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Resumen

El objetivo de este trabajo fue caracterizar la viscoelasticidad dinamica lineal de biopeliculas obtenidas con
glicerol al 12 % (v/v), goma gelana (GG), concentrado de proteina de suero lacteo (CPS) y sus mezclas.
Las biopeliculas basadas en biopolimeros funcionales y concentrado de proteina de suero lacteo (CPS)
son una alternativa en la industria alimentaria al empaque tradicional de alimentos con materiales
sintéticos, por lo cual se hace necesario realizar estudios iniciales de tipo técnico. Para la caracterizacion
de las biopeliculas se utilizé analisis reolégico dinamico y curvas de Creep ajustadas al modelo de Burgers.
Todas las biopeliculas estudiadas se comportaron como sistemas reolégicos con caracteristicas
predominantemente elésticas. El comportamiento de los médulos dinamicos puede ser un indicativo de la
formacion de redes interdependientes de la GG y el CPS. Por tanto, es posible utilizar estos materiales
individualmente o en mezclas, para la obtencion de biopeliculas activas y recubrir diversos sistemas
alimentarios solidos.
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Viscoelastic Characterization of Biofilms obtained from Binary
Mixtures

Abstract

The aim of this study was to characterize the lineal dynamic viscoelasticity of biofilm obtained with 12%
glycerol (v/v), gellan gum (GG), whey protein concentrate (WPC) and their mixtures. Biofilms based on
functional biopolymer and whey protein concentrate (WPC) are an alternative in the food industry to
traditional packaging with synthetic materials, so it is necessary to make preliminary technical studies.
Dynamic rheological analysis and Creep curves adjusted to Burgers model were used to characterize the
biofilms. The results showed that all biofilms behaved as rheological system with predominantly elastic
characteristics. The behavior of dynamic moduli can be a sign of interdependent network formation of GG
and WPC. It is therefore possible to use these materials individually or in mixture to obtain active biofilm and
coating various solid food systems.
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INTRODUCCION

Las peliculas y los recubrimientos comestibles han sido considerados particularmente para la preservacion
de alimentos debido a que pueden mejorar la calidad global de algunos alimentos (Franssen y Krochta,
2003). Las biopeliculas pueden ser utlizadas para cubrir superficies alimentarias, separar zonas e
ingredientes incompatibles, formar una barrera contra el oxigeno, aromas, etc. Entre otras caracteristicas
importantes, también pueden ser empleadas como acarreadores de agentes funcionales tales como
antioxidantes y sustancias antimicrobianas para mejorar la seguridad y estabilidad de alimentos (Lin y Zhao,
2007). La produccion de biopeliculas con materiales poliméricos biodegradables es conveniente debido a
las bajas consecuencias ambientales comparadas con los materiales plasticos sintéticos utilizados
generalmente para el empacado de alimentos. Diversos materiales han sido utilizados como base para la
elaboracién de biopeliculas, todos reconocidos como seguros para consumo humano. Entre ellos se
encuentran polisacaridos, lipidos y proteinas. Los de mayor aplicacién son las proteinas de suero, caseina,
proteina de soja y algunas gomas.

En cuanto a las proteinas de suero lacteo, estas representan, el 20% del total de las proteinas en la leche;
comercialmente conocidos como concentrados de proteina de suero lacteo (CPS) por su contenido en
proteinas entre 25 - 80 %. Las principales proteinas de suero, la B-lactoglobulina y la a-lactoalbumina al ser
desnaturalizadas por el calor producen peliculas transparentes e insipidas. La goma gelana, es un
heteropolisacarido lineal aniénico producido por la bacteria Sphingomonas paucimobilis y consiste de
unidades de repeticion de un tetrasacarido (1,3-B-D-Glucosa; 1,4-B-D-Acido glucuronico; 1,4 B-D Glucosa; y
1,4 a-L-ramnosa), (Gonzalez et al. 2012).

La caracterizacién reoldgica es importante en la formulacién, procesamiento, transporte y almacenamiento
de alimentos, ademas es una herramienta util en el disefio y prediccion de la estabilidad de muestras
almacenadas (Acevedo et al. 2014a). Ademds, proporciona informacién sobre los mecanismos de
gelificacion y ayudan a mejorar los atributos texturales impartidos por los biopolimeros y las proteinas a las
biopeliculas. Las curvas de creep/recuperacién son obtenidas en términos de compliancia J(t), que es la
relaciéon cuantitativa entre el esfuerzo aplicado a la muestra y la deformacién resultante. La representacion
matematica de la relacién esfuerzo/recuperacion utiliza diferentes modelos incluyendo resortes y
amortiguadores. Cuando estos elementos son alineados en serie 0 en paralelo, determinan las propiedades
viscoelasticas de materiales sélidos y fluidos. Existen ecuaciones matematicas que relacionan el esfuerzo
aplicado con la deformacién resultante (Steffe, 1996). Los principales modelos que describen el
comportamiento viscoelastico de un sistema son: Maxwell, Kelvin-Voigt y Burgers. En el presente estudio se
utilizé el modelo de Burgers que proporciona una aproximacion real al comportamiento viscoelastico de
numerosos geles y alimentos (Gonzalez, 2011).

La viscoelasticidad significa la existencia simultanea de propiedades viscosas y elasticas en el mismo
material, por tanto, es razonable asumir que todos los materiales tienen una naturaleza viscoelastica; sin
embargo, es importante mencionar que lo anterior es valido bajo ciertas circunstancias (Steffe, 1996). Por
muchos afios, los trabajos cientificos han estado enfocados en determinar la viscoelasticidad lineal de los
materiales, esto es debido principalmente a tres razones: se puede dilucidar la estructura molecular de los
materiales, los pardmetros y funciones medidos pueden ser Util en el control de calidad de ciertos productos
industriales y finalmente porque el conocimiento de la viscoelasticidad lineal es muy util en diversas areas
de la industria (Malkin, 1994).

En las biopeliculas se han evaluado la capacidad biodegradable (Gonzéalez y Alvarez, 2013), antioxidante
(Hua Li et al. 2014), la viscoelasticidad por espectroscopia de biopeliculas microbianas (Lau et al. 2009), la
viscoelasticidad de peliculas de almidon de tapioca en funcion de la concentracién del glicerol (Chen et al.
2009), la reologia de peliculas a base de gelana de alto y bajo acilo conteniendo acido ascérbico (Leon et al.
2009), de las dispersiones formadoras de biopeliculas (Peressini et al. 2003), de peliculas comestibles a
base de colageno (Deiber et al. 2011) pero pocos estudios se han enfocado en la viscoelasticidad lineal de
biopeliculas a base de CPS y GG. Por tanto, el objetivo del siguiente trabajo fue caracterizar el
comportamiento viscoelastico de biopeliculas elaboradas a base de goma gelana y proteina de suero lacteo
utilizando CaCOs como agente entrecruzante, acido citrico como agente inductor del gel y glicerol como
plastificante.

MATERIALES Y METODOS
Materiales

La goma gelana fue suministrada por modernist pantry (USA). La proteina de suero lacteo por ingredientes y
productos funcionales (IPF-Colombia), el glicerol (87 % de pureza) y el Carbonato de Calcio por Merck
mientras que el &cido citrico fue suministrado por Pancreac (USA).
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Preparacion de las biopeliculas

Para la elaboracion de las biopeliculas se utilizé un disefio de mezclas simples asi: GG, CPS y sus mezclas
25GG/75CPS, 50GG/50CPS, 75GG/25CPS disueltas en agua destilada conteniendo 30 mM de CaCOs.
Posteriormente se adicion6 glicerol como plastificante en una proporcion al 12 % (v/v) y se ajusté el pH.
Finalmente, las preparaciones fueron sometidas a 90 °C por 30 minutos en bafio termostatado. Para la
formacion de las biopeliculas fueron vertidos volimenes de 15 mL de las soluciones anteriores en cajas de
Petri. El secado se realizé en estufa a 30 °C durante 45 horas aproximadamente asegurando uniformidad de
las biopeliculas.

Estudio reolégico dinamico

Las determinaciones fueron llevadas a cabo en un redémetro de bajo esfuerzo (Paar Physica). Las muestras
fueron colocadas en el plato inferior (Peltier) y el Gap fue ajustado. Las determinaciones se llevaron a cabo
en un rango de velocidades de cizalla comprendidas entre 5.00x10° y 1.00x10% s y esfuerzos de cizalla
entre 6.37x10? y 6.37x10° Pa utilizando una geometria PP20.

Viscoelasticidad lineal

Se realizé un barrido de amplitud con torques entre 1X102 y 1X10'mNm para determinar la zona
viscoelastica lineal, posteriormente se llevé a cabo un barrido de frecuencia entre 0,010 y 1,50 Hz, para
determinar el comportamiento de los médulos de almacenamiento (G’) y de pérdida (G”) en funcién de la
frecuencia angular.

Curvas de Creep-recuperacion

Esta determinacion consiste en la aplicacién de un esfuerzo y su subsecuente suspension para evaluar la
recuperacion del sistema y los pardmetros caracteristicos que representan este comportamiento. Los
resultados estan en términos de compliancia ajustados al modelo de Burgers (ecuacién 1).

J@©) =Jo +J1(1—et/4et) + /¢ 1)

Donde Jo corresponde a la compliancia instantanea, n a la viscosidad newtoniana. Ji1 a la compliancia
retardada, Aret €S el tiempo de retardo de la unidad de Kelvin y t finalmente representa el tiempo de anélisis.

Método de analisis de datos

Los datos fueron analizados mediante analisis normal de varianza (ANOVA un factor) utilizando la prueba
de tukey con el fin de establecer diferencias estadisticas significativas (p<0.05) entre las muestras
analizadas. Para tal fin se utiliz el programa de computo SPSS (ver 17.0 para Windows).

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Figura 1 se muestra el comportamiento de G’ y G” con respecto a la frecuencia para las biopeliculas
analizadas. Se puede apreciar la existencia de diferencias estadisticas significativas (P<0,05) en el espectro
para las magnitudes de los pardmetros viscoelasticos de las biopeliculas, igualmente se observa un mayor
comportamiento elastico que viscoso (G’>G”) en los intervalos de frecuencia estudiados (0,01- 1,50 Hz) y
una minima dependencia de estos médulos con la frecuencia, ya que es un comportamiento caracteristico
de un gel fuerte de acuerdo a la clasificacion de Clark y Ross-Murphy (1987). Los mayores valores de G’ se
encontraron en las biopeliculas elaboradas con CPS, lo que significa que estas biopeliculas tienen una
estructura que requiere de mayores esfuerzos de cizalla para su deformacioén, este comportamiento ha sido
observado en diferentes sistemas alimenticios como queso tipo Manchego (Gonzéalez, 2011) yogurt con
microcapsulas (Gonzalez et al. 2014) y sueros costefios (Acevedo et al. 2014b). Es interesante mencionar
que los menores valores para G’ fueron obtenidos para las biopeliculas elaboradas a base de GG como una
consecuencia de las caracteristicas hidrofilicas de este biopolimero al formar redes llenas de agua en
presencia de cationes divalentes como el Ca++. Mientras que las biopeliculas obtenidas con las mezclas
(CPS/GG) presentaron valores intermedios en sus respectivos médulos. Por lo mencionado anteriormente,
es posible que exista la formacion de redes interdependientes entre los dos compuestos, es decir que no
exista una interaccion entre la GG y el CPS.

Los valores de tan 0 para las biopeliculas estudiadas estan representados en la figura 2 donde se puede
apreciar que el incremento en las concentraciones de CPS disminuye significativamente (P<0,05) los
valores de tan 0 en todo el intervalo de frecuencia estudiado, lo cual indica que en este tipo de biopeliculas
predominan mas las propiedades elasticas que en las biopeliculas con mayor concentracion de goma
gelana, este comportamiento probablemente obedece a la formacién de estructuras mas complejas, lo cual
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acentla el caracter viscoelastico (Lucey et al. 1998). Comportamientos opuestos han sido reportados por
otros autores (Chillo et al. 2008) quienes obtuvieron un leve aumento en los valores de tan & cuando
incrementaban la concentracion de quitosano y glicerol en la formacion de peliculas esta diferencia
probablemente se debe al efecto del glicerol sobre el movimiento de las cadenas al actuar como
plastificante (Liang et al. 2014).
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Fig. 1: Comportamiento de los mdédulos dinamicos G’ y G” en funcién
de la frecuencia de biopeliculas de GG, CPS y sus mezclas
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Fig.2: valores de la tangente del angulo de fase (3) en funcién de la
frecuencia para las biopeliculas estudiadas

En todos los andlisis el comportamiento de las biopeliculas fue similar a los de un sélido viscoelastico. Sin
embargo, la concentracién de CPS contribuye en mayor medida con el caracter elastico de las biopeliculas.
La elasticidad es el comportamiento reversible de esfuerzo/deformacion, el cual es medido como el
reciproco de 8, donde los sélidos puramente elasticos tienen el angulo de fase de 0° y el fluido viscoso tiene
un angulo de fase de 90° (Silva et al. 2013).

Curvas de Creep

Las curvas de Creep fueron modeladas matematicamente utilizando la ecuaciéon de Burgers obteniendo sus
respectivos parametros. En todas las biopeliculas estudiadas se presentd recuperacion cuando el esfuerzo
aplicado fue suspendido, por lo tanto, se comportaron como sélidos viscoelasticos, concordando con los
resultados obtenidos en los mdédulos de almacenamiento y pérdida. La menor recuperacion se observé en
las biopeliculas elaboradas con GG como consecuencia de la interaccidn entre las cadenas laterales de la
goma gelana (Gonzélez et al. 2012) mientras que la mayor recuperacion se presenté en las biopeliculas
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elaboradas con CPS. En términos generales, las biopeliculas mostraron recuperaciones menores que los
geles elaborados con biopolimeros funcionales (goma gelana y almidén de maiz), (Gonzélez et al. 2012.
Jiménez et al. 2005). En la Tabla 1 se muestran los parametros reoldgicos del modelo de Burgers para las
biopeliculas de GG, CPS y sus mezclas GG/CPS, asi como los valores de recuperacién, para cada
biopelicula, obtenidas en la regién viscoelastica lineal (RVL), (0,0045 y 0,0052 mNm). Las biopeliculas
elaboradas a base de CPS presentaron la mayor viscosidad (4,67 x 10° Pas), por el contrario aquellas
biopeliculas elaboradas a base de GG mostraron la menor viscosidad (8,23 x 10* Pas) y sus mezclas
presentaron valores de viscosidad intermedios, es interesante mencionar que se presentaron diferencias
estadisticas significativas (P>0,05) en cada uno de los valores reportados. Este comportamiento puede
indicar que no existe una interaccién entre la GG y la CPS aunque mas estudios son necesarios para
confirmar esta hipotesis.

Es interesante destacar que todas las biopeliculas mostraron menores valores de compliancia retardada en
comparacion a los valores de compliancia instantdnea (J1 < Jo), esto es debido a que las biopeliculas
necesitan deformarse inicialmente antes que el flujo se estabilice, y deformarse nuevamente por la
aplicacion del esfuerzo, este comportamiento también fue observado por Gonzélez et al. (2012) en geles
elaborados con mezclas de gelana de bajo y alto acilo. Los valores de Jo son inversamente proporcionales a
los valores de viscosidad, considerando que la compliancia es el opuesto del esfuerzo aplicado (Jiménez et
al. 2005). Los valores de Jo son cercanos a cero, esto indica que el area exponencial es pequefia mostrando
un comportamiento con una tendencia similar a un sélido elastico ideal, por otro lado los valores de
viscosidad alcanzan valores mayores que 40 x 10° veces el valor de la viscosidad del agua a 20°C. Los
porcentajes de incrementos de Jo con respecto a Ji para las biopeliculas de GG, CPS y sus mezclas
25GG/75CPS, 50GG/50CPS y 75GG/25CPS fueron 715, 1470, 633, 431, 1050 respectivamente, lo cual
muestra que los valores disminuyen con el aumento de GG.EIl Aret mostré una amplia variacion de (3,15 x
10 a 4,12 x 102 s). Es importante destacar que At €s el tiempo necesario para que la deformacion
disminuya hasta (e-1) de su valor final. El Aret aumenté a medida que aumentaba la proporcion de CPS en la
biopelicula, esto puede ser un indicativo de la pérdida de flexibilidad de la biopelicula.

Tabla 1 parametros obtenidos del ajuste de las curvas de Creep para el modelo de Burgers

Mezclas (%)
n (Pas) Jo (Pal) Ji(Pa-1) Avet (S) 1/Jo % Recuperacion

CPS GG

0 100 8,23 x 104 7,15 x 10 1,00 x106 4,12 x 102 1,39 x108 63

25 75 5,86 x 10° 6,33 x 104 1,00 x106 1,13 x 102 1,57 x10°8 65

50 50 6,77 x 10° 4,31 x 104 1,00 x10°6 1,22 x 10t 2,32 x10° 71

75 25 7,45 x 108 1,05x 103 1,00 x106 2,18 x 10* 9,52 x10? 71
100 0 4,67 x 108 1,47 x 103 1,00 x106 3,15 x 10t 6,80 x10? 74

Finalmente se puede decir que aunque el aumento en las concentraciones de CPS en la elaboracion de
biopeliculas conlleva a un incremento en el comportamiento elastico de las biopeliculas, es necesario
incorporar mayor cantidad plastificante, debido a que el Aret evidencié una posible pérdida de flexibilidad
(Galieta et al. 2005; Mchugh et al. 1994), lo cual se puede suplir incrementando la concentraciéon de
plastificante.

CONCLUSIONES

Todas las biopeliculas estudiadas presentaron un comportamiento reoldgico viscoelastico, en donde la
componente elastica fue mayor que la componente viscosa (G’>G”), lo que indica que son sistemas con
caracteristicas predominantemente elasticas, este comportamiento fue directamente proporcional a las
concentraciones de CPS utilizadas. Sin embargo, las biopeliculas con mayor concentracién de CPS tienden
a perder su flexibilidad, por lo cual es recomendable aumentar la concentracion de plastificante. El
comportamiento de los mdédulos dinamicos puede ser un indicativo de la formacién de redes
interdependientes de la GG y el CPS. Por tanto, es posible utilizar estos materiales (GG y CPS)
individualmente o en mezclas, para la obtencion de biopeliculas activas y recubrir diversos sistemas
alimentarios solidos. Igualmente es recomendable llevar a cabo estudios de factibilidad de este tipo de
biopeliculas y de estimacion de vida util de los productos alimenticios que sean sometidos a recubrimiento.
La caracterizacion reolégica de las biopeliculas es un factor importante en el disefio de biopeliculas activas
y su correcta aplicacion en los diversos sistemas alimentarios.
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