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RESUMEN

Esta investigacion tuvo como objetivo evaluar el efecto de la incorporacion de extracto de
propdleo verde (EAP) en la caracterizacion y elaboracion de films activos a partir de almidon
de papa nativa Yana Winku. Este estudio fue realizado en el laboratorio de Biopolimeros
Agroindustriales del Departamento de Quimica de la Universidad de Sdo Paulo. El EAP se
obtuvo con 10 g de propdleo molido en 50 mL de solucion de NaOH al 15% de concentracion
alcalina. Los films se prepararon usando una concentracién de almidon nativo de 3 p/v, glicerol
(35 g de plastificante / 100 g de almiddn) y diferentes concentraciones de EAP (0, 0.5, 10 y
30% en relacion al almidon), utilizando la metodologia de Casting. Fue usado un disefio
experimental completamente al azar (DCA), con un anélisis de varianza para comparacion de
medias de TUKEY para establecer diferencias significativas en las formulaciones de los films.
Los films se acondicionaron por 48 horas antes de su caracterizacion (UR = 58%, 25 °C). Los
films fueron caracterizados en relacion a las propiedades mecanicas, de barrera al vapor de
agua, humedad, solubilidad en agua y etanol, angulo de contacto, propiedades antioxidantes
(ABTS y DDPH) y compuestos fenolicos (Folin Ciocalteu). Todos los films obtenidos fueron
atractivos, homogéneos, con ligero brillo, faciles de manejar y con ausencia de particulas
insolubles observadas visualmente. La incorporacion de EAP provoco un aumento en la
opacidad, un viraje de color a un naranja profundo, menor humedad, una superficie mas
hidrofébica debido a la presencia de moléculas hidrofébicas presentes en el extracto; asi como
una reduccion en la tension y elongacion del material a concentraciones de 10 y 30% EAP. En
tanto, las propiedades de PVA y solubilidad en agua (con excepcion film de 10% de EAP) no
fueron afectadas por la incorporacion del extracto. Con la adicion del EAP a la matriz
polimérica se logr6 obtener films activos debido al aumento de compuestos fenolicos totales y
antioxidantes, este aumento estuvo en funcion a la concentracion utilizada de EAP. Se concluyo
que la adicion de 10% de EAP mejor6 las caracteristicas de opacidad, solubilidad en agua,
solubilidad en etanol, humedad y angulo de contacto del film de almidéon Yana Winku,
afiadiéndole caracteristicas activas al film con valores de compuestos fendlicos totales (CFT)
de 336.13 mg GAE/ 100g film, actividad antioxidante de 79.23 % inhibicion del radical de
DPPH. y 11496.00 umol TE/100g film por ABTS; posicionandose como opcidn viable en la

conservacion de alimentos susceptibles a la oxidacion.

Palabras claves: films bioactivos, almidon nativo, extracto acuoso de propoéleo.
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ABSTRACT

The aim of this research was to evaluate the effect of the incorporation of green propolis extract
(EAP) in the characterization and elaboration of active films from Yana Winku native potato
starch. This study was carried out in the Agroindustrial Biopolymers laboratory of the
Chemistry Department of the University of Sdo Paulo. EAP was obtained with 10 g of ground
propolis in 50 mL of NaOH solution at 15% alkaline concentration. The films were prepared
using a native starch concentration of 3 w/v, glycerol (35 g of plasticizer / 100 g of starch) and
different concentrations of EAP (0, 0.5, 10 and 30% in relation to starch), using the Casting
methodology. A completely randomized experimental design (CRD) was used, with an analysis
of variance for comparison of means by TUKEY to establish significant differences in the film
formulations. The films were conditioned for 48 hours prior to characterization (UR = 58%, 25
°C). The films were characterized with respect to mechanical properties, water vapor barrier,
moisture, water and ethanol solubility, contact angle, antioxidant properties (ABTS and DDPH)
and phenolic compounds (Folin Ciocalteu). All films obtained were attractive, homogeneous,
with slight gloss, easy to handle and with absence of visually observed insoluble particles. The
incorporation of EAP caused an increase in opacity, a color change to a deep orange, lower
moisture, a more hydrophobic surface due to the presence of hydrophobic molecules present in
the extract; as well as a reduction in the tension and elongation of the material at concentrations
of 10 and 30% EAP. Meanwhile, the PVA properties and water solubility (with the exception
of 10% EAP film) were not affected by the incorporation of the extract. The addition of EAP
to the polymeric matrix resulted in active films due to the increase of total phenolic compounds
and antioxidants, this increase was a function of the concentration of EAP used. Conclusions
were reached that the addition of 10% EAP improved the characteristics of water solubility,
ethanol solubility, moisture and contact angle of the starch film, adding active characteristics
to the film with total phenolic compounds (CFT) values of 336.13 mg GAE/ 100g film,
antioxidant activity of 79.23 % DPPH radical inhibition and 11496.00 umol TE/100g film by

ABTS; positioning it as a viable option in the preservation of foods susceptible to oxidation.

Keywords: bioactive films, native starch, propolis aqueous extract.
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LISTA DE ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

AA - Actividad antioxidante.

ABTS - Radical, (4cido 2,2-azinobis- [acido 3-etil-benzotiazolin-6-sulfonico]).
ANOVA - Anélisis de varianza.

ASTM - Sociedad Americana para Pruebas y Materiales.
BHA — Butilhidroxianisol.

BHT — Butilhidroxitolueno.

CFT - Compuestos fendlicos totales.

DPPH - Abreviatura de compuesto quimico organico 2,2-difenil-1-picrylhydrazyl
E — Elongacion (%).

EAP — extracto acuoso de propoleo verde.

EEP — extracto etanolico de propodleo.

GAE — Acido galico

IUPAC - La Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada.
MPa — Megapascal.

MY — Modulo de Young.

PR — Propdleo.

PVA: Permeabilidad al vapor de agua.

TE — Trolox (antioxidante sintético).

TS — Tension de Ruptura.

Tgel - temperatura de gelatinizacion

TPS — Termoplastico.

UR - Humidad relativa.

NaBr — Bromuro de sodio.
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INTRODUCCION

Los plésticos son un material versatil e indispensable en la economia global. Su
popularidad se atribuye a las grandes ventajas que ofrece (ligero, duradero,
moldeable, bioinerte, hidréfobo y econdmico) (1,2). Solo en el 2018 su produccion
mundial fue de alrededor de 360 millones de toneladas, siendo las poliolefinas los
materiales mas demandados (3). Estos plasticos sintéticos se fabrican a partir de
petréleo, una fuente no renovable y con resistencia a la degradacion natural que
puede demorar hasta 500 afios para su degradacion completa (4,5). La elevada
produccion de plastico ha llevado a una descomunal cantidad de residuo que llega
a terminar en los océanos, se estima a la actualidad mas de mas de 150 millones de
toneladas de desechos plasticos en los océanos (6,7). Representando una gran

amenaza para los ecosistemas oceanicos y las cadenas alimentarias.

En los ultimos afios hay un creciente interés en el desarrollo de envases
biodegradables y activos, elaborados a través de materias primas renovables y
sustentables que ofrezcan propiedades antimicrobianas y antioxidantes para alargar
la vida en anaquel de productos alimenticios y reducir el uso de conservantes
quimicos (8). Los films pueden ser elaborados a partir de biopolimeros
(polisacaridos, proteinas y lipidos) con la adicion de aditivos (plastificantes,
emulsionantes) e ingredientes antimicrobianos y antioxidantes naturales o sintéticos

(9-11).

El almidon es una materia prima muy utilizada para la elaboracion de films
biodegradables dado que ofrece una serie de ventajas que incluyen facilidad de
manejo, bajo costo, disponibilidad, fuente renovable, transparencia, sin sabor,
inodoro, sin toxicidad y buenas propiedades de barrera (12—15). Sin embargo, su
aplicabilidad es limitada por su alta solubilidad en agua y malas propiedades
mecanicas (16-20). Para superar estas deficiencias y obtener propiedades
funcionales, se puede combinar el almidéon con otros polimeros y extractos

naturales (21).

El propoleo tiene un alto potencial para actuar como aditivo en materiales

poliméricos (22). Es un material resinoso recolectado por las abejas (4pis Mellifera
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L.); su composicion quimica, color y propiedades depende del tipo de planta, las
resinas y las especies de abejas. Por lo que es un producto que puede variar en
composicion segun la fuente de origen (23-25). Ha logrado un renombre mundial
por sus propiedades antioxidantes, antimicrobianas y medicinales (antivirales,

antinflamatorias, antitumorales, hepatoprotectores e inmunomoduladores) (26,27).

Esta investigacion tiene como objetivo evaluar el efecto de la incorporacién de
extracto de propdleo verde en la caracterizacion y elaboracion de films activos a

partir de almidén de papa nativa Yana Winku.
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HIPOTESIS

La hipotesis considerada se basa en que el almidon de papa nativa Yana Winku
posee compuestos fenolicos y capacidad antioxidante a diferencia de otros
almidones por lo cual su incorporacion les otorgara tales propiedades a los films.
Asimismo, la adicién de un antioxidante natural como el extracto de propéleo verde
ayudara a mejorar las propiedades de barrera, mecanicas, microestructural, dpticas
y antioxidantes por su elevada composicion antioxidante, presencia de moléculas
hidrofébicas en el extracto y opacidad de los films que evitara la oxidacion de los

alimentos sensibles a la luz.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Esta investigacion tiene como objetivo utilizar el almidon de papa nativa Yana
Winku para el desarrollo de films activos y mejorar sus propiedades de barrera,
mecanicas, microestructural, dpticas y antioxidantes con la incorporacion del

extracto de propoleo verde.

Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto de la adicion de diferentes concentraciones del extracto de
propodleo verde en las propiedades de barrera, mecéanicas, microestructural,
opticas y antioxidantes de los films a base de almidén.

2. Desarrollar films a base de almidon/extracto de propoleo verde.

3. Caracterizar las propiedades de barrera, mecénicas, microestructural,
Opticas y antioxidante del film a base de almidoén de papa nativa Yana
Winku.

4. Comparar los films de almidén con almidén/ extracto de propoleo verde.
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CAPITULO 1
MARCO TEORICO
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CAPITULO 1
MARCO TEORICO

1.1  Papas nativas

La papa es originaria de América del sur, donde los incas cultivaban y consumian
hace unos 13,000 afios. La historia de la papa en Europa y otras partes del mundo
inicio después del descubrimiento de América, grandes cantidades de oro y papa
fueron llevadas en la época de la conquista del Peru (28). En el 2016, el area de
cultivo de la papa en nuestro pais fue de 69,500 ha; donde mas de 600 mil hogares
dependian de su produccién para sustentar su economia, con un rendimiento medio

de 28,777 Kg/ ha y una produccion total de 2 millones de toneladas (29).

Figura N° 1. Papas nativas de los andes centrales del Peru.
* Adaptado de Haan & Rodriguez (29).

Segun el Instituto Nacional de Innovacion Agraria (INIA), el Pera posee 6,408
registros de variedades de papas nativas (30). Por ende, existe una amplia
diversidad genética que permite encontrar individuos con diferentes tipos de ploidia
(diploides a pentaploides) que se manifiesta en el fenotipo a través de las diferencias
en la forma y tamafio del tubérculo, color de la pulpa y / o piel, ciclo de cultivo,

productividad, contenido nutricional y funcional (31). Los datos publicados sobre
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N,

el grado de variacion con respecto a los contenidos de antioxidantes y minerales
dentro del germoplasma de papa nativa son escasos debido a que solo existe

estudios con numeros limitados de genotipos de papa (32,33).

Las papas nativas han despertado el interés de parte de los consumidores y la
industria por su riqueza en compuestos fenolicos entre ellos destaca: el acido
cafeico (280 mg / kg), escopolina (98 mg / kg), acido clorogénico (16-71 mg / kg),
acido fertilico (28 mg / kg), acido criptoclorogénico (11 mg / kg) y la tirosina (770-
3900 mg/ kg) (34,35). Campos et al. (32), realizo la caracterizacion de 15 genotipos
de papas nativas obtenidas de los campos experimentales del CIP en Huancayo
(3700-3800 m); donde reporto la cantidad de compuestos fendlicos totales (0.64 a
2.32 mg g '), antocianinas totales (0.08 a 0.8 mg g !), carotenoides totales (2 a 5
ug g ), capacidad antioxidante hidrofilica (860 a 3780 ug Trolox g™!) y capacidad
antioxidante lipofilica (115 a 361 ug Trolox g!). A partir de estos resultados,
destaca su potencial como una nueva fuente de nutracéuticos y para la produccion

de nuevos y tnicos productos (funcionales y saludables).

OR, OH

R0 OH Acido clorogénico Ry=0c—cH=cH < j o1 Ry=Rj=H
OH
COOH Acido isoclorogénicoa  Ry=R,= OC—CH=°H—©—°” Ra=H
OR, OH
Acido isoclorogénico b Ry=R3= oc—CH=CHO—OH R,=H
COOH OH
| Acido crioclorogénico
CH R, =0c—CH=CH oH  Ry=Rs=H
&y Acido neoclorogéni >
cido neoclorogénico Rq= oc—cn:cn—@—m R,=R,=H
Acido cafeico R,=H
OR, (. ‘1s
OH Acido fertlico R,=CHj

Figura N° 2. Principales acidos fenolicos en papas.
* Adaptado de Jaromir et al. (35).

Las papas nativas que poseen una coloracion morada o roja en la pulpa poseen un
alto contenido de antocianina, en particular los derivados acilados. Estas papas

nativas pueden poseer tres veces mas de contenido fendlico y actividad
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antioxidantes comparado con las papas nativas de pulpa blanca y amarilla. Mientras
tanto las papas de coloracion blanca y amarilla poseen principalmente acido
clorogénico, acido galico, acido cafeico y catequina (36-38). En tanto, las papas de
pulpa moradas y roja contienen acilados de pelargonidina, glucésidos acilados de

malvidina, petunidina, peonidina y delfinidina (38,39).

R1 =R2=R3=R4=H Pelargonidina
R,=OH, R,=R,=R ,=H Cianidina

. - Delfinidina
R1=R2=OH, R3=R4=H | -

- - - - conidina

Ry=OCHz, Ry=R4=R,=H .
R1 =OCH3, R2=OH, R3=R4=H Petunidina
R1=R2=OCH3, R3=R4=H Malvidina

Figura N° 3. Estructura de las principales agliconas de antocianinas de papas.
*Adaptado de Lachman et al. (38).

1.1.1 Papa nativa Yana Winku

La papa nativa Yana Winku o llamada también Wenccos, Cacho de Toro, Papa
Pilush o Yana Waqras (subespecie Andigena); tiene como origen la provincia de
Tayacaja de la region Huancavelica. Su cultivo alcanza una altitud de hasta 4,200
metros sobre el nivel del mar, la textura de la papa es harinosa y posee una

coloracion morada en la pulpa (40,41).
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Figura N° 4. Fotografias de la planta de papa Yana Winku (A) y papa Yana Winku

(B).

* Adaptado del Ministerio de Agricultura del Peru (42).

Tabla N° 1. Descripcion morfologica.

Descripcion Morfologica

Habito de crecimiento

Color del tallo

Semi-erecto
Verde con muchas

manchas pigmentadas

Forma de las alas del tallo Recto
Tipo de diseccion de la hoja Disectada
Numero de pares de foliolos laterales 4

Forma del foliolo terminal Eliptico
Forma de la corola Muy rotada
Color predominante de la flor Blanco
Intensidad del color predominante en la flor Palido
Color secundario de la flor Ausente
Distribucion del color secundario de la flor Negruzco
Color predominante de la piel del tubérculo Intermedio
Intensidad del color predominante de la piel del tubérculo  Ausente
Distribucion del color de la piel del tubérculo Ausente
Color principal de la pulpa Morado
Color secundario de la pulpa Blanco

Distribucién del color secundario de la pulpa

Pocas manchas
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Forma general del tubérculo Eliptico
Variante de la forma del tubérculo Fusiforme
Profundidad de los ojos Superficial
Color predominante del brote Violeta
Color secundario del brote Ausente
Distribucion del color secundario del brote Ausente

* Adaptado de Roldan et al. (41).

Tabla N° 2. Evaluacion agronémica.

‘ Evaluacion agronomica

Numero promedio de tubérculo/planta 9
Peso promedio de tubérculo (Kg)/planta 0.10
* Adaptado de Roldan et al. (41).

1.2 Almidon

El almidon es un polisacarido de reserva en el reino vegetal que se deposita en los
cloroplastos, se clasifica como homopolisacarido, su unidad basica es la glucosa, el
peso molecular varia entre 10° -10% unidades y estd compuesta por dos
macromoléculas (amilosa y amilopectina). Su proporcion de amilosa / amilopectina
depende de la fuente y la edad del almidon. La amilosa es esencialmente un
polimero lineal, ligado a a-1,4 (~ 99%) que contiene puntos de ramificacion a-1,6-
(~ 1%) que contribuyen principalmente a la fase amorfa del granulo de almidon
(43). Por el contrario, la amilopectina es una estructura altamente ramificada que
contiene enlaces a-1, 4 unidas al a-1, 6 con puntos de ramificacion cada 20-30
unidades de glucosa. La amilopectina contribuye predominantemente a la

organizacion cristalina periférica de los granulos de almidon.
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Amilosa Amilopectina

Figura N° 5. Estructuras quimicas de las macromoléculas de amilosa (A) y

amilopectina (B) del almidon.
* Adaptado de Xie et al. (18).

Se denomina almidén "normal" a los que poseen un contenido de amilosa de 25-
30%. Mientras que los que poseen un contenido de amilopectina de 98-99%, se les
denomina almidén "ceroso" (44). La presencia de regiones amorfas y cristalinas en
los granulos de almiddn, le concede una entidad semicristalina. Mediante la técnica
de difraccion de rayos X, se puede determinar los patrones especificos de
cristalinidad en los granulos de almidén. Estos patrones se utilizan para diferenciar
almidones de cereales y tubérculos (45,46). Todas las caracteristicas como la forma
y tamafio, relaciéon amilosa / amilopectina, longitud de la cadena distribucion y
disposicion de componentes estan involucrados en la funcionalidad del biopolimero

(44,47).

El almidén nativo se denomina cuando se extrae de la planta sin alteracion.
Mccomber et al. (48) sugiere que los almidones nativos, seleccionados de cultivares
adecuados pueden tener el potencial de reemplazar a los almidones quimicamente
modificados. Los granulos de almidon se encuentran principalmente en semillas,
raices y tubérculos, pero igualmente son encontrados en tallos, hojas, frutos e
incluso en el polen (49,50). Sim embargo las principales fuentes comerciales de

almidon son los cereales (maiz) y los tubérculos- raices (papa y la yuca) (51).
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Las técnicas de extraccion de almidon presentes en la literatura son diversas desde
una simple extraccion con agua pura hasta el uso de diferentes reactivos quimicos.
Seglin su contenido de proteinas, lipidos, fibras y cenizas se evalta la calidad de la
extraccion del almidon. Cuanto menor es el contenido de estos componentes, mayor
sera la calidad del proceso de extraccion. Una extraccidon con agua significa la
maxima conservacion del granulado de almidon y de sus propiedades funcionales;
aunque este método de extraccion provoca un mayor contenido de proteinas y

lipidos (52).

El almidon es utilizado en diferentes industrias (textil, papelera, farmacéutica,
plastica y alimentaria) por sus funciones y aplicaciones. El mercado de este
polimero ha ido en alza. Es una fuente de ingreso para muchos agricultores y se
encuentra en constante mejora para lograr satisfacer las demandas del mercado

actual (53,54).

Tabla N° 3. Funciones de los almidones en varios sistemas alimentarios.

‘ Funcion Alimentos
Adhesion Alimentos rebozados y empanizados
Unioén Carne formada, condimentos para
bocadillos.
Enturbiamiento Bebidas.
Crujiente Alimentos fritos y horneados,
bocadillos.
Estabilizacion de emulsion Bebidas, cremas
Encapsulamiento Sabores.
Expansion Snacks, cereales
Reemplazo de grasa helados, aderezos para ensaladas,

pastas para untar.

Estabilizacion de espuma Malvaviscos

Gelificacion Centros de goma de mascar

Retencion de humedad Pasteles, carnes

Espesamiento Salsas, rellenos para tartas, sopas
* Adaptado de Mason (55).
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1.2.1 Almidon de papa

En los tubérculos de papa, el almidon representa aproximadamente el 15-20% de
su peso. Posee una baja cantidad de proteinas y lipidos, en comparacion a los
almidones extraido de cereales (56-58). La amilopectina de la papa es menos
ramificada que la de otros almidones y posee cadenas més largas que pueden estar
relacionadas al perfil de cristalinidad de tipo B, donde se encuentra por difraccion
de rayos x, un pico mas fuerte a 17 °, algunos picos medios a 5.6°, 14.4°, 22 ° y 24°

y un pico débil a 19.5° (59-65).

La digestibilidad también puede estar influenciada por el tipo de estructura
cristalina de los granulos de almidon. El patrén tipo A, caracteristico de almidones
de cereales son altamente digestibles; mientras que el patron tipo B presente en
tubérculos son mas resistentes a la digestion. En cambio, el patron tipo C presente

en semillas de leguminosas son algo resistentes a la hidrolisis por a-amilasa (66,67).

a) Maiz de tipo silvestre

(a)
b) Papa de tipo silvestre

Intensidad

(b)
c¢) Guisante de tipo silvestre

(c)

05 10 15 20 25 30
Angulo de difraccion (26)

Figura N° 6. Diagrama de difraccion de rayos X de almidones de diferentes tipos

de patrones de cristalinidad.
*Adaptado de Bogracheva et al. (68).

La morfologia del granulo del almid6n depende del genotipo de planta, las practicas
culturales utilizadas en el cultivo, la bioquimica del cloroplasto / amiloplasto y la

fisiologia de la planta. Existe una diferencia en tamafio y forma entre los granulos
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de almidon de papa y cereales. Singh et al. (69), estudio la morfologia de los
granulos de almidén de diferentes cultivares de papa por la metodologia de SEM,
comprobando la variacién morfolédgica de los granulos de las diferentes variedades
de papa. Los granulos pequefios y medianos presentaban formas ovaladas. A
diferencia de los granulos grandes que presentaban una forma irregular o cuboide.
La variacién de la forma con el tamafo del granulo de almidon de papa puede estar
relacionada con el empaquetamiento de los granulos durante el crecimiento de los
organos de almacenamiento. La disponibilidad limitada de espacio en las células
del tubérculo puede provocar una alteracion en la forma del granulo cuando se
encuentra en crecimiento. Los granulos de almidones de arroz, trigo, y maiz
también poseen diferentes formas. El almidon de maiz posee una forma angular, el
almidon arroz posee una forma pentagonal y angular; mientras que el almidon de

trigo posee una forma esférica y lenticular (Figura 7) (70,71).

Figura N° 7. Micrografias electronicas de barrido de almidones de diferentes

fuentes (bar = 10um).
* Adaptado de Singh et al. (72).

La amilopectina de papa posee grupos éster monofosfato, una caracteristica unica
en el almidon de este tubérculo, estos grupos se encuentran en las partes amorfas

de los granulos de almidén (56,71). Estos grupos de monofosfato les confieren a
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los almidones de papa; una alta capacidad de retencion de agua, viscosidad,
claridad, estabilidad a la congelacion-descongelacion y temperatura mas baja de
gelatinizacion (73—75). Se encontrd trazas de diferentes cationes (potasio, sodio,
calcio y magnesio); como componentes menores en los granulos de almidon,

aparentemente en coordinacion con los grupos fosfato (76).

Tabla N° 4. Caracteristicas de diferencias almidones comerciales.

Composicion y Papa Maiz Trigo Tapioca Maiz Patata

caracteristicas CEroso cerosa

Forma de granulos esférico poligonal lenticular redondo poligonal esférico
ovalado redondo redondo truncado redondo ovalado

Diametro, rango (um) 5-100  2-30 0.5-4.5 4-35 2-30 5-100

Diametro, promedio 23 10 8 15 10 23

numérico (um)

Diametro, peso 45 15 25 25 15 45

promedio (um)

Numero de granulos 100 1300 2600 500 1300 100
por gramo

* Adaptado de Grommers & van der Krogt (28).

1.3  Propdleo

Es una sustancia resinosa y fuertemente adhesiva que las abejas (4pis mellifera L.)
recolectan, transforman y lo usan para sellar agujeros en sus panales, suavizar las
paredes internas, proteger la entrada contra intrusos y cubrir los cadaveres de los
intrusos que murieron dentro de la colmena (proceso similar al efecto de
embalsamamiento) (24,25). Para cortar y recolectar el material resinoso las abejas

utilizan sus mandibulas, el material recolectado es traslada para las patas traseras
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(Corbiculas). Este material recolectado se lleva a la colmena donde otra abeja saca
este material usando las mandibulas y afiadiendo secreciones y enzimas (77). Si
bien el propoleo es un producto animal, una proporcién de sus componentes son
derivados de plantas y justamente estos compuestos presentan actividad bioldgica

(78).

Figura N° 8. Colecta de la resina por parte de las abejas para la fabricacion de

propoleo.
* Adaptado de Matsuda (77).

La composicion quimica, color y olor del propoleo estd directamente relacionada
con la de los exudados de brotes recolectados por las abejas de varios arboles; dlamo
(Populus spp.), abedul (Betula alba), haya (Fagus sylvatica), castaino de indias
(Aesculus hippocastanum), aliso (Alnus glutinosa) y varias coniferas (23). Esto va
a depender de la vegetacion geografica del sitio de recoleccion, por eso se han
venido estudiado ampliamente sus propiedades en diversos origenes geograficos
(79). En Santiago del Estero (Argentina), las muestras de propoleo recolectadas
mostraron una variabilidad en la actividad antioxidante de propdleo de un mismo
departamento, esto se atribuye a las diferencias observadas en las especies arboreas

para cada localidad ya que un departamento no es un grupo homogéneo (80).

Hasta el momento se han identificado méas de 420 compuestos quimicos en muestras
de propoleo procedentes de diversas regiones geograficas del mundo (81). Los
flavonoides (flavonas, flavonoles y flavononas), acidos aromadticos, dacidos
diterpénicos y compuestos fenolicos parecen ser los principales componentes

responsables de las actividades biologicas de las muestras de propodleos (79).

Se ha informado que el propoleo posee propiedades antibacterianas (bacterias

Gram-positivas y bacterias Gram-negativas), antivirales, antitumorales,
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antiinflamatorias, anticancerigenas, antifungicas y antitumorales. El propdleo se ha
utilizado en alimentos y productos farmacéuticos para mejorar la salud y prevenir
enfermedades como el cancer, la inflamacion, la diabetes y las enfermedades del
corazon (23,82,83). Ristivojevi¢ et al. (84), recolecto un total de 53 muestras de
propodleos de diferentes regiones de Serbia durante 2010 y 2011. Encontr6 que los
picos mas relevantes que influyen en la actividad antimicrobiana del propoleos
contra todas las cepas bacterianas son los compuestos fenolicos (acido cafeico,
quercetina, luteolina, apigenina, acido p-cumadrico, kaempferol, naringenina,
pinobanksina y dos compuestos desconocidos a RF = 0,60 y 0,70). Por su
propiedades antioxidantes y antimicrobianas, el propoleos se ha ganado en las
ultimas décadas una reputacion mundial y una amplia aceptaciéon como producto

natural en numerosos paises.

Independientemente de su origen, el propoleo crudo no es adecuado para su uso en
productos alimenticios, debido a su alto contenido de contaminantes
(principalmente ceras, resinas y sustancias peligrosas) y poca solubilidad en agua.
El propdleo debe pasar por un proceso de purificacion por solvente. La extraccion
etanolica en propoleo es util para obtener un alto contenido de compuestos
bioactivos; pero con un bajo contenido de cera (85,86). No obstante, presenta como
desventajas un fuerte sabor residual e intolerancia de algunos consumidores al
alcohol (87). La industria y los investigadores estan interesados en producir un
extracto que posea los mismos compuestos extraidos por el método etanolico, pero
sin las desventajas (85). Otra alternativa es la extraccion acuosa, aunque todavia los
datos de investigacion son escasos. Algunos autores han mencionado que la
extraccion acuosa es menos eficiente que la extraccidon etanolica, puesto que
disminuye el contenido fenolico en 10 veces (85,88,89). Mientras que autores como
Laskar et al. (90), contradicen informes anteriores, ya que sefialan que la extraccion
acuosa es mas eficiente que la extraccion etanolica, dado que extrae mejor los
compuestos fenolicos y antioxidantes del propdleos de la india. En esta misma linea
el autor Lemos Costa (91), logro optimizar el proceso de extraccion acuoso de
propoleo, evaluando el efecto de la concentracion de hidréxido de sodio, tamafio de
particula y tiempo de extraccion. Concluyendo que el extracto acuoso en medio
alcalino tiene una composicion y propiedades similares al extracto de etanol

comercial de propoleos. Sun et al. (92), sefiala que los disolventes de etanol / agua
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mostraron un efecto significativo sobre la composicion fendlica y las propiedades
antioxidantes de los extractos de propdleo de Beijing, en especial el disolvente de
etanol / agua al 75% en peso. Con lo cual, los diferentes disolventes utilizados en
la extraccion va afectar directamente la composicion de los compuestos fendlicos y

antioxidantes de los extractos de propdleos.

1.3.1 Propéleo verde

Brasil es un importante proveedor de propdleo en el mercado mundial (93). La gran
biodiversidad ecoldgica vegetal brasileira proporciona una composiciéon Unica y
variable, se han identificado 13 grupos distintos de acuerdo a sus caracteristicas
fisicoquimicas y localizacion geogréfica (94,95). Sin embargo, varios otros tipos de
propodleos se pueden encontrar en Brasil y su composicion quimica y actividad

bioldgica estan actualmente en estudio (96).

Hojas de
Baccharis
dracunculifolia

Figura N° 9. Fotografias de abejas recolectando hojas de Baccharis

dracunculifolia para traerlas de regreso a su nido como propdleo.
* Adaptado de Kumazawa et al. (97).

El propdleo del grupo 12 es conocido como propdleo verde, su fuente principal es
la planta nativa Baccharis dracunculifolia que es recolectada en los estados de Sao

Paulo y Minas Gerais (98). La coloracion de este propoleo varia entre amarillo
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verdoso a verde intenso. Esta coloracion esta relacionada con la clorofila presente

en los brotes vegetativos y hojas sin expandir de B. dracunculifolia (78).

El propdleo verde posee una composicion fendlica particular que incluye acido p-
cumarico y artepilina C, estos contribuyen a su alta capacidad antioxidante
(99,100). El estado de madurez de las hojas del Baccharis se asocia a la cantidad
de Artepilina C presentes en el extracto (101). Park et al. (102); investigo los
constituyentes quimicos presentes en los extractos etanolicos de exudados resinosos
de B. dracunculifolia y del propoleo del grupo 12. Mostrando que los perfiles por
HPLC de los flavonoides y compuestos fendlicos del propodleo de grupo 12 era
exactamente igual al del extracto de yemas de las hojas de B. dracunculifolia.
Ademds, encontraron altas concentraciones del compuesto artepilina C en
comparacion con los otros compuestos quimicos (Tabla 5). Similares apreciaciones
fueron sefialadas por otros autores que le atribuyen la actividad biologica del PR
verde a los niveles altos de los acidos p-cumaricos prenilados, principalmente
Artepilina C (103—105). Veiga et al. (106), destaco la actividad antimicrobiana de
los extractos de propdleo verde y Baccharis dracunculifolia DC frente aislados
clinicos de Staphylococcus aureus sensible a meticilina y Staphylococcus aureus
resistente a meticilina. Esta propiedad antimicrobiana y antioxidante esta
relacionada con la presencia de artepilina C y la presencia de otros componentes de
los extractos. Por otro lado, se demostré que la reduccion del tamafio de particula
en el propoleo produce una pérdida de compuesto bioactivos, esto se explica por
qué al reducir el tamafio tenemos perdida de las ceras que ejercen un efecto de
proteccion de los procesos oxidativos. Paralelamente se verifico la actividad

antibacteriana del propdleo verde contra Staphylococcus aureus .
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Figura N° 10. Estructuras de compuestos fendlicos aislados de propoleo verde.
(A) 2,2-dimetil-8-prenilcromo; (B) acido 4-hidroxi-3,5-diprenilcindmico
(artepilina C); (C) éster alilico del acido 3-prenilcindmico; (D) kaempferide; (E)

propoleo benzofurano A.
*Adaptado de Salatino et al. (78).

Tabla N° 5. Composicion quimica del propoleo del grupo 12 (G 12) y B.

dracunculifolia.

Composicion quimica Propoleo G 12 B. dracunculifolia

(mg / g de extracto)

Acido cumarico 10.67 4.23
Acido fertlico 2.40 4.80
Acido cinamico 2.62 0.68
Pinobanksina 1.66 7.20
Kaempferol 1.30 1.10
Isosakuranetina 4.87 1.22
Crisina 1.86 1.05
Acacetina 6.65 2.33
Kaempferide 12.57 8.15
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Artepillin C 38.58 40.54
* Adaptado de Park et al. (102).

1.4  Filmes Biodegradables
Los films tradicionales pueden demorarse hasta 500 afios para su degradacion

completa; mientras que los films biodegradables demoran aproximadamente 20 dias
(107,108). La ASTM, define los plasticos degradables como aquellos que sufren un
cambio significativo en su estructura quimica perdiendo sus propiedades mecéanicas
y fisicas, bajo condiciones ambientales especificas (luz, calor, humedad, actividad
biolégica y condiciones quimicas), mientras que la IUPAC lo define como
“macromoléculas o sustancias poliméricas susceptibles de degradarse por la
actividad biologica mediante la disminucion de las masas molares de las

macromoléculas que forman las sustancias™ (109).

“\> ) <
7 | s

Recursos renovables

Degradacion

-

Embalaje

Materiales biopolimeros

Figura N° 11. Ciclo de vida de los materiales de envasado a partir de

biopolimeros.
*Adaptado de Popovic’ et al. (110).

Los films son capas delgadas de un material biodegradable que se aplica como
barrera entre los alimentos y el medio ambiente. Por lo tanto, protege el producto

de danos fisicos y bioldgicos aumentando asi su vida util, ya que controla la
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transferencia de humedad, oxigeno, di6xido de carbono, sabor y aroma entre los
componentes del producto alimenticio y la atmdsfera que los rodea. Dependiendo
de la materia prima utilizada puede ser consumido como parte del producto (111—
113). Son elaborados a partir de biopolimeros tales como proteinas (caseina,
proteina de suero, proteina de maiz (zeina), proteina de trigo (gluten), colageno,
gelatina), polisacaridos y sus derivados (celulosa, quitosano, almidén, alginatos,
pectinas, gomas) (114). Estos polimeros son capaces de formar una red
tridimensional semirrigida, que retiene el solvente. La red tridimensional esta
formada por asociaciones inter e intramoleculares o enlaces cruzados de cadenas de

polimeros (115).

Las caracteristicas de los films estan intimamente relacionadas con las propiedades
del biopolimero utilizado (conformacion, peso molecular, distribucion de carga y
polaridad) y a las condiciones de fabricacion del film (concentracion del polimero
en la solucion filmogénica; pH, tratamiento térmico de la solucion, temperatura y
HR durante el secado; tipo y concentracion de aditivos utilizados (plastificantes)).
Se han venido estudiado diversas materias primas derivadas de recursos naturales
con el proposito de conocer y mejorar las caracteristicas finales del film formado
(resistencia mecanica, flexibilidad, color, opacidad, permeabilidad al vapor de agua

y gases, solubilidad, entre otros) (116,117).

Apariencia fisica u Flexibilidad del film

Figura N° 12. Film a base de almidon de yuca.
*Adaptado de Adjoumar et al. (118).

Los plastificantes cominmente usados para mejorar las propiedades fisicas y
mecdanicas de los films son los compuestos hidrofilicos, como los polioles (glicerol,

sorbitol y polietileno glicol) (110). El rol del plastificante consiste en la eliminacion
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de enlaces de hidrégeno, causando un aumento en el volumen libre, lo que lleva a
una mayor movilidad de las cadenas de almidon y una disminucién de la Tg (119).
Debido a esto se produce una variacion en las propiedades de los films que va a

depender del tipo y cantidad de plastificante.

El glicerol es uno de los plastificantes mas utilizados en la formacion de films, por
su naturaleza hidrofilica dado que absorbe mas moléculas de agua, que actian como
un plastificante adicional. Las moléculas de glicerol son pequefias y acceden
facilmente entre las cadenas de polisacaridos a través de enlaces de hidrégeno,
reduciendo las interacciones intermoleculares de polisacaridos, aumentando el
espaciamiento intermolecular y, en consecuencia, la velocidad de transferencia de
vapor de agua. Proporcionando que los films tengas una estructura mas flexible y
ajustandolas al proceso de produccion del empaque. Aunque su uso puede llegar a
afectar las propiedades de barrera como PVA y solubilidad (119) Otro aspecto
crucial son los solventes utilizados para la formacion de los filmes biodegradables
normalmente son agua, etanol o una combinacion de los dos, de la solubilidad del
biopolimero depende su homogeneidad en los films (120). Cabe sefialar que el agua
también es un plastificante menos estable que otras moléculas debido a su tendencia
a evaporarse a altas temperaturas de proceso y durante el almacenamiento dando

como resultado la contraccion del material (121).

1.4.1 Films de almidén

Se han publicado diversos estudios acerca de la caracterizacion de las propiedades
mecanicas, opticas, de barrera y microestructurales de los films a base de almidon,
principalmente por la gran variedad de almidones con las podemos trabajar ya sea
almidones nativos o modificados (quimica, fisica o genética); mostrandose como la

materia prima mas prometedora para la produccion de films biodegradables.

El almidén posee una gran capacidad para la formacion de films cuando se procesan
bajo condiciones especificas, es insoluble en agua fria por los enlaces de hidrogeno
que mantienen unido el polimero (122). Asimismo, no se funde como los
termoplasticos convencionales por su temperatura de degradacioén que es mas baja
que su punto de fusion. Sin embargo, si se afiade fuerza de cizallamiento, energia

térmica y plastificante, sus granulos van a perder su estructura semicristalina de
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manera irreversible y se convierten en una matriz continua. Este comportamiento
se utiliza ampliamente para la realizacion de plésticos biodegradables (109,123) .
Se produce en 3 pasos para ruptura de los granulos de almidon (hinchamiento
granular, rotura del grupo de amilopectina y solubilizacién de amilosa /
amilopectina). En la primera etapa se produce un hinchamiento del granulo por la
absorcion del agua en sus dominios amorfos, esta etapa es reversible si la
temperatura permanece baja (124). Cuando se supera la temperatura de
gelatinizacion (Tgel), la estructura cristalina se rompe y los grupos hidroxilo de la
amilosa y amilopectina interactian con las moléculas de agua dando como resultado
la disolucion del almidén en agua por lo tanto la amilosa y la amilopectina se

entrelazan formando una fase continua (film) de almidon.

Los films pueden llegar a tener caracteristicas amorfas o exhibir algiin orden
molecular (proceso de ruptura incompleto o por la retrogradacion), esto va a

depender en gran medida de las condiciones de almacenamiento de los films

(18,109,125).

l. Granulos nativos . Granulos hinchados  IIl. Matriz continua
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Figura N° 13. Esquema ilustrativo de la ruptura de los granulos de almidon con la

temperatura de gelatinizacion.
*Adaptado de Pelissari et al. (109).

Segun varios trabajos de investigacion las propiedades de los films de almidon estan
influenciadas por el contenido de amilosa, cristalinidad, fuente de almidon, tipo y

contenido de plastificante (125-130). Con un alto contenido de amilosa en el
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almidén se obtiene una excelente capacidad de formacion de films y excelentes
propiedades mecanicas (50,126,131-134). Las cadenas lineales de amilosa se
entrelazan eficazmente y forman fuertes enlaces cruzados, principalmente por
enlaces de hidrogeno y cristalizacion local, que dan como resultado materiales
fuertes y coherentes (50). Zobel, (135) sefialo que la amilosa se destaca justamente
por esas propiedades mientras que los films a base de amilopectina tienden a ser
mas fragiles. La cantidad de cristalinidad de tipo B presente en los almidones
aumenta la rigidez y la tension en la rotura del film (50). Un factor importante son
las condiciones de secado que incluyen la temperatura de secado del aire y la HR

(136,137).

Para realizar la conversion del almidoén a films biodegradables se realiza mediante
la gelatinizacion seguida de fundicion en solucion (proceso humedo o Casting) o
mediante procesamiento por fusion (proceso seco)(109,138,139). El proceso seco
es el mas utilizado a nivel industrial mientras que el proceso hiimedo es mas
aplicado a escala de laboratorio. Do Val Siqueira et al. (140), destaca que el método
de Casting es el mas usado en las publicaciones para la produccion de envases a
partir almidon, esta informacion sugiere que la mayoria de tipos de investigacion
en este campo se encuentran ain en una etapa inicial de verificacion de la
formulacion. La comprension de la formulacion va a ser vital en las siguientes

etapas de investigacion con el objetivo de la lograr una produccion a gran escala.
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Figura N° 14. Numero de articulos (2015-2020) que se encuentran en la base de
datos de Web of Science para los siguientes métodos de produccion de envases de

almidon: Casting, Moldeo y Extrusion.
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*Adaptado de Val Siqueira et al. (140).

El método de Casting, se basa en la gelatinizacion del almidon para formar una
solucion. El almidon se mezcla con el agua hasta aproximadamente 3 a 12% en
peso, seguidamente se calienta esta mezcla a una temperatura superior a la Tgel
durante un periodo de tiempo. Por la elevada cantidad de agua, el proceso de
gelatinizacion completo no requiera fuerza de cizallamiento. Finalmente, la
solucion filmogénica es vertida en placas (Acrilico, teflon o placas de Petri). El
espesor del film va estar en funcion a la masa de la solucion filmégena que no se
pierde durante la etapa de secado. El proceso de secado se puede realizar a
temperatura ambiente o contralada (30 a 40 © C) y con tiempos de secado de 6 a 48

h (141).

El proceso seco incluye los métodos de moldeo y extrusion. El almidon nativo no
se comporta como un polimero termoplastico, pero cuando el contenido de agua es
limitado, se adiciona plastificantes y es sometido a presion, cizallamiento y
temperaturas altas (120-200 °C) se produce el ablandamiento y colapso de los
grupos de amilopectina generando una matriz contintia fundida provocando a la vez
una alteracion de la estructura semicristalina original del granulo de almidon
(109,139). El almidon termoplastico (TPS) es el almidon interrumpido por el

procesamiento en seco (109).

El método de moldeo por compresidn consiste en calentar una resina
termoendurecible bajo presion en un molde. Mientras que le moldeo por inyeccion
se basa en inyectar una pasta en un molde en las que se tiene diversas variables de
control (granulacién del polvo, temperatura de la pasta, velocidad de llenado y
temperatura del molde). El moldeo por compresion se destaca por la poca pérdida
del material en la etapa de moldeo; mientras que el moldeo por inyeccidn se destaca

por su capacidad de produccion a bajos costos (141).

El método de extrusion se basa en la entrada de un material en estado so6lido o
semiliquido a un extrusor pasando por un troquel que da forma al material donde
los granulos de almidén nativo se someten a un esfuerzo de cizallamiento,
provocando la deformaciéon y desorden de los granulos cristalinos,

transforméandolos en un material homogéneo y amorfo (109,122)
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Los films a base de almidon ofrecen una serie de ventajas: se originan de fuentes
renovables, amplia disponibilidad, compostabilidad total sin dejar residuos toxicos,
bajo costo, son capaces de actuar como portadores de aditivos alimentarios (es
decir, antioxidantes y antimicrobianos), proporcionan una apariencia estética, son
comestibles (es decir, pueden ser consumido con la comida que contienen),
econdmica, buenas propiedades Opticas y de barrera para los lipidos y oxigeno (18—
20). Otra principal ventaja es la valorizacion de derivados de productos agricolas

ya que su uso como materia prima aumenta la produccion y uso de estos productos.

El fenémeno de retrogradacion, las malas propiedades mecénicas y la naturaleza
hidrofilica de los films de almidén son sus mayores desventajas, limitando asi su
aplicabilidad (142). Mejorarlos es un gran desafio, para la obtencion de materiales
mas estables con propiedades mejoradas. Actualmente hay una intensa busqueda en
el desarrollo de films biodegradables a partir de almidon en escala laboratorio. Las
politicas gubernamentales, las acciones de sostenibilidad de las industrias y los
cambios en el comportamiento del consumidor han impulsado este desarrollo a
través de incentivos (141). Para lograr esta mejora se estdn agregando algunos

aditivos, como lipidos, otros hidrocoloides o agentes de refuerzo (113).

1.5 Filmes Activos

Las principales causas de perdida de alimentos se dan por la accion de
microrganismos y la oxidaciéon de los componentes alimentarios (lipidos y
vitaminas). Los principales conservantes y antioxidantes sintéticos utilizados en la
industria alimentaria para lograr extender la vida util de productos alimenticios son
BHT, BHA, sales sulfito, metabisulfito, acido benzoico, 6xido de etileno, nitratos,
nitritos, acido propidnico, 6xido de propileno, acido sorbico y didxido de azufre
(143—145). Sim embargo, actualmente estos productos quimicos representan serias
preocupaciones al consumidor debido a su posible efecto contra la salud humana;

por eso se estd limitando su uso en diversos paises (146—149).
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Agente activo
Alimento

Figura N° 15. Incorporacion de compuestos activos en sistemas de envasado de
alimentos. (A) Formulacion del producto, (B) revestimiento y (C) films

biodegradables.
*Adaptado de Pelissari et al. (109).

Los films activos aportan nuevos enfoques innovadores para mejorar el envasado
tradicional, interactuando directamente con el producto, este tipo de sistema tienen
una funcionalidad adicional como soporte de sustancias antioxidantes y
antimicrobianas. Asi, la incorporacion de estos compuestos en los films
biodegradables promoverd una nueva forma de mejorar la seguridad y la vida 1til
de los alimentos (150-152). Logrando satisfacer las demandas de los consumidores
proporcionando una alta calidad y seguridad (113,153). Este envasado se basa en
las interacciones "alimentos / envasado". La incorporacioén de los agentes activos
en el envasado puede darse en forma suelta dentro del envase, adheridos al interior
de los materiales o incorporados dentro de los mismos materiales de envasado
(154,155). Benbettaieb et al. (156), sefiala que la incorporacion de agentes
antimicrobianos en la formulacion de films logra incrementar el tiempo de su
actividad antimicrobiana. La incorporacion de los agentes antimicrobianos y
antioxidantes en films ha incitado diferentes investigaciones que buscan evaluar su

posible uso como matriz para la obtencion de envasado activo. Existe una variacion
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de las propiedades fisicas y funcionales por la incorporacion e interaccion de estos

compuestos con los biopolimeros formadores del film (157).

Tabla N° 6. Avances recientes en films comestibles que contienen compuestos

Componentes

de la matriz

antioxidantes y antimicrobianos.

Compuesto
antioxidante /

antimicrobiano

Propiedades mejoradas

Referencia

Quitosano Extractos de metanol de La adicion del extracto de (158)
tallo, hoja y semilla plantas mejoro las
obtenidos de Pistacia propiedades antioxidantes y
terebinthus antimicrobianas. Ademas de
mejorar la elasticidad en los
films quitosano-semilla y
quitosano-tallo.
Goma guar, Eugenol, carvacrol y Disminucion de PVA 'y (159)
quitosano y citral mejora en la actividad
aislado de antimicrobiana.
proteina de
suero
Quitosano Nanoparticulas de Disminucién de la humedad y (160)
quitosano PVA. Mejora de las
propiedades antimicrobianas.
Films Carvacrol y Mejora de las propiedades (161)
comestibles de cinamaldehido antimicrobianas contra
pectina a base de Listeria monocytogenes en
manzana, jamoén y mortadela
zanahoria e contaminadas.
hibisco
Pectina Aceite esencial de clavo Mejora en las propiedades (162)
mecanicas y PVA.
Conjuntamente de una mejora
en su actividad antibacteriana
contra E. coliy S. aureus.
Almidon de Epigalocatequina-3- Actividad antimicrobiana (163)

guisante y goma
guar

galato (EGCG) y dos
plantas  nativas  de
Australia: extractos de
piel de fruta de ardndano
y macadamia

contra S. typhimurium 'y
Rhizopus sp.
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kappa- Nanoarcilla de Mejora en las propiedades (164)
carragenina montmorillonita y aceite mecdnicas y antimicrobianas.

esencial de Zataria Ademés de una mejora en la

multiflora Boiss disminucion de PVA.
Gelatina Extracto de té verde Mejora la actividad (146)

antioxidante y la resistencia a
la traccion. Al mismo tiempo
disminuyo el PVA,
alargamiento a la rotura y
solubilidad en agua.

Gelatinay agar  Extracto de té verde Otorga propiedades (165)
Antioxidante antioxidantes y
antimicrobianas.
Quitosano Extracto de té verde Mejor6  las  propiedades (166)

mecanicas, PVA, contenido
polifendlico y  actividad

antioxidante.
Quitosano Aceite esencial de y Aumenta la humectabilidad (167)
extracto de de la  superficie, los

semilla de uva -
compuestos fenolicos y la

actividad antioxidante.

* Adaptado de Navneet Kumar & Rajni (113).

1.5.1 Filmes con actividad antimicrobiana

La aplicacion directa de sustancias antibacterianas en los alimentos ofrece
beneficios limitados porque las sustancias activas pueden neutralizarse
parcialmente, inactivarse, deteriorarse sensorialmente o difundirse facilmente
cuando entran en contacto con la masa de alimentos. Por lo tanto, el uso de films
que incorporan agentes antimicrobianos puede ser mas eficiente, ya que se liberen
los agentes antimicrobianos gradualmente del paquete durante un periodo de
almacenamiento prolongado (168). Esto se logra a través de reducir, inhibir o

retrasar el crecimiento de microorganismos en la superficie de los productos
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alimenticios, al mismo tiempo, se puede usar como portadores de nutrientes para

aumentar el valor nutricional (169-171).

Los antimicrobianos mas comunmente utilizados son los dacidos orgénicos,
quitosano, nisina, sistema de lactoperoxidasa y algunos extractos de plantas y sus
aceites esenciales (172). Al seleccionar un antimicrobiano se debe considerar su
efectividad contra el microorganismo objetivo y las posibles interacciones entre el
antimicrobiano, el biopolimero formador de film y otros componentes alimenticios
presentes. Estas interacciones pueden modificar la actividad antimicrobiana y las

caracteristicas del film (173).

1.5.2 Films con actividad antioxidante

La autooxidacion es un mecanismo autocatalitico de radicales libres, que puede
generarse como resultado de la accion de iniciadores, como la luz, la temperatura o
los iones metalicos. Consta de 3 fases (iniciacion, propagacion y terminacion). La
reaccion de iniciacion produce el radical alquilo del 4cido graso, que a su vez
reacciona con el oxigeno para formar radicales peroxidos en la reaccion de
propagacion. Los radicales perdxidos reaccionan con acidos grasos insaturados y
forman hidroperoxidos, que luego se descomponen para producir compuestos
aromaticos volatiles que dan un sabor no deseado y un olor rancio. La interaccion
de los radicales alquilo y peroxido conduce a la formacion de productos tales como
aldehidos, alcanos y dienos conjugados. La formacion de aldehido se ha relacionado

directamente con el cambio de color y sabor (174).

Los antioxidantes son sustancias que retrasan o impiden la oxidacién de los
sustratos, lo que los hace no disponibles para la formacion de especies oxidantes.
Al inhibir o retrasar la oxidacion, los antioxidantes pueden eliminar los radicales
libres (actividad de eliminacion), en cuyo caso se describen como un antioxidante
primario o pueden actuar a través de una variedad de mecanismos, que incluyen la
union de iones metalicos, eliminacidon / secuestro de oxigeno, conversion de
hidroperoxidos en especies no radicales, absorcion de radiacion UV o desactivacion
de oxigeno singlete, en cuyo caso se describen antioxidantes secundarios. Dentro
del grupo de antioxidantes se encuentran las antocianinas, fendlicos, carotenoides

y acidos organicos, como el acido ascoérbico y otros.
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El empaque activo antioxidante busca prevenir o ralentizar la oxidacion de estos
componentes alimenticios, como lipidos y proteinas. Este enfoque de material
activo requiere la incorporacidon intencional de antioxidantes dentro de los

materiales de empaque para su posterior migracion (175,176).

1.6 Caracterizacion de los films

Los films biodegradables deben cumplir con una serie de caracteristicas que
dependen en gran medida de su aplicacion. Estas propiedades estan en funcion a
los componentes de los films y su formacion. Se puede agregar plastificantes,
agentes de reticulacion, antimicrobianos, agentes anti-oxigeno, agentes de textura,

etc. para mejorar sus propiedades (177,178).

1.6.1 Propiedades de barrera

El vapor de agua y el oxigeno son dos de los principales permeantes estudiados en
las aplicaciones de empaque, ya que pueden transferirse del ambiente interno o
externo a través de la pared de empaque de polimero, lo que resulta en un cambio
continuo en la calidad del producto y la vida 1til (179). Se pueden producir pérdidas
significativas de la calidad de los alimentos debido al efecto de transferencia de

humedad, gases, aroma, sabor o color hacia y desde el entorno (180).

La propiedad de solubilidad orienta la aplicacion de los films para el envasado de
productos alimenticios, debido a que la solubilidad del film en agua afecta
directamente las propiedades de barrera contra la humedad, disminucion en la

resistencia a la traccion y médulo eldstico; y un aumento en la elongacion.

Los biopolimeros altamente polares, como los films a base de almidén y proteinas,
generalmente exhiben una alto PVA, pero una baja permeabilidad a los gases. La
adicion de plastificantes reduce la rigidez de los films y aumenta su permeabilidad
al vapor (181). Es importante enfatizar que hasta el momento no se ha desarrollado
ningun film comestible que tenga un PVA mas bajo que las peliculas plésticas de

polimero artificial (182).

1.6.2 Propiedades microestructurales
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Las caracteristicas microestructurales estan relacionadas con las pruebas mecanicas
y de barrera de los films. Ademas de la formulacion y proceso de fabricacion (183).
Se utilizan varias técnicas, incluida la microscopia electronica de barrido (SEM), la
espectroscopia de fotoelectrones de rayos X, la espectroscopia infrarroja
transformada de Fourier (FTIR) y el angulo de contacto para el andlisis estructural

y la observacion de las disposiciones de los componentes en la estructura del film.

(184).

1.6.3 Propiedades Opticas

Las propiedades opticas (color, transparencia y brillo) de los films llegan a tener un
gran impacto en la apariencia del producto alimenticio y en la aceptabilidad del
consumidor (185). La opacidad y transparencia del polimero se debe a la morfologia
o estructura quimica relacionada con el peso molecular del material. El color se
define en términos de L*, a*, b* y AE*. L* se define como la claridad del color y
se refiere a la relacion entre la luz reflejada y absorbida, a valores de 0 denota color

blanco y a valor de 100 denota una coloracion negra (178).
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CAPITULO 11
MATERIALES Y METODOS
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CAPITULO 11
MATERIALES Y METODOS

2.1  Lugar de ejecucion

El trabajo de investigacion se realiz6 en el Departamento de Quimica de la Facultad
de Filosofia, Ciencias y Letras de Ribeirdo Preto de la Universidad de Sao Paulo en

el Laboratorio de Biopolimeros Agroindustriales -FFCLRP.

2.2 Materiales
2.2.1 Muestras y/o unidades biologicas.

La muestra de almidon fue suministrada por el Laboratorio de Biopolimeros
Agroindustriales de la USP. Este almidon fue aislado de la variedad de papa nativa
Yana Winku cultivada en la comunidad campesina Marcavalle (-12.184553, -
75.148778) del Departamento de Junin por el método de molienda humedad. Esta
muestra fue almacenada a una temperatura de -4 ° C. En la tabla 07, se muestra las
caracteristicas fisicoquimicas, morfologicas y bioactivas del almidon de papa nativa

Yana Winku.

Tabla N° 7. Caracteristicas del almidon de papa Yana winku.

Humedad (%) 11.36
Cenizas (%) 0.56
Proteinas (%) 2.03
Lipidos (%) 0.04
Actividad antioxidante por DPPH (pumol TE/100 g b.s) 23.70
Actividad antioxidante por ABTS (umol TE/100 g b.s) 167.50
Compuestos fendlicos (mg GAE/100g b.s) 45.06
Distribucién de tamafio de particula Bimodal
Indice de cristalinidad (%) 14.2

* Adaptado de Iquiapaza et al. (186).
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Almidon

ks 4 b adhe

A

Microscopia de barrido por SEM

Figura N° 16. Apariencia visual y microscopia de barrido por SEM del almidon

de papa nativa Yana Winku.
*Adaptado de Iquiapaza et al. (186).

El propodleo fue donado por la empresa Vale do Mel Industria e Comércio LTDA.
El propoleo estudiado fue el propdleo verde, referido a la floracion de Baccharis
dracunculifolia de la ciudad de Muzambinho-MG, recolectada en septiembre de

2017.

Figura N° 17. Muestra de propoleo verde que se utilizara en la investigacion.

2.2.2 Material de laboratorio.

2.2.2.1 Materiales de vidrio y plastico

[0 Alcoholimetro
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Bagueta

Beackers

Embudo

Espatula

Fiolas (5,10, 25,50 y 100 mL)
Gradilla

Matraz de Erlenmeyer
Matraz de Kitasato
Micropipetas 0-1000 uL
Pipeta

Placas de acrilico

Placas Petri

Probeta

Puntas para pipeta
Soportes de aluminio
Tubos de ensayo

Tubos Eppendorfs

I O e e

Tubos falcon

2.2.2.2 Equipos e instrumentos

Agitador magnético

Balanza

Balanza semi-analitica (Sartorius-BL210S, Alemania)

Baio ultratermoestatizado (IKA C-MAG HS7-Marconi, Piracicaba-Brasil)
Bomba al vacio

Centrifuga (modelo Q222RM - Quimis, Sdo Paulo, Brasil.)

Computadora

Desecador

Difractémetro de rayos X de Siemens (modelo D5005)

Equipo OCA-20 Dataphysiscs

o o o o o o o o o0 o0o6f»

Espectrofotometro (Femto 600 Plus, Brasil)
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Estufa (Quimis, Q314M292, Brasil)

Micrémetro digital Zaas-Precision con una punta plana
Refrigerador

Shaker (Solab SL-223, Piracicaba, Brasil)
Texturémetro TA XT Plus

Ultrasonido (Modelo USC — 1400)

O o o o o o

2.2.2.3 Insumos y reactivos quimicos

[l 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (Sigma Aldrich, Sao Paulo, Brazil)

1 ABTS, 2,2'-Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (Sigma
Aldrich, Sao Paulo, Brazil)

1 Acido Acético Glacial (Dinamica, Sao Paulo, Brasil)

(] Acido galico

[] Agua destilada

[l Alcohol etilico Absoluto (Exodo cientifica, Sdo Paulo, Brasil)

'l Bromuro de sodio

'] Carbonato de sodio Anhidro

[J Folin Ciocalteu

[ Glicerina (Synth, Sao Paulo, Brasil)

'] Hidroxido de sodio

[] Metanol (> 95%)

[l Papel filtro

[] Persulfato de potasio

'] Trolox (6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchromane-2-carboxylic acid)

2.3 Métodos

2.3.1 Extracto acuoso de propdleo (EAP)
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Para la obtencion del extracto acuoso de propdleo fue utilizada la metodologia de
Lemos Costa (91). Se anadio 10 g de propoleo molido en 50 mL de solucion de
hidroxido de sodio al 15% de concentracion alcalina. Esta solucion se agito por 10
minutos en un agitador mecanico a una velocidad de 650 rpm (Heidolph, Modelo
RZR 2020). Posteriormente se dejo en el shaker (Solab SL-223, Piracicaba, Brasil)
por 12 h. Después se volvido nuevamente agitar en el agitador mecénico a 650 rpm

por 10 min, concluido el tiempo se filtro con la ayuda de la bomba al vacio.

Figura N° 18. Extracto acuoso de propoleo.

2.3.2 Elaboracion de los films

Los films se realizaron por la técnica de Casting a partir de una solucion de 3%
(p/v) de almidon de papa nativa en agua destilada, esta solucion se agito lentamente
para evitar la formacion de burbujas. Luego, la suspension se calentd a 75 °C con
agitacion magnética (IKA C-MAG HS7-Marconi, Piracicaba-Brasil) durante 30
min. Se afiadi6 el agente plastificante que es el Glicerol (35 g de plastificante / 100
g de almidon) y el extracto acuoso de propoleo (0.5, 10 y 30% de extracto de
propdleo seco en relacion al almidon) cinco minutos antes del tiempo final de
calentamiento de las soluciones. Las soluciones pasaron por el ultrasonido (Modelo

USC-1400) durante 30 minutos para la eliminacion de las burbujas.
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Posteriormente, se coloco la suspension con un peso de 0.15 g / m? sobre placas de
acrilico (18 x 21 cm) y se sec6 en un horno de circulacion forzada (BOD modelo

SL 200-364, marca SOLAB, Piracicaba, Brasil) a 42 °C durante 20 horas.

Antes de la caracterizacion, los films secos se despegaron de las placas de acrilico,
se cortaron en formas especificas para diversas pruebas y se almacenaron a 25 °C a
una HR de 58% durante 48 h en desecadores que contienen una solucion saturada

de NaBr.

Tabla N° 8. Formulacion de los films a base de almidon de papa nativa y extracto

acuosos de Propoleos.

% Almidon % Extracto de propoleos
prop

10
30

2.3.3 Caracterizacion de los films

2.3.3.1 Opacidad

La opacidad del film se midi6 usando el espectrofotometro Femto 600 Plus, (Brasil)
(187). Los films fueron cortados en piezas rectangulares y se colocaron dentro de
la celda de prueba del espectrofotémetro. La celda en blanco se us6 como
referencia. La absorbancia de las peliculas se registr6 a 600 nm y la opacidad se

calculd segun la siguiente ecuacion 5:
: Aeo0
Opacidad = S
Ecuacion N° 1. Determinacion de la opacidad del film.
Donde:

Asoo: absorbancia del film a 600 nm

D: espesor del film (mm).
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2.3.3.2 Espesor del film

El grosor de los films preacondicionados (58% HR, 25 © C) se evalud con la ayuda
de un micrémetro digital Zaas-Precision con una punta plana (con una resoluciéon
de 1 pm). Se realizaron 10 mediciones en posiciones aleatorias para determinar el

grosor promedio.

2.3.3.3 Humedad

La humedad de los films se determin6 de acuerdo con la técnica de ASTM D644-
99 (188). Se coloco aproximadamente 1 g del film en una placay se llevo a la estufa
(Quimis, Q314M292, Brasil) a 105 ° C por 24 horas. El contenido de humedad de

los films se calcul6 utilizando la siguiente ecuacion:
Contenido de humedad (%) = (1- Tn—{) x 100

Ecuacion N° 2. Contenido de humedad.
Donde:
Mi: masa inicial de los filmes (g)
MTf: masa final de los filmes (g).

2.3.3.4 Propiedades mecanicas

Se realizaron pruebas de traccion mecénica en un texturometro TA XT Plus (TA
Instrument, Inglaterra) utilizando el software de la version “Texture Expert 1.22”.
Los andlisis se realizaron por sextuplicado. La resistencia a la traccion y el
alargamiento a la rotura en las pruebas de traccion se determinaron de acuerdo con

el estindar ASTM D882-95 (189).

Los films se cortaron de acuerdo con la figura 19 y se sometieron a traccién con
una velocidad de 1.0 mm / s, comenzando desde una separacion inicial de 80 mm,
hasta la ruptura del film. El médulo de elasticidad, o modulo de Young, se obtuvo

de la tangente en la region lineal de la curva.
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Figura N° 19. Muestra para prueba de traccion.

*Adaptado de Maniglia (190).

Figura N° 20. Muestra de film almidon fijada en agarres del texturometro lista
para ejecutar la prueba mecénica de acuerdo con el método estandar ASTM D882-

95.
2.3.3.5 Permeabilidad al vapor de agua (PVA)
La permeabilidad al vapor de agua de los films se determin6 de acuerdo con el
método estdndar ASTM E96-95 modificado (191). Las determinaciones se llevaron

a cabo por triplicado. Las muestras de film se fijaron en soportes de aluminio con

una abertura circular de 34 mm, correspondiente al area del film expuesta para el
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intercambio, sellada herméticamente y que contenia gel de silice en el interior (0%
HR). Los soportes de aluminio se colocaron dentro de desecadores que contenian
agua destilada (100% HR, P = 3.167 KPa a 25 ° C + 2 ° C), con un ambiente

equilibrado durante 48 h antes del andlisis.

| 'ﬂl

Soporte de aluminio

FIRIE CORPER ECANCRY 5 <.
2 Agua destilada ¢

.
LR RS TR A X R R T LA SN AL
.': -1-’-)"_..:._\:- o -....' 'I..::‘:l.’.':..l.o. ‘\":.\..o.z. .".:5

Figura N° 21. Esquema del medio utilizado para determinar la permeabilidad al

vapor de agua de PVA.
* Adaptado de Maniglia (190).

La masa del sistema (soporte + film) se determind en una balanza semi-analitica
(Sartorius-BL210S, Alemania) a intervalos de 1 hora durante 7 horas. La tasa de

permeabilidad al vapor de agua (PVA) se calcul6 utilizando la ecuacion:

wé

PVA=t ) 78

(gom tL.h 1. KPa™)

Ecuacion N° 3. Permeabilidad de vapor de agua.
Doénde:

w / t: relacion calculada por regresion lineal de los puntos experimentales de
ganancia de masa (g) de la celda fue medida en funcién del tiempo (h) para la zona

de estado estable (2 = 0,98).
A: area de permeacion del film (0.00196 m2).
d: espesor promedio del film (m).

AP: diferencia entre la presion parcial de la atmésfera sobre el gel de silice y el agua

pura (3.168 kPa, a 25 ° C).
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Figura N° 22. Prueba de PVA con el método estandar AS96 E96-95 a los films:
(A) Almidon- 0% EAP y (B) Almidon-10% EAP.

2.3.3.6 Solubilidad en agua
La solubilidad en agua de los films se calculdé como el porcentaje de materia seca

de film solubilizada después de la inmersion durante 24 horas en agua a 25 + 2 °C

(192), segun lo descrito por Tapia-Blacido et al. (193).

Se sumergieron tres discos de cada muestra de film, de 2 cm de didmetro,
previamente pesados, en 50 mL de la solucidon de agua. Se mantuvieron durante 24
horas a 25 ° C, bajo agitacion en un shaker (Solab SL-223, Piracicaba, Brasil),
después de lo cual se determind el contenido de materia seca no solubilizada. La

solubilidad se calcul6 de acuerdo con la ecuacion:
Solubilidad del film (%) = (1--2) x 100

Ecuacion N° 4. Solubilidad del film en agua.
Donde:
mf: masa final del film.
mi: masa inicial del film.

2.3.3.7 Solubilidad en etanol
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La solubilidad en etanol de los films se calculé como el porcentaje de materia seca
de film solubilizada después de la inmersion durante 24 horas en etanol al 70% a
25 £ 2 °C (192), segln lo descrito por Tapia-Blacido et al. (193). Similar al item

3.3.5, la solubilidad en etanol se calculd de acuerdo con la ecuacion:
Solubilidad del film en etanol (%) = (1--2) x 100

Ecuacion N° 5. Solubilidad del film en etanol al 70%.
Donde:
mf: masa final del film.

mi: masa inicial del film.

2.3.3.8 Humectabilidad del film (angulo de contacto)

La determinacion de la humectabilidad del film se realiz6 mediante mediciones del
angulo de contacto con la ayuda del equipo OCA-20 Dataphysiscs (OCA 20,
Dataphysiscs, Alemania). Las imagenes de una gota de agua (tension superficial
72.7 mN / m) se tomaron cada 2 minutos a temperatura ambiente. Se tuvo cuidado
de dejar la superficie expuesta al secado para la insercion de la gota de agua
desionizada. El software que se us6 para el procesamiento de imagenes fue GIMP
2.6.8. Los valores de los angulos de contacto se obtuvieron por triplicado (los
angulos de contacto se midieron con la deposicion de gotas de agua desionizada en

diferentes regiones del film).

Tangente a la Angulo de
superficie del % contacto 0

liquido en contacto

vapor

liquido

sélido

Figura N° 23. Esquema ilustrativo del angulo de contacto formado por la gota

depositada sobre la superficie del film.

* Adaptado de Cappelari et al. (194).
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Figura N° 24. Determinacion del dngulo de contacto en films de almidén nativo y

extracto de propoleo al 0.5%.

2.3.3.9 Propiedades bioactivas

A) Extracto para la determinacion de las propiedades bioactivas

Se afiadié 100 mg de muestra de film en 2 mL del solvente (Agua) y se agito en un
shaker (Solab SL-223, Piracicaba - Brasil) a temperatura ambiente (~ 25 °C)
durante 24 horas, en ausencia de luz y luego se filtr6 con papel de filtro para obtener

el extracto.

Figura N° 25. Extracto de los films: (A) Almid6n-0% EAP, (B) Almid6n-0.5%
EAP, (C) Almidon-10% EAP y (D) Almidon-30% EAP.
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B) Compuestos fenolicos totales

El método de Folin- Ciocalteu es un método colorimetro que consiste en una
reaccion basada en la transferencia de electrones que miden la capacidad reductora
de la muestra, esta metodologia es la mas utilizada para la determinacion de

compuestos fenolicos en muestras bioldgicas y alimentarias (195—-198).

El reactivo de Folin-Ciocalteu es una mezcla de 4acidos (fosfotungstico y
fosfomolibdico), que se encuentran en el estado de oxidacion 6+. Este reactivo se
oxida con los iones fenolato, que se generan a partir de la ionizacion de los
compuestos fenolicos en medio alcalino con la adicién de carbonato de sodio
(196,199). Los fenolatos oxidados generan estructuras quinoides y agentes
oxidantes (Mo + 6 / W + 6), al reducirse, cambian el estado de oxidacion de (+6) a
(+5), generando complejos de color azul (200-202). Esta coloracion azul es
determina por espectrofotometria y refleja la concentracion de CFT, para su

expresion se realiza una curva patrén con acido galico (GAE) o su equivalente

catequina.
A oH 0z 0 0 ]
base S &
) > > > > + H0
™ 1=
Fenol Anion
B fenolato
. 0 o
e (o) 0 I 3H,0-P,05-13W0O,-5Mo05-10H,0
X, 3
© % “u/ Ho-E~0m [ 4 20-F>05 2 3 3-1Utly
S OH I 3H,0-P,0;-14WO,-4MoO,-10H,0
» Estructura
Anion quinoide Complejos azules
fenolato .

Figura N° 26. Generacion de ion fenolato por el método de Folin-Ciocalteu, (A) y

la reduccion de los compuestos de Molibdeno y Wolframio por el ion fenolato,
(B).

* Adaptado de Camarena (202).
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La determinacién de los compuestos fendlico en los films fue realizada por el
método de Folin-Ciocalteu, con la metodologia de descrita por Hillis & Swain

(203).

Se anadieron 500 uL del extracto con 500 uL de la solucion Folin-Ciocalteu
(solucion acuosa 1: 7), para su posterior agitacion de 3 minutos. A continuacion, se
agregaron 1.0 mL de solucion de carbonato de sodio (0,5 M) y se mantuvo en
agitacion en el shaker (Solab SL-223, Piracicaba - Brasil) por 10 minutos. La
absorbancia se midi6 a 725 nm en el espectrofotémetro (Femto 600 Plus, Brasil).
La curva estandar fue construida con acido galico (5 a 45 mg. L-1), esta se utiliz6
para expresar el contenido de CFT en las muestras, los resultados se expresaron en
mg de acido gélico equivalente (EAG) por 100 g de muestra. Los analisis se
realizaron por triplicado, se utilizd un blanco compuesto por el solvente (Agua) y

reactivos sin extracto.
C) Actividad antioxidante por ABTS

El método ABTS se basa en la cuantificacion de la decoloracion del radical ABTS™*
por la reaccion con el antioxidante, permite determinar la capacidad antioxidante
de compuestos hidroéfilos y lipofilos debido a la solubilidad del ABTS™ en agua y
disolventes orgédnicos (204). El cation radical ABTS (cromoéforo azul / verde) es
generado mediante la oxidacion de ABTS con persulfato de potasio y se reduce en
presencia de donadores de hidrogeno. La disminucion de la coloracion del cation
ABTS™ al reaccionar con el antioxidante permite la determinacion por
espectrofotometria a 734 nm. Se expresa la actividad antioxidante en funcién a la

curva patrén con Trolox, un analogo soluble en agua de la vitamina E (205,206).

e O U

CoH
\ Cz“s csz 218
CoHg
ABTS" (Amax = 734 nm) ABTS?" (colorless)
Color verde oscuro Color verde claro

Figura N° 27. Mecanismo de reaccion para el ensayo ABTS.

* Adaptado de Huang et al. (198).
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La actividad antioxidante del film se midi6 mediante el método de captura de
radicales libres ABTS™" (207). El radical libre ABTS™* se prepard a partir de la
reaccion de 5 mL de solucion madre ABTS (7 mM) con 88 pL de la solucion de
persulfato de potasio (140 mM). La soluciéon se almacend en la oscuridad a
temperatura ambiente durante 16 horas. Después de este periodo, se diluyo 1 mL
de la solucién en alcohol etilico hasta que se obtuvieron valores de absorbancia de
0.70 nm + 0.05, a 734 nm. Posteriormente, se afiadieron 3 mL del radical ABTS"*
a 30 puL de extracto, para luego agitar la solucién en un shaker (Solab SL-223,
Piracicaba - Brasil) durante 10 minutos. Se determino la cantidad de radical ABTS""
restante midiendo la absorbancia a 734 nm utilizando un espectrofotémetro (Femto
600 Plus, Brasil). Para expresar los resultados se realizd una curva estandar de
Trolox, en concentraciones de 10 a 2000 uM. Los resultados de la actividad
antioxidante se expresaron en mg de equivalente de Trolox (TE) en 100g de

muestra. El analisis se realizo por triplicado.

D) Actividad antioxidante por DPPH

Esta metodologia se basa en la mediciéon de la capacidad reductora de los

antioxidantes frente al radial de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) (206).

El DPPH es conocido como un radical libre estable en virtud de la deslocalizacion
de un electrén desapareado sobre la molécula completa, por lo cual la molécula no
se dimeriza, como es el caso de la mayoria de los radicales libres. Esta
deslocalizacion da lugar al color violeta intenso. Cuando la solucién de DPPH se
mezcla con una sustancia donadora de atomos de hidrogeno da lugar la forma
reducida de DPPH, perdiendo la coloracion violeta y virando a un color amarillo
palido residual del grupo picril restante (196,208). El viraje del color es
monitorizado por espectrofotometria a una banda de absorcion tipica del DPPH de

517 nm (en etanol) (209).
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1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (radical libre)
Morado

1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (no radical)
Amarillo

Figura N° 28. Mecanismo de accion del radical 1,1-difenil-2-picrilhidracilo

(DPPH).
* Adaptado de Jennifer (210).

La actividad antioxidante del film se medio utilizando el radical estable 2,2-difenil-
I-picrylhydrazyl (DPPH) con la metodologia de Martins, Cerqueira, & Vicente
(211).

Se afiadié 500 pL del extracto con 2 mL de la soluciéon de DPPH (0.06 mM), se
cold en agitacion por 30 minutos en oscuridad y protegidos de la luz. El control
utilizado fue 500 pL de solucion etanolica DPPH (0.06 mM), sin el film y para el
blanco, solo se usé etanol. El DPPH remanente fue determinado en 517 nm en un
espectrofotometro (Femto 600 Plus, Brasil). La actividad antioxidante del film, se
calculd de acuerdo con la ecuacion y se expresd como un porcentaje de la actividad

antioxidante (A Appph).

AApppr =100 x (1- (Amuﬂ))

Acontrol

Ecuacion N° 6. Determinacion de DPPH en porcentaje.
Donde:
AAbprph: actividad antioxidante por DPPH.
Anmuestra: La absorbancia de la solucion que contiene la muestra
Acontrol: La absorbancia de la solucion DPPH sin adicion de pelicula.

2.4  Disefio experimental
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En la figura 29, se muestran todas las operaciones y analisis que se realizaron para
desarrollar y caracterizar lo films de almidén de papa nativa con incorporacion del

extracto de propoleos verde.
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Figura N° 29. Esquema experimental general de la investigacion.
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2.5 Analisis Estadistico

En esta investigacion se empled un disefio completamente al azar (DCA). Los
analisis se realizaron mediante el programa estadisticos Statgraphics 19. Los datos
se sometieron a andlisis de varianza (ANOVA) y la comparaciéon de medias se
realiz6 mediante Tukey. Se considerd que las diferencias eran significativas en p
<0.05. Todos los experimentos se realizaron por triplicado a menos que se indique

lo contrario. Se calcularon las medias y las desviaciones estandar.

Modelo estadistico lineal (DCA)
YU = /,t + Ti + SU
Donde:

= u=Eselefecto de la media general.
= 7i= Efecto del i-ésima tratamiento.

» ¢ij = Error experimental del j-esimo tratamiento en la j-esima repeticion.
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CAPITULO III
RESULTADOS Y DISCUSIONES
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CAPITULO 111
RESULTADOS Y DISCUSIONES

3.1 Caracterizacion de peliculas
3.1.1 Aspecto visual y opacidad de los films

Las propiedades oOpticas como el color, opacidad y transparencia del film son
fundamentales debido que puede influir en el interés del consumidor en el producto
final en funcién a su apariencia. Estas propiedades también influyen en la
proteccion del film contra la exposicion de luz que acelera la degradacion de los
alimentos, un mayor valor de opacidad ayuda a proteger a alimentos sensibles a la
luz contribuyendo a mantener la frescura, color y calidad en general del producto
alimenticio (212). La figura 28, muestra cortes representativos y los valores de la
opacidad en films elaborados a partir de almidén nativo y EAP. Todos los films
fueron atractivos, homogéneos, con un ligero brillo, faciles de manejar y con
ausencia de particulas insolubles observadas visualmente. La incorporacion de EAP
en la matriz polimérica provoco una coloracién naranja profundo en los films,
diferente al film de almidon que lucia transparente. A una mayor concentracion
EAP, se observé un aumento en la coloracion naranja en los films por la presencia
de pigmentos naturales como la clorofila y los carotenoides caracteristicos del
extracto de PR. Este efecto era esperado debido a que la coloracion del extracto de
PR va a tener influencia en la coloracion del film debido a que no tiene que competir
con la coloracion del almidoén por ser incolora (213-215). Sivarooban et al. (216),
sefnalaron que la incorporacion de extractos que poseen compuestos fenolicos, como
el extracto de semilla de uva otorgan una coloracion rojiza-amarillenta en los films
a base de gelatina. Reyes et al. (217), indica que el extracto etanolico de propoleo
rojo le otorga una coloracion rojiza a films a base de gelatina, por la presencia de
pigmentos rojos como retusapurpurina B y retusapurina A (chalcones condensadas
en una isoflavona) en el extracto de PR. Farias (212), mostro que la incorporacion
de EAP no produjo una variacion significativa en la coloracion del film a base de
almidén de yuca por la incorporacion de harina de Nopal a la matriz polimérica,
pues este tuvo mayor influencia la coloracion del film. La opacidad de los films

estuvo en un rango de 2.31 a 8.89, el menor valor de opacidad se encontr6 en el

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




-v#7% . UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE ’ CATOLICA

TESIS UCSM &  DE SANTA MARIA

film de almidén nativo. El aumento en la concentracion de EAP provoco un
aumento en la opacidad, indicindonos que podria disminuir la transparencia de los
films. Se ha reportado efectos similares en films a base de polisacaridos que
incorporan compuestos fenolicos naturales (21,218,219). Lopes de Paula (215),
obtuvo valores mas altos de opacidad con la incorporacion de harina de curcuma
por el aumento en la concentracion de curcuminoides. Mironescu et al. (220)
indican que la incorporacion de PR en films de almidoén conduce a un color mas
atractivo sefnalado por el panel sensorial, con lo cual puede ser una ventaja para la

aplicabilidad del PR en la industria de empaques.

2.31+0.1°

4.60 + 0.35°

8.89 + 1.60°

8.60 +1.79*

Figura N° 30. Aspecto visual y opacidad de los films, A) Almid6n-0% EAP, B)
Almidon-0.5% EAP, C) Almidon-10% EAP y D) Almidon-30% EAP. Opacidad

se expres6 en A600/mm.

*Los valores son la media de tres repeticiones + desviacion estandar. Los
superindices diferentes en las mismas columnas indican una diferencia significativa

entre los films, seglin la prueba de Tukey (p <0.05).

3.1.2  Espesor de los films
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El espesor de los films se mantuvo en un rango de 0.072 — 0.090 mm, sin diferencia
estadistica entre los films analizados. Esto demuestra que la incorporacion de EAP
no tuvo ningun efecto en esta caracteristica. Similares resultados fueron reportados
por Farias (212), Oliveira (221), Bitencourt et al. (222), Kanmani & Rhim (223) y
Wu et al. (146); que muestran la no interferencia de extractos vegetales (propoleos,
pitangueira, guarand, menta, curcuma, extracto de semilla de uva, té verde) en el

espesor de los films a base de diferentes polimeros.

Tabla N° 9: Espesor en films a base de almidén y EAP.

Extracto acuoso de propdleos (%) Espesor (mm)

0 0.081+0.01?
0.5 0.072+0.02?
10 0.090+0.03?
30 0.085+0.012

*Los valores son la media de diez repeticiones + desviacion estandar. Los
superindices diferentes en las mismas columnas indican una diferencia significativa

entre los films, segtin la prueba de Tukey (p <0.05).

3.1.3 Propiedades mecénicas de los films

La tabla 10, muestra el efecto de la incorporacion del EAP en las propiedades
mecanicas (tension, elongacion y médulo de Young) en los films a base de almidon

de papa nativa.

La incorporacion de EAP a concentraciones de 10 y 30%, logro afectar la tension y
elongacion del material. Este comportamiento se da puesto que el extracto posee
compuestos antioxidantes, fenoles y flavonoides que podrian llegar afectar las
interacciones intermoleculares entre la cadena de almidon interrumpiendo su
estructura cristalina. Ademas, el propolis es un material de naturaleza amorfa que
va alterar la configuracion espacial entre las cadenas de almidon del material
(224,225). Similares resultados fueron reportados en otros trabajos de investigacion
que trabajaron con extractos naturales, sefialando que posiblemente la dispersion de
los componentes antioxidantes en la matriz polimérica puede haber provocado la

aparicion de areas discontinuas (22,215,221). Respecto al MY, se puede apreciar
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que el film que incorpora 10% de EAP es un material més rigido comparado con
los otros films; mientras que el film menos rigido fue el que incorpora EAP al 0.5%.
Hasta la fecha existen pocos trabajos en la literatura que hayan investigado la
interaccion del extracto acuoso de propoleo con diferentes matrices poliméricas.
Estos resultados demuestran que la incorporacion EAP en la matriz polimérica de
almidon llega a tener un impacto estadisticamente significativo en las propiedades
mecanicas del material, sim embargo este impacto es leve comparando a los
beneficios que otorga la incorporacion del extracto en mi material especialmente

por sus compuestos bioactivos que son de gran interés para la industria alimentaria.

Tabla N° 10. Las propiedades mecanicas de los films con almidén y EAP

(Tension, Alargamiento y Modulo de Young).

Extracto acuoso de

propoleos (%)
0 3.94+0.22° 39.43+0.46* 55.43+7.70%
0.5 3.99+0.32° 39.08+5.852 69.034+4.96*
10 2.5840.12° 27.6242.68° 51.53+6.97°
30 2.2840.23° 20.24+0.93° 66.33+9.37%

*Los valores son la media de seis repeticiones + desviacion estandar. Los
superindices diferentes en las mismas columnas indican una diferencia significativa

entre los films, seglin la prueba de Tukey (p <0.05).

3.1.4 Humedad y PVA de los films.

Entre los principales problemas de los films a base de polisacaridos es la
sensibilidad al agua debido a que la funcion de los films es a menudo impedir la
transferencia de humedad entre los alimentos y la atmoésfera circundante, o entre
dos componentes de un producto alimenticio heterogéneo. Los valores de Humedad
y PVA de los films se encuentran en la tabla 11. El contenido de humedad del film
de almidén nativo fue de 15.65%, similar a lo reportado en otros trabajos de
investigacion que utilizaron almidon de papa y almidén de yuca como matriz

polimérica (212,226). El EAP en la matriz polimérica provoco una disminucioén
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significativa (p<0.5) de esta caracteristica en funcién a su concentracion.
Posiblemente este efecto este ligado a la gran cantidad de moléculas hidrofobicas
presentes en el PR, como las ceras y aceites esenciales (91). Este resultado fue
similar a lo reportado por Ismail, et al. (227), Bodini, (22); Farias (212); y Pérez-
Vergara et al. (226). Se han realizado varios estudios relacionados con la
disminucion del contenido de humedad por el aumento de la hidrofobicidad de los
films. Martins, Cerqueira, & Vicente (211) encontraron que la adicion de o-
tocoferol (Vitamina E) condujo a una disminucién en la humedad en los films de
quitosano y esta disminucion de la humedad esta en funcién a la concentracion -
tocoferol; este comportamiento se atribuye a la naturaleza hidréfoba del «-
tocoferol. En tanto Correa Pacheco et al. (228); menciono que la adicion de EEP
(10,20 y 30%) en films de quitosano y nanoparticulas de quitosano no tienen efecto

significativo en el contenido humedad en los films.

Los valores de PVA de los films estuvieron en un rango de 10.99 - 15.38 x 10~
g.m/(min.m2.Pa). La incorporacion del EAP en los films no produjo cambios
significativos en esta caracteristica, probablemente por un efecto equilibrado con la
adicion de EAP, a pesar del caracter hidrofobico del extracto. Hromis et al. (229) y
Bonilla et al. (230), mencionan que existen diferentes factores afectan al PVA,
cuando se incorpora un componente hidrofoébico : 1) aumento de la naturaleza
hidrofébica de la matriz polimérica, 2) las interacciones polimero-lipido y 3) su
efecto en las fuerzas de union de las cadenas de la red. Puede ocurrir efectos
contrarios con la adicion de un compuesto hidrofébico en una matriz polimérica de
quitosano provocando la debilitacion de las fuerzas de agregacion de la cadena del
quitosano que desemboca en la disminucién de las fuerzas de cohesion de la red de
polimeros y el aumento en general el caracter hidrofobico de la matriz polimérica
por la adiciéon de este componente hidrofobico. Si el caracter hidrofobico de la
matriz polimérica predomina sobre el efecto de la pérdida de cohesion de la matriz
provoca PVA limitado. Otra posibilidad es el efecto equilibrado, en la que no se
produce ningin cambio en la PVA por la adiciéon de componentes hidrofébicos.
Bodini (22) reporto que las altas concentraciones de EEP altera la interaccion de la
matriz polimérica con el agua, mostrando una reduccion del PVA en funcion de la
concentracion EEP en films plastificados con citrato de acetiltributilo. Del mismo

modo Pastor et al. (21), indica que la incorporacion de EEP en la matriz polimérica
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de hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), reduce el PVA. Los autores indicaron que
mayor cantidad de EEP, modificaba las relaciones de agua-HPMC, por lo tanto,
reducird la capacidad de las cadenas de polimero para unirse con moléculas de agua.
Mientras que una baja cantidad de EEP, la matriz polimérica era la principal
responsable de la absorcion de agua y no parece tener lugar las interacciones
notables con los compuestos de EEP. Siripatrawan & Vitchayakitti (231) indican
que la adicion de EAP condujo a una disminucién del PVA, esta disminucién no
cambio con cantidades crecientes de PR en films de quitosano. El autor también lo
atribuye a la union de los compuestos fendlicos en la matriz de quitosano limitando

a la formacion de enlaces con el agua.

Tabla N° 11. Humedad y la permeabilidad al vapor de agua (PVA) en films a

base de almidon nativo y EAP.

Extracto acuoso de propdleos Humedad (%)
(%)
0 15.65 + 0.96° 12.84 +1.77°
0.5 13.72 +1.57% 10.99 + 1.232
10 9.81+0.30° 15.38 +2.84°
30 11.80 + 0.99%¢ 15.09 +2.03?

*Los valores son la media de tres repeticiones + desviacion estandar. Los
superindices diferentes en las mismas columnas indican una diferencia significativa
entre los films, seglin la prueba de Tukey (p <0.05).

*PVA (10 g.m/(min.m?.Pa)).

3.1.5 Solubilidad de los Films

En la tabla 12, muestra la solubilidad en agua y etanol al 70% de los films a base
de almidén y EAP. Generalmente, una mayor solubilidad indicaria una menor
resistencia al agua. No obstante, una alta solubilidad puede ser una ventaja para
algunas aplicaciones y puede ser un factor importante que determina la
biodegradabilidad de los films cuando se usa como envoltura de embalaje. La
solubilidad en agua del film oscilo entre 14.04 a 25.33%, la incorporacion de EAP

no produjo diferencia significativa entre las formulaciones, con excepcion de la
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concentracion de EAP al 10%. Similar a lo que ocurrié6 en PVA, puesto que la
adicion de EAP en la matriz polimérica produjo un efecto equilibrado, a pesar de
los compuestos hidrofobicos que contiene el PR. Estas diferencias en la solubilidad
de los films ofrecen innumerables ventajas en su aplicabilidad: para mantener la
integridad del producto se requieren films con baja solubilidad y para
revestimientos comestibles de productos frescos o minimamente procesados se
requerira films alta solubilidad (232,233). Oliveira (221), evidencio que la
incorporacion de extractos naturales (pitangueira, guarani, menta) no produjo
ningun efecto en la solubilidad en agua del film a base de gelatina, con lo cual no
contribuyeron a alterar la hidrofobicidad/hidrofilia de los films. Bodini (22),
menciona que la incorporacion de EEP produjo una ligera disminucion de
solubilidad en agua de los films a base de gelatina, lo atribuye a la distribucion del
extracto de PR en la matriz y las posibles interacciones de los polifenoles con la
proteina. Pérez-Vergara et al. (226) mencionan la disminucion de la solubilidad en
agua de los films por la incorporacion de componentes hidrofébicos, por la fuerte
interaccion del componente hidrofobico con la matriz polimérica y disminucion por
la afinidad del film hacia el agua. Similares reportes fueron encontrados
mencionando la disminucién de solubilidad de agua con la incorporacion del

componente hidrofobico en la matriz polimérica (227,228,234).

Los films seran utilizados para recubrir productos alimenticios con lo cual es
necesario evaluar su interaccion con los desinfectantes, como el hipoclorito de
sodio al 0.5% (NaClO) y productos a base de etanol (al menos 70%). Debido a que
la mayoria de consumidores a menudo eligen con cuidado los alimentos que van a
comprar, leen las etiquetas en productos embalados o los tocan cada vez que
recogen un producto o devuelven productos a la estanteria con lo cual es necesario
su desinfeccion antes del consumo y més en esta situacion de emergencia sanitaria.
En la tabla 12, se puede observar que no existe diferencia significativa en los films
que incorporacion EAP a una concentracion de 0.5 y 10% con respecto al film de
almidoén nativo. Sim embrago a una concentracion de 30% si existe tal diferencia
estadistica, obteniéndose un aumento en la solubilidad en etanol de 19.86% a

26.09%.
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Tabla N° 12. Solubilidad en agua y etanol al 70% en films a base de almidon

nativo y extracto acuosos de propoleos.

Extracto acuoso de Solubilidad en agua (%) Solubilidad en alcohol
propoleos (%) 70% (%)
0 25.33 +£1.58% 19.86 + 0.98°
0.5 23.33 +£2.38% 22.13 £1.20°
10 14.07 +2.18° 21.00 + 1.58°
30 22.15 + 1.04° 26.09 + 1.58?

*Los valores son la media de tres repeticiones + desviacion estandar. Los
superindices diferentes en las mismas columnas indican una diferencia significativa

entre los films, segtin la prueba de Tukey (p <0.05).

3.1.6 Angulo de contacto de los Films

En la tabla 13, se observar los valores de dangulo de contacto en el film de almidon
nativo y films que incorporan EAP. El 4ngulo de contacto en el film de almidon se
encuentra en un valor de 44.35°, mostrando una superficie hidrofilica. La
incorporacion de EAP a la matriz polimérica mostro diferencias significativas entre
las diferentes formulaciones de films, para la formulacion de 0.5% de EAP se
encontro el valor mas bajo de angulo de contacto (30.50°). Contrariamente a una
concentracion de 10 y 30% EAP se encontr6 los valores mas altos de angulo de
contacto (57.13° y 63.58°), sin diferencia estadistica entre ellos. Este
comportamiento se atribuye a que el EAP tiende a cambiar las propiedades
superficiales de los films a dominios mas hidrofébicos por su composicion
(hidrofobicidad presente en las ceras) (212). En el mismo sentido se encontraron
otros trabajos de investigacion que reportaron el aumento de la hidrofobicidad en
la superficie del film, por la incorporacion de componentes hidrofébicos en la
matriz polimérica (228,235). Farias (212), reporta un incremento de 57.7° a 67.33°
con la adicion de 0.066 g de extracto seco de PR a la matriz polimérica de almidon
de yuca. En la misma direccion Eskandarinia et al. (236), encontrd un aumento de
hidrofobicidad en la superficie del film de 47.30° a 73.45° en funcién a la

concentracion del EEP afiadida a una matriz polimérica de almidon de maiz.
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Tabla N° 13. Angulo de contacto en films a base de almidon nativo y extracto

acuosos de propdleos.

‘ Extracto acuoso de propoéleos (%) ‘ Angulo de Contacto (°)
0 44.35+3.91°
0.5 30.50 £2.02¢
10 57.13£2.97*
30 63.58+1.022

*Los valores son la media de tres repeticiones + desviacion estandar. Los
superindices diferentes en las mismas columnas indican una diferencia significativa

entre los films, segtin la prueba de Tukey (p <0.05).

3.1.7 Compuestos bioactivos

Los CFT de los films de almidon nativo y EEP se puede observar en la Tabla 14.
Encontrandose diferencias estadisticas en las diferentes formulaciones de los films,
CFT est4 en un rango de 5.90 - 641.64 mg GAE/ 100g film. El film de almidon
nativo presento una baja concentracion de compuestos fendlicos, esto se debe a la
baja concentracion utilizada (3%) en el film. El almidén utilizado proveniente de la
papa nativa Yana Winku posee un alto valor de CFT (761.31 mg TE/100 g b.s). La
incorporacion de EAP a una concentracion de 0.5% (EAP) no evidencio diferencia
significativa con el film que contenia solo almidon, probablemente por la
concentracion baja utilizada de EAP. Contrariamente a concentraciones de 10 y
30% de EAP, donde si se encontr6 una diferencia significativa de CFT, su
incremento estaba en funcion a la concentracion de EAP. Similar a lo reportado por
Costa et al. (237) y Siripatrawan & Vitchayakitti (231), que reportaron el aumento
lineal de CFT en funcion a la concentracion de extracto PR. El film que incorpora
una concentracion de 30% EAP posee el valor mas alto de CFT (641.64 mg GAE/
100g film), esto esta relaciona con la coloracion tan intensa de este film. De esta
manera se comprueba que la matriz polimérica fue capaz de preservar los
compuestos fendlicos del EAP, durante el periodo de homogenizacién con
temperatura (75 ° C por 30 min) y el proceso de secado (42 ° C por 20 h). Garcia

Silveira (238) senalo el fenémeno de la reduccion de los CFT en el proceso de
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elaboracion de los films por la sensibilidad de los compuestos activos a la

temperatura en la etapa de homogenizacion (85 ° C por 2 h).

La importancia de la incorporacion de compuestos fendlicos en la matriz polimérica
de los films ayuda a inhibir la reaccion de oxidacion lipidica que se puede producir
en diversos alimentos, por las propiedades reductoras de estos compuestos que
llegan a reaccionar con los radicales libres conduciendo a la inhibicion de la
peroxidacion lipidica evitando olores rancios, sabores desagradables en el alimento,

formacion de aldehidos y perdida nutricional (231,239).

Tabla N° 14. Compuestos fenolicos totales de los films.

Extracto acuoso de propodleos (%) CFT (mg GAE/ 100g film)
0 5.90 £2.19¢
0.5 38.36 = 4.48°
10 336.13 £7.45°
30 641.64 £54.03*

*Los valores son la media de tres repeticiones + desviacion estandar. Los
superindices diferentes en las mismas columnas indican una diferencia significativa

entre los films, segtin la prueba de Tukey (p <0.05).

La actividad antioxidante de los films a base de almidén nativo con incorporacion
de EAP, puede ser observada en Tabla 15. Estas fueron evaluadas por las
metodologias de DPPH y ABTS. Estas metodologias, aunque tienen el mismo
principio de eliminacion del radical poseen ciertas diferencias. El método DPPH
permite solo determinar compuestos hidrofilicos diferente al método ABTS que
determina compuestos hidrofilicos y lipofilicos (240). Se puede apreciar que el film
de almidén de papa nativa Yana Winku no posee actividad antioxidante dando por
ABTS como por DPPH, esto se debe principalmente a la concentracion utilizada.
Sim embargo al evaluar por ambos métodos la capacidad antioxidante de las
diferentes formulaciones se encontrd diferencias significativas en funcion a la
concentracion utilizada de EAP, obteniéndose valores mas altos de capacidad

antioxidante a mayor concentracion de EAP.
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En el caso de DPPH se expreso en porcentaje de inhibicion, los resultados estan en
un rango de 0 - 79.23%. En el caso de la concentracion de EAP de 10 y 30%, no se
encontrd diferencias significativas, esto se pudo deber a la interferencia de la
coloracion del extracto. Estos resultados eran los esperados por la elevada
capacidad antioxidante presente EAP (91). Los resultados por el método ABTS se
encontraron en un rango de 0-11496.00 pmol TE/100g film. La contraccién de 30%
EAP, presento el valor mas alto de inhibicion del radical ABTS.+. Similares
resultados fueron reportados con la adicion de extractos vegetales
(213,214,217,240-243). Oliveira, (2017); mostro el aumento de la actividad
antioxidante por ABTS y DPPH en los films que incorporan los extractos acuosos
de vegetales (Pitangueira, Guarana y Menta), este incremento en la actividad
antioxidante estd en funcidon a la contraccion de los extractos. Zhao & Saldafia
(244); observo el aumento de la actividad antioxidante y compuestos fenolicos con
la incorporacién de cascara de papa en los films con almidon de descarte, en funcion
a la cantidad de cascara afiadida (CFT, aumento de 0,3 - 6,1 mg de equivalente de
acido galico / g de film; mientras que para FRAP y DPPH aumenta en 1.1 — 73.1
mg de TE equivalente / g film y 1.5 — 93.2 mg equivalente TE / g film,

respectivamente).

Tabla N° 15. Actividad antioxidante de los films

Extracto acuoso de propdleos DPPH (%) ABTS (umol TE/100g
(%) film)
0% 0.00 = 0.00°¢ 0.00 +0.00°¢
0.5% 31.38 £2.36° 53.96 + 10.13¢
10% 79.23 +£2. 822 3873.72 £904.46°
30% 74.26 = 1.06* 11496.00 +247.00°

*Los valores son la media de tres repeticiones + desviacion estandar. Los
superindices diferentes en las mismas columnas indican una diferencia significativa

entre los films, segtin la prueba de Tukey (p <0.05).
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CONCLUSIONES

Este trabajo de investigacion demostrd que la incorporacion de extracto acuoso de propodleos
(EAP) en films a base de almidon de papa nativa (Yana Winku) les confiridé propiedades
activas a los films (compuestos fenolicos totales y compuestos antioxidantes) debido a la

presencia de compuestos fendlicos en el EAP, los cuales se mantienen en el filme.

La humedad y humectabilidad de los films tuvieron mudanzas en funcién a la adicién del
EAP, provocando el aumento de la hidrofobicidad en la superficie del film y disminuyendo
la humedad causada por la presencia de ceras en el extracto de propodleo. Las propiedades
mecénicas también fueron levemente afectadas a una concentracion de 10 y 30% de EAP
debido principalmente a la naturaleza amorfa del extracto y a los compuestos antioxidantes
que pueden afectar las interacciones intermoleculares de la cadena del almidon. Las
propiedades de PVA y solubilidad en agua de los films no presentaron diferencias
significativas, con excepcion del film con 10% de extracto EAP. Con lo cual si bien el EAP
no mejoro dichas caracteristicas tampoco afecto las caracteristicas iniciales por su efecto

equilibrado que produce con su incorporacion en la matriz polimérica.

El mejor resultado se obtuvo con una formulacion de 10% de EAP en la matriz polimérica;
puesto que le otorgd mejores caracteristicas al film de almidon: mayor dngulo de contacto
(superficie mas hidrofobica); y disminucion de la humedad, solubilidad en agua, y
solubilidad en etanol. Asimismo, le proporciona caracteristicas activas al film de almidon
por los valores elevados de CFT (336.13 +7.45 mg GAE/ 100g film) y capacidad
antioxidante (79.23 = 2. 82 % de inhibicion del radical de DPPH y 11496.00 £247.00 umol
TE/100g film).
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RECOMENDACIONES

Para dar continuidad al estudio de extracto acuosos de propoleos y almidon nativo de papa
como materias primas para la elaboracion de films biodegradables, son presentadas algunas

sugerencias para futuros trabajos de investigacion:

'] Estudio de la biodegradabilidad de los films.

'] Estudiar la actividad antimicrobiana de los films de almidén con extracto acuoso de
propoleos contra diferentes microrganismos que afecten la industria alimentaria.

[J Estudio de la aplicabilidad como cobertura de los films elaborados partir de almidén
de papa nativa con incorporacion de extracto de propdleos.

'] Incorporacidon de agentes antimicrobianos en la matriz polimérica, con la finalidad
de otorgar actividad antimicrobiana contra microrganismos que afectan a la industria
alimentaria.

[] Estudiar el efecto de la incorporacion de agentes de refuerzo en la matriz polimérica,

para la mejorar de las propiedades de barrera y microestructurales de los films.
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ANEXOS

ANEXO N° 1. Curva estandar para la cuantificacion de compuestos fendlicos expresados
en acido galico (5-40 mg/L de acido galico).
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ANEXO N° 2. Curva estandar para la cuantificacion de actividad antioxidante por el
método ABTS expresado en Trolox (10-2000uM trolox).
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ANEXO N° 3. ANOVA para la opacidad, realizado por statgraphics.
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Fuente Suma de Cuadrados Gl |Cuadrado Medio |Razon-F |Valor-P
Entre grupos |92.0414 3 130.6805 20.88 0.0004
Intra grupos |11.7538 8 11.46922

Total (Corr.) |103.795 11

ANEXO N° 4. Prueba de Tukey para la opacidad, realizado por statgraphics.

Me¢étodo: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Nivel |Casos |Media Grupos Homogéneos

C 3 2.30799 X

A 3 4.5967 X

D 3 8.59809 X

B 3 8.89298 X
Contraste Sig. |Diferencia +/- Limites
A-B *[-2.28871 2.28223
A-C * 1-6.2901 2.28223
A-D * 1-6.58499 2.28223
B-C * 1-4.00139 2.28223
B-D *1-4.29629 2.28223
C-D -0.294891 2.28223

* indica una diferencia significativa.

ANEXO N° 5. ANOVA para el espesor, realizado por statgraphics.

Fuente Suma de Cuadrados Gl |Cuadrado Medio |Razon-F |Valor-P
Entre grupos |0.000157932 3 10.000052644 0.95 0.4604
Intra grupos |0.00044237 8 10.0000552962

Total (Corr.) |0.000600302 11

ANEXO N° 6. Prueba de Tukey para el espesor, realizado por statgraphics.

Meétodo: 95.0 porcentaje Tukey HSD
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Nivel |Casos |Media Grupos Homogéneos
C 3 0.0756667 X
A 3 0.0811111 X
D 3 0.0838333 X
B 3 0.0851111 X
Contraste Sig. |Diferencia +/- Limites
A-B -0.00399997 0.0194364
A-C 0.00544447 0.0194364
A-D -0.00272217 0.0194364
B-C 0.00944443 0.0194364
B-D 0.0012778 0.0194364
C-D -0.00816663 0.0194364

* indica una diferencia significativa.

ANEXO N° 7. ANOVA para tension de rotura, realizado por statgraphics.

Fuente Suma de Cuadrados Gl |Cuadrado Medio |Razon-F |Valor-P
Entre grupos (131.0024 1 |131.0024 0.0000  0.00006
Intra grupos |[7.9981 3 12.6660

Total (Corr.) |0.4857 9

ANEXO N° 8. Prueba de Tukey para la tension de rotura, realizado por statgraphics.

Me¢étodo: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Nivel |Casos |Media Grupos Homogéneos
D 3 2.2795 X
C 3 2.5829666 X
A 3 3.9449333 X
B 3 3.9892 X
Contraste Sig. |Diferencia - Limites + Limites
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A-B -0.04426666 -0.473367377 [0.384834044
A-C * 1.361966666 0.932865956 [1.79106738
A-D * 1.665433333 1.26404637 2.06682029
B-C * 1.406233333 0.977132623 |1.83533404
B-D * 1.7097 1.30831304 2.11108696
C-D 0.303466666 -0.0979202943 |0.704853628

* indica una diferencia significativa.

ANEXO N° 9: ANOVA para la elongacion, realizado por statgraphics.

Fuente Suma de Cuadrados Gl |Cuadrado Medio |Razon-F |Valor-P
Entre grupos |12353.5647 1 |12353.5647 0.0000  0.00015
Intra grupos |905.362006 3 (301.787335

Total (Corr.) |119.209955 9

ANEXO N° 10: Prueba de Tukey para la elongacion, realizado por statgraphics.

Me¢étodo: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Nivel |Casos |Media Grupos Homogéneos

D 3 20.24 X

C 3 25.521 X

B 3 39.077 X

A 3 39.4276667 X
Contraste Sig. |Diferencia - Limites + Limites
A-B 0.350666667 -5.93738611  |6.63871944
A-C * 13.9066667 7.18445549 20.6288778
A-D * 19.1876667 12.4654555 25.9098778
B-C * 13.556 7.26794723 19.8440528
B-D * 18.837 12.5489472 25.1250528
C-D 5.281 -1.44121117  [12.0032112

* indica una diferencia significativa.
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ANEXO N° 11. ANOVA para el Médulo de Young, realizado por statgraphics.

Fuente Suma de Cuadrados Gl |Cuadrado Medio |Razon-F |Valor-P
Entre grupos |46980.0324 1 146980.0324 0.0000  |0.03352
Intra grupos |704.528002 3 [234.842667

Total (Corr.) |465.388675 9

ANEXO N° 12. Prueba de Tukey para el Modulo de Young, realizado por statgraphics.

Meétodo: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Nivel |Casos |Media Grupos Homogéneos

C 3 51.5333333  |X

A 3 55.4333333  |XX

D 3 66.3333333  |XX

B 3 69.0325 X
Contraste Sig. |Diferencia - Limites + Limites
A-B 1 -13.5991667 -26.0233492  [-1.17498418
A-C 3.9 -9.38200977  [17.1820098
A-D -10.9 -24.1820098  (2.38200977
B-C * 17.4991667 5.07498418 29.9233492
B-D 2.69916667 -9.72501582  [15.1233492
C-D * -14.8 -28.0820098  [-1.51799023

* indica una diferencia significativa.

ANEXO N° 13. ANOVA para humedad, realizado por statgraphics.

Fuente Suma de Cuadrados Gl |Cuadrado Medio |Razon-F |Valor-P
Entre grupos [47.2171 3 |15.739 12.45 0.0034
Intra grupos |8.8466 7 11.2638

Total (Corr.) |56.0637 10
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ANEXO N° 14. Prueba de Tukey para humedad, realizado por statgraphics.
Me¢étodo: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Col 2 |Casos |Media Grupos Homogéneos

C 2 9.81027 |X

D 3 11.8004 XX

B 3 13.7163 XX

A 3 15.6466 X
Contraste Sig. |Diferencia +/- Limites
A-B 1.93023 3.03334
A-C * 5.8363 3.39137
A-D 5 3.84617 3.03334
B-C . 3.90606 3.39137
B-D 1.91593 3.03334
C-D -1.99013 3.39137

* indica una diferencia significativa.

ANEXO N° 15. ANOVA para PVA, realizado por statgraphics.

Fuente Suma de Cuadrados Gl |Cuadrado Medio  |Razon-F |Valor-P
Entre grupos [37.7235 3 [12.5745 2.88 0.1125
Intra grupos [30.5605 7 (4.36579

Total (Corr.) [68.2841 10

ANEXO N° 16. Prueba de Tukey para PVA, realizado por statgraphics
Me¢étodo: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Nivel |Casos |Media Grupos Homogéneos
B 3 109895 |X
A 2 12.8399 |X
D 3 15.0922 |X
C 3 15.3761 |X
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Contraste Sig. |Diferencia +/- Limites
A-B 1.85032 6.3033
A-C -2.53622 6.3033
A-D -2.25232 6.3033
B-C -4.38653 5.63784
B-D -4.10263 5.63784
C-D 0.2839 5.63784

* indica una diferencia significativa.

ANEXO N° 17. ANOVA para solubilidad en agua, realizado por statgraphics.

Fuente Suma de Cuadrados Gl |Cuadrado Medio |Razon-F |Valor-P
Entre grupos |216.464 3 |72.1545 20.64 0.0004
Intra grupos |27.9712 8 |3.49641

Total (Corr.) (244.435 11

ANEXO N° 18. Prueba de Tukey para solubilidad en agua, realizado por statgraphics.
Me¢étodo: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Col 2 |Casos |Media Grupos Homogéneos

C 3 14.07 X

D 3 22.1459 X

B 3 23.0287 X

A 3 25.3341 X
Contraste Sig. |Diferencia +/- Limites
A-B 2.30537 4.88742
A-C * 11.2641 4.88742
A-D 3.18817 4.88742
B-C * 8.95873 4.88742
B-D 0.8828 4.88742
C-D * -8.07593 4.88742

* indica una diferencia significativa.
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ANEXO N° 19. ANOVA para solubilidad en etanol, realizado por statgraphics.

Fuente Suma de Cuadrados Gl |Cuadrado Medio  |Razon-F |Valor-P
Entre grupos [66.1924 3 [22.0641 11.88 0.0026
Intra grupos |14.8612 8 |1.85766

Total (Corr.) [81.0537 11

ANEXO N° 20. Prueba de Tukey para solubilidad en etanol, realizado por statgraphics.
Me¢étodo: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Col 2 |Casos |Media Grupos Homogéneos

C 3 19.8565 |X

D 3 20.9962 X

B 3 22.132 X

A 3 26.0907 X
Contraste Sig. |Diferencia +/- Limites
A-B -2.27548 2.56625
A-C -1.13967 2.56625
A-D * -6.23416 2.56625
B-C 1.13581 2.56625
B-D * -3.95868 2.56625
C-D i -8.07593 2.56625

* indica una diferencia significativa.

ANEXO N° 21. ANOVA para angulo de contacto, realizado por statgraphics.

Fuente Suma de Cuadrados Gl |Cuadrado Medio  |Razon-F |Valor-P
Entre grupos |1927.74 3 |642.58 87.98 0.0000
Intra grupos |58.4327 8 [7.30408

Total (Corr.) [1986.17 11
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ANEXO N° 22. Prueba de Tukey para angulo de contacto, realizado por statgraphics.
Meétodo: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Nivel |Casos |Media Grupos Homogéneos

B 3 30.5014 |X

A 3 44.3474 X

C 3 57.1334 X

D 3 63.5818 X
Contraste Sig. |Diferencia +/- Limites
A-B A 13.846 7.06401
A-C * -12.786 7.06401
A-D 5 -19.2344 7.06401
B-C . -26.632 7.06401
B-D * -33.0804 7.06401
C-D -6.4484 7.06401

* indica una diferencia significativa.

ANEXO N° 23. ANOVA para compuestos fenolicos realizado por statgraphics.

Fuente Suma de Cuadrados Gl |Cuadrado Medio |Razon-F |Valor-P
Entre grupos |795166. 3 |265055. 353.47 0.0000
Intra grupos |5998.88 8 |749.861

Total (Corr.) |801165. 11

ANEXO N° 24. Prueba de Tukey para compuestos fenolicos, realizado por statgraphics.

Me¢étodo: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Nivel |Casos |Media Grupos Homogéneos
A 3 590215 X

B 3 38.3584 X

C 3 336.126 X

D 3 641.641 X
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Contraste Sig. |Diferencia +/- Limites
A-B -32.4563 71.5746
A-C * -330.224 71.5746
A-D * -635.739 71.5746
B-C * -297.768 71.5746
B-D * -603.283 71.5746
C-D * -305.515 71.5746

* indica una diferencia significativa.

ANEXO N° 25. ANOVA para actividad antioxidante por el metodo de DPPH, realizado

por statgraphics.
Fuente Suma de Cuadrados Gl |Cuadrado Medio |Razon-F |Valor-P
Entre grupos |12695.5 3 |4231.84 1154.75 [0.0000
Intra grupos [29.3179 8 [3.66474
Total (Corr.) |12724.8 11

ANEXO N° 26. Prueba de Tukey para actividad antioxidante por el metodo de DPPH,

realizado por statgraphics.

Me¢étodo: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Nivel |Casos |Media Grupos Homogéneos

A 3 0 X

B 3 31.3825 X

D 3 74.2566 X

C 3 79.2253 X
Contraste Sig. |Diferencia +/- Limites
A-B * -31.3825 5.00369
A-C * -79.2253 5.00369
A-D * -74.2566 5.00369
B-C * -47.8428 5.00369
B-D * -42.8741 5.00369
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C-D 4.9687 5.00369

* indica una diferencia significativa.

ANEXO N° 27. ANOVA para actividad antioxidante por el metodo ABTS, realizado por

statgraphics.
Fuente Suma de Cuadrados Gl |Cuadrado Medio |Razon-F |Valor-P
Entre grupos [2.63082ES8 3 |8.76941E7 399.00 0.0000
Intra grupos |1.75829E6 8 [219787.
Total (Corr.) |(2.64841E8 11

ANEXO N° 28. Prueba de Tukey para actividad antioxidante por el metodo de ABTS,

realizado por statgraphics.

Me¢étodo: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Nivel |Casos |Media Grupos Homogéneos

A 3 0 X

B 3 539633 X

C 3 3873.72 X

D 3 11496.0 X
Contraste Sig. |Diferencia +/- Limites
A-B -53.9633 1225.38
A-C i -3873.72 1225.38
A-D N -11496.0 1225.38
B-C * -3819.75 1225.38
B-D * -11442.0 1225.38
C-D * -7622.28 1225.38

* indica una diferencia significativa.
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