones electrostaticas
y las interacciones puente de hidrogeno en la superficie de contacto
entre las proteinas y las arcillas son las responsables de las dispersion
de las nanoparticulas en la matriz proteica, produciendo estructuras
intercaladas cuando se utilizan altos contenidos de arcillas y
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estructuras exfoliadas con menores cantidades (Chen y Zhang, 2006;
Kumar et al, 2010) (Figura 5). Se han conseguido films de
nanocomposite con 10% de MMT modificada con propiedades
mecanicas comparables a los de los plasticos que se usan en la
industria alimentaria aunque su permeabilidad al vapor de agua es
mayor, lo que limita su aplicacion practica (Kumar et al., 2010).

Arcilla Hidrocoloide

% Qs
7 e

Il

Estructura intercalada Estructura exfoliada
(nanocomposite) (nanocomposite)

Figura 5. Tipos de composite derivados de la interaccion entre nanoparticulas y
polimeros (adaptado de Alexandre y Dubois, 2000)

Luecha et al. (2010) fabricaron peliculas nanocomposite de
zeina/MMT observando que, cuanto mas MMT se incorpord, mayor
fue la resistencia térmica de los films, mientras que las propiedades
mecanicas y de barrera no mostraron esa relacion lineal con la
concentracion de MMT; se necesitaban cantidades por encima del 5%
para mejorar estas propiedades. Tunc et al. (2007) prepararon films
nanocomposite de gluten de trigo/MMT y observaron que la
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incorporacion de MMT redujo la sensibilidad al agua,
permeabilidades al aroma y vapor de agua y fuerza tensil, sin afectar a
la permeabilidades al O, y CO,.

En relacion a las proteinas animales, hay algunos trabajos que han
elaborado films nanocomposite con arcillas y proteinas de lactosuero,
gelatinas bovina y de pescado. Zheng et al. (2002) emplearon gelatina
bovina, encontrando que la montmorillonita mejord la fuerza tensil de
las peliculas. Bae et al. (2009) utilizaron gelatina de pescado que,
gracias a la adicion de MMT, los films elaborados mejoraron sus
propiedades mecénicas y de barrera frente al oxigeno y al agua.
Sothornvit et al. (2009) observaron que diferentes tipos de
nanoarcillas (MMT y dos MMT modificadas organicamente)
incorporadas en films de proteinas de lactosuero incrementaron las
propiedades de barrera frente al vapor de agua, cambiaron las
propiedades opticas (color, transparencia y brillo) y no modificaron
significativamente las propiedades mecéanicas. Més recientemente,
Pereira et al. (2016, 2017) produjeron y caracterizaron films
nanocomposite de concentrados de proteinas de lactosuero y MMT
con licopeno, mejorando la inclusion de MMT las propiedades
mecanicas y de barrera frente al vapor de agua de las peliculas.

1.4.4. Antimicrobianos

La incorporacion de antimicrobianos a las peliculas esta
adquiriendo gran importancia como método para mejorar sus
propiedades, por lo que en este caso se pueden denominar envases
activos. Su adicion permite alargar la vida util del alimento y también
pueden impedir problemas importantes de salud publica que siguen
apareciendo, como  fallecimientos ocurridos por Listeria
monocytogenes en alimentos listos para consumir (Cagri et al., 2004).
Estos antimicrobianos incorporados a la pelicula se deben liberar en
contacto con el alimento. La adiciéon en el envase permite afiadir
menos cantidades que si se incorpora directamente en el alimento, ya
que esta en mayor proporcion en la superficie donde el riesgo de
contaminacion es mayor (Lopez et al., 2007).

Se han afadido a peliculas comestibles de proteinas o
polisacaridos una gran variedad de compuestos con actividad
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antimicrobiana para estudiar su efectividad (Cagri et al., 2004). Entre
ellos estan el 4cido sorbico, sorbatos, acido benzoico y benzoatos,
otros acidos como el acético, propiodnico, lactico y laurico, lisozima y
bacteriocinas como nisina y pediocina. Aunque consigan una
importante reduccion microbiana, se ha continuado investigando con
otras incorporaciones. La adicion de bacterias lacticas a envases
comestibles puede inhibir el crecimiento de microorganismos
patdgenos (Gialamas et al., 2010; Lopez de Lacey et al., 2012, 2014).
También se ha estudiado en profundidad el empleo de antimicrobianos
de origen natural derivados de las plantas, fundamentalmente
extractos y aceites esenciales. Su actividad antimicrobiana se basa en
una variedad de compuestos, fundamentalmente fenolicos, pero
también terpenos, alcoholes alifaticos, aldehidos, cetonas, acidos e
isoflavonoides (Tiwari et al., 2009).

Se han utilizado peliculas elaboradas con hidrocoloides (tanto
proteinas como polisacaridos) con la adicion de aceites esenciales y
extractos de plantas para conservar una gran variedad de alimentos
(carne, pescado, frutas, etc.), alargando su vida util no sélo por sus
propiedades antimicrobianas sino también por su capacidad para
inhibir la oxidacién. Sin embargo, su empleo presenta algunos
problemas. Entre ellos estan que pueden en muchos casos modificar el
color, brillo y transparencia de los films (Sanchez-Gonzalez et al.,
2010a,b). Por ejemplo el extracto de pepita de uva da un color rojo al
film (Rubilar et al., 2013). Otro problema es que su adicion en la
mayoria de los casos imparte propiedades organolépticas indeseables
en los alimentos. Asi, los aceites esenciales o compuestos quimicos
extraidos de ellos (timol, carvacrol, etc.) dan aromas caracteristicos a
los films que pueden ser rechazados por los consumidores (Burt,
2004; Rubilar et al., 2013). Por estos motivos, se estan introduciendo
en los envases otros compuestos que no impartan ni color, ni sabor ni
olor a las peliculas. De ellos, los que presentan mejores propiedades
para estas funciones son de sintesis.

Entre los antimicrobianos obtenidos de sintesis esta el etil-Na-
lauroil-L-arginato-HCl o etil lauroil arginato (LAE), que es un
derivado sintetizado a partir de los compuestos naturales acido laurico,
L-arginina y etanol (Higueras et al., 2013) y tiene las caracteristicas
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ideales de no tener flavor, color y ser resistente a altas temperaturas.
El LAE tiene propiedades antimicrobianas frente a bacterias
Grampositivas, Gramnegativas, mohos y levaduras. Su mecanismo de
accion se basa en que afecta a las proteinas microbianas cargadas
negativamente presentes en las membranas celulares o en sistemas
enzimaticos causando su desnaturalizacion (Pezo et al., 2012).

El efecto del LAE sobre los microorganismos patdogenos ha sido
estudiado in vitro utilizando diversas metodologias y se ha concluido
que el LAE inhibe el crecimiento de Salmonella typhimurium,
Staphylococus aureus, Listeria monocytogenes, Escherichia coli y
Salmonella enterica. E1 LAE actia de manera mas eficiente contra las
bacterias Grampositivas, ya que las Gramnegativas poseen doble
membrana celular (externa y citoplasmatica), lo que restringe la
difusion de compuestos hidrofobicos a través de su recubrimiento de
lipopolisacaridos; por este motivo son menos susceptibles a la accion
de este agente antimicrobiano. Se ha estudiado también la actividad
antimicrobiana del LAE cuando se emplea en la elaboraciéon de
envases activos, y para ello se ha combinado con otros compuestos
como biopolimeros, nisina o quitosano. Diferentes estudios han
demostrado que la adicion de quitosano en peliculas con LAE
incrementa significativamente la actividad antimicrobiana contra
mesofilos, psicrofilos, pseudomonas, bacterias coliformes, levaduras,
hongos y bacterias acido lacticas (Muriel-Galet et al., 2016).

Se ha verificado que el LAE no es toxico y se metaboliza
rapidamente tras su consumo a arginina y acido laurico (Muriel-Galet
et al.,, 2014). Por esta razon, el LAE esta reconocido como
“generalmente reconocido como seguro” (GRAS) por la Food and
Drug Administration (FDA) (Higueras et al., 2013) y por la Autoridad
Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) (Pezo et al., 2012). Esta
recogido en la lista de aditivos como E-243. Todas estas
caracteristicas hacen del LAE un compuesto muy interesante para
afiadirlo como agente antimicrobiano en envases activos para extender
la vida 1til de los alimentos.
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1.5. FILMS DE QUITOSANO

El quitosano tiene excelentes propiedades para elaborar films,
siendo dichas peliculas comestibles, flexibles, transparentes y con
buenas propiedades mecanicas, presentando una alta barrera al O, y
CO, y actividad antimicrobiana; pero, como sucede con los demas
polisacaridos, tienen una alta permeabilidad al vapor de agua (Elsabee
y Abdou, 2013; Wang et al., 2018). Sin embargo, estas propiedades
varian en funcion de las caracteristicas del quitosano empleado pues el
grado de desacetilacion y su peso molecular influyen en sus
propiedades mecanicas (Park et al., 2002b). Respecto a su alta
permeabilidad al vapor de agua, puede incrementarse su
hidrofobicidad y mejorar esta propiedad, como sefialamos
anteriormente, con la adicion de ceras y arcillas como la
montmorillonita (Elsabee y Abdou, 2013).

Wang et al. (2018) han publicado una revision donde se recogen
los trabajos publicados con envases en los que se emplea quitosano.
Hay investigaciones sobre films elaborados s6lo con €I, a los que se
les afiadi®6 unicamente en algunos casos plastificantes (glicerol,
sorbitol) o emulsionantes (Tween 80, Tween 20, etc.) y que se han
utilizado para alargar la vida 1til de diversos alimentos como
zanahorias, tomate, mango, pescado, papaya, etc. Sin embargo, hay
muchas mas publicaciones de envases elaborados mediante
combinacion de quitosano y biopolimeros que incluyen carbohidratos
(almidén, celulosa, alginato, pectina, etc.), proteinas (caseinato,
colageno, gelatina, etc.) y otros compuestos (cera de abeja, extracto de
naranja, aceites esenciales, etc.) para mejorar sus propiedades
mecanicas y de permeabilidad. Incluso se ha combinado quitosano con
algunos polimeros sintéticos como polietileno de baja densidad para
introducirles actividad antibacteriana (Martinez-Camacho et al., 2013;
Wang et al., 2015). Por su actividad quelante, el quitosano se ha
empleado para preparar complejos con sustancias inorgdnicas como
plata, 6xido de cinc, montmorillonita o diéxido de titanio, para su
utilizacion en films y potenciar sus propiedades antimicrobianas y de
barrera (Wang et al., 2018).
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El método mas habitual para la elaboracion de films de quitosano
es el de “casting”, también conocido como método humedo, debido a
su simplicidad (Wang et al., 2018). Se realiza en placas de Petri,
platos de pléstico, vidrio, aluminio, etc. La preparacion se realiza
basicamente mediante disolucion del quitosano en solucion acida (con
acido acético, por ejemplo) a un pH determinado, mezclado,
calentamiento (generalmente a temperaturas entre 25 y 50°C) y
agitacion con otros componentes para obtener una solucidon viscosa
homogénea; filtracion, sonicacion o ultrafiltracion para eliminar
particulas insolubles y burbujas de aire; llenado de las placas o
bandejas y secado a una temperatura, humedad relativa y tiempo
determinado. Después se separa la ldmina de la placa y se almacena
para su posterior utilizaciéon. También es posible la elaboracion de
films mediante extrusion, un método también llamado proceso seco.
Previamente, se mezclan los ingredientes en condiciones de humedad
baja. Los otros métodos para la elaboracion de envases a partir de
quitosano se basan en cubiertas que se forman sobre el propio
alimento mediante inmersion o rociado (Wang et al., 2018).

Las peliculas de quitosano tienen potenciales aplicaciones en
alimentos de origen animal como carne, productos lacteos, huevos,
pescado y mariscos; se utilizan para alargar su vida util por sus
propiedades antimicrobianas (Valenzuela y Arias, 2012). Muchas de
estas aplicaciones se utilizan en combinacion con otros hidrocoloides
y con la adicion de compuestos antioxidantes y antimicrobianos; por
ejemplo, se ha comprobado su utilidad en la conservacion de pescado
de films de quitosano con gelatina y con la adicion de aceites
esenciales como agentes antimicrobianos (Gomez-Estaca et al., 2010).
Sin embargo, su utilizacion estd mas desarrollada en alimentos de
origen vegetal. Se ha demostrado la utilidad de las cubiertas de
quitosano para alargar la vida util de frutas y vegetales (naranjas,
manzanas, uvas, mango, fresas, lechuga, zanahorias, tomate, etc.) tras
su cosecha por un doble motivo. En primer lugar reducen el
crecimiento de microorganismos patoégenos y hongos. El segundo
motivo es que forman un film semipermeable sobre la superficie del
alimento, ralentizando el ritmo de respiracion y disminuyendo la
pérdida de agua, lo que mantiene la calidad del alimento durante més
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tiempo (Romanazzi et al., 2016). Desde hace tiempo, existe un
preparado comercial, preparado a partir del quitosano, denominado
Nutri-Save (Nova Chem, Halifax, NS, Canadd) que se ha utilizado
como cubierta para alargar la conservacion de frutas y hortalizas
(Baldwin, 1994). Para citricos, a la cubierta de quitosano se le pueden
afladir antifungicos para mejorar su eficacia (Palou et al., 2015).
Ademas, el recubrimiento puede incorporar otros aditivos como
vitaminas, minerales y compuestos nutracéuticos que incrementan el
beneficio de su empleo (Romanazzi et al., 2016).

1.6. FILMS DE PROTEINAS DE LACTOSUERO

Se pueden elaborar films comestibles con soluciones de proteinas
de lactosuero incluso sin tratar térmicamente con un procesado
adecuado. Como se ha sefialado anteriormente, las proteinas
globulares del suero contienen la mayoria de los grupos hidrofébicos y
SH en el interior de la molécula. Cuando el agua se evapora de las
soluciones, se pueden formar films comestibles a través de
interacciones electrostaticas, puentes de hidrogeno y fuerzas Van der
Waals manteniendo las proteinas su estructura globular. Sin embargo,
pueden mejorarse las propiedades de barrera y mecanicas de los films
cuando se desnaturalizan las proteinas del lactosuero, principalmente
mediante un tratamiento térmico de la solucion proteica (Perez-Gago
et al., 1999; Perez-Gago y Krochta, 2001; Schmid et al., 2014a). Esta
desnaturalizacion expone los grupos internos hidrofobicos y SH
promoviendo enlaces intermoleculares S-S e interacciones
hidrofébicas (Perez-Gago y Krochta, 2002; Dangaran y Krochta,
2008). Ocurre principalmente una polimerizacion de la -
lactoglobulina a partir del grupo tiol del aminoacido cisteina 121,
siendo esta reactividad dependiente de la temperatura y del pH. Hay
que calentar las soluciones proteicas por encima de 75-80°C para
obtener films con buenas propiedades mecéanicas y de barrera
(Dangaran et al., 2009; Perez-Gago, 2012). Cuando el pH sube de 6,8,
el ritmo de formacion de enlaces disulfuro aumenta. No obstante, la
polimerizacién no es la Unica reaccidn quimica que ocurre en la
formacion de la red en films de proteinas de lactosuero
desnaturalizadas. También hay agregaciones no covalentes a través de

41



DAVINIA CANDIA BALSEIRO

interacciones hidrofobicas, i6nicas y Van der Waals entre los grupos
expuestos de las proteinas por el calentamiento. Estas interacciones se
incrementan cuando el pH desciende al punto isoeléctrico de las
proteinas del lactosuero (Dangaran y Krochta, 2008).

Las peliculas elaboradas con proteinas de lactosuero (Figura 6),
tanto con las nativas como con las desnaturalizadas, son transparentes
y en general tienen similares permeabilidades al vapor de agua; sin
embargo, poseen diferentes solubilidades y propiedades mecanicas. La
estructura abierta de las proteinas del lactosuero desnaturalizadas por
el calor y los enlaces covalentes S-S formados durante el secado
conducen a la insolubilidad en agua y producen films mas fuertes y
que resisten mayores deformaciones. De todas maneras, se necesita
incrementar su flexibilidad mediante la adicion de plastificantes como
glicerol, sorbitol y polietilenglicol. Lo consiguen rompiendo enlaces
de hidroégeno entre las cadenas poliméricas, reduciendo las fuerzas
intermoleculares y aumentando por tanto la movilidad de las cadenas.
Sin embargo, puede incrementar la permeabilidad de los films. Las
peliculas de proteinas de lactosuero con plastificantes son
transparentes, flexibles y con excelentes propiedades de barrera al
oxigeno, aceites y aromas. Sin embargo, son pobres barreras de la
humedad por su caracter hidrofilico. La adicion de lipidos puede
mejorar sus propiedades de barrera a la humedad al incrementar su
hidrofobicidad (Perez-Gago y Krochta, 2002). Hay muchos trabajos
de films de proteinas de lactosuero a los que se han incorporado
lipidos para incrementar sus propiedades de barrera como ceras
(Janjarasskul et al., 2014), aceite de oliva (Javanmard y Golestan,
2008), monoglicéridos acetilados (Anker et al., 2002) y aceite de
almendras o nueces (Galus y Kadzinska, 2016).

Por su diferente composicién, hay diferencias entre los films
elaborados con WPC y WPI. Banerjee y Chan (1995) encontraron una
menor permeabilidad al vapor de agua de los films elaborados con
WPC (76,6% de proteina) que los elaborados con WPI (93,6% de
proteina) lo cual se debi6 al mayor contenido de lipidos en los WPC
(en este caso, tenian un 6,8% de grasa) que incrementa la
hidrofobicidad del film y mejora las propiedades de barrera frente a la
humedad. En cuanto a las propiedades de barrera al oxigeno, no se han
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encontrado diferencias entre films elaborados con WPC y WPI (Hong
y Krochta, 2006).

Figura 6. Pelicula de concentrado de proteina de lactosuero.

La elaboracion de films de proteinas de lactosuero se suele
realizar empleando los dos mismos métodos que los sefialados para el
quitosano: el de “casting” o método himedo, utilizando normalmente
agua como solvente, y el de extrusion, siendo, como en el caso del
polisacarido, el método “casting” el mas habitual. Aunque, como se ha
sefialado anteriormente, se pueden elaborar films con proteinas de
lactosuero sin tratamiento térmico, las propiedades mejoran cuando se
desnaturalizan dichas proteinas. Se suelen tratar soluciones acuosas de
proteinas de lactosuero en una concentracion de 8-12% (p/p) a una
temperatura entre 80 y 100°C durante unos 20 minutos y después secar
a unos 21-23°C a una humedad relativa del 50% para conseguir
peliculas adecuadas; el control del proceso de secado es muy
importante pues si se realiza demasiado rapido produce peliculas
menos flexibles (Ramos et al., 2012).

Una caracteristica de las proteinas de lactosuero que las hace muy
interesantes para la elaboracion de films comestibles es su capacidad
antioxidante. Cuando se desnaturalizan las proteinas, los grupos
sulthidrilo que han dejado de estar ocultos son probablemente el
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componente mas importante de esta propiedad; no obstante, otros
mecanismos antioxidantes juegan un papel crucial, como la capacidad
de neutralizacion de radicales libres por algunos aminoacidos
(cisteina, triptéfano y tirosina) y la habilidad de las proteinas de
lactosuero de quelar metales (Tong et al., 2000; Elias et al., 2005;
Rodriguez-Turienzo et al., 2011). La B-lactoglobulina, la principal
proteina del lactosuero, muestra una actividad antioxidante importante
debido a algunos residuos aminoacidicos que puede incrementarse
cuando estos se exponen al exterior tras la desnaturalizacion (Elias et
al., 2005; Rodriguez-Turienzo et al., 2011). Estas propiedades
facilitan que se hayan desarrollado cubiertas y films para proteger
alimentos ricos en 4cidos grasos poliinsaturados, como el salmén
(Rodriguez-Turienzo et al., 2011). También en combinacién con otros
componentes se han elaborado peliculas para proteger la grasa; por
ejemplo, Phupoksakul et al. (2017) han desarrollado bolsas con WPl y
acido polilactico para envasar formulas infantiles a base de leche y
grasas afadidas ricas en acidos grasos poliinsaturados (acidos
linoleico, linolénico y docosahexaenoico), alargando la vida ttil del
producto.

Los cambios en el pH de la solucién proteica también pueden
influir en las caracteristicas de las proteinas y de las peliculas, como
se ha observado, por ejemplo en las de proteina de soja y gluten de
trigo (Gennadios et al., 1993b). En las de lactosuero, elevar el pH por
encima de 7 promueve su desnaturalizacion, desdoblamiento y
solubilizacion causando interacciones disulfuro y no covalentes entre
distintas proteinas y por tanto su polimerizacion. A pH alcalinos, las
proteinas de lactosuero estan por encima de su punto isoeléctrico
mostrando cargas negativas; los grupos cargados negativamente se
repelen y producen modificaciones en la estructura de la cadena
proteica y en los enlaces intermoleculares entre las moléculas en los
films (Bourtoom et al., 2006). Quinn et al. (2003) investigaron la
importancia de las interacciones covalentes y no covalentes en las
peliculas de proteinas de lactosuero no calentadas elaboradas con
soluciones a pH alcalino y observaron que las interacciones
hidrofébicas y los puentes de hidrogeno fueron los enlaces mas
destacables mientras que las interacciones disulfuro fueron menos
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importantes en la formacion de los films. Estos autores observaron
diferencias en las propiedades mecdanicas y en la solubilidad entre las
peliculas de soluciones alcalinas no calentadas y las tratadas
térmicamente a pH neutro.

Las peliculas de proteinas de lactosuero tienen muchas posibles
aplicaciones en la industria alimentaria ya que son obvias sus ventajas
de comestibilidad y biodegradabilidad. Ademas también pueden ser
vectores de antimicrobianos, antioxidantes, compuestos nutracéuticos,
etc. No obstante, su implementacion industrial necesita todavia de mas
investigacion y ademas hay que tener en cuenta en el etiquetado de los
alimentos su posible alergenicidad (Ramos et al., 2012).

Ademads del tratamiento térmico y del pH, se han desarrollado
otros métodos que modifican la estructura proteica y pueden mejorar
los films de estas proteinas de lactosuero. Son tratamientos de tres
tipos: quimicos (formaldehido, glutaraldehido, almidon dialdehidico,
carbonildiimidazol) (Ustunol y Mert, 2004), bioquimicos como la
adicion de transglutaminasa (Schmid et al., 2014b; Yildrim y
Hettiarachchy, 1998) y fisicos como la radiacion ionizante (Ciesla et
al., 2006), ultrasonidos (Rodriguez-Turienzo et al., 2012) y radiacion
ultravioleta (Ustunol y Mert, 2004; Schmid et al., 2015). Sobre este
ultimo método, se profundizard en el siguiente apartado al ser el
utilizado en esta Tesis Doctoral.

1.7. APLICACION DE LA RADIACION ULTRAVIOLETA EN LA
ELABORACION DE FILMS

Respecto a los tratamientos fisicos capaces de modificar las
proteinas, la radiacion ultravioleta supone una opcion interesante. En
el espectro electromagnético, la radiacion ultravioleta (UV) ocupa un
intervalo amplio de longitudes de onda en la region no ionizante,
comprendido entre 200 y 400 nm, es decir, entre las longitudes de
onda correspondientes a los rayos X y la luz visible. Dentro del
espectro ultravioleta se diferencian tres regiones: UV de corta longitud
de onda o UV-C (200-280 nm), UV de media longitud de onda o UV-
B (280-320 nm) y UV de larga longitud de onda o UV-A (320-400
nm) (Ibarz et al., 2015).
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Los emisores de radiacion UV-C mas frecuentemente empleados
en aplicaciones alimentarias son ldmparas de descarga de alta
intensidad de mercurio, formadas por un tubo lleno de una pequefia
cantidad mercurio y de un gas inerte (argon) a través del cual fluye
una corriente eléctrica. En funcion de la presion del gas en el interior
del tubo se diferencian tres tipos de lamparas, de alta, media y baja
presion. Las dos ultimas son las que cuentan con aplicaciones en la
industria alimentaria. Las de media presion emiten en un intervalo de
longitudes de onda amplio que va desde 200 hasta 600 nm (dentro del
espectro visible). Las de baja presion emiten mayoritariamente a 253,7
nm (alrededor del 85% de la intensidad de UV total emitida), aunque
también pueden emitir radiacion a 185 nm en funcion del tipo de
cuarzo empleado en la construccion del tubo. (Koutchma et al., 2009;
Falguera et al., 2011).

La radiacion UV-C se considera en la actualidad una tecnologia
eficiente para la inactivacion no térmica de numerosos
microorganismos; su efecto se debe principalmente al dafio en la
estructura del ADN microbiano y se aplica en el tratamiento de agua
de procesado, aire y en la desinfeccion superficial de alimentos
solidos (Ibarz et al., 2015). No obstante, también es capaz de inducir
reacciones quimicas en polimeros organicos. A 253,7 nm los
compuestos quimicos que contienen dobles enlaces conjugados, tales
como anillos aromaticos y dobles anillos, y moléculas que contengan
enlaces disulfuro son absorbentes efectivos; asi, proteinas,
carbohidratos y lipidos, entre otras biomoléculas, se ven afectados
(Koutchma et al., 2009).

Los polimeros fotoreactivos se caracterizan por la presencia de un
cromoéforo incluido en la matriz macromolecular. Al inicio, cuando la
radiacion UV incide sobre el polimero, el cromoéforo captura la
energia electromagnética y la convierte en energia quimica, lo que
permite la fotoisomerizacion. De esta manera, la energia quimica se
trasfiere a la zona funcional del polimero que controla su estructura y
funcién, de manera que puede modificarse su conformacion y
producirse fendmenos de disociacion y entrecruzamiento (Manzocco y
Nicoli, 2015).
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Las proteinas son compuestos fotorreactivos debido a la
abundancia de cromo6foros enddgenos que contienen en su estructura,
tales como ciertos aminoacidos (triptdéfano, tirosina, fenilalanina,
histidina, cisteina), y grupos prostéticos (flavin y hemo). Se considera
que la fotooxidacion de las proteinas se produce por dos rutas
principales; la primera implica la fotooxidacion directa proveniente de
la absorcion de la radiacion UV por los cromoforos de la proteina
(principalmente las cadenas laterales de los aminodcidos citados
anteriormente), generandose especies en estado excitado (singlete o
triplete) o radicales como resultado de la fotoionizacion. La segunda
ruta es la oxidacion indirecta de la proteina a través de la formacion y
posteriores reacciones del oxigeno singlete producido por la energia
transferida por los cromoforos de la proteina (Davies y Truscott,
2001).

Las reacciones de fotooxidacion producidas en las proteinas por la
absorcion de radiacion UV son muy complejas y tienen como
consecuencia cambios estructurales importantes que modifican su
funcionalidad, como son los fendmenos de fragmentacion,
desplegamiento y agregacion (Manzocco, 2015). La fragmentacion de
las cadenas proteicas se ha observado con mucha menos frecuencia
que los otros cambios y solo en algunas proteinas, tales como el
coladgeno, lo que se ha atribuido a la oxidacion de la prolina (Kato et
al., 1992; Kuan et al., 2013), o la lisozima en la presencia de un
cromoforo, posiblemente debido a la oxidacion de residuos de
triptofano y/o a la formacion de radicales generados de peroxidos
formados a partir de histidina y tirosina (Davies y Truscott, 2001).

La radiacion ultravioleta induce en las proteinas modificaciones
en las fuerzas de union de las proteinas, como los enlaces de
hidrégeno, i6nicos, interacciones hidrofobicas y enlaces disulfuro.
Asi, por ejemplo la rotura y formacion de enlaces de hidrogeno e
hidroféobicos dan lugar al desplegamiento de las cadenas, lo que a su
vez hace que se expongan grupos reactivos, como residuos
hidrofébicos y grupos sulfhidrilo libres que luego intervienen en la
formacion de agregados de elevado peso molecular (Manzocco, 2015).

El grado de fotooxidacion de los aminodcidos puede no estar
directamente relacionado con la intensidad del desplegamiento de las
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cadenas proteicas. Dentro de las proteinas lacteas, las caseinas, que
tienen una estructura de espiral aleatoria (“random coil”), son mas
susceptibles al dafio de sus aminodcidos individualmente que la a-
lactoalbimina y la [B-lactoglobulina, que son proteinas globulares
densamente empaquetadas. Sin embargo, los mayores cambios en las
estructuras secundarias y terciarias se presentan en estas ultimas, por
lo que parece que bajos niveles de dafios en aminodcidos particulares
en las proteinas globulares tienen mayores consecuencias
estructurales, sobre todo si estos estan enterrados en una estructura
compacta (Pattison et al., 2012).

La formacion de agregados se ha atribuido a multiples reacciones.
Podrian surgir de reacciones de terminacion radical-radical, en la que
estarian implicados radicales de tirosina dando lugar a di-tirosina.
También estarian implicadas en los entrecruzamientos reacciones que
se producen después de que cese la exposicion a la radiacion. En este
caso participan productos de la oxidacion de la histidina que contienen
grupos carbonilo, los cuales pueden sufrir reacciones con otros
nucledfilos, como las cadenas laterales de lisina, arginina y cisteina
(Pattison et al., 2012). Por otro lado se ha descrito que la aplicacion de
luz ultravioleta a proteinas de lactosuero da lugar a la fotolisis de
enlaces disulfuro mediada por triptéfano, la cual induce
desplegamiento, oligomerizacion y agregacion, formando tioles libres
(Vanhooren et al., 2002; Kehoe et al., 2008). Xie et al. (2011)
describen en lisozima y otras proteinas (entre ellas la a-lactoalbumina
y la seroalbimina bovina) un mecanismo comun de formacién de
agregados por el que la luz ultravioleta disocia los enlaces disulfuro
nativos cercanos a residuos de triptofano y tirosina, produciéndose
cambios conformacionales intensos que tienen como consecuencia la
exposicion de residuos hidrofobicos y tioles libres. Las moléculas
parcialmente desplegadas se autoensamblan en agregados pequefios
debido a interacciones hidrofobicas, que después se unen en agregados
mayores gracias a los efectos combinados de las interacciones
hidrofobicas y la formacion de enlaces disulfuro intermoleculares.

El desplegamiento y la agregacion inducidos por la radiacion UV
en las proteinas afectan a las propiedades tecnofuncionales de las
mismas, modificando las caracteristicas de los geles que forman
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(elasticidad, viscosidad, microestructura; Ishizaki et al., 1993), o
mejorando sus propiedades emulsionantes y espumantes (Kuan et al.,
2011). También el tratamiento de proteinas con luz ultravioleta origina
la aparicion de pigmentos amarillos en presencia de azlcares
reductores, atribuidos a la formacién de productos de la reaccion de
Maillard; esto se ha observado tanto en sistemas modelo (Sheldon et
al., 1988) como en films proteicos (Masutani et al., 2014). La
intensidad de los cambios inducidos por la radiacion UV en las
proteinas se ve afectada por diversos factores, como son la
fotosensibilidad intrinseca de la proteina, las condiciones ambientales
(concentracion de proteina, factores que influyen en su estructura
como el pH y la fuerza idnica, presencia de otros compuestos), y las
propiedades de la radiacion (longitud de onda, dosis) (Manzocco,
2015).

Dado que la radiacion UV modifica la estructura y funcion de las
proteinas, se ha aplicado en films elaborados con diversas proteinas
como la zeina de maiz, el gluten de trigo, la proteina de cacahuete, la
gelatina de pescado, la albumina de huevo y el caseinato sodico
(Gennadios et al., 1998; Rhim et al., 1999; Micard et al., 2000; Rhim
et al., 2000; Otoni et al., 2002; Liu et al., 2004). La mayoria de los
autores observaron que la radiacion UV modifica las propiedades
mecanicas y color de los films, pero los resultados son variables pues
influye el tipo de proteina y las condiciones de aplicacion del
tratamiento. Generalmente se ha trabajado aplicando la radiacion UV
en las peliculas ya formadas preparadas con soluciones de proteinas
tratadas térmicamente, excepto Otoni et al. (2012) que trataron
directamente la gelatina. Los cambios en los films pueden ser
diferentes si la radiacion UV se aplica en la solucion o en el film. Se
conoce que la naturaleza del material y su turbidez influye en la
energia absorbida y la transmitancia de la radiacion UV (Koutchma,
2009; Koutchma et al., 2009), asi que el estado fisico, superficie,
grosor y composicion del material puede afectar a la accion de la
radiacion UV en las proteinas.

Los trabajos sobre la aplicacion de radiacion UV en films de
proteinas de lactosuero son escasos y se han realizado utilizando
aislados de proteinas de suero. Ustunol y Mert (2004) aplicaron la
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radiacion UV en soluciones de proteinas séricas con pH alcalino
(10,0) y previamente tratadas térmicamente; estos autores observaron
un incremento de la fuerza tensil, mientras que las permeabilidades al
vapor de agua y al oxigeno no se vieron afectadas. Schmid et al.
(2015) trataron con radiacion UV films de proteinas de lactosuero
previamente formados a partir de soluciones tratadas térmicamente.
Observaron un incremento de la fuerza tensil y un descenso de la
solubilidad de las peliculas. Schmid et al. (2017) obtuvieron también
resultados similares respecto a la fuerza tensil, y no observaron
modificaciones de las propiedades de barrera. Esto ultimo lo
atribuyeron a que las proteinas formaron una red desordenada, con
volumenes libres localmente que ofrecia una barrera reducida a la
difusion de oxigeno y agua. Por otra parte la radiacion UV produjo un
incremento de la densidad y el grado de entrecruzamiento de las
proteinas de lactosuero.

Respecto a los carbohidratos, los glucanos quimicamente puros,
como la celulosa bacteriana o la amilosa, absorben poca radiacion UV.
Sin embargo, materiales menos puros como la pulpa de celulosa y la
pasta de almidon contienen cromoéforos que si lo hacen, formados
durante los tratamientos térmicos, acidos, alcalinos u oxidativos
aplicados durante su obtencion. La respuesta a la radiacion UV podria
verse intensificada por compuestos originados por la reaccion de
Maillard (Wondraczek et al., 2011; Manzocco y Nicoli, 2015). La
irradiacion de almidon en presencia de aire produce despolimerizacion
y entrecruzamiento; la despolimerizacion afecta tanto a la amilosa
como a la amilopectina, mientras que el entrecruzamiento lo hace
principalmente a la amilosa. La intensidad y el predominio de estas
modificaciones parecen depender del tiempo de exposicion y la dosis
(Fiedorowicz et al., 1999; Bertollini et al., 2000). El quitosano
también experimenta fotodegradacion cuando se somete a la radiacion
UV, la cual es capaz de destruir las matrices de este carbohidrato. El
principal mecanismo de degradacidn incluye la formacion de grupos
hidroxilo y carboxilicos en presencia de oxigeno, con rotura de
interacciones no covalentes e incluso de enlaces covalentes cuando la
exposicion a la luz UV es suficientemente prolongada (Sionkowska et
al., 2015). El peso molecular del quitosano disminuye al
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incrementarse el tiempo de exposicion a la radiacion, detectandose
ademds la formacion de nuevos grupos cromoforicos tras el
tratamiento, probablemente como resultado de la fotoxidacion
(Sionkowska et al., 2013).

La radiacion UV también se ha estudiado como uno de los
tratamientos utiles para producir entrecruzamientos y mejorar las
propiedades de los films basados en carbohidratos. Se ha empleado el
benzoato de sodio como cromé6foro para incrementar la
fotosensibilidad y el entrecruzamiento en films de almidon (Delville et
al., 2002) y como modificador de superficie de hojas de almidon sin
modificar la composicion de la matriz de almidén (Zhou et al., 2009).
También se ha estudiado el efecto de la radiacion UV en films de
quitosano con y sin la adicion de un cromoforo, el acido tanico
(Sionkowska et al., 2015), observandose modificaciones en sus
propiedades mecanicas, estabilidad térmica y solubilidad en agua, las
cuales se atribuyen tanto a la degradacion de la matriz de quitosano
como a fendmenos de entrecruzamiento. También se han detectado
modificaciones de la humectabilidad y de la superficie de films
tratados, con un descenso de la rugosidad de la misma (Sionkowska
et al., 2006, 2013). En estas investigaciones la radiacion UV se aplico
sobre los films previamente formados.

1.8. JUSTIFICACION DEL TEMA Y ESTRUCTURA DE LA TESIS

Los envases son imprescindibles para el mantenimiento de la
calidad de los alimentos y de una vida util adecuada, ya que son una
barrera que los protege de las interacciones con el medio que les
rodea. Los materiales mas utilizados en la actualidad para fabricarlos
son los polimeros derivados del petroleo, que plantean problemas
medioambientales al ser su degradacion dificil o muy lenta. Por ello
en los ultimos afios se ha investigado la utilizacion de otros materiales,
como los biopolimeros, los cuales son biodegradables e incluso
algunos de ellos comestibles. Entre ellos hay que destacar los
hidrocoloides, los cuales provienen de fuentes naturales y renovables.
Especial interés tienen aquellos que se obtienen a partir de
subproductos de la industria alimentaria, como son las proteinas del
lactosuero (procedentes en su mayoria del desuerado de quesos) y el
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quitosano (obtenido de la desacetilacion de la quitina del caparazon de
los crusticeos), cuyo aprovechamiento presenta una gran relevancia
desde el punto de vista economico y medioambiental. Ambos
hidrocoloides son capaces de formar films con buenas propiedades de
barrera frente a los gases y aceptables propiedades mecanicas, pero
son muy permeables al vapor de agua. Esto hace que, para mejorar
estas caracteristicas, se hayan propuesto diferentes tratamientos y/o
adiciones.

En esta Tesis Doctoral se han seleccionado la radiacion
ultravioleta y la adicidon de un nanocompuesto mas un antimicrobiano
con dicha finalidad. Los principales resultados de este trabajo se
recogen en tres capitulos, en los que se abordan los efectos del
tratamiento por radiacion ultravioleta en peliculas de concentrados de
proteinas de lactosuero, su combinacion con modificaciones del pH y
el efecto de la adicion de una nanoarcilla y un antimicrobiano a films
de quitosano. Ademas se recogen, incluidos en la discusion general,
los estudios de los efectos de la radiacion ultravioleta en films de
aislados de proteinas de lactosuero y de quitosano, los cuales
contribuyen a integrar los capitulos antes mencionados.
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2. OBJETIVOS

El objetivo principal es el desarrollo de films basados en proteinas
de lactosuero o quitosano empleando tecnologias novedosas como la
radiacion ultravioleta (combinado o no con la modificacion del pH) o
la adicion de una nanoarcilla y un antimicrobiano con la finalidad de
mejorar sus propiedades mecénicas y fisico-quimicas.

Para ello se abordaron los siguientes objetivos parciales:

1. Mejora de las peliculas comestibles de proteinas de
lactosuero mediante:

- la aplicacion de la radiacion ultravioleta en diferentes dosis y
momentos de aplicacion (sobre la solucion proteica o sobre
films formados previamente), o

- la combinacioén de radiacion ultravioleta y la alcalinizacion de
las soluciones formadoras de los films.

2. Mejora de las peliculas de quitosano a través de:

- laaplicacion de distintas dosis de radiacion ultravioleta, o
- la incorporacion del antimicrobiano LAE (etil lauroil arginato)
y de la nanoarcilla Cloisita 30B.
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4. DISCUSION GENERAL

Actualmente el problema de la contaminacion generada por la
excesiva utilizacion de envases para alimentos derivados del petréleo
hace que se plantee la necesidad de buscar nuevos materiales de
envasado respetuosos con el medio ambiente, en particular aquéllos
biodegradables, comestibles o no, y procedentes de fuentes
renovables. Los fabricados con ellos tienen que cumplir las funciones
inherentes a cualquier envase para alimentos de materiales
convencionales, como es protegerlo frente a los agentes externos (luz,
gases, humedad, etc.) incluidos los microbioldgicos, pero ademas
reducir la generacion de residuos contaminantes.

En la industria alimentaria se generan diversos residuos y
subproductos, los cuales en muchos casos son un problema
medioambiental debido a la cantidad en la que se producen y/o a su
contenido en materia organica, aspecto muy importante si se liberan
como efluente. Dos ejemplos son las proteinas del lactosuero,
procedentes de la fabricacion de quesos y de alta calidad bioldgica, y
el quitosano, procedente de la industria procesadora de crustaceos, el
cual es un componente catiénico obtenido de la deacetilacion de la
quitina; ésta es el polisacarido mas abundante en la naturaleza,
después de la celulosa. El estudio de estos dos hidrocoloides es muy
interesante para su utilizacion como material de envasado
biodegradable, por lo que se seleccionaron para desarrollar las
investigaciones descritas en la presente Tesis Doctoral.

A pesar de lo mucho que se ha investigado sobre la creacion de
envases biodegradables, comestibles o no, lo cierto es que es muy
complicado encontrar el material adecuado y, sobre todo, que cumpla
con todas las exigencias en cuanto a la proteccion y conservacion de
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un alimento.

Por este motivo se ha estudiado el efecto de la utilizacion de
diversos métodos de modificacion de los hidrocoloides mencionados,
como la radiacion ultravioleta, el cambio del pH, la adiciéon de
antimicrobianos y de nanoarcillas, con la finalidad de mejorar las
caracteristicas fisicas y mecdnicas de las peliculas lo suficiente para
que los envases obtenidos puedan ser candidatos a sustituir, al menos
en parte, a los materiales de envasado convencionales derivados del
petréleo

En este apartado se realiza una discusion integradora que da
coherencia y unidad a los trabajos realizados. Como se indico se
emplearon dos hidrocoloides como base para la obtencion de films.
Respecto a las proteinas de lactosuero se utilizaron dos tipos de
productos comerciales, un concentrado de proteinas de lactosuero
(WPC) y un aislado de proteinas de lactosuero (WPI). Para la
elaboracion de estos films, normalmente la solucion se somete a un
tratamiento térmico para desnaturalizar las proteinas y asi mejorar las
propiedades de las peliculas. En los articulos 1 y 2 se recogen los
resultados relativos al efecto de dos métodos diferentes para
desnaturalizar las proteinas, el tratamiento ultravioleta (UV) y la
modificacion del pH, en las propiedades de peliculas de WPC. Los
resultados relacionados con films de WPI sometidos a radiacion UV a
distintos valores de pH se presentaron en una comunicacién a un
congreso internacional (2" Innovations in Food Packaging, Shelf Life
and Food Safety Conference, celebrado en Erding (Alemania) del 3 al
6 de octubre de 2017).

En cuanto a la obtencion de peliculas de quitosano con
propiedades modificadas, se realizaron dos estudios. El primero sobre
el efecto de distintas dosis de radiacion UV, cuyos resultados se
presentaron también como comunicacion en el congreso antes
mencionado. El segundo investigd el efecto de la adicion de una
nanoarcilla (Cloisita 30B) y de un antimicrobiano (LAE) en peliculas
de este carbohidrato; los resultados obtenidos estan recogidos en el
articulo 3.

Dado el caracter resumido de las comunicaciones al congreso que
se mencionan, los resultados relacionados con el efecto de la radiacion
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UV en peliculas de WPI y quitosano y su discusion han sido incluidos
en este apartado.

4.1. PELICULAS OBTENIDAS A PARTIR DE PROTEINAS DE LACTOSUERO
MODIFICADAS POR RADIACION ULTRAVIOLETA Y ALCALINIZACION

Los estudios efectuados con proteinas de lactosuero se dividen en
tres partes; en todos ellos se aplicéd radiacion UV. En los dos primeros
se empled un concentrado de proteinas de lactosuero, mientras que en
el ultimo se utilizé un aislado de proteinas de lactosuero. El primer
paso fue determinar la dosis de radiacion UV y el momento de
aplicacion que inducia mayores cambios en las peliculas de proteinas
de suero a partir de WPC (Articulo 1). Después, una vez seleccionada
la dosis mas adecuada y el momento de aplicacion, se investigd el
efecto del pH combinado o no con la radiaciéon UV en los films de
WPC (Articulo 2). Dado que existe en el mercado otro producto de
proteinas de lactosuero, los aislados, se considerd interesante
comparar los efectos inducidos por la radiacion UV y el pH en
peliculas elaboradas con WPI con aquéllos obtenidos al emplear WPC,
con el fin de determinar cudl de estos productos resultaria mas
adecuado.

En la primera parte (Articulo 1) se estudid el efecto de la
aplicacion de diferentes dosis de radiacion UV (0,12, 4y 12 ] cm'z),
bien en la solucidon proteica formadora de peliculas o bien en el film
preformado, y se comparé con los cambios inducidos por el
tratamiento térmico de la solucién proteica. También se obtuvieron
peliculas no sometidas a ningln tratamiento. Los parametros
estudiados fueron los cambios estructurales inducidos en las proteinas
[concentracion de grupos sulthidrilos libres, grado de agregacion y
desnaturalizacion en las soluciones formadoras, y cambios en la
estructura secundaria mediante espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (FTIR) en los films] y las propiedades de los
films (propiedades mecanicas, grosor, permeabilidad al vapor de agua,
extracto seco, solubilidad en agua, color y opacidad, y microestructura
por microscopia electronica de barrido).

Respecto a los efectos sobre la estructura de las proteinas, se
observo que los cambios inducidos por la radiacion UV fueron
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proporcionales a la dosis empleada y diferentes a los del tratamiento
térmico aplicado (80°C, 20 min). Los cambios producidos por el calor
fueron mucho mas intensos, con un incremento muy importante de la
concentracion de grupos sulfhidrilos y la formacién de agregados
insolubles y de gran tamafio, unidos sobre todo por enlaces disulfuro.
La técnica aplicada para el estudio de la agregacion fue SE-HPLC,
con lo que, al ser preciso filtrar la muestra antes de inyectarla en el
equipo, en este caso los agregados quedaron retenidos en el filtro. Por
lo tanto solamente se pudieron separar aquéllos que eran solubles y de
pesos moleculares menores (Articulo 1, figura 1). La radiacion UV,
especialmente a la dosis mas elevada (12 J cm™), indujo la
desnaturalizacién y posterior agregacion de las proteinas. Dicha
desnaturalizacion se reflejo en un incremento de los grupos sulthidrilo
libres, atribuido a la fotoexcitacion del triptéfano y la rotura de
enlaces S-S (Kristo et al., 2012), aunque dicho aumento, aun siendo
significativo, fue mucho menos importante que el producido por el
calor (Articulo 1, tabla 1). Los agregados generados por la radiacion
UV fueron solubles y de menor tamafio que los producidos por el
calor, y la unién entre ellos probablemente se deba en parte a la
formaciéon de enlaces disulfuro y no covalentes, por ejemplo
interacciones hidrofébicas (Ishizaki et al., 1994). Por otro lado se sabe
que los dobles enlaces y los anillos aromaticos de algunos
aminoacidos, tales como tirosina, fenilalanina y triptéfano, absorben
la radiacion UV, conduciendo a la formacion de radicales libres en
ellos; este hecho puede conducir a la formacion de enlaces covalentes
intermoleculares entre los radicales de residuos aroméaticos (Masutani
et al., 2014). Entre estos aminoacidos, el triptofano es probablemente
el principal responsable, ya que posee el coeficiente de absorcion mas
elevado a la longitud de onda UV empleada (254 nm).

Las diferencias en cuanto a la desnaturalizacion proteica entre el
tratamiento térmico y la radiacion UV se observaron también cuando
se evalud el grado de la misma y la participacion de las dos
principales proteinas, o-lactoalbimina y [-lactoglobulina, en la
formacion de los agregados solubles (Articulo 1, tabla 1). En las
soluciones calentadas, la mayoria de estas proteinas probablemente
formaron agregados insolubles y solamente una pequeiia proporcion
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de ellas permanecié en forma soluble y sin agregar. La [-
lactoglobulina nativa residual soluble se encontrd en una proporcion
inferior a la de a-lactoalbumina, lo que quiere decir que se vio mas
afectada por la desnaturalizacidon y posterior agregacion. La radiacion
UV afect6 de forma diferente a estas dos proteinas, modificacion que
se produjo con las dos dosis mas elevadas. La a-lactoalbumina se
desnaturalizé con una dosis mas baja (el cambio se observa ya a 4 J
cm™) y con mas intensidad que la B-lactoglobulina. El efecto en la
desnaturalizacion proteica de la radiacion UV a la dosis mas elevada
podria compararse en estos aspectos a la que otros autores (de la
Fuente et al., 2002; Kazmierski y Corredig, 2003) han descrito cuando
se aplican a proteinas de lactosuero tratamientos térmicos a baja
temperatura (menor de 75°C).

Los resultados obtenidos en varias de las propiedades de las
peliculas que se evaluaron pueden relacionarse con el grado de
agregacion de las proteinas en las soluciones formadoras de films. El
tratamiento con radiacion UV fue mas efectivo cuando se aplico a
ellas y no a los films preformados, por lo que se concluy6 que era el
momento de aplicaciéon mas adecuado (Articulo 1, tablas 3, 4 y 5).

La formaciéon de enlaces covalentes intermoleculares entre
aminodcidos aromaticos se ha relacionado con el aumento de la
resistencia a la traccidon que produce la radiacion UV en films de
diversas proteinas (Gennadios et al., 1998; Rhim et al., 1999).
Respecto a las propiedades mecanicas de los films (Articulo 1, tabla
3), el tratamiento de la solucion proteica con la dosis mas alta de
radiacién UV, 12 J cm™ (films SUV 12.0) increment6 de forma
significativa la resistencia a la traccion (TS), el médulo eléstico (EM),
la resistencia a la perforacion (PS) y la deformacién a la puncion
(PD); la elongacion a la rotura (EB) fue menor respecto a los films no
tratados y en general para los tratados a dosis inferiores en las mismas
condiciones. Esto quiere decir que estas peliculas fueron mas fuertes y
menos extensibles. Su resistencia a la traccion fue similar a la de las
peliculas de proteinas tratadas térmicamente, pero posiblemente se
precisen niveles mas elevados de desnaturalizacion y agregacion para
que las otras propiedades mecanicas sean comparables a las de éstas.

Otras propiedades, como el grosor, la solubilidad, el color y la
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microestructura se vieron afectadas significativamente por el
tratamiento UV de las soluciones a la dosis mas elevada. Todas ellas
se pueden relacionar con diferencias en la agregacion y en los enlaces
formados. La solubilidad mas baja se observo en las peliculas de
proteinas tratadas por el calor, lo cual se ha relacionado con Ia
formacion de enlaces disulfuro intermoleculares entre las moléculas
proteicas (Pérez-Gago, 2012). Los films SUV 12.0 también fueron
mas insolubles que los de proteinas no tratadas o las sometidas a dosis
inferiores, aunque menos que las tratadas térmicamente. En este caso
el descenso de la solubilidad se deberia a un incremento de la
hidrofobicidad superficial por exposicion de regiones hidrofobicas tras
la desnaturalizacion y a la formacion de enlaces covalentes distintos a
los disulfuro, principalmente entre los aminoacidos aromaticos (Rhim
et al., 1999, 2000; Kristo et al., 2012; Schmid et al., 2015), como ya se
menciono respecto a la agregacion.

En cuanto al color, los films SUV 12.0 fueron significativamente
mas oscuros, verdosos (menores valores de L* y a*) y mas amarillos
(mayor b*) que el resto de las peliculas evaluadas. El color mas
amarillento de los films tratados con UV ha sido descrito por otros
autores en peliculas de otras proteinas, como proteina de soja, de clara
de huevo, gluten de trigo o caseinato sodico (Gennadios et al., 1998;
Rhim et al., 1999), aunque no hay una explicacion clara sobre el
origen de este cambio de color. Se ha sugerido que puede deberse a un
subproducto de la reaccion de entrecruzamiento en el cual estaria
implicado un azucar a través de la glicacion de la proteina (Masutani
et al., 2014), lo cual seria posible dado que el WPC empleado contiene
lactosa, o también por la formacion de enlaces dobles conjugados
(Schmid et al., 2015).

El estudio de la microestructura por SEM (Articulo 1, figura 3)
permitidé observar el mayor grado de agregacion en las peliculas de
proteinas tratadas térmicamente y en las SUV 12.0. El calor indujo la
formacién de agregados de diferentes tamafios unidos por cadenas
gruesas debidas a la desnaturalizacién proteica. La radiacion UV
aplicada en solucion dio lugar a aglomerados irregulares, con cierta
similitud con los observados en los films de proteinas calentadas pero
con una estructura menos densa que la de estos. Estos agregados no se
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observaron en las peliculas no tratadas y solo en pequefia cantidad en
las tratadas con UV preformadas. Estas observaciones podrian
correlacionarse con los resultados de la evaluacion de las propiedades
de los films y del grado de desnaturalizacion-agregacion de las
soluciones formadoras de peliculas. La radiaciéon UV aplicada en los
films preformados no modifico sus propiedades mecanicas ni su
solubilidad respecto a las de los no tratados; probablemente se debi6 a
que la radiacion no fue capaz de penetrar lo suficiente para
modificarlas, pero también porque ya existian fuertes interacciones
proteicas formadas durante el secado de las peliculas. En cambio, al
aplicar el tratamiento sobre las soluciones proteicas y a la dosis mas
alta si se produjo una desnaturalizacion y agregacion suficiente para
afectar a las propiedades de los films. Estas modificaciones se
pudieron observar en la estructura terciaria de las proteinas, pero no en
la secundaria segun los resultados obtenidos del estudio de los films
mediante FTIR (Articulo 1, figura 2). En este caso no se detectaron
diferencias entre los espectros de las muestras sin tratar, tratadas
térmicamente ni tratadas por ultravioleta. Las modificaciones
producidas por la fase de secado durante la preparacion de las
peliculas en la estructura secundaria de las proteinas probablemente
enmascararon los cambios producidos por los tratamientos (Lefévre et
al., 2005), por lo que las diferencias que se observaron en las
propiedades de los films no pueden atribuirse al efecto de los mismos
en dicha estructura.

De acuerdo con los resultados obtenidos se abordd la segunda
parte de esta investigacion (Articulo 2). Asi, se selecciono la dosis
mas elevada de radiacion UV, 12 J cm?, y la aplicacion de la misma a
las soluciones proteicas, dado que son las condiciones que permitian
obtener peliculas con propiedades mas modificadas. En el primer
articulo, siempre se habia trabajado a pH ajustado a 7. En esta segunda
parte se investigd el efecto de la alcalinizacion de las soluciones
proteicas, las cuales fueron ajustadas a dos valores de pH (9 y 11)
combinada o no con la radiacion UV en los films de WPC. Ademas se
elaboraron films a partir de soluciones a pH 7, tratadas o no con
radiacion UV, los cuales actuaron como controles. Se efectuaron las
mismas determinaciones analiticas que en la investigacion descrita en
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el Articulo 1.

El pH de la soluciones tiene una gran importancia en las
propiedades de las peliculas a las que dan lugar. Los valores de pH
alcalinos, alejados del pl de las proteinas, producen desnaturalizacion,
desplegamiento y solubilizacion, lo que expone grupos cargados
negativamente que se repelen entre si y modifican la estructura de las
cadenas proteicas. Todo esto conduce a la formacion de enlaces S-S
intermoleculares, de interacciones no covalentes y de
polimerizaciones (Bourtoom et al., 2006). En films de proteinas de
suero sin tratar a pH alcalino las interacciones hidrofébicas y los
enlaces de hidrogeno son importantes, mientras que los enlaces
disulfuro, muy relevantes en los films de proteinas tratadas
térmicamente, son menos decisivos en su formacion (Quinn et al.,
2003). Existen numerosos estudios sobre los efectos conjuntos de la
modificacion del pH y el tratamiento térmico sobre las propiedades de
los films (Gennadios et al., 1993; Anker et al., 2000; Bourtoom et al.,
2006; de la Caba et al., 2012; Jiang et al., 2012), pero no sobre la
combinacion de la alcalinizacion y el tratamiento con radiacion UV
hasta el momento de inicio de esta Tesis Doctoral.

Tanto la alcalinizacion como la aplicacion de radiacion UV de las
soluciones formadoras de peliculas modificaron las propiedades de los
films de WPC y se observaron interacciones entre ambos tratamientos
en la mayoria de los pardmetros evaluados.

La radiacion UV incrementd la agregacion respecto a las
soluciones sin tratar a todos los valores de pH. El contenido en
polimeros y oligomeros (Articulo 2, tabla 1) fue mayor en las
soluciones a pHs alcalinos, aunque la proporcion entre unos y otros
vari6 en funcion del pH; a pH 11 la accion conjunta de ambos agentes
desnaturalizantes produjo una agregacidon mas intensa, con la
formaciéon de agregados de mayor peso molecular (polimeros),
disminuyendo como consecuencia la de oligémeros en relacion a las
soluciones a pH 9. Esta observacion concuerda con el mayor descenso
del contenido de grupos sulfhidrilo libres en las soluciones a pH 11,
probablemente debido a la formacion de agregados unidos por enlaces
S-S, dado que las reacciones de intercambio disulfuro se ven
facilitadas a valores elevados de pH (Tanford, 1968).
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Sin embargo se observaron diferencias en el grado de afectacion
de las dos principales proteinas del lactosuero. La intensidad del
efecto de la radiacion UV en la proteina del lactosuero bovino mas
abundante, la B-lactoglobulina, fue distinta en funcion del pH de las
soluciones. El efecto del tratamiento UV fue mayor a pH 7 y 9; en
cambio, el grado de desnaturalizacion de esta proteina debido a
condiciones de alta alcalinidad (pH 11) fue muy elevado y la radiacion
UV solamente la increment6 ligeramente. La desnaturalizacion de esta
proteina fue mas intensa a pH 11 que la de la a-lactoalbumina, y
probablemente fue la P-lactoglobulina la que participd en mayor
cuantia en la formacion de polimeros. En el caso de las soluciones
proteicas a pHs 7y 9, el comportamiento de la a-lactoalbiumina podria
ser comparable al de los tratamientos térmicos a baja y alta
temperatura, respectivamente (de la Fuente et al., 2002; Kazmierski y
Corredig, 2003); a pH neutro esta proteina se desnaturalizé en mayor
proporcion que la P-lactoglobulina, mientras que el grado de
desnaturalizacién a pH 9 fue similar (Articulo 2, tabla 1, valores de
proteinas residuales y relacion B-lactoglobulina/a-lactoalbumina).

La solubilidad de los films (Articulo 2, tabla 2) se vio afectada
por la interaccion de los dos tratamientos desnaturalizantes y puede
ser modificada para obtener films con diferentes propiedades. El
tratamiento ultravioleta disminuy6 la solubilidad a pH 7 mientras que
la aumento6 a pHs 9 y 11. La alcalinizacion de las soluciones causo la
desnaturalizacién de las proteinas antes del tratamiento UV; estos
resultados pudieron deberse a que interacciones hidrofébicas y enlaces
de hidrogeno que se formaron entre las proteinas en dichas
condiciones se rompieran por accion de la radiacion UV. Como
consecuencia, es posible que se produjera la exposicion de grupos
hidrofilicos y esto pudo incrementar las interacciones proteina-agua y
la solubilidad de los films.

El tratamiento UV de las soluciones a pHs 7 y 9 produjo peliculas
mas fuertes (mayor fuerza tensil) y resistentes a la puncién que las
procedentes de soluciones no tratadas, especialmente en el caso de los
films de soluciones a pH 9 (Articulo 2, tabla 3). Sin embargo, a pH 11
el grado de desnaturalizacion y agregacion inducido en las proteinas
por la alta alcalinizacién fue tan intenso que la radiacion UV no
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mejord las propiedades mecanicas de los films. La elasticidad de los
mismos, reflejada en los resultados de la elongacion a la rotura,
disminuy¢ al aplicar el tratamiento en las soluciones a pH alcalino.
Estos efectos en la fuerza y en la elasticidad han sido atribuidos por
otros autores (Gennadios et al., 1998) a la formacion de una estructura
proteica mas rigida y densa, la cual se pudo corroborar en el estudio
de la microestructura de los films por SEM (Articulo 2, figura 2). La
alcalinizacion produjo un incremento de la presencia de agregados
formando una estructura compacta, mas densa en el caso de las
muestras a pH 11 en las que ademas aparecen unas estructuras grandes
y lisas ausentes en las otras peliculas. Esto se puede relacionar
también con la mayor formacién de polimeros observada en las
soluciones correspondientes (Articulo 2, tabla 1).

Ambos tratamientos modificaron el color de las peliculas
(Articulo 2, tabla 4). El tratamiento UV de las soluciones a pH 11 dio
lugar a films mas amarillos (aument6 el valor de la coordenada b*) y
con una diferencia de color total (AE) mayor que las peliculas de
soluciones a pHs 7 y 9. Las reacciones de Maillard son probablemente
las responsables de estos cambios, dado que se intensifican en las
mezclas de proteinas y azicares reductores tanto por las condiciones
alcalinas como por la accion de la radiacion UV (Whitaker y Feeney,
1983; Masutani et al., 2014).

Otro de los productos con alta concentracion de proteinas de
suero que se comercializan son los aislados de proteinas de lactosuero
(WPI). Estos aislados poseen mayor contenido en proteina y, en
consecuencia, menor del resto de componentes, lo cual puede
ocasionar un comportamiento diferente al de los concentrados cuando
se emplean en la obtencién de peliculas, como ya se menciond en la
Introduccion de esta Tesis Doctoral (apartado 1.6. Films de proteinas
de lactosuero). Por esta razoén se considero interesante evaluar las
propiedades de films obtenidos con WPI a partir de soluciones
ajustadas a valores de pH alcalinos (9 y 11) y sometidas a un
tratamiento de radiacion UV, y comparar los resultados con aquellos
obtenidos a partir de WPC (Articulo 2). Dichos resultados fueron
presentados en la siguiente comunicacion:

Diaz, O. Candia, D., Cobos, A. (2017). Whey protein isolate
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based films as affected by pH and ultraviolet radiation. 2" Innovations
in Food Packaging, Shelf Life and Food Safety Conference. Poster
P035. Erding (Alemania). 3-6 octubre.

La metodologia empleada en la obtencion de las peliculas fue
similar a la utilizada en la preparacién de las elaboradas con WPC (ver
Articulo 2), aunque la composicion del producto inicial era diferente.
Se parti6 del aislado de proteinas de suero (WPI) “Isolate whey 90”
suministrado por Armor Protéines (Saint-Brice en Coglés, Francia).
De acuerdo con el fabricante, la composicion del producto era 91% de
proteina, 4% de humedad, 0,5 % de grasa, 2 % de lactosa y 2,5% de
cenizas. Se prepararon soluciones conteniendo un 8% (p/p) de
proteina en agua desionizada efectuando una agitacioén lenta durante
30 min a 20°C para evitar la formacion de espuma; después se anadid
glicerol  como  plastificante en una  proporcion  2:1
(proteina:plastificante) y se ajusté el pH a 7, 9 u 11 con NaOH 2M.
Después se agitaron otros 30 min y se vertieron en placas Petri (8,5
cm de didmetro interno) volumenes de las soluciones conteniendo 1,2
g de solidos totales por placa. Posteriormente se aplicoé a las
soluciones proteicas la dosis UV mas alta de entre las utilizadas en los
experimentos anteriores con WPC (12 J cm?). A continuacion se
secaron en estufa de aire forzado a 50°C y se almacenaron a 20°C y
50% de humedad relativa durante 72 h. Se elaboraron también
peliculas no tratadas. A continuaciéon se describen los resultados
obtenidos y las diferencias encontradas entre las muestras tratadas con
radiacion UV y las no tratadas, asi como las diferencias con las
peliculas obtenidas con WPC. Todos los experimentos se hicieron por
triplicado, y se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA de una via)
para determinar la significancia estadistica entre las medias de cada
valor de pH en cada grupo usando las diferencias menos significativas
con significancia a p<0,05. La comparacion de medias de cada
tratamiento dentro del mismo pH se realiz6 utilizando t-test para
muestras independientes con una significancia de p<0,05.

El efecto del pH en las peliculas no tratadas fue muy importante,
ya que solo fue posible despegarlas de las placas y, por lo tanto,
analizarlas cuando el pH de la solucién formadora se habia ajustado a
11; por ello no se obtuvieron resultados de las peliculas no tratadas de
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soluciones a pHs 7 y 9 y por tanto no aparecen en las tablas incluidas
en esta seccion. Esto se puede atribuir a un desplegamiento muy
intenso de las moléculas proteicas a pH 11, que expone grupos
inaccesibles en la forma nativa y permite la formacion de agregados.
La extension de la polimerizacion pH-dependiente y particularmente a
pH 11 ha sido observada por otros autores (Monahan et al., 1995) y en
esta Tesis Doctoral en la investigacion sobre el efecto de este factor en
films de WPC recogida en el Articulo 2. La imposibilidad de despegar
las peliculas de WPI de soluciones sin tratar a pH 7 y 9 contrasta con
los resultados con WPC, en las que no existid este problema. Esta
diferencia podria atribuirse al mayor contenido en compuestos no
proteicos en el WPC, como la lactosa o los lipidos (9 y 3,5%,
respectivamente), los cuales pudieron mejorar el comportamiento de
los films ya que actian en ellos como plastificantes (Sothornvit y
Krochta, 2005; Ghanbarzadeh y Oromiehi, 2008). El tratamiento con
radiaciéon UV permiti6 que fuera posible despegar estas peliculas de
las placas y efectuar los andlisis, probablemente debido a que esta
radiacion es capaz de inducir la formacion de enlaces intermoleculares
covalentes e interacciones no covalentes (Rhim et al., 1999), lo que las
hizo mas resistentes a la manipulacion durante la separacion del
soporte.

Los resultados obtenidos en el analisis de las peliculas de WPI se
recogen en las tablas 4.1 (permeabilidad al vapor de agua, extracto
seco, grosor y solubilidad en agua), 4.2 (propiedades mecénicas) y 4.3
(parametros de color).

Respecto al efecto de la radiacion UV en los pardmetros
analizados, solo fue posible observarlo en las peliculas a partir de
soluciones a pH 11 por las razones explicadas anteriormente. En los
films tratados se observaron descensos significativos en el grosor
(Tabla 4.1), la elongacién a la rotura, la resistencia a la perforacion, la
deformacion a la puncion (Tabla 4.2) y la luminosidad (Tabla 4.3),
mientras que los parametros de color b* y AE mostraron incrementos
significativos (Tabla 4.3). Estos efectos se observaron también en las
peliculas de WPC en las mismas condiciones (Articulo 2, tablas 3 y
4). Los resultados obtenidos en el grosor y las propiedades mecanicas
podria deberse al incremento en las interacciones moleculares a través
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de enlaces disulfuro y a la formacién de una estructura mas densa y
rigida, que hizo a los films tratados con UV menos extensibles
(Gennadios et al., 1998). En cuanto a los parametros de color, segin
los cuales las peliculas fueron menos luminosas y més amarillas,
podria atribuirse a las mismas razones citadas para los films de WPC.

Al comparar los films tratados con radiacion UV entre si se
observa que la alcalinizacion modificd significativamente diversos
parametros. Se encontraron diferencias en la solubilidad en agua,
existiendo un aumento en las peliculas de soluciones alcalinas aunque
solo fue significativo en los films a pH 9. Probablemente el
tratamiento UV pudo romper enlaces no covalentes entre las proteinas,
lo que podria haber expuesto grupos hidrofilicos, incrementar las
interacciones proteina-agua y asi aumentar la solubilidad. Un
comportamiento similar se observo en los films de WPC (Articulo 2,
tabla 2). En lo que respecta a las propiedades mecanicas, la
alcalinizacion aumento6 la elongacion a la rotura, la resistencia a la
perforacion y la deformacion a la puncion, es decir, estas peliculas
fueron mas elasticas que las obtenidas de soluciones a pH 7. Este
comportamiento fue similar al observado en peliculas de WPC en lo
que se refiere a la pruebas de puncion. La luminosidad descendi6 y la
coordenada b* y AE aumentaron significativamente en los films de
soluciones a pH 11, lo que implica que fueron menos luminosos y mas
amarillos que los demas. Este efecto se debe probablemente a que las
reacciones de Maillard son mas intensas a pH alcalino, tal y como
observaron otros autores (Whitaker y Feeney, 1983).

Cuando se comparan los efectos de la radiacion UV en las
peliculas de WPI con lo observado en las de WPC obtenidas en las
mismas condiciones se puede decir que son similares, siempre
teniendo en cuenta que solo puede hacerse entre films de soluciones a
pH 11. El efecto del pH tiene también una tendencia bastante
semejante en ambos tipos de films. Si se comparan los valores medios
de los films tratados de WPI con los de WPC se observan cifras mas
elevadas de la permeabilidad al vapor de agua, la resistencia a la
traccion (fuerza tensil) y la resistencia a la perforacion, asi como una
menor elasticidad de las peliculas de WPI. Estas diferencias pueden
atribuirse al mayor contenido en lipidos del WPC; su naturaleza no
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polar proporciona una mayor barrera frente a la migracion de agua en
los films, lo cual reduce la permeabilidad al vapor de agua.
Incorporados a los films basados en proteinas ejerce un efecto
plastificante, que reduce la fuerza de las peliculas y aumenta su
flexibilidad (Sothornvit y Krochta, 2005). Otros factores como el
contenido en calcio, que puede afectar al grado de agregacion de las
proteinas en los films de proteinas de suero y, por lo tanto, a sus
propiedades (Ramos et al., 2013) no es en este caso importante, dado
que el contenido de calcio del WPI y WPC utilizados en los
experimentos fueron similares (430 y 400 mg/100 g de producto).

En lo que se refiere a los pardmetros de color, las mayores
diferencias se observaron en las coordenadas a* y b* y en la diferencia
de color. Los films de WPI tratados con radiacion UV fueron mas
verdosos y menos amarillos (menores valores de a* y b*) que los de
WPC. Esto apoyaria la explicacion que relaciona la intensificacion del
color amarillo con la radiacion UV debido al incremento en las
reacciones de Maillard citado anteriormente. Otros autores (Ramos et
al., 2013) lo han atribuido también a la mayor presencia de lipidos,
aunque no explican el mecanismo.
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Tabla 4.1. Transmision y permeabilidad al vapor de agua, extracto seco, grosor y
solubilidad de peliculas de WPI tratadas con radiaciéon UV.

pH
Parametro 7 9 11
Transmision del vapor de agua
(gh'm?) No tratado 23,68+1,56
Tratado con UV 25,38+1,71 24,04£0,41  24,63+1,67
Permeabilidad al vapor de agua
(g mm kPa” h'm?) No tratado 1,410,12
Tratado con UV 1,40+0,08 1,35+0,08 1,28+0,02
Grosor (um) No tratado x138,0+4,58
Tratado con UV 129,3+1,53 131,3+£5,13  y121,3+5,86
Extracto seco
(¢/100g) No tratado 75,97+1,26
Tratado con UV 75,63+0,16 75,56+0,80  75,64+0,77
Solubilidad
No tratado 53,84+9,79

(% extracto seco)
Tratado con UV 62,03+5,10a

91,62+5,86b 71,33+11,77a

a, b: medias con diferentes letras en la misma fila son significativamente

diferentes (p<0,05).

X, y: medias con diferentes letras en la misma columna dentro de cada parametro

son significativamente diferentes (p<0,05).
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Tabla 4.2. Propiedades mecanicas de las peliculas de WPI tratadas con radiacion

ultravioleta.

pH

Parametro 7 9 11
Resistencia a la traccién al maximo (MPa)

No tratado 3,97+0,63

Tratado con UV 3,72+0,70 2,52+0,43 3,56+1,09
Elongacioén a la rotura (%)

No tratado x39,61+2,28

Tratado con UV 13,81+4,28a 15,56+4,58a y24,34+2,95
Médulo elastico (N mm™)

No tratado 2,91+0,12

Tratado con UV 3,07+0,26 3,07+0,64 2,83+0,06
Resistencia a la perforacion (MPa)

No tratado x3,65+0,15

Tratado con UV 2,86+0,02a 3,17+0,10b y3,22+0,18b
Deformacion a la puncion (%)

No tratado x7,00+0,40

Tratado con UV 4,07+0,19a 5,02+0,40b y5,56+0,21b

a, b: medias con diferentes letras en la misma fila son significativamente

diferentes (p<0,05).

X, y: medias con diferentes letras en la misma columna dentro de cada parametro

son significativamente diferentes (p<0,05).
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Tabla 4.3. Parametros de color y opacidad de las peliculas de WPI tratadas con
radiaciéon UV.

pH
Parametro 7 9 11
L*
No tratado x93,91+0,33
Tratado con UV 92,99:0,22a  92,93:0,20a y90,83+0,41b
a*
No tratado -1,90+0,05
Tratado con UV -1,38+0,08 -1,53+0,01 -1,61+0,33
b*
No tratado x8,30+0,41
Tratado con UV 8,63+0,17a 9,12+0,37a y16,77+1,10b
AE
No tratado x7,30+0,49
Tratado con UV 7,86+0,27a 8,34+0,40a y16,19+1,18b
Opacidad
No tratado 10,90+1,18
Tratado con UV 11,02+0,56 11,53+1,63 12,71+1,71

a, b: medias con diferentes letras en la misma fila son significativamente
diferentes (p<0,05).

X, y: medias con diferentes letras en la misma columna dentro de cada parametro
son significativamente diferentes (p<0,05).

4.2. PELICULAS OBTENIDAS A PARTIR DE QUITOSANO

El quitosano es un compuesto catidnico obtenido por
deacetilacion de quitina, que se encuentra en el exoesqueleto de los
crustaceos. Es un compuesto biodegradable, biofuncional, no tdxico,
biocompatible, comestible, de apariencia estética, una buena barrera
para elementos externos (bacterias, humedad, vapor de agua...) y por
estas razones puede aumentar la vida util del producto (Zivanovic et
al., 2005).

Con la finalidad de obtener peliculas de quitosano con mejores
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propiedades fisico-mecanicas, se realizaron dos tipos de experiencias.
En la primera se estudio el efecto de un tratamiento fisico, la radiacion
ultravioleta, aplicado sobre las soluciones formadoras de films. En la
segunda (en la que se colabor6é con investigadores de la Pontificia
Universidad Catolica de Chile) se adicionaron una nanoarcilla y un
antimicrobiano a las soluciones de quitosano en distintas
proporciones.

La radiacion UV ejerce un efecto de fotodegradacion sobre el
quitosano mediante un mecanismo de accion al parecer semejante al
de la celulosa, carbohidrato con el que presenta similaridad
estructural. Dicho mecanismo incluye la escision de la cadena
principal del polimero debida a la fotolisis de enlaces glicosidicos y la
rotura del anillo de piranosa (Andrady et al., 1996), con produccién de
grupos hidroxilo y formaciéon de grupos carboxilicos en presencia de
oxigeno (Praxedes et al., 2012). Las soluciones de quitosano tratadas
con radiacion UV presentan un descenso de la viscosidad y el peso
molecular medio, con formacion de nuevos cromoéforos; en films de
quitosano se han observado cambios microestructurales en su
superficie y un descenso de su rugosidad (Sionkowska et al., 20006,
2013). No hay demasiada informacion sobre el efecto en las
propiedades de films de quitosano tratados con distintas dosis de
radiaciéon UV, y la que esta disponible realiza el tratamiento sobre
films preformados (Sionkowska et al., 2015). Sionkowska et al.
(2013) concluyen que la fotodegradacion del quitosano en solucion se
produce mas rapido que la de los films del mismo, aunque al igual que
en el articulo anterior no efectiian una comparacion entre tratamientos
antes y después de la obtencion de peliculas. Por lo tanto el
tratamiento con radiacion UV de las soluciones previamente a la
obtencién de los films podria modificar sus caracteristicas.

El etil lauroil arginato o LAE es un derivado del 4cido laurico, la
L-arginina y el etanol. Este compuesto destaca por su capacidad
antimicrobiana frente a bacterias Grampositivas, Gramnegativas y
mohos. No aporta color, sabor ni olor a la pelicula y es facilmente
metabolizado por el cuerpo humano tras su consumo (Higueras et al.,
2013). Las nanoarcillas se utilizan en la fabricacion de las peliculas ya
que disminuyen la permeabilidad al oxigeno y al vapor de agua, asi
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como también mejoran la estabilidad térmica y las propiedades
mecanicas de los films. Ademas dispersan la radiacion visible y UV,
protegiendo asi el alimento del efecto negativo de la luz solar
(Sanchez-Garcia y Lagaron, 2012). Sin embargo, y pese a las ventajas
que podrian tener ambos en el desarrollo de un material de envasado
activo basado en el quitosano, no se habian combinado y estudiado su
efecto conjunto ni las interacciones con el polimero en las propiedades
fisico-mecanicas de films previamente a la investigacion recogida en
el Articulo 3.

4.2.1. Efecto del tratamiento con radiacion ultravioleta en las

propiedades de las peliculas de quitosano

Los resultados obtenidos en esta investigacion fueron presentados
en una comunicacion en un congreso internacional:

Diaz, O. Candia, D., Cobos, A. (2017). Effect of ultraviolet
radiation on chitosan film properties. 2™ Innovations in Food
Packaging, Shelf Life and Food Safety Conference. Poster P027.
Erding (Alemania). 3-6 octubre.

Para la preparacion de la solucion formadora de las peliculas de
quitosano se disolvieron 20 g/L de quitosano (Sigma Aldrich) en una
soluciéon de acido acético glacial con una concentracion de 10 ml/L y
se homogeneiz6 a 11.000 rpm en un equipo Ultra Turrax; después se
dejo reposar 12 h a temperatura ambiente, filtrandola a continuacion.
Posteriormente se calentd6 a 40°C y se anadi6 glicerol (0,5 g/g
quitosano) como plastificante, efectuando un mezclado en un agitador
magnético durante 30 min. Tras esto las soluciones se desgasificaron a
vacio y se vertieron en placas, a razén de 15 g de solucion por cada
placa Petri de 9 cm de didmetro.

En esta investigacion se estudio el efecto en las propiedades de las
peliculas de diferentes dosis de radiacion UV aplicadas sobre la
solucioén formadora ya distribuida en placas Petri. Estas dosis fueron
de 1, 2y 4] cm™ (peliculas SUV 1,0, SUV 2,0 y SUV 4,0,
respectivamente), las cuales se decidieron de acuerdo con los
resultados obtenidos en pruebas previas como capaces de inducir
cambios en los films. El equipo empleado fue el mismo que se detalla
en los Articulos 1 y 2. Tras el tratamiento se procedio a su secado en
una estufa de conveccion a 35°C durante 17 h y a continuacion las
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placas con las peliculas se almacenaron en un desecador a temperatura
ambiente y 50% de humedad relativa durante 48 h hasta su analisis.
También se elabord un lote control sin tratar. Todos los experimentos
se hicieron por triplicado, aplicando las metodologias recogidas en el
Articulo 1, y se realizd un analisis de varianza (ANOVA de una via)
para determinar la significancia estadistica de las diferencias entre los
tratamientos (p<0,05). Las tablas 4.4, 4.5 y 4.6 recogen los resultados
obtenidos en los parametros fisicoquimicos, propiedades mecénicas y
color respectivamente, asi como las diferencias encontradas entre las
muestras tratadas y las no tratadas.

La aplicacion de radiacion UV a las soluciones formadoras de
films solo afectdé a algunos parametros, observandose diferencias
significativas respecto a las peliculas no tratadas en solubilidad, fuerza
tensil y elongacion a la rotura. El tratamiento UV redujo la solubilidad
de los films significativamente cuando se aplicaron dosis de 2,0 y 4,0
respecto a los no tratados. Respecto a las propiedades mecanicas, la
fuerza tensil disminuy6 con todas las dosis, mientras que la
elongacion a la rotura solo aumenté cuando se aplicaron 2,0 J cm™.
Esto implica que las peliculas fueron menos fuertes en todos los casos
y solamente se hicieron mas flexibles cuando se sometieron en
solucion a esta ultima dosis. Sionkowska et al. (2015), en films
preformados tratados con radiacion UV, observaron también un
descenso de la fuerza tensil, lo que atribuyen a la degradacion de las
peliculas. La radiacion UV produce roturas de la cadena de
biopolimero pero simultdneamente se originan entrecruzamientos
entre las cadenas de los que podrian ser responsables radicales libres
muy activos (Sionkowska et al. 2013); el incremento del porcentaje de
elongacion a la rotura cuando se aplico una dosis de 2 J cm™ podria
atribuirse a una modificacion en el balance de rotura-entrecruzamiento
de las cadenas de quitosano.

De acuerdo con los resultados obtenidos, el tratamiento con
radiaciéon UV no aporta mejoras a las propiedades de las peliculas de
quitosano al menos en las condiciones en que se aplico.
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Tabla 4.4. Permeabilidad al vapor de agua, materia seca, grosor y solubilidad
de las peliculas de quitosano tratadas con radiacion ultravioleta

Parametro Sin tratar SUV 1,0 SUV 2,0 SUV 4,0
Transmision del vapor de agua
(gh'm? 20,76+0,78  20,71+0,68 21,06+1,79  20,89+1,97
Permeabilidad al vapor de agua
(g mm kPa"'h"'m2) 0,56+0,04 0,54:0,02 0,57+0,06 0,53:0,04
Grosor (um) 63,11+1,86 61,82+0,35  63,22+4,87  59,96x1,01
Extracto seco
(g/100g) 66,11+2,80 65,68+2,74 62,25+3,57  64,62+1,69
Solubilidad

36,60+5,76a  31,53+5,15ab 23,86+1,50b 26,93+4,55b

(% extracto seco)

a, b: medias con diferentes letras en la misma fila son significativamente

diferentes (p<0,05).

Tabla 4.5. Propiedades mecanicas de las peliculas de quitosano tratadas con

radiacion ultravioleta

Parametro Sin tratar SUV 1,0 SUV 2,0 SUV 4,0
Fuerza tensil al maximo (MPa)

24,22+1,87a 20,26+0,37b 19,66+1,90b  19,64:0,72b
Elongacioén a la rotura (%)

38,72+3,08b 36,74+5,00b 49,35+7,19a  35,62+1,09b
Resistencia a la perforacion (MPa)

18,32+3,53 18,47+2,34 18,39+2,87 17,24+2,64
Deformacion a la puncion (%)

21,00+4,58 22,29+2,83 25,23+4,81 22,20+2,38

a, b: medias con diferentes letras en la misma fila son significativamente

diferentes (p<0,05).
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Tabla 4.6. Parametros de color CIELab, diferencia de color y opacidad de las
peliculas de quitosano tratadas con radiacion ultravioleta en solucion.

Parametro Sin tratar SUV 1,0 SUV 2,0 SUV 4,0

L* 88,33+1,04 88,10+1,22 87,07+0,17 87,70+1,27
a* -1,26+0,09 -1,33+0,17 -1,40+0,10 -1,46x0,17
b* 9,01£2,25 8,60+2,39 8,98+2,39 9,05+2,57
AE 11,02+2,18 10,89x2,44 11,92+1,07 11,53+2,62
Opacidad 13,99+2,14 13,78+2,73 12,93+2,68 13,92+2,66

4.2.2. Efecto de la adicion de nanoarcilla y de LAE en las

propiedades de las peliculas de quitosano.

Esta investigacion surgidé de una colaboracion con los
investigadores Javiera F. Rubilar y Franco Pedreschi del
Departamento de Ingenieria Quimica y de Bioprocesos de la Pontificia
Universidad Catolica de Chile y se desarrolld por entero en los
laboratorios de la Facultad de Ciencias del Campus de Lugo de la
Universidade de Santiago de Compostela. La Dra. Javiera F. Rubilar
pudo realizar su estancia en Lugo gracias una ayuda postdoctoral
financiada por CONICIT (Comision Nacional de Investigacion
Cientifica y Tecnoldgica de Chile) y la propia Universidad chilena.
Esta colaboracion permiti6 a la autora de esta Tesis Doctoral avanzar
en el estudio de la modificacion de las propiedades fisico-mecanicas
de los films de quitosano mediante la adicion de una nanoarcilla, la
Cloisita 30B, y en el efecto en dichas propiedades de la incorporacion
de un conservante, el LAE, con objeto de mejorar las propiedades
antimicrobianas del quitosano. Hasta el momento del desarrollo de
este estudio no se conocia si la adicion del antimicrobiano podia
modificar las propiedades y microestructura de los films de quitosano
con y sin nanoarcilla afiadida. Con el fin de evaluar el mayor nimero
de combinaciones en los films se llevd a cabo un disefio experimental
incluyendo los dos compuestos (factores) a tres niveles de adicion
diferentes (Articulo 3, tabla 1). En el estudio estadistico de los
resultados se incluyd un andlisis grafico de los mismos, empleando
diagramas de Pareto, con objeto de determinar los efectos
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significativos mas importantes.

En todos los casos se obtuvieron films flexibles y transparente-
translucidos. La adicion de la Cloisita 30B a la concentracion de 10
g/l a los films de quitosano provocd los siguientes efectos
significativos segun reflejo el diagrama de Pareto: un aumento del
grosor y de la opacidad y un descenso del contenido de humedad, de
la solubilidad en agua y de la transmision del vapor de agua de los
films. En cuanto a las caracteristicas mecénicas de las peliculas, causo
a ese nivel de incorporacion un aumento significativo de la elongacion
a la rotura. Se observo un descenso de la deformacion a la puncion
solo al afiadirse 5 g/L; con esa concentracion la elongacion a la rotura
disminuy6 pero no significativamente. La incorporacion de Cloisita
30B a ambos niveles de adicion ocasioné un aumento de la fuerza
tensil y un descenso de la resistencia a la perforacion pero sin efectos
significativos. Xu et al. (2006) observaron efectos similares de la
adicion de Cloisita 30B en films de quitosano en la fuerza tensil;
encontraron un aumento de ella aunque no significativo con diferentes
dosis de adicion; en la elongacion a la rotura también observaron
efectos variables en funcién de la concentracion afiadida. La adicion
de Cloisita 30B no caus6 en nuestro trabajo un cambio significativo en
la permeabilidad al vapor de agua, lo que si suele suceder al anadir
nanoarcillas a peliculas, ya que se ha sefialado un descenso de dicha
permeabilidad al adicionar MMT en films de quitosano (Abdollahi et
al, 2012; Kasirga et al, 2012). Estas diferencias pueden deberse a
distintos efectos de la MMT y Cloisita 30B, como Xu et al. (20006)
sefialan en otros parametros.

Respecto del color, s6lo en el diagrama de Pareto expuesto se
observa claramente el efecto significativo de la nanoarcilla sobre la
opacidad, comentado en el parrafo anterior. En los resultados de los
parametros de color analizados mediante ANOVA, las peliculas con
nanoarcillas y sin LAE (Articulo 3, tabla 3, muestras F5 y F6) solo
mostraron un incremento significativo de L* respecto al lote control
(muestra F9), mientras que los parametros a* y b* apenas se vieron
modificados.

La adicion de LAE a distintos niveles a los films de quitosano
también afectd significativamente a algunas propiedades mecénicas
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segun reflejo el diagrama de Pareto. Caus6 un aumento significativo
de la fuerza tensil y de la resistencia a la rotura de las peliculas.
También produjo un aumento de los valores de las otras dos
propiedades mecanicas estudiadas (elongacion a la rotura y
deformacion a la puncion) aunque no de una manera significativa. Por
tanto, la adicion de LAE mejora las propiedades mecanicas de los
films, no habiéndose encontrado en la bibliografia existente motivos
que expliquen dicha mejoria; ésta probablemente sea debido a que se
produzcan interacciones de dicho aditivo con el quitosano.

En relacion a los otros parametros de color (Articulo 3, tabla 3),
las combinaciones con LAE y sin nanoarcillas (muestras F1 y F3)
mostraron un descenso significativo de a* y un aumento significativo
de b* respecto al lote control (F9). La adiciéon de LAE no influy6 en
la luminosidad (L*).

También en el citado diagrama de Pareto se puede observar un
efecto significativo de la interaccion entre ambos componentes,
causando dichas incorporaciones un aumento de la solubilidad en agua
y un descenso de humedad y opacidad de los films. El incremento de
la solubilidad puede deberse a que la mezcla de LAE y nanoarcilla
produce un mayor hinchamiento que rompe las interacciones
moleculares y aumenta el movimiento de las cadenas de polimeros,
permitiendo una mayor interaccion con las moléculas de agua (Dias et
al., 2014). Esto puede relacionarse con lo observado en la
microestructura por SEM, donde la pelicula que tiene alta
concentracion de nanoarcilla y LAE (Fig. F4a) es menos rugosa que la
que solo tiene nanoarcilla (Fig 6a).

En el diagrama de Pareto no se observa efectos significativos de
la interaccion en los otros parametros estudiados; sin embargo, en los
resultados analizados mediante ANOVA si merecen destacarse ciertos
aspectos. Las mezclas de LAE y nanoarcilla mostraron resultados
variables en funcién de la proporcion de adicion de estos compuestos
en la mezcla. La muestra con los contenidos méas elevados de LAE y
nanoarcilla (F4) mostré los mayores valores de fuerza tensil y
resistencia a la rotura; sin embargo, otras combinaciones de LAE y
Cloisita 30B (F2, F7 y F8) presentaron valores inferiores que la
adicion de LAE (F3) y nanoarcilla (F6) en sus mayores proporciones,
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aunque sin efectos significativos (Articulo 3, tabla 4). Por tanto, se
requiere emplear cantidades por encima de una concentraciéon minima
de ambos compuestos para conseguir una interaccion positiva.

En relacion al color, en el caso de la adicidon mas elevada de estos
compuestos (muestra F4) predomind el efecto de la nanoarcilla
(aumento significativo de la luminosidad sin diferencias significativas
en a* y b* respecto del control).

En resumen, los films que contenian las concentraciones mas altas
de LAE (1 g/L) y/o nanoarcilla (10 g/L) mostraron mejores
propiedades mecanicas. La adicion de nanoarcilla a esta concentracion
también aumentd la opacidad de las peliculas, lo cual puede ser
interesante para aplicaciones en las que se precisa proteger al alimento
de la accion de la luz. No obstante, es necesario tener en cuenta que
estos compuestos interaccionaron entre si, por lo que las propiedades
se vieron afectadas no solo por el hecho de combinarlos, sino también
por la concentracion afiadida de cada uno de ellos. Es muy destacable
en las propiedades mecanicas el efecto del LAE en la fuerza tensil y la
resistencia a la perforacion, el cual produjo un incremento de los
valores de ambas propiedades. Es posible que la inclusion del LAE
entre las moléculas de quitosano y su interaccion con ellas sea capaz
de modificar favorablemente estas propiedades; la naturaleza de
dichas interacciones merece ser estudiada en investigaciones futuras.
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5. CONCLUSIONES

1. Para que el tratamiento con radiacion ultravioleta produzca un
efecto significativo en las propiedades de las peliculas de
concentrados de proteinas de lactosuero (WPC) tiene que ser aplicado
en la solucion proteica a pH 7, no en los films preformados, y al
menos a una dosis de 12 J cm™.

2. La radiacion ultravioleta modifica las propiedades de los films de
diferente manera que el tratamiento térmico. Los cambios que induce
en las proteinas son menos intensos y diferentes, siendo la o-
lactoalbimina mas afectada proporcionalmente que la -
lactoglobulina.

3. Dicho tratamiento a la dosis de 12 J em™ incrementa la resistencia a
la traccion y a la perforacion y la deformacion a la puncién, y
disminuye la solubilidad de los films; no obstante solo la resistencia a
la traccion es similar a la de las peliculas donde se emplea tratamiento
térmico. La modificacion en el color es mas intensa con esta dosis de
radiacion ultravioleta.

4. La aplicacion conjunta de la radiacion ultravioleta (dosis de 12 J
cm™) con la alcalinizacién de las soluciones modifica las propiedades
de los films de WPC, observandose interacciones en la mayoria de los
parametros. El  tratamiento ultravioleta produce mayores
modificaciones en las soluciones a pH 9, dando lugar a peliculas mas
resistentes a la traccion y a la perforacion respecto a las no tratadas.

5. El grado de desnaturalizacién y agregacion de las proteinas
inducido por la alcalinizacion a pH 11 es tan intenso que el
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tratamiento con radiacion ultravioleta no mejora las propiedades
mecanicas de los films, aunque si modifica su color y su
microestructura.

6. Por tanto, la aplicacion de radiacion ultravioleta o la combinacion
de dicho tratamiento con alcalinizacion puede ser util para obtener
films de WPC con propiedades adecuadas para el envasado de
alimentos.

7. El tratamiento con radiacion ultravioleta a la dosis de 12 J cm™ de
las soluciones de aislados de proteinas de lactosuero (WPI) ajustadas a
valores de pH de 7 y 9 hizo posible que los films obtenidos pudieran
ser despegados de las placas, cosa que no pudo conseguirse de las
soluciones no tratadas. Los efectos en las peliculas de la radiacion
ultravioleta aplicada en solucion de WPI a pH 11 respecto a las no
tratadas al mismo pH son similares que los observados en los films de
WPC.

8. Respecto a las peliculas de quitosano, la aplicacion de radiacion
ultravioleta a las soluciones so6lo afecta a la solubilidad y la resistencia
a la traccion, que disminuyen, y la elongacion a la rotura, la cual se
incrementa a la dosis de 2,0 J cm™. En general, el tratamiento con
radiacion ultravioleta en las condiciones en las que se aplicé no aporta
mejoras a las propiedades de los films de quitosano.

9. La adicion de etil lauroil arginato (LAE) y/o nanoarcilla (Cloisita
30B) influye en las propiedades fisico-mecanicas de los films de
quitosano. Las propiedades de las peliculas se ven afectadas tanto por
la interaccion de ambos compuestos como por la concentracion
afiadida de cada uno de ellos. Los films a los que se les afiaden las
maximas concentraciones estudiadas (1g/L de LAE y/o 10 g/L de
nanoarcilla) muestran las mejores propiedades mecéanicas. La adicion
de nanoarcilla a esa concentracion aumenta la opacidad de las
peliculas y, por lo tanto, su potencial utilidad para proteger los
alimentos de la luz. El LAE incrementa la resistencia a la traccion y a
la perforacion de forma significativa.
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