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Resumen

Se evaluo la influencia de la adicién de miel de Apis mellifera y sorbato de potasio (SK)
sobre las propiedades mecanicas, de barrera y opticas de peliculas comestibles simples o
compuestas activas a base de proteina aislada de suero de queseria (WPI) y/o pectina.
Para ello, se prepararon peliculas simples (PS) de WPI y peliculas compuestas (PC) de
WPI+pectina, utilizando como plastificantes: glicerol, miel o combinacion de ambos y

se adiciond como antimicrobiano SK. En comparacion con las PS con glicerol, la miel
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produjo peliculas més elasticas, menos rigidas, menos permeables al vapor de agua y
con mayor barrera a la luz UV (BUV). Por otro lado, el SK produjo PC menos
permeables al vapor de agua y, PS y PC con miel menos rigida. Por lo que, los
resultados indican que la miel y el SK tienen potencial como plastificante en peliculas.
Ademas, las peliculas con miel y SK presentaron la mejor BUV. En conclusion, estas
podrian ser utilizadas como nuevos biomateriales activos para la proteccion de
alimentos.

Palabras clave: biomateriales, plastificantes, sorbato de potasio.

Abstract

Whey protein-based edible films activated with honey and antimicrobials

In this study, the influence of the addition of Apis mellifera honey and potassium
sorbate (SK) on the mechanical, barrier and optical properties of edible active simple or
compound films based on whey protein isolate (WPI) and/or pectin was evaluated. For
this, simple films (PS) of WPI and composite films (PC) of WPI+pectin were prepared,
using glycerol, honey or a combination of both as plasticizers and SK as an
antimicrobial. When compared to glycerol-plasticised PS, honey produced films that are
more elastic, less rigid, less permeable to water vapour, and with a higher barrier to UV
light (BUV). On the other hand, SK produced less permeable PC to water vapour and
less rigid PS and PC with honey. Therefore, the results indicate that honey and SK have
great potential as a plasticizer in films. In addition, films with honey and SK presented
the best BUV. In conclusion, these films could be used as new active biomaterials for
food protection.

Keywords: biomaterials, plasticizers, potassium sorbate.
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INTRODUCCION

La creciente contaminacion ambiental debido a la dificultad en el reciclado del
material de embalaje sintético ha alentado a los investigadores hacia el desarrollo de
peliculas biodegradables. Muchos polisacaridos y proteinas tienen buenas propiedades
de formacion de pelicula y se utilizan con frecuencia para su formulacion [1]. Mediante
la adicion de sustancias funcionales y bioactivas en la matriz, las peliculas/
recubrimientos comestibles pueden transformarse en sistemas activos [2]. Segin Hassan
y col. [3] este método ha surgido como un sustituto respetuoso con el medio ambiente
de los recubrimientos no comestibles tradicionales. La proteina de suero de leche
aislada (WPI) es un polimero versatil que produce una pelicula que es insipida,
transparente, flexible, impermeable a los compuestos hidréfobos, termosellable y una
buena barrera al oxigeno [4, 5]. Sin embargo, una alta permeabilidad al vapor de agua y
la baja resistencia a la traccion se consideran como desventajas de las peliculas de WPI.
Las pectinas pueden ser extraidas de la cascara de los citricos u orujo de manzana, que
son residuos de la industria elaboradora de jugos. Debido a su biodegradabilidad,
biocompatibilidad, comestibilidad y a sus propiedades, la pectina es adecuada para la
elaboracion de peliculas comestibles que permiten el desarrollo de envases activos para
alimentos [6]. Las mezclas de proteinas y polisacaridos pueden dar como resultado
complejos proteina-polisacarido que formaran peliculas con propiedades fisicas
ventajosas. Las mezclas de proteinas y polisacaridos en la solucién dan como resultado
una separacion de fases que puede ser asociativa (atraccion entre polimeros) o
segregativa (repulsion entre polimeros). Durante la separacion asociativa, los
biopolimeros de cargas opuestas pueden reticularse mediante interaccion electrostatica y
formar una fase rica en biopolimeros (coacervado) y la otra en disolvente. Esta
separacién también se conoce como coacervacion compleja y se puede aplicar para
preparar peliculas comestibles compuestas, con el objetivo de mejorar las propiedades
funcionales de las mismas [7]. Las peliculas biodegradables necesitan un agente
plastificante para evitar que se vuelvan quebradizas debido a las fuertes interacciones
intermoleculares ya que el plastificante reduce los enlaces intermoleculares entre las
cadenas de polimeros, modifican las propiedades mecanicas y producen peliculas mas
flexibles[6].

“Alimentos”
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La miel de Apis mellifera es una solucién concentrada de una mezcla compleja
de azucares de los cuales la fructosa y la glucosa son los principales contribuyentes [8].
Hasta la fecha, existen pocos trabajos utilizando la miel de Apis mellifera como un
plastificante en peliculas. Soininen, Heindmaéki y Yliruusi [9] estudiaron los efectos de
la miel de acacia sobre las peliculas de WPI sobre las propiedades mecanicas y de
barrera a la humedad, encontrandose que la miel de acacia es aplicable en las peliculas
de WPI.

Osuna y col. [8] analizaron el efecto plastificante de la miel de Apis mellifera
sobre las propiedades mecanicas, fisicoquimicas y dpticas de las peliculas de WPI en
comparacion con el glicerol. Una forma de reducir la cantidad de conservantes
adicionados en alimentos es utilizar los recubrimientos comestibles como soportes
activos, los cuales proveen por difusion una concentracion eficaz de dichos agentes en
la superficie del alimento inhibiendo el desarrollo de microorganismos contaminantes.
Si bien resulta beneficiosa la incorporacion de distintos aditivos en la formulacion de
los recubrimientos y peliculas, debe tenerse en cuenta que estos pueden afectar sus
propiedades mecénicas y de barrera. Por lo tanto, se plantea, evaluar la influencia de
la adicion de miel de Apis mellifera y sorbato de potasio (antimicrobiano) sobre las
propiedades mecanicas, de barrera y Opticas de peliculas comestibles activas

simples 0 compuestas a base de proteina aislada de suero de queseria y/o pectina.

1 MATERIALES Y METODOS

1.1 Materiales

El aislado de proteina de suero de queso (WPI) fue proporcionado por Arla
Foods Ingredients S.A. (Arla Foods Ingredients, Cordoba, Argentina). La pectina con
alto contenido de metoxilo (Andre tipo APA103), extraida de orujo de manzana, fue
suministrada por Grupo Saporiti S.A (Buenos Aires, Argentina). La miel de Apis

mellifera fue suministrada por Mieles del Chaco S.A. (Chaco, Argentina).
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1.2 Métodos
1.2.1 Elaboracidn de peliculas simples (PS)

Se elaboraron PS a partir de WPI (8% p/p), concentracion determinada en
trabajos anteriores [8], utilizando el método de moldeo y deshidratacién (casting)
descripto por Azeredo y col. [10]. Se prepar6 una solucion formadora de peliculas (SFP)

de WPI, se ajusté el pH a 7 y se desnaturalizaron térmicamente las proteinas mediante

un calentamiento a 80°C por 30 min. Posteriormente, se afiadieron glicerol, miel o la
combinacién de miel-glicerol (proporcion 3:1) como plastificantes y SK como
antimicrobiano (Tabla 1). Se colocaron 7 g de cada SFP en placas descartables y se
secaron a 25°C y 60% de HR durante 12 h. Las peliculas se despegaron de las placas y

se acondicionaron durante 72 h a temperatura ambiente y a una HR de 53,5-53,7 %.

Tabla 1. Formulaciones de peliculas a base de WPI y/o pectinas plastificadas con glicerol, miel
0 combinacion miel y glicerol, con o sin antimicrobianos.

Polimero formador Plastificantes
_ _ _ Mol Sorbat(? de
Formulaciones WPI Pectina Glicerol Miel Glicerol potasio
0/100g g/100g 0/100g 0/100¢g 1100 0/100¢g
SFP SFP polimero polimero g . g SFP
polimero
FSG 8 - 40
FSGS 8 40 0,5
FSM 8 60
FSMG 8 60
FSMGS 8 60 0,5
FCG 2,08 2,08 40
FCGS 2,08 2,08 40 0,5
FCM 2,08 2,08 60
FCMS 2,08 2,08 60 0,5

1.2.2 Elaboracién de las peliculas compuestas (PC)

Las PC se obtuvieron por el método de coacervacion compleja descripto por
Silva y col. [7]. Las dos soluciones madres, WPI (8%) y pectina (2,85%) se mezclaron
de manera de obtener una proporcion 1:1 con respecto al peso de cada polimero y se
ajusté el pH final a 3. Seguidamente, se adiciond miel o glicerol como plastificantes y

SK como antimicrobiano (Tabla 1). Se colocaron 15 g de cada formulacion en placas
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descartables, se secaron a 40°C y 60% de HR durante 12 h. Finalmente, las peliculas se

despegaron de las placas y se acondicionaron de la misma forma que las PS.
1.2.3 Caracterizacion de las peliculas

1.2.3.1 Espesor, humedad, solubilidad y permeabilidad al vapor de agua

El espesor de se midié al menos en cinco puntos diferentes utilizando un
micrémetro (CM-8826FN, BYQTEC, China). La humedad de las peliculas se determin6

por duplicado midiendo la pérdida de peso de las mismas, al secarse a 105°C.
La humedad se calculé como porcentaje de agua eliminada y se expresdé como g de agua
por 100 g de muestra. La solubilidad en agua de la pelicula se midié segun Gontard y
col. [11]. La medicion de la permeabilidad al vapor de agua (WVP) se realizd por
triplicado utilizando el método gravimétrico, basado en la norma ASTM E96 [8]. La
WV/P se expres6 como g/Pa s m.

1.2.3.2 Propiedades mecénicas

Las propiedades mecanicas se determinaron por ensayos de traccion por
quintuplicado segiin método ASTM D882-02 [12] utilizando un Textural Analyzer CT3
(Brookfield, WI, EE.UU.) utilizando muestras de 70 mm x 10 mm. La resistencia a la
traccion (TS), el moédulo de Young (E) y la elongacion a la rotura (EB) se obtuvieron a

partir de las curvas fuerza-deformacion utilizando el software Texture Analyzer CT3.

1.2.3.3 Propiedades de barrera al UV y a la luz

La barrera a los rayos UV y a la luz visible se midieron utilizando un
espectrofotometro Thermo Scientific Genesys 10S UV-Visible (EE.UU.). El porcentaje
de transmitancia (% T) de las muestras de pelicula se midieron a 280 y a 600 nm y el

valor de transparencia se calculé como log %T600 dividido el espesor (mm)[7].

1.3 Analisis estadistico
Se llevd a cabo un analisis de la varianza utilizando el programa estadistico
InfoStat (UNC, Argentina), en el cual se usd el método de comparacion Tukey para

evaluar las diferencias entre muestras para un nivel de significancia de 0,05.
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2 RESULTADOS Y DISCUSION

2.1 Efecto del tipo de plastificante sobre las propiedades mecanicas, fisicoquimicas
y de barrera de las peliculas

Las peliculas obtenidas eran homogéneas y faciles de manipular, sin embargo,
las PS plastificadas s6lo con miel se notaban mas fragiles al desmoldarlas. En las PS, la
miel produjo un deterioro de las propiedades mecanicas (Figura 1) ya que los valores de
elongacion resultaron muy bajos comparados a los obtenidos en las peliculas
plastificadas con glicerol, lo que podria impedir la formacién de un recubrimiento
efectivo sobre los alimentos. Por esta razén se planted la utilizacién de una combinacion
de la miel con glicerol en las peliculas de WPI. Cuando se utiliz6 esta combinacién de
plastificantes, las PS resultaron mas resistentes respecto a las PS plastificadas solo con
miel o s6lo con glicerol. La elongacion fue similar en las PS con glicerol. La presencia
de la pectina en las PC produjo mayores valores de elongacion respecto a las PS de WPI
y menores valores de E para los distintos plastificantes utilizados, lo que indica una

mayor flexibilidad de las peliculas. Las PC plastificadas con miel y las PS plastificadas

con miel+glicerol presentaron el mayor valor de TS de todas las formulaciones.
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Figura 1. Propiedades mecanicas de peliculas a base de WPI y pectina, miel, glicerol con y sin
antimicrobianos. Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas entre
todas las muestras “® o entre todas las peliculas del mismo tipo, simples o compuestas @2 .

El espesor de las peliculas obtenidas vari6 entre 74,87 a 91,27 um, pero no se

observaron diferencias significativas entre las muestras (Tabla 2).
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Tabla N° 2. Propiedades fisicoquimicas de PS o PC a base de WPI y/o pectina, miel y/o glicerol
y con o sin adicion de sorbato de potasio.

WVP
Formulaciones Espesor Humedad Solubilid (x10g./s
(um) (%) ad (%) m.Pa.)

FSG 89,83+7,3 18,31+0,96 42,7841,

o na v 17,41+1,585¢
FSGS 80,44+0,6 19,8+1,18" 45,13+1,

et : Lghe 18,69+0,18°
FSM 91,27+8,6 17,96x0,72 43,1+0,7

o na £ A 8,66+0,39%
FSMG 74,8774 21,07+1,35 38,1540, 11,61+1,14AC®

9Aab Aa 64Aa .
FSMGS 73,445,49 53,2+6,5 12,83+0,64"B¢

Aa 28,05+28P gAb b
FCG 87,2£7,45 37,26x1,95 71,4148,

r o g6 28,05+1,55°
FCGS 87,53+8,9 44,64+4,6° 83,49+2,

na . 3162 18,53+1,16<
FCM + 17,47£0,42 74,35+2
FCM 2,73+ 16,45+1,82 79,62+2,4
CMS SA; 345,55 AS, 5+1,8 B?,G A 7 25+0,06%

Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas entre todas las muestras
(AB) g entre todas las peliculas del mismo tipo, simples o compuestas @),

En cambio, la adicién de glicerol produjo cambios significativos en la
humedad, dando valores superiores para las PC con este plastificante. Esto puede
deberse a la naturaleza hidrofilica del glicerol que tiende a formar puentes de hidrégeno
con el agua y aumentar la humedad de las mismas [13]. La solubilidad de las PC fue
superior a la de las PS (Tabla 2). Esto es debido a la presencia de pectina, la cual
presenta un alto grado de higroscopicidad y a que al reducir el pH de la solucién de WPI
y realizar el tratamiento térmico, la proteina se desplegd y expuso su carga positiva, lo
que permitio la interaccion con la pectina y la formacion del complejo proteina-
polisacarido reduciendo asi los enlaces disulfuro y el poder de la red de proteinas. Los

valores de solubilidad de las PC fueron similares a los obtenidos por Silva y col. [7].
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Las PC mostraron mayor WVP que las PS, probablemente porque se reduce la
cohesion estructural de la matriz proteina-proteina, aumentando el volumen libre hasta
la difusion de vapor. Ademas, las moléculas de pectinas son altamente hidrofilicas, lo
que favorece las interacciones con las moléculas de vapor de agua. La miel produjo una
disminucion significativa de la WVP en las PS en comparacion con las plastificadas con
glicerol. Las PS de WPI que contenian miel resultaron menos permeables al vapor de
agua en un 50 % en comparacion con las plastificadas con glicerol, mientras que, las
peliculas plastificadas con miel y glicerol disminuyeron un 43 % la WVP.

Un comportamiento similar fue observado por Soininen, Heindméki y Yliruusi
[9] y Osuna y col. [8] cuando utilizaron miel como plastificante de peliculas de WPI. La
presencia de miel perturba la difusion del agua a través de la pelicula y se refleja en una
velocidad de transmision de vapor de agua mas bajo [14].

Todas las peliculas eran transparentes (Figura 2, derecha), pero la adicién de
SK produjo en las PS reduccion de la transparencia volviéndose algo traslucidas, opacas
y amarillentas. Todas las PC eran amarillentas por la presencia de la pectina, pero
transparentes. La barrera a los rayos UV vy la transparencia de las peliculas expresadas

mediante la Transmitancia a 280 y 600 nm respectivamente se muestran en la Figura 2.

%T600

A SR e g
«Qé’«é}’iét"«,(o O

=

For I de P

Figura 2. Transmitancia a 280 nm (a) y a 600 nm (b) y fotos de la apariencia visual de las
peliculas obtenidas. Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas
entre todas las muestras ® o entre todas las peliculas del mismo tipo, PS o PC @),
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Si bien todas las muestras absorbieron radiacion UV, las peliculas plastificadas
con miel presentaron mayor absorbancia a la radiacion que aquellas plastificadas con
glicerol, ya que se pudo verificar una reduccion significativa de la Transmitancia a 280.
Las PS de
WPI con glicerol o miel+glicerol mostraron una transparencia excelente con un 88,7 %
y 89,9 del T600 respectivamente, mientras que, las PC mostraron una transparecia de
alrededor del 75% y no fueron afectadas por la incorporacion de miel. Por lo tanto, las
peliculas plastificadas con miel presentaron una mejor barrera a los rayos UV, lo que
podria dar mayor proteccién al alimento que las peliculas plastificadas con glicerol.

2.2 Efecto del agregado de sorbato de potasio sobre las propiedades mecéanicas y
fisicoquimicas de las peliculas

La incorporacion de SK modifica las propiedades mecéanicas de las PS
plastificadas con miel y glicerol o solo glicerol, produciendo una disminucionen Ey TS
y un aumento en la EB, por lo tanto, se comporta como plastificante (Figura 1). EI SK
puede modificar la red de polimeros al interrumpir y disminuir la intercadena del
polimero, actuando como plastificante [15]. Por otra parte, la adicion de SK produjo un
aumento de la humedad en las PC plastificadas con glicerol y las PS plastificadas con
miel y glicerol (Tabla 2). La adicion de SK solo afectdé la solubilidad de las PS
plastificadas con miel y glicerol, aumentando su valor. Los resultados de humedad y
solubilidad fueron similares a los obtenidos por Kowalczyk y col. [16] para peliculas de
gelatina adicionada con SK. El carécter hidrofilico del SK podria facilitar el acceso de
las moléculas de agua a la matriz polimérica, lo que dio como resultado una hidratacion
acelerada y, posteriormente, la lixiviacion de los constituyentes de la pelicula.

La incorporacion de SK produjo una disminucion significativa de la WVP en
las formulaciones de PC respecto a su misma formulacion sin adicion del
antimicrobiano. Ademas, el SK aumento la absorcién de la radiacion UV, reduciendo
significativamente %T280 y también afecto la transmisidn de la luz visible (%T600) en
las PS, es decir, las volvid menos transparentes. La adicion de SK produjo una
reduccion de entre 40% al 54% de la transmision de la luz visible en las PS. Las
peliculas con menor transparencia presentan mejor barrera a la radiacion UV que

aquellas con mayor transparencia [7], esta tendencia se observé en nuestro estudio al

10
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adicionar SK. Si bien, la transparencia es positiva para el control visual del estado del
alimento, una alta transparencia en envases puede facilitar la fotooxidacion de productos
alimenticios ricos en grasas [17]. Por lo que las PS de WPI plastificadas con miel y/o
glicerol adicionadas con SK pueden ser excelentes envases para alimentos ricos en

grasas.

CONCLUSION

La adicion de la miel de Apis mellifera y/o el sorbato de potasio modifico las
propiedades fisicoquimicas, mecénicas y oOpticas de las peliculas simples y compuestas
a base de WPI analizadas. En comparacion con las peliculas simples con glicerol, la
miel produjo peliculas mas elasticas, menos rigidas, menos permeables al vapor de agua
y con mayor barrera a la luz UV. Por otro lado, el sorbato de potasio aumenté la
humedad en las peliculas compuestas con glicerol y la solubilidad en peliculas simples
con miel+glicerol; mientras que, produjo peliculas compuestas menos permeables al
vapor de agua Y, peliculas simples y compuestas con miel menos rigida. Ademas, las
peliculas con miel y SK presentaron la mayor barrera a la luz UV dando mayor
proteccion al alimento contra la oxidacion. Estos resultados sugieren que estas peliculas

pueden explotarse como nuevos biomateriales activos para la proteccion de alimentos.
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