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COMMLUNICATION

Image Processing Applied to Classification of Avocado Variety
Hass (Persea americana Mill.) During the Ripening Process

lsrad Areaie-Vicquez- José Jorge Chanons-Pérez- Maria de Jesis Peres-Flores -
(enrgina Calderdn-Dominguez - Marco A ¥oreno-Armenddniz - Hiram Cabo -
Sablvador Godoy-Calderdn - Roberto CQruevedo - Gusteve Gutiérres-Lape:

Rewsval: |5 Movesie 2009/ Acapaal: 2 May 201
T S Semes Rusmes Meda, LLC 2001

Abstract This wosk was undertken to anahze the ripening
prooess of avocados variety Hass (Persan amenimana ML)
Iy image processing (TP medhodology. A set of avoados
({10 samples) was used o follow the changes In Tmage
fertres during ripaing by applying 2 compuea vision
system, exiracting cobor and evinm] parametes. Odher 16
avocados werne msed to evalume the firmness and mass oss.
Thres matnnty stuges of svwocados wes sdshlished, and o
clmsification was oisned by applying principal compone
apmhmis and Fonearest meighbor algorim Duoring  the
ripeming process {12 doys), svomdo fmmess  deoreosed
foom 7543 0 2.6% M, while sidn color valoes keptimariahls
dring & dayx; afer got, a dscement in the peel geen @lar
@*) was oheerved (—968 o 232} Image festmes showoed
that doring mipening the olor peramedess (%, a*, and B¥),
emiragry (4.29 o 400), angoler second moment (287
0360}, and fracta] dimension 258 a0 244) had & similar

L Asate Ve gues * I I Chamena-Pée= {50 M Pems- Flore -
. ki fn-D arssingins - . (G ik s

Dt saes e ageadier fa Bioaquuierics, Facie b Mool

de Crmiiae Bobligams, Bannns Polnbeens Macasal,

Pl e Ayala ¥ Ol s, Ol S Tioessai,

TR D390 Mhen e iy, Meaon

eciar]. i e =8

M A Morcas-Assendieir - H Calve - 5 Galey (hkiais
T i |sratpacsdes o Cosputasis,

Taszinges Pohiboaas M acaral,

A hms de Thea Bdoe sy, Theilal Prolesmal
Addilfis Lipe Mugees, Tal Musva Tabuspsml Vallage,

TP 07738 Mo Cing, Mo

R Crieweds

Dipeiemisiemd of Soiemos gl Fosd T melagy
Ve sl d de Lo Lo,

Ax Fusdhdecher 05,

Dz, [hdle

Prlslicleed vnline: 17 My 301

pah = compemd to mass kes, a*, and firmmes rpaning
paameters, repatvay Reltonships hawemn image fea-
tures and ripaning parametes ware obzined. The parameter
a* wmx the most osefl dighel feswe o =mohlish an
accepihle pacemzge of avoado dassification (=BRS) W
three diffesert matority sges found Resobs obtsined by
memns of IF ooold be osefol to esvalose, 2t horetory level,
the ripming process of the avwocados.

Keywonds Avocads - Ripeming - Inage processing -
Fimmness - Fracta] dimension

Intrsd uctdon

During e ripening of svocados, the skin color changes
from gmen do pupleblack (Cox & 2l H(d); these changes
are mainhy cansed by the degradation of dhloropinydl 2nd #he
rise in e concemimton of caroenoids and amhocyamins
{Toivmen and Bromme] 2008, =mbking e skin color
and firmness gond indicadors o §llow the rpening proces s,
althongh fimnness is 54l the most relishle characteristio o
detemmine matrity index (Herog et 2l 3003). Firmness @n
be evaluaied by imvesive (hand tatile =i ond destmotive
methods (penetromeders), sven thongh tmditiona] destmic-
tive methods oould mean a qoaliy dropping bemose fuit is
50 delicats when ripened tha it ooold be sasily damaged
{(ichoa et al 2009) For dhis reason, newer nomnvasive
tech miqoes have heen proposed. Momnin vasive mathods such
as aconsfic, spectomcopic, and image processing (1P
inclhuding muld- and hyperspectm] magng edhmgoes,
have besn widely applisd oo evalmate the gqualiy foods
However, aommtc and specomanpic methods (neer-infra-
red, nockar magnetic resmance, and magnetic resomance
imeging) auld be mlatively expensive and lzhorions, and 2
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large number of samples, = wdl = 2 lage bhominry area,
comtld he required; hesides, online mesrements are not
emily camied ot in comparison with TP methods (Do and
Sam Xild; Botz et al 2005 Micold & al. 3007, Cobemn =
zl. 2011 TP plys an imporrt mole in dhe food gqoality
svalntion by mambiming scowracy and consisency whils
eliminating the suhjectivity of mamal inspedgims. TP have
more achantages than other nommasive tchmqoes such =
heing dheap, emsily adepishle o obbin messmements
mnline, high acuocy, good comebhtion with visml homan
mspecton, and is vay versatik becanse it allows o obtin
2 widespead mumba of fmtre fom a simple digial
image (Do and 5un 2. The xim of is work was o
salnde the rpeming process of Has avocadoss doring
sinrage by means of TP methodology.

Materials mnd Methods
Foaparimental Design and Ripeming Parameders

A bhaich of W0 avomdos (Perera americana Mill, vanety
Hasx, export gqmlity) harvested from the same orop
(Midhoacin, Méxiom) was mwal o evalmie dhar rpming
at horstary smle in darimess conditions, at 20 3C and
5% of mltive humidity for 12 deys. A set of 10 avocados
with similar shape, size, color, and weight 211-265 gl ws
selecied for TP amahywis in onder to avoid the vasiahiliy of
smampls doe o diferent qmality kwels Mms s ws
envzhmied with a digin] heloee @oowacy 0. 1 mg, Explorer
OHALS, UUSA) The frois ossd @ TP analysis were
weighal (10 samples per day) and dhe skin color L%, a*,
and A*) mesmmred with a colormeter (Minoka Chroma
Meter CR4A00, lpan; light source DE5) taiong four
measmmmens at the ayminr of frve frots. Color & ffermn o
{AE) ware calculbied by the eqoation

AE = /[ ALSF + ( Aasf +( Ab%? (1)

where ALY - "

B, &' =g, and AN =B~ B being
Iu-"u- ﬁccv:.'l:l']:lm'rl:'lﬂ'wlnuufﬁﬂ it
day and L ,a*, b the color parameter valoes of the smmple
dring the mammtion. (her 60 avocados (5 samples eadh
dayh wem med o svalmie the avocado firmess for
quimnpli e every day during 12 days by using 2 umiversal
evimromater {Instron 5565, USA) Hahes of avocados
withomt peeling md fee of seeds were nsed for the
penetration et Epead of 10 mmsmin and a comic pmbe
with infanior diameter 2.2 mm, supenior dizmeter 7.1 mm,
cmme angls 107, and height 113 mm) Fimmes ws
measursd as the fiorce (W) needed o piace the mple =
thres different positions {cemer and i fwo poims at? om af
cemer). Color paameters and fimness were msed =

£l spminger

criterion to esizhlishing the matmity stages of avocados;
hased on the dme, the avocado frmness reachadl 2 valoe
close 0 rern at e 12 days

Image Prooessing

The oompuier vision sysem omsised of 2 squre s ge-
memt af for floorescent lamps (60 cm, TL-D dduxe, nanm]
daylight, 18 W96, Philips, Mexico, color
6,500 K, 5, with elecoomic halles at 60 H=120 V) fixed
2t an angle of 457 and 35 an above the sample. A digizl
camera {Cyherghot DSCWS S, Somy, 7.2 megapivels, China)
prmitimed vesi@lly over the samples and comectsd o a PO
(Dell Precizion 380 Pemtinm 4) wex aleo meed 0 aomire the
imeges. Canem sefings ware mame] mode, exposmme level
0.0, no mom, and no flash. Twarty images (fwo for sach
avocadn, LA00= 1,200 pixds, ROB-JPEG format, high
resnlution, and soperfine quality) wees tlen sadh day, seting
them in the same positon, onenmztion, and wit 2 mase gay
hackgmuond. Cemtral zones of the avwocados images (200 300
pixek, TIFF fmmat) without bright sposs were cropped and
tmns mad imo L¥, a*, 5* space color and gray level §{EL )
images by wsing Image] sofiware (varsion 1 345}, Mandora
et 2l (2006) reporied that mlor amalysis of omved sorfce
samples wing L*=*b* & less affecesd by the covawme
shadows, mnd gossiness fan ofher color spaces (RGHE,
HE). Capiure systam @libration was similar to ot
reporied by Ledm et al (2006) L*%2*bh* paamesers of 35
color charts wer also measred with the colormeder, and the
RGE digital images weare ommveaned imn the L*%2%* color
space, sliting the images imto sepanded chamels, by sing
the Color Space Comverier plogin version 4.0 {Tmage). The
average vales of exch olor comndimte wes stimatesd by
the frequency histogram ool L*2%h* values of color chars
{colorimetes were plottad agpinst s omesponding L*a%h*
values obainad by IP. In 2ll cmes, linear fits were fumd
(0911 In odder @ vesify fhe coptme sysem, 20 color
charts were photographed svery day, and the standard emors
were L* (LET-0.0%, a* 1.28-001, and 5* 0.53-0.00.
During ripmning L*, a*, §*, angolar second momemnt
(ASM), oorest, omeltion, Tverse differance momemn
(TDM), emmopy, mnd fractal dimension pammetes were
extracied from imeges Z00x300 pixelk) The tewinne
parameters were obimned nsing the Gray Level Co-
oommenc: Manx plog-in a5 reportad by Hazlice et al
{1973} Fradal dmensions {Flsnnc) was estimaded by the
Shifting Differentiz]l Box Comting method from GL
images (Mapfractlonmt plog+n wversion 1.0, Tmagel)
Textural #atmms and Flgg- meanmgs have ben de-
scribed previonshy (Hamabick & al 1973 Mandora et al
2007; Croevedo & a. 2008, Famera-Rebollo et 2l 2011
Resols am reported ax averages and standerd ermoms. Data
were aso ambyaed by ANOWVA and Tokey's mualkhple
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compazism test (5 gmalia 1.1, Syme Sofloas, TISA) e
mnly to evalunse the changes of color and evine paamedens
during the ripming.

Chssification Process

Im this seq, 168 images (T0%) wer randomly seleded o
baild 2 supendision set required for the leaming phse,
while the remaining 72 images (301%) weare med for the
wvalidetion et PCA (MATL AR 7.0 MathWodes, Inc, MA,
USA) was med o mnk eadh femtwre aocording o i
discrimimation capshiliny (Jolli®e 2002 Thus, the principal
compement anahsis (POA) algoridm reonders the festure
set amomding to the dsoimimeton capahility of eadh
fminre This rensdesing can be s==n 2% assigmng an misger
index p in mch featre xi, where i=1...r{ris the dimension
af paterns) For sach festume, the weight B of Satme x,
which has order p assigned by the PCA agorigm, &
calmlbred as (Eg. 2)

Hixa) = [FFF (2)

where WF is a2 weighting factor that describes e
pereniage of il weight ot sach moesssive fectore
kes. Gemenlly, WF=0.5, whidh means fhat the first (ie,
the mos discriminating featme) houmds 10 2 weight of (L5,
the next one binds io @ weight of .25, and so0 on. All the
eoperimenz] msuls presentad in &is papa wae obinal
with the aforementonsd procednm. As datbses and clses
{ihres represemiative matnrity classes) were small, a tnal
et approach was nsed to oltain thess valm. A clhesifer
was defined, aling = mpe patem (the sslecied fmmrs
fom PCA) and = odpet is metority sages. A simplifiad
model of the knearest neighbor algorrdhm (oo & al. 3003)
was used for the clhasification with 2 fst voting scheme,
whidch mees the most repes anttive pattemn of sach clues =
prototype. When all prootypes wes cakoubiesd, 2 new
pattam was cheified by comparing it with the prointypes
msing 2 similrity fimation (Bg. 3. Last, 2 wote valoe wa
calanbied for mch cless. This value symhesizs the new
mtan’s smibnty with the s=t of prototypes fmm the
class, and a decision rule wa applied o determine the fnal
class io winch the patteam was asignad

The Gllowing oe the staps of the classification: (2 a
suhset of festures that epesemt the ongna patens @
fmtmres, PCA) was selecied, and waight valoes wers
mmmigned 0 eadh femwre. Im “Resuobs and Dhiscussion™
sechon, teo sxpaniments are showm: one osmg only the
fres image featres and mother with six festures; (b)) 2
selection of dhee clheges were defimad: class | fom day 1
i i, dms 2 from day 7109, and class 3 from day 10 o 12.
The dasses were defined basead om the msuoks of color
{mplinad i "Resplts and Dhscosion™ section); i) o

detemmine the seix of prototypes (Tepresemative patierns,
ol the aversge valee of eadh fertore from each dss was

calcolated; (d) & smilarty fimction was selecisd (), as dhe
Euwclidian disance does not considea dhe waght valoes
(Egs. 3 and 4}

Xiy — ey
max (%) — minfxy)

gylxyoe) = abs|1 — (3

I imem) = ol (5p,00) (4)

whes x,, is the vailue of the g feaswe for #h patem of
ﬂ.fhfh.ﬂ;ﬂ*“."ﬁﬂltllhtﬂf'ﬂtjﬁfﬂm'thm
profoiype; ap is the weight val oe ass gned o g favtore, and
k is the menher of classes (fire classes)

(&) The average similarity () of each new pattern with
the set of pmintypes from eadh dms wes caloulated ()
Fimally, the dedision mle was spplied whene the greades
average similarity {7} to the prostypes was considesd, and
from whidh was pesihle to dassify the patern o one of
the dree dmses

Remuls mnd [Niscussion
Ripening Parameters

Changes in mipening parameders are showm W Fig. 1.
Fimmess loss follows 2 sigmoidal pattemn (Fig. la); this
path was similar i those raported by Cox etal . (20048 ) and
Ochoa et al {2009}, and it conld be camsed by enzmyme
activity that degrades the ol wall and promotes trgidity
lms (Gooleo and Olivera 2008). Mass kss has a lmear
tendency, whidh increases as fonction of time Fig la),
and duning matnration, the overage mass ks of avomdos
was 11L1780.90%; it conld be relaed with the trgidity
lms

CTELab color space and AE showed that doning the frst
6 days of mamraion, no significam differences wers
observed (po0s), while ofter the sicth day, a drastic
chmge in the oolor vales was deteded 25 well = an
incrense i e AE valoes, where 0* and b* decmased affer
the sixth day (Fig. |h). The paamster a* {geen to e=d)
incrmsed progressively from dhe first ol 128 day, while
no drastic changes I the color panmetes ofter 10 dags
wae olmerved (p-oll. 05 [*, a*, md &* paameten and the
chmges in the slop= in AE plot (Fg. 1h) weres ns=d o
exizblish the fres stpes of avocrados matunity, providing
criteria fior the dmsifimtion by TP, When comparing the
color m=oks obzined from [P methods with those ohoimed
from the oolorimeter (Fig. lc), a2 similr tendency was
fommd which indicates that hoth sechniques can he osed.

Speinper
'ﬁP"l




Aplicacion del andlisis de textura de imagenes para la caracterizacion cuantitativa de
superficies bioldgicas

Foad Baogrooss Tochad
Fg. | Ouopes on Se avesge B
sakes of quality pusesctes L ]
fie ripemng pooss L L~ F 12
(12 day, 0 °C, and 7S% of ,+
clatve spauer) 8 Feserss &0 4 ,,,-'{ - 10
(crcler) dnd s Nes ,-{
(rgeare). b Colos e ssctes _/} M
L (crcde), a® (imvertad SN z} g
wimgle), b* (guare), ant AF z L« £
(dicm cmdls) obtipee d oo Bie E 5
cokrimptes The dope valos > 2
(my, g, nd my) e imbioed ¢ = 20 » .
Colior gumsscters L® (candes), ,--"
& (rguancs), b* (vvweriad < ?
rimglo ), wd AF (dicmonds) » s
ol e Oe mages by P /,." .
. . & ) ® 1
Days pewtharvest
b
w0 A
- -2
204 5
2% <
I
s W+ 3
3 Bk
5 24 -
3 04 $
5] -
0+ [ Y
84 lA i a2
E) 2 4 o . "0 12
Days pastharvest
c
0 15
.’,--. —t—§“"— - -{\__ e e
o —§~-_ ,_-.'—
g N .
g b <. 4 g
9 v v % 3
5? s - i 5 %
= 10 j g
. 5 Zo & 1¢
- - T
ot = == 2 R
a{ & A
v v -
0 ] g 12

Texare Parameders
Figare 2 displays $he chmnges in $he avocado’s peel during

ripening process. The ke and stucare of fie peel had no
rdevamt madifications, and only ofter 6 days of storage, a

£ spriager

(3 L]
Dard pestharrest

dr=moc change in hath fatwres was observad and quantta
tively chancterized by using xture pemmeters (Fig. 3)
ASM is 2 famire $t measres the homogeneny of the
image (Hamlick e« 2l. 1973), which showed a2 time.
dependent mcmment with 2 linear tendency (Fig. 32) and
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larger image homogeneity. Comtast & a mesmre of the
local variations pesanied in the image, relating the highest
commst to the gt local variations (Hamalick = al 1975
Mendora et o, X007). This parameter showed that dieing
the first 8 doys, no sigmficant differences (p-o0U05 ) were
detected, momasing shamply afieroard (Fig. 3a) This
increment in the oomimst valoes coold be rdaed to the
change of avomdo’s peel color {green o black) comred in
the same imerval of dme. The FI or foct] extore is a
measue of the degree of rougimess of the images; the
higher valoes of FI0, fhe more omplex or roogher gray
level images, while kover valoes of FII can be ssocisted 1o
simpler or smoother images ((oevedo et 2l X8} As @
the otha paransters, FD did not significanly change
dring e firm 7 doyx (pedUIS) aferoard, a drastic
decmaze was ohwaved Fig. 3h) Fmlly stony whes
decmazed gradnally affer the first B days; afier that, o srmall
increment was observed (Fig. 3h) doe to the apparition of
small clear dotx an the shon of avocadms (Fig. X)) pmbably
promatad by frot mass kes. Emmpy measnes the disorder
o endomness of the image, and it & an indicator of
commppilexify; thos, the more complex the g, the higher
the emmpy values (Hamlick et al 197% Mendoma et al.
2007, Yo et al 20011 Tewhmre paramedsrs (manly FD
vahe) provide information shom the sodual changes
that ooour in the peel doring ripaning.

Relationships between gqmality and evioe paameen
were eshlished, and Fig 3o, d shows mwvo differem
rdationships sdeaad. Figoe 3o displays that a* foolorime-
eieT) valoes have a limear relationship with FD valoes with 2
high determimation coeffcient (Fig. 3o, wheress when the
gmeen color in the pee]l decremies, the FD valoes aleo
decmase, which could be dhe resnk of stroctral changes in
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avocades = laboratory levd. The ather parametes shoowed
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parameter presemied the highest weight waloe (06],
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folkreved by B* and I* (03 and 0.1, espectively) The
sennd scperiment, which did not inclods B* and L%
pammetes, was done amploying the six more rdevant
featmres {a* 0.5, Comebdion 0.2, ASM 02, DM 005 FD
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£1.9%. In hoth experiments, the dhromaticity coosdimate a*

wx the parameter that decribed hatier the ripeming process
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I ond usio e

Tmage Eatmmes obwined by TP provided a good description
of ripming proces of avocads Hass In addition, ghe color
and textre fmture svaloated from dhe images, in partcular
FD valoes, showed o adequate comaation with gqoality
pammates. The three image color fatures (a*, %, and L*)
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The diromaticily mordina®e o* was the porameter ot
described hetter the ripening process of evomdo Hms. Tt is
pmsible that P methodology ouold be 2 msefol ool for
pvocadn dssification at laboradory level. For fotme woris,
it is necewmary i camy oot moe experimants wsing 2 larger
nunber of samples and diffremt storsge oconditions o
achieve a more complste sody.
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1. RESUMEN

Las técnicas de procesamiento de imagenes han tenido un gran desarrollo, debido a que
pueden caracterizar cuantitativamente caracteristicas fisicas como tamafio, morfologia,
color y propiedades de textura de cualquier imagen digital y por tal motivo se han utilizado
ampliamente para la evaluacion de la calidad de alimentos. Asimismo, el anélisis de textura
de imagenes permite medir de manera cuantitativa los cambios microestructurales de

alimentos a partir de imagenes.

El objetivo de este trabajo fue aplicar el andlisis de textura de imagenes para la
caracterizacion cuantitativa de dos superficies biologicas: (i) peliculas comestibles hechas a
base de alginato y quitosano, y (ii) cascara de aguacate variedad Hass (Persea americana

Mill) durante el proceso de maduracion.

Para el caso de peliculas comestibles, se obtuvieron imégenes empleando diferentes
técnicas de microscopia (Microscopia de Luz, Microscopia Electrénica de Barrido
Ambiental y Microscopia de Fuerza Atdmica) y para el aguacate Hass se obtuvieron
imagenes de la superficie del fruto mediante un sistema de vision por computadora. A partir
de las imagenes obtenidas se estimaron parametros de textura basados en el algoritmo de
Matriz de Co-Ocurrencia en Escala de Grises y en el algoritmo Modificado de Conteo
Diferencial de Cajas. Por otra parte, se realiz6 un estudio profundo de la aplicacion de la
técnica de nanoindentacion sobre la caracterizacion de las propiedades mecénicas de las
peliculas comestibles.

Los resultados obtenidos en este estudio mostraron que los parametros de textura extraidos
a partir de las imagenes obtenidas fueron exitosos para describir cuantitativamente la
microestructura de la superficie de las peliculas comestibles estudiadas asi como para la
evaluacion de los cambios de la cascara del aguacate Hass durante la maduracion. De
manera particular para las peliculas comestibles, se demostrd que el analisis de textura de

imagenes fue una herramienta eficiente para evaluar cuantitativamente las microestructuras
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de peliculas elaboras con alginato y quitosano examinadas mediante las diferentes técnicas
de microscopia, ademés de que tal estudio podria ser una guia para seleccionar las
condiciones de captura y las técnicas de microscopia para el estudio de peliculas
comestibles. Con respecto a la evaluacion de los cambios del aguacate, los resultados
revelaron que los parametros estimados proveyeron una buena descripcion del proceso de
maduracion del aguacate variedad Hass y que mediante el uso de estos parametros, se

obtuvieron porcentajes de clasificacion de las etapas de madurez mayores al 80%.

Por ultimo, para la técnica de nanoindentacion se concluyd que es una poderosa
herramienta para caracterizar las propiedades mecanicas a micro y nanoescala de peliculas
comestibles, asi como también para estudiar fendmenos relacionados con las propiedades

viscoelasticas de estos biomateriales.
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2. ABSTRACT

The image processing techniques have a great development, because they can quantitatively
characterize physical characteristics such as size, morphology, color and texture properties
of any digital image and for that reason have been widely used to evaluation food quality.
Also, the image texture analysis can measure quantitatively the microstructural changes of

food from images.

The aim of this study was to apply image texture analysis for quantitative characterization
of two biological surfaces: (i) edible films made from alginate and chitosan
polysaccharides, and (ii) peel avocado Hass (Persea americana Mill) during ripening

process.

In the case of edible films, images were obtained using different microscopy techniques
(Light Microscopy, Environmental Scanning Electron Microscopy and Atomic Force
Microscopy) and for surface images of avocados Hass was obtained by computer vision
system. From images, texture parameters were estimated based on Gray Level Co-
Occurrence Matrix and Shifting Differential Box Counting algorithms. Moreover, it was
conducted a study of the application of nanoindentation technique for the characterization

of mechanical properties of edible films.

Results obtained in this study showed that texture parameters extracted from the images
were successful to describe quantitatively the microstructure of the surface edible films as
well as to evaluate the changes in the peel avocados Hass during the ripening. In particular
for edible films, it was shown that images texture analysis was an efficient tool to
quantitatively evaluate the microstructure of films made of alginate and chitosan examined
by using different microscopy techniques. In addition, this work could be a guide to select

the capture conditions and microscopy techniques for the study of edible films.
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With regard to the evaluation of peel avocados Hass, the results revealed that the estimated
parameters provided a good description of the ripening process and with these parameters

we obtained classification percentages higher than 80%.

Finally, the nanoindentation technique resulted a powerful tool to characterize the
mechanical properties at micro and nanoscale edible films, as well as to study phenomena

related to the viscoelastic properties of these biomaterials.
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3. INTRODUCCION

3.1 Técnicas de procesamiento de iméagenes

3.1.1 Definicién

Durante las Gltimas décadas, las técnicas de procesamiento de imagenes (P1) han tenido un
gran desarrollo, debido a que pueden caracterizar cuantitativamente caracteristicas fisicas
como tamario, morfologia, color y propiedades de textura de cualquier imagen digital y
debido a esto, cada vez son mas importantes en diversas areas, como en los alimentos
donde se han utilizado principalmente para la evaluacion de la calidad (Du & Sun, 2004;
Mendoza & Aguilera, 2004; Du & Sun, 2006; Mendoza y col.., 2007; Quevedo Yy col.,
2008). La principal ventaja que ofrecen dichas técnicas es que son no destructivas, rapidas
y exactas (Mendoza y col.,, 2007). Ademas, las técnicas de Pl son frecuentemente
combinadas con sistemas mecénicos e instrumentales que reemplazan la manipulacién

humana con el fin de hacer més eficaces los procesos (Du & Sun, 2004; Du & Sun, 2006).

Son diversas las areas en donde las técnicas de Pl han sido empleadas, como por ejemplo
en ciencia de los materiales (Sinha y col., 2008), tecnologia de bioenergéticos (Chiparus &
Chen, 2003), biomedicina (Loukas & Linney, 2004), ingenieria quimica (Tessier y col.,
2008), biologia (Schmitt & Hasse, 2007), robdtica (Lai & Wang, 2008), ciencia y
tecnologia de los alimentos (Papadakis y col., 2000; Mendoza & Aguilera, 2004; Pedreschi
y col., 2004; Mendoza y col., 2007; Quevedo Yy col., 2008), bioingenieria (Kumar & Mittal,
2008), geoinformacion (Kumar y col., 2008), ecologia (Martinez de Dios y col., 2008) y en

el disefio de patrones de reconocimiento (Baudrier y col., 2008).

El area de la ciencia y tecnologia de alimentos es uno de los campos donde maés se han
empleado las técnicas de procesamiento de imagenes. A continuacion se mencionan

algunos trabajos que han sido publicados en este campo.
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Mendoza y Aguilera (2004) implementaron un sistema de vision por computadora para
identificar las etapas de maduracion de platanos basandose en el color, el desarrollo de
puntos cafés y en la textura de la imagen del fruto. Los resultados obtenidos por ellos,
mostraron que existen pequefias variaciones en los datos de color y de apariencia, y que
esta es una técnica simple de clasificacion muy confiable para identificar las etapas de
maduracion del platano en comparacion de la percepcién visual. Usando las coordenadas
del espacio de color CIELab (L*, a* y b*), el porcentaje de &rea color café y el contraste,
fue posible clasificar una muestra de 49 platanos en 7 etapas de maduracién con una
exactitud del 98%.

En otro estudio, Pedreschi y col. (2004) propusieron un patron de reconocimiento para
clasificar papas fritas a diferentes condiciones: 2 pretratamientos (blanqueado y no
blanqueado) y a 3 temperaturas (120° C, 150° C y 180° C); y en base a sus resultados,
obtuvieron mas de 1500 caracteristicas de las imagenes, pero finalmente seleccionaron 11
para clasificar las muestras estableciendo 6 clases de calidad de papas con una exactitud del
95%.

Recientemente, Pérez-Nieto y col. (2010) aplicaron técnicas de procesamiento de imagenes
para estudiar los cambios de la estructura de la masa y su relacion con la temperatura de la
masa, la pérdida de masa y la altura de pan durante la etapa de coccién. Los resultados
mostraron que durante la coccién, se presenté un fendmeno de coalescencia entre las
burbujas, y se observo un maximo de dicho fenédmeno en las primeras etapas de coccion
(<250 s). Este fendmeno fue asociado con un incremento en la altura de la masa, sin un
cambio significativo en la temperatura del centro de la masa. Ademas, mencionaron que la
dimensién fractal de la textura de la miga, la dimensién fractal del contorno de las células y
las caracteristicas de la miga de grano fueron indicadores utiles para estudiar la
coalescencia, asi como tambien para distinguir el tiempo de coccion necesario para que las

caracteristicas de la miga se mantuvieran constantes.
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En otro estudio, Perea-Flores y col. (2011) emplearon técnicas de microscopia vy
procesamiento de imagenes para describir y cuantificar la macro y microestructura de las
semillas de R. communis. Y en base a los resultados obtenidos los autores concluyen que
las técnicas de microscopia y procesamiento de imégenes fueron herramientas eficaces para
caracterizar la macro y microestructura de las semillas y que los datos obtenidos
proporcionaron informacion numérica que podrian ser util para los procesos térmicos y
mecénicos de las semillas de R. communis, asi como también para el disefio de equipos de

proceso.

También las técnicas de procesamiento de imagenes han sido utilizadas para estudiar los
procesos de oscurecimiento enzimatico de frutos, como por ejemplo Quevedo y col. (2011)
emplearon el analisis de textura de imagenes para cuantificar el obscurecimiento de tres
variedades de aguacates. En base a los resultados obtenidos, concluyen que en general, el
parametro de dimension fractal puede ser usado para evaluar las cinéticas de

obscurecimiento y discriminar entre variedades de aguacates.

También se han publicado trabajos de revision acerca de las técnicas de PI; Du y Sun
(2004) realizaron una revision de los desarrollos y aplicaciones de las técnicas de Pl para
evaluar la calidad de los alimentos. En esta revision mencionan a detalle las etapas del Pl 'y
hacen una recopilacion de varios trabajos en donde se ha empleado esta herramienta para
evaluar la calidad de diversos alimentos en base a caracteristicas fisicas. De esta revision se
extrajo informacion donde se muestran algunas de las aplicaciones que ha tenido esta
herramienta para la evaluacién de la calidad, empleando cdmaras con dispositivos de carga
acoplados (Tabla 3.1).
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Tabla 3.1. Ejemplos de aplicaciones del procesamiento de imagenes para la evaluacion de
la calidad de alimentos mediante imagenes tomadas con una camara con dispositivo de
carga acoplado (Du y Sun, 2004).

Categoria Productos Aplicaciones Referencias
Pescaderia  Pescado Clasificacion de pescado Zion et al. (1999)
Frutas Manzana Segmentacion de defectos Leemans et al. (1999)
Cerezas Analisis de la forma de la fruta Beber et al. (2002)
Cereales Arroz Clasificacion de calidad Wan et al. (2002)
Trigo Clasificacion Utku and Koksel (1998)
Carne Carne Caracteristicas de textura como Lietal. (1999)

indicadores de ternura

Vegetales Esparragos Inspeccion de defectos Rigney et al. (1992)
Otros Queso Evaluacion de las propiedades ~ Wang and Sum (2001)
funcionales
Pizza Evaluacion de calidad Sun and Brosnan (2003)

3.1.2. Etapas de las técnicas de procesamiento de imagenes

Pedreschi y col. (2004) describen que generalmente las técnicas de Pl consisten en cinco
etapas (Figura 3.1): (1) operaciones para adquirir las imagenes en forma digital; (2)
operaciones de pre-procesamiento para obtener mejores imagenes con las mismas
dimensiones de la imagen original; (3) operaciones de segmentacion de imagen para dividir
la imagen digital en regiones; (4) operaciones de medicion del objeto para medir las
caracteristicas de tamafio, forma, color y textura; y (5) operaciones de clasificacion para

identificar objetos y clasificarlos en grupos.
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adquisicion caracteristicas AL caracteristicas
de la imagen

Figura 3.1. Etapas del procesamiento de imagenes (P1).

3.1.2.1. Adquisicién de la imagen

La adquisicion de la imagen se refiere a la captura de una imagen a su forma digital y es la
primera etapa de las técnicas de PI. Diversos sensores han sido empleados para la captura
de imégenes, las cdmaras con dispositivo de carga acoplado (CCD por sus siglas en ingles)
son los sensores que mas se emplean para la evaluacion de la calidad de alimentos ya que a
través de las imagenes obtenidas por estos sensores se pueden evaluar caracteristicas como
tamafo, forma, color, textura y defectos externos. Sin embargo, este tipo de sensores no
permiten evaluar la estructura interna de alimentos, por lo que existen otras tecnologias de
adquisicion de imagenes como el ultrasonido, la resonancia magnética nuclear y la
tomografia computacional y eléctrica, los cuales proporcionan informacion de los atributos

internos de los alimentos (Du y Sun, 2004).

La iluminacién es un requisito importante en la adquisicion de las imagenes para la
evaluacion de la calidad de un alimento. La calidad de la imagen capturada puede ser
afectada en gran medida por las condiciones de iluminacion, ya que estas influyen

directamente sobre las caracteristicas de textura de la imagen, la cual esta determinada por
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las escalas de grises de los pixeles que la conforman. Una imagen de alta calidad puede
ayudar a reducir el tiempo en el procesamiento, en las siguientes etapas del Pl y en
consecuencia a reducir los costos del sistema del analisis de imagenes (Du y Sun, 2004;
Pedreschi y col., 2004).

3.1.2.2 Pre-procesamiento de la imagen

El proposito del pre-procesamiento de la imagen es mejorar la informacion de la misma, en
donde se pueden disminuir distorsiones o realzar algunas caracteristicas de la imagen que
son importantes para su futuro procesamiento y con esto crear una imagen mejor a la
original. Existen dos tipos de propuestas para el pre-procesamiento de imagenes para
evaluar la calidad de los alimentos: el pre-procesamiento por pixel y el pre-procesamiento
local. Estas dos propuestas se basan en el cambio de los valores de los pixeles que

conforman la imagen.

El pre-procesamiento por pixel puede ser entendido como una operacién donde los valores
de los pixeles son modificados aplicando una funcién especifica de transformacion y esta
propuesta se emplea para realizar transformaciones en los espacios de color de las
imagenes. En el area de alimentos la transformacién mas comin que se realiza es entre el
espacio de color RGB y el CIELab (Du y Sun, 2004). El pre-procesamiento local es un
método por el cual se calcula un nuevo valor de pixel, basado en el promedio en los valores
de brillo de los pixeles cercanos y esta propuesta se utiliza para mejorar los bordes o limites

de las formas que se encuentran contenidas en una imagen (Du y Sun, 2004).

3.1.2.3 Segmentacion de la imagen

La segmentacion de la imagen consiste en identificar regiones de la imagen con el
propdsito de separar aquellas regiones de interés del fondo. Para la evaluacién de calidad de
alimentos, existen cuatro propuestas para realizar la segmentacion de la imagen pero sélo
dos son las més utilizadas: la segmentacion basada en el thresholding y la segmentacion
basada en regiones. La primera consiste en segmentar objetos sélidos que poseen un

contraste diferente del fondo y la segunda en separar regiones o grupos de pixeles que

10



Aplicacion del analisis de textura de imagenes para la caracterizacion cuantitativa de
superficies bioldgicas

tengan un mismo tono en escala de grises de una seccion de la imagen (Du y Sun, 2004;
Pedreschi y col., 2004).

3.1.2.4 Medicién de las caracteristicas del objeto
Después de detectar aquellas zonas de interés, el siguiente paso es la extraccion de las
caracteristicas del objeto bajo estudio que se pueden clasificar en cuatro clases: tamario,

forma, color y textura (Du y Sun, 2004).

3.1.2.4.1 Tamafio y forma

Comunmente los parametros utilizados para medir el tamafio de un objeto son el area,
perimetro, longitud y didmetro; pero la medicion mas conveniente para evaluar esta
caracteristica es el area. Por otra parte el diametro de un objeto se utiliza para discriminar
entre dos objetos de formas diferentes. De la revision hecha por Du y Sun (2004)
recopilamos los siguientes trabajos como ejemplo: Monnin (1994) disefio un sistema para
un proceso de cocimiento de galletas en linea donde se midi6 el diametro, el area y el
espesor de las galletas. La longitud y el ancho de un objeto pueden ser usados también para
medir el tamafio; por ejemplo, Van Eck y col. (1998) desarrollaron un método exacto para

medir la longitud, el ancho y la forma de pepinos.

La forma es una de las mediciones mas comunes que se realizan en los alimentos, en
comparacion con las caracteristicas de textura y color. La medicién de la forma es facil
utilizando el procesamiento de iméagenes. Frecuentemente los objetos de una clase pueden
distinguirse de otros por su forma, ya que estas son mediciones fisicas caracteristicas. En la
Tabla 3.2 se muestran algunas caracteristicas de forma cominmente evaluadas en el area de

alimentos.
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Tabla 3.2. Caracteristicas de forma combinadas con tamafo.

Area Radio Area
DiametroMaximo * DiametroMinimo
Aspecto Radio DiametroMaximo
DidmetroMinimo
Circularidad Perimetro’
 Area
Compacticidad 47Area
Perimetro?
Factor de Forma 2 DiametroMaximo
Area
Factor de forma 3 Area

DiametroMaximo?

Fuente: Du & Sun, 2004

3.1.2.4.2 Color

El color en los alimentos es un atributo de calidad muy importante tanto para productores
como para consumidores, ya que este proporciona informacién acerca del estado de
madurez del fruto. La evaluacion del color mediante la inspeccion sensorial humana es una
practica comudn dentro del area de alimentos, sin embargo, este es un proceso tedioso,
subjetivo, consume demasiado tiempo y es laborioso; por otro lado existen técnicas
instrumentales como el uso de colorimetros que permiten medir el color de alimentos, pero
con la limitante de que son mediciones puntuales (Pedreschi y col., 2004; Papadakis y col.,
2004). Las técnicas de Pl permiten medir el color de imagenes digitales de forma exacta y

no invasiva a partir de los valores de los pixeles de la imagen (Du y Sun, 2004).

Para realizar la medicion de color en una imagen es necesario seleccionar un espacio de

color; existen cuatro espacios de color que son los méas utilizados: CIELab, RGB (red,

12
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green, blue), XYZ, y el CMYK (cyan, magenta, yellow y black). El espacio de color
CIELab es el que maés se utiliza para medir el color en el area de alimentos. Este espacio de
color es una medicion de color estandar internacional, adoptada por la Commission
Internationale d” Eclairage (CIE) en 1976. Una de las ventajas de este espacio de color es
que crea siempre un color constante, sin importar el tipo de dispositivo para generar la
imagen (por ejemplo monitor, impresora o escaner). En este espacio L* significa
luminosidad y su rango es de 0-100, mientras que los parametros a*(verde a rojo) y b*
(azul a amarillo) son dos componentes cromaticos y su rango de valores es de -120 a 120
(Pedreschi y col., 2004; Papadakis y col., 2000; Mendoza y col., 2004).

3.1.2.4.2 Anélisis de textura de imégenes

El andlisis de textura de imagenes ha surgido con el propésito de medir de manera
cuantitativa los cambios microestructurales de alimentos a partir de imagenes (Quevedo y
col., 2008). La textura es un atributo representando por el arreglo espacial en niveles de
grises de los pixeles de un objeto o region de interés de una imagen, la cual cuantifica
algunas caracteristicas visuales dentro de la imagen como la rugosidad de objetos (Haralick
y col., 1973; Du y Sun, 2004). Ademas, la textura de una imagen ha sido utilizada para
describir propiedades tales como regularidad u homogeneidad (Pedreschi y col., 2004). Una
gran cantidad de métodos para analizar la textura han sido desarrollados y dos de los mas
empleados son el algoritmo de Matriz de Co-Ocurrencia en Escala de Grises (GLCM por
sus siglas en ingles) y el algoritmo Modificado de Conteo Diferencial de Cajas (SDBC por

sus siglas en ingles).

e Matriz de Co-Ocurrencia en Escala de Grises
El algoritmo de Matriz de Co-Ocurrencia en Escala de Grises se basa en la idea de que una
imagen puede ser analizada a través del numero de pixeles o cuadros que la forman en
direccion horizontal Ny y en direccion vertical Ny. Ademas cada uno de estos pixeles tiene
un valor en tono de gris que es cuantificado hasta Ny niveles. Por lo tanto, considerando lo

anterior, una imagen puede ser representada como una funcion, la cual asigna diversos
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tonos de grises para cada pixel o conjunto de pixeles y a partir de esta informacion se puede
caracterizar la textura de una imagen.

A partir de este algoritmo, se pueden extraer varios parametros de textura, algunos de las
cuales se relacionan con caracteristicas como la homogeneidad, contraste y la presencia de
estructuras organizadas dentro de la imagen. A continuacion se definen brevemente algunos
de los parametros de textura basados en éste algoritmo. La energia mide la uniformidad
textural de la imagen y es un parametro opuesto a la entropia. EI parametro de energia
también es conocido como uniformidad, uniformidad de energia y segundo momento
angular. El contraste es una medida de las variaciones locales de los valores en escala de
grises de los pixeles de una imagen. El contraste también es conocido como varianza o
inercia. El parametro de homogeneidad, también llamado como diferencia de momento
inverso es una medida similar a la energia; la cual también representa la homogeneidad
local de la imagen. Y por altimo, la entropia mide el desorden o aleatoriedad de las
imagenes y puede ser usado para caracterizar la textura de la imagen y es un indicativo de
la complejidad dentro de la imagen, por lo tanto, iméagenes complejas tendrén altos valores
de entropia (Haralick y col., 1973; Fernandez, Castillero, & Aguilera, 2005; Mendoza y
col., 2007).

e Dimension fractal o textura fractal
Otro método usado para la descripcion de la textura es la dimension fractal. Fractal es una
palabra inventada por Mandelbrot, que proviene del latin “fractus” que significa roto y el
correspondiente verbo en Latin “frangere” que significa “romper para crear fragmentos
irregulares”. La descripcion de los objetos irregulares fue desarrollada ampliamente desde
el punto de vista de la teoria fractal por Mandelbrot en su obra titulada “The Fractal
Geometry of Nature”, en donde se refiere a la geometria de lo irregular o formas
fragmentadas de objetos naturalmente comunes tales como lineas costeras, nubes y objetos
matematicos que tienen dimensiones no enteras, por lo tanto la dimension fractal tiene

valores no enteros (Mandelbrot, 1977).
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A partir de la geometria fractal, se puede inferir que si una linea que tiene una dimensién de
uno trata de ocupar un area, el valor de esta nueva linea estaria entre uno y dos; y de la
misma forma si se tiene un area que tiene una dimensién de dos, pero esta sufre una serie
de alteraciones y por lo tanto tiende a ocupar un volumen, el valor de esta &rea estaria entre
dos y tres. Con base a lo anterior, es posible utilizar la definicion de dimension fractal para
caracterizar la textura de superficies, y ésta se expresaria como una medida de la rugosidad

o irregularidad de la superficie de una imagen (Quevedo y col., 2008).

Mediante una imagen en escala de grises, es posible obtener un area que represente la
textura de la superficie de la imagen, esto considerando los niveles en escala de grises de
los pixeles. A la superficie generada a partir de la imagen en escala de grises se le llama
superficie de intensidad (Quevedo y col., 2008). A la dimension fractal de superficies
también se le puede llamar dimensién fractal de textura. Para calcular la dimension fractal
de textura de superficies existen distintos métodos, uno de los mas empleados es el Método
de Conteo Diferencial de Cajas, el cual consiste en la determinacion de areas de una imagen
usando un algoritmo de geometria cuadrangular (caja o celda) de diferentes tamafios, con el
cual se mide el perimetro o area que ocupa el objeto. Los valores obtenidos del nimero de
cajas (N) contra el tamafio de la caja (r); se representa en un grafico logaritmico, y la

pendiente de este grafico representa la dimension fractal (Chanona, 2004).

3.1.2.5 Clasificacion

La clasificacién es la dltima etapa del analisis de imagenes y consiste en clasificar los
objetos identificados de las iméagenes dentro de un nimero de clases determinado en base a
las caracteristicas que se midieron. Los tres métodos principales que se encuentran en la
literatura para realizar la clasificacion son: estadistico, l6gica difusa y redes neuronales
artificiales (Du y Sun, 2004; Du y Sun, 2006), aunque otros métodos también han sido

utilizados como el algoritmo de clasificacion KNN (K-Nearest Neighbors).
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3.2 Peliculas comestibles

3.2.1 Definicién y aplicacion

Las peliculas comestibles se definen como una o varias capas delgadas de un material que
puede ser consumido por los seres humanos y se utilizan para mantener la calidad y
extender la vida de anaquel de productos frescos y minimamente procesados (Peressine y
col., 2003; Bravin y col., 2006; Fernandez y col., 2007; Lin & Zhao, 2007). Las peliculas
comestibles actlian como una barrera semipermeable a la transferencia de agua, oxigeno,
diéxido de carbono, etileno y compuestos volatiles (Figura 3.2) (Lee y col., 2003, Lin &
Zhao, 2007; Maia y col., 2007). La importancia de controlar la transferencia de estos gases
radica en el proposito de disminuir la velocidad del proceso de maduracion de frutas y

verduras, ademas, de evitar el deterioro de productos alimenticios.

Pelicula comestible

Com p'u_estos Incorporaciéonde
volatiles ingredientes
(aroma) funcionales:
— / v’ Antioxidantes

Mejorala X v'Antimicrobianos
integridad - v'Nutraceuticos

v'Saborizantes
v'Colorantes

estructuraly las
propiedades
mecanicas

Gases

0,/CO,/etileno Humedad

Figura 3.2. Propiedades funcionales de peliculas comestibles.
(Modificada de Lin y Zhao, 2007).

Por otra parte, las peliculas comestibles también ayudan a mejorar la integridad estructural
y las propiedades mecanicas de los alimentos (Maftoonazad & Ramaswamy, 2005; Lin &
Zhao, 2007). Otra ventaja que ofrecen estas peliculas es que actian como medios

transportadores de ingredientes funcionales como agentes antioxidantes y antimicrobianos,
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nutraceuticos, saborizantes y colorantes; con el fin de mejorar la calidad y seguridad de los
alimentos (Jagannath y col., 2006; Pérez y col., 2006; Ozdemir & Floros, 2008). En la
Figura 3.2 se muestra un esquema que ejemplifica las propiedades funcionales de las
peliculas comestibles en frutas y vegetales frescos.

El control de fendmenos tales como la permeacion, la adsorcién y la difusion de agua,
oxigeno y didxido de carbono, son la principal funcion de las peliculas comestibles (Lin y
Zhao, 2007). En frutas y vegetales las peliculas comestibles son usadas con el propdsito de
tener un control y modificar la atmosfera interna, con el fin de disminuir la respiracion y la
velocidad de reacciones enzimaticas (Ribeiro y col., 2007; Lin y Zhao, 2007). Las
propiedades funcionales de las peliculas dependeran de los materiales que se empleen para
su fabricacion. Lin y Zhao (2007) realizaron una tabla donde recopilaron los valores de
permeabilidad de oxigeno, dioxido de carbono y vapor de agua de polimeros sintéticos y de
biopolimeros que se utilizan para la elaboracion de peliculas comestibles. Ellos observaron
que los materiales de naturaleza hidrofilica, como proteinas y polisacaridos no son buenas
barreras para el control de la pérdida de humedad. Por otro lado, los materiales de
naturaleza hidrofébica como lipidos y resinas resultaron ser mejores barreras para el control

de la pérdida de humedad.

3.2.2 Materiales empleados para la fabricacion de peliculas comestibles

Biopolimeros tales como proteinas, polisacaridos y lipidos o combinaciones de estos, son
los materiales que se utilizan para la elaboracion de peliculas o recubrimientos comestibles
(Figura 3.3) (Garcia y col., 2004; Maftoonazad & Ramaswamy, 2005; Perez y col., 2006;
Ribeiro y col., 2007).

La funcionalidad de las peliculas dependera en gran medida de las caracteristicas fisicas y
quimicas de los biopolimeros seleccionados (Ozdemir & Floros, 2008). Existen diversas
investigaciones donde se han elaborado peliculas comestibles a partir de diversos
materiales por ejemplo: Lin y Zhao (2007) realizaron una revision acerca del desarrollo y la

aplicacion de peliculas comestibles en frutas y vegetales frescos y minimamente
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procesados, dentro de esta revision los autores sefialan algunos ejemplos de alimentos a los
cuales se les han aplicado peliculas comestibles utilizando diversos biopolimeros, tales

como manzanas, fresas y aguacates por mencionar algunos.

*Proteinas de soya (Xu et al., 2001;
. Yong et al., 2007).
&Proteinas »Zeina (Yoshino et al., 2000).

"Proteinas de suero de leche
(Fernandez et al., 2007).

/‘-Almidén (Phan et al., 2005; Ribeiro
etal., 2007).
*Celulosa y derivados (Nazany
Sahbaz, 2004, Dogan y McHugh,

. . 2007).
ePOllsaca”dOS< sAlginatos (Rojas et al., 2007; Tapia

Materiales empleados L. 2007

. y etal, .
para la fabricacion de Chitosano (Fisk et al., 2007; No et
peliculas comestibles al., 2007).

\__"Gomas (Bosquez, 2005).

=Ceras, lipidos neutros, trigliceridos y
@Lipidos resinas (Bravin et al, 2006; Lin y Zhao, 2007;
Fernandez et al., 2007).

] ] *Proteinas de suero con acidos
&Combinaciones< grasos saturados y no saturados
(Fernandez et al., 2007).
Figura 3.3. Diagrama de los materiales empleados para la elaboracién de peliculas y

recubrimientos comestibles.

3.2.2.1 Lipidos

Ceras, lipidos neutros, triglicéridos y resinas son empleados para la elaboracién de peliculas
y revestimientos comestibles (Bravin y col., 2006; Lin & Zhao, 2007; Fernandez y col.,
2007). Entre las ventajas que ofrecen las peliculas hechas de estos materiales son, la buena
barrera a la pérdida de humedad, ademas de que mejoran la apariencia superficial de los
alimentos impartiendoles brillo. Por otro parte, algunas peliculas lipidicas producen una

superficie grasosa y propiedades organolépticas indeseables, que como consecuencia
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pueden provocar un restringido intercambio de gases. Lo anterior con lleva a una
modificacion de la atmosfera interna de los alimentos afectando la respiracion aerobia y
produciendo compuestos indeseables como etanol, acetaldehidos y altas concentraciones de
dioxido de carbono (Lin y Zhao, 2007).

3.2.2.2 Polisacaridos

Otro tipo de materiales que se han utilizado para elaborar peliculas comestibles son los
polisacaridos, dentro de los cuales se encuentran el almidén (Phan y col., 2005; Ribeiro y
col., 2007), la celulosa y sus derivados (Nazan & Sahbaz, 2004; Maftoonazad &
Ramaswamy, 2005; Dogan & McHugh, 2007), alginatos (Rojas y col., 2007; Tapia y col.,
2007), chitosano (Fisk y col., 2007; No y col., 2007; Chien y col., 2007; Meng y col., 2008)
y gomas (Bosquez, 2007). Debido a las buenas propiedades barrera a gases como O, y CO»,
los polisacaridos son empleados principalmente para modificar la atmosfera interna de

frutas y vegetales con el propdsito de reducir la respiracion (Lin y Zhao, 2007).

El quitosano es uno de los polisacéridos méas utilizados para la elaboracion de peliculas
comestibles debido a sus propiedades funcionales y de barrera. El quitosano es un polimero
obtenido de la desacetilacion de la quitina, que es un polisacarido natural encontrado en el
exoesqueleto de crustaceos y en la pared celular de hongos (No y col., 2007). La estructura
quimica del quitosano, estd compuesta de residuos de (1-4) N-acetil-B-D glucosamina y (1-
4) B-D glucosamina (Ostrowska-Czubenko & Gierszewska-Druzynska, 2009). La principal
ventaja del quitosano es su fuerte actividad antimicrobiana y antifungica a un gran rango de
microorganismo (Aider, 2010). Diversos autores han estudiado las propiedades funcionales
de peliculas hechas a base de quitosano para mejorar la calidad y extender la vida de
anaquel de los alimentos (Garcia y col., 2004; Chien y col., 2007; Maia y col., 2007; Chien
y col., 2007; Fisk y col., 2007; Meng y col., 2008). Como ejemplo: No y col. (2007)
hicieron una revision de las aplicaciones del quitosano para mejorar la calidad y la vida de
anaquel de alimentos. En esta revision se resaltan las propiedades funcionales de las
peliculas de quitosano, siendo la mas relevante su actividad antimicrobiana y fungicida, por

otra parte, también se mencionan los diversos tipos de alimentos a los cuales se les han
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aplicado peliculas hechas a base de este polisacarido, ademas de las futuras investigaciones

que se necesitan para conocer mas acerca de las propiedades de este compuesto.

Los alginatos son otro tipo de polisacaridos que se han utilizado ampliamente por sus
buenas caracteristicas para formar peliculas, ademas de que actian como buenas barreras a
la transferencia de oxigeno (Lin y Zhao, 2007). Los alginatos son biopolimeros
estructurales extraidos de las algas marinas pardas (Sime, 1990) y estan compuestos de
unidades de (1-4) B-D-manurato (M) y (1-4) a-L- galuronato (G) (Ostrowska-Czubenko &
Gierszewska-Druzynska, 2009). Estas unidades estan arregladas en bloques G, blogues M y
secuencias alternadas de bloques G-M formando la estructura polimérica; el arreglo
secuencial dependera de diferentes factores tales como la especie, edad o partes de las algas
de donde es obtenido el material (Rhim, 2004; Da Silva y col., 2000; Ashikin y col., 2010).
Debido a sus buenas propiedades formadoras de pelicula, existen en la literatura, estudios
que relacionan las aplicaciones de peliculas comestibles de alginato sobre frutas y vegetales
(Amanatidou y col., 2000; Tay & Perera, 2004; Lin, & Zhao, 2007; Olivas y col., 2007,
Tapia y col., 2007; Rojas-Grau y col., 2007a; Rojas-Grau y col., 2007Db).

Por ejemplo, Tapia y col. (2007) estudiaron el efecto que tienen peliculas hechas a base de
alginato sobre la calidad de cortes frescos de manzana y papaya. Adicionalmente,
estudiaron las propiedades acarreadoras de estas peliculas adicionando sobre ellas un
probiédtico y otros ingredientes funcionales como antioxidantes. Ellos concluyeron que las
peliculas hechas con dichas formulaciones pueden ser empleadas para mantener la calidad
de alimentos, ademas de que el alginato fue un excelente acarreador de diversos
ingredientes funcionales (probidticos y antioxidantes).

3.2.2.3 Proteinas
Otro tipo de material, que se ha empleado para hacer peliculas comestibles son las
proteinas. Proteinas de origen vegetal como proteinas de soya (Xu y col., 2001; Yong y

col., 2007) y zeina (Yoshino y col., 2000); asi como proteinas de origen animal como
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proteinas de suero de leche (Fernandez y col., 2007), han sido utilizadas en diversos

estudios para la elaboracién y caracterizacion de biopeliculas.

3.2.2.4 Combinaciones de biomoléculas

En afios recientes, diversos estudios han sido desarrollados con el objetivo de elaborar y
caracterizar peliculas comestibles hechas a base de mezclas de polisacaridos, proteinas y de
lipidos, para mejorar las propiedades funcionales (Bravin y col., 2006; Fernadndez y col.,
2007). Lo anterior se basa en el hecho, de que cada material por si solo ofrece propiedades
unicas, y si éstos se combinan se pueden obtener propiedades mejores que aumentan la
funcionalidad de las peliculas. Fernandez y col. (2007) estudiaron el efecto que tiene la
adicion de acidos grasos saturados y no saturados sobre las propiedades funcionales de
peliculas hechas de aislado de proteina de suero. Los resultados que obtuvieron mostraron
que las propiedades mecanicas son las que mas se ven afectadas dependiendo del tipo de
acido graso empleado y que la permeabilidad al vapor de agua no mostr6 diferencias
significativas al adicionar diferentes tipos de acidos grasos a diferentes concentraciones.
Por otro lado, Bravin y col. (2006) desarrollaron peliculas de almidon y metilcelulosa con
aceite de soya. Ellos aplicaron diferentes formulaciones de peliculas, sobre hojuelas de
cereal que tienen una baja actividad de agua y estudiaron sus propiedades mecanicas y de
permeabilidad, asi como un analisis estructural mediante microscopia electronica de barrido

ambiental.

3.2.3 Métodos de elaboracion de peliculas comestibles

Las peliculas comestibles pueden ser formadas mediante dos procesos principalmente: un
proceso humedo, en el cual los biopolimeros son dispersos o solubilizados para generar una
solucion formadora de pelicula, seguido de una evaporacion del solvente; y el proceso seco
el cual se basa en el comportamiento termoplastico exhibido por algunas proteinas y
polisacaridos a bajos niveles de humedad en el moldeo por compresion y extrusion
(Nussinovitch, 2010). Es importante mencionar que el proceso humedo, es el mas utilizado

en investigaciones de peliculas comestibles, debido a su sencillez y a que se pueden
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incorporar facilmente ingredientes funcionales sobre las soluciones formadoras de

peliculas.

Por otra parte, debido al desarrollo de la nanotecnologia se han propuesto métodos para la
elaboracion de peliculas comestibles con espesores nanométricos. Una técnica de
fabricacion de nanoestructuras que se basa en la propuesta “bottom-up” es la técnica de
autoensamblaje “Capa por Capa” (LbL, por sus siglas en ingles), mediante la cual se
pueden fabricar peliculas de escalas nanométricas teniendo un control preciso del espesor y
de la uniformidad de estas (Varahramyan y Lvov, 2007). La técnica LbL se basa en la
adsorcion alternada de polielectrélitos cargados opuestamente contenidos en solucion,
sobre un substrato solido con superficie cargada (Figura 3.4) (Sui, 2004; Cai y col., 2005;
Serizawa y col., 2006; Varahramyan & Lvov, 2007). En diversos trabajos publicados, se ha
propuesto el utilizar esta técnica para la elaboracion de peliculas comestibles de tamafio
nanometrico, su importancia radica en poder combinar las propiedades individuales de dos

0 méas materiales diferentes de manera ordenada y jerarquizada.

Bicapa
policatién/polianion
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solido 1 2 ) ( 3
o
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Figura 3.4. Esquema del ensamblaje “Capa por Capa”.
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3.2.4 Métodos y técnicas empleados para la caracterizacion de peliculas comestibles
Para evaluar la funcionalidad de las peliculas comestibles aplicadas sobre frutas y vegetales
(recubrimientos), diversos parametros de calidad de los alimentos son usualmente medidos
como indicadores, entre ellos destacan la pérdida de peso (Maftoonazad y Ramaswamy,
2005), la velocidad de respiracion (Lee y col., 2003), la textura (Maftoonazad y col., 2007),
el color (Jagannath y col., 2006), pH (Chien y col., 2007), la acidez total (Chien y col.,
2007) y el contenido de solidos solubles (Meng y col., 2008). Por otra parte, también se
hacen mediciones directas para evaluar las propiedades de las peliculas comestibles. Entre
las mediciones méas importantes destacan la permeabilidad al agua y a gases (Nazan &
Sahbaz, 2004), el espesor de la pelicula (Tapia y col., 2007), la solubilidad de la pelicula
(Garcia y col., 2004), propiedades mecéanicas (Bravin y col., 2006), color y opacidad (y
col., 2007), mediciones reoldgicas (Peressini y col., 2003), la humectabilidad de la
superficie (Ribeiro y col., 2007) y estudios de morfologia y microestructura (Yoshino y
col., 2000).

3.2.4.1 Caracterizacion microestructural

Las técnicas de microscopia han sido herramientas Utiles para conocer la arquitectura y
microestructura de peliculas comestibles a escalas micro y nanométricas. La Microscopia
de Luz, Microscopia Electrénica de Barrido Ambiental (ESEM, por sus siglas en ingles), y
la Microscopia de Fuerza Atémica (AFM, por sus siglas en inglés) son las técnicas méas
usadas en investigaciones de peliculas comestibles para la caracterizacion de la
microestructura y topografia (Phan y col., 2005; Villalobos y col., 2005; Silva y col., 2007;
Veiga-Santos y col., 2008; Fahs y col., 2010). Por otra parte, la Microscopia Electronica de
Transmision (TEM, por sus siglas en ingles) y la Microscopia Confocal de Barrido Laser
(CSLM por sus siglas en inglés) han sido usadas para caracterizar la ultraestructura y para
realizar observaciones especificas de algunas biomoleculas en la matriz de las peliculas
comestibles, respectivamente (Denavi y col, 2009; Andreuccetti y col., 2009). La
informacion observada en relacion a la morfologia y microestructura de las peliculas
dependera de la técnica de microscopia y del nivel de magnificacion usados. La mayoria de

las técnicas de microscopia mencionadas anteriormente sélo llevan a cabo un anélisis de
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manera cualitativa, a excepcion del AFM que provee informacion cuantitativa de la
rugosidad de la superficie expresada con valores de R, y Rq (Villalobos y col., 2005; Osés y
col., 2009). Debido a lo anterior, resultaria interesante aplicar el analisis de textura de
imagenes, a las micrografias de peliculas comestibles obtenidas mediante las técnicas
mencionadas, con el proposito de caracterizar cuantitativamente su microestructura y

morfologia.

3.2.4.2 Caracterizacion mecanica mediante la técnica de nanoindentacion

Las propiedades mecanicas son otros de los pardmetros que se determinan para caracterizar
las propiedades fisicas de las peliculas comestibles. Resistencia a la traccion, porcentaje de
elongacion al quiebre y el médulo de elasticidad son pardmetros que se miden
tradicionalmente a las peliculas comestibles utilizando un texturémetro. Es posible que las
propiedades que se determinan a nivel macro sean completamente diferentes a las
propiedades mecanicas a nivel micro y nano, y por lo tanto resulta interesante poder
conocer dichas propiedades a estas escalas. Hoy en dia, es posible caracterizar las
propiedades nanomecanicos de peliculas delgadas y de diferentes tipos de materiales
utilizando la técnica de nanoindentacion. La técnica de nanoindentacion ha surgido
recientemente como una herramienta Gtil para la medicién de propiedades mecanicas a
nano y micro escala de diversos tipos de materiales bioldgicos y no biol6gicos (Ebenstein y
Pruitt, 2006). La técnica consiste en aplicar una carga con una punta de diamante de
geometria conocida sobre la superficie de la muestra para provocar una deformacion local
(Lucca y col., 2010). Una curva de carga-desplazamiento se obtiene después de la prueba
de indentacién y a partir de ésta se determina el area de la impresion residual y
consecuentemente, se pueden determinar, parametros tales como la dureza y el médulo de

elastico empleando el método de Oliver-Pharr (Fischer-Cripps, 2006).

En la literatura son escasos los estudios que reportan el uso de la técnica de
nanoindentacion para determinar las propiedades mecanicas a nano y micro escala de
peliculas comestibles. Por lo tanto, més estudios con relacion a la aplicacion de esta técnica

en peliculas comestibles deberan ser desarrollados con el propdsito de conocer las
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propiedades nanomecanicas asi como comportamientos viscoleasticos que probablemente

posean.

3.3 Proceso de maduracion del aguacate variedad Hass (Persea americana Mill)

Por otro lado las técnicas de procesamiento de iméagenes han sido aplicadas para
caracterizar caracteristicas y defectos fisicos de diversas frutas y vegetales, sin embargo,
existen pocos estudios en relacion al fruto del aguacate variedad Hass que es uno de los

principales productos que se exportan en México debido a su valor comercial y nutricional.

De acuerdo a la norma mexicana NMX-FF-016-2002, el aguacate variedad Hass se define
como: el fruto de Persea americana Mill, cuya cascara es de textura rugosa a semirrugosa;
esta caracteristica es uniforme en toda la superficie, su forma es semiredonda hasta aperada;
su color caracteristico es del verde mate al negro y su pulpa es verde amarillenta, suave y

sin fibra (tipo mantequilla).

Durante la maduracion de los aguacates, el color de la cascara cambia de verde a
negro/purpura (Cox y col., 2004), estos cambios son principalmente provocados por la
degradacion de la clorofila y a un incremento en la concentracion de carotenoides y
antocianinas (Toivonen & Brummell, 2008). La firmeza es un buen indicador para evaluar
el proceso de maduracion del aguacate Hass (Hertog y col., 2003). Por lo tanto, los cambios
de color y la pérdida de firmeza son los parametros de calidad que se evallan de manera

tradicional para determinar la madurez de este tipo de frutos.

La firmeza puede ser evaluada mediante métodos invasivos (inspeccion manual) vy
destructivos (penetrometros), pero el problema es que mediante estos métodos destructivos
tradicionales la calidad del fruto podria verse disminuida, debido a que cuando el fruto esta
maduro, este podria facilmente ser dafiado (Ochoa y col., 2009). Por esta razon, nuevas
técnicas no invasivas han sido propuestas. Métodos no invasivos tales como acusticos,
espectroscopicos y técnicas de procesamiento de imagenes, incluyendo técnicas de

imagenes multi e hiper-espectrales, han sido ampliamente aplicados para evaluar la calidad
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de alimentos. Sin embargo, los métodos acusticos y espectroscépicos (infrarrojo,
resonancia magnética nuclear, resonancia magnética de imagenes) podrian ser
relativamente costosos y laboriosos; y un gran nimero de muestras asi como grandes areas
de laboratorio son requeridos. Ademé&s mediante estas técnicas no se podrian realizar
mediciones en linea, en comparacion con las técnicas de Pl (Du & Sun, 2004; Butz y col,
2005; Nicolai y col., 2007; Cubero y col., 2011).

Como ya se ha mencionado anteriormente, las técnicas de Pl juegan un papel importante en
la evaluacion de calidad de alimentos debido a que son exactos y eliminan la subjetividad
de las inspecciones manuales. Debido a las ventajas que tienen las técnicas de PI, estas
podrian ser empleadas para evaluar los cambios que ocurren durante la maduracion del
aguacate Hass; y ademas los parametros evaluados podrian ser Utiles para el disefio de un
clasificador de etapas de madurez en base a los valores de dichos pardmetros.
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4. JUSTIFICACION

El estudio microestructural de peliculas comestibles usando diversas técnicas de
microscopia en su mayoria es sélo de caracter cualitativo, a excepcion de la microscopia de
fuerza atomica que proporciona algunos parametros de rugosidad tales como Ra y Rq. Por
tal razon, con el propdsito de llevar a cabo un analisis cuantitativo de la microestructura de
peliculas comestibles se propone emplear el analisis de textura de imagenes, que es una
herramienta que proporciona diferentes pardmetros de textura basados en algoritmos tales
como la Matriz de Co-Ocurrencia en Escala de Grises y el algoritmo Modificado de Conteo
Diferencial de Cajas. Ademas, este tipo de andlisis ha sido escasamente aplicado a la
caracterizacion de peliculas comestibles hechas a base de alginato y quitosano.

Por otro lado, la nanoindentacion es una técnica relativamente nueva que ha tenido un gran
desarrollo debido a que permite caracterizar propiedades mecénicas a escalas micro y
nanométricas de materiales bioldgicos y no bioldgicos. En la literatura, existen pocos
trabajos donde se ha utilizado la técnica de nanoindentacion para obtener propiedades
nanomecanicas de peliculas comestibles, por lo que resulta de gran interés el aplicar esta
técnica para dilucidar dichas propiedades a tales escalas, asi como el examinar posibles

comportamientos viscoelasticos de los biomateriales bajo estudio.

También, el analisis de textura de imagenes podria ayudar a caracterizar cuantitativamente
los cambios superficiales que ocurren en frutos como el aguacate Hass durante el proceso
de maduracion y en consecuencia se podrian utilizar los parametros extraidos de dicho
analisis para desarrollar un clasificador de etapas de madurez. Estudios de este tipo no han

sido realizados para este fruto.
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5. OBJETIVOS E HIPOTESIS

5.1. Objetivo general

Aplicar el analisis de textura de imagenes para la caracterizacion cuantitativa de dos
casos de estudio de superficies bioldgicas: (i) peliculas comestibles hechas a base de
alginato y quitosano, y (ii) cascara de aguacate variedad Hass (Persea americana
Mill) durante el proceso de maduracion.

5.2. Objetivos especificos

Elaborar peliculas comestibles hechas a base de alginato, alginato/quitosano y
quitosano mediante la técnica de vaciado y evaporacion de solvente, asi como
también caracterizar algunas propiedades fisicas de interés tales como espesor, color

y brillo.

Realizar un estudio acerca del efecto que tienen las variables de la prueba de
nanoindentacién (carga maxima, tiempo de pausa y velocidad de carga y descarga)
sobre las propiedades nanomecanicas (dureza, modulo elastico y desplazamiento de
indentacion) de peliculas comestibles, y posteriormente determinar dichas

propiedades para su caracterizacion.

Caracterizar de manera cualitativa y cuantitativa la microestructura de las
superficies de las peliculas comestibles mediante técnicas de microscopia
(Microscopia de Luz, Microscopia Electronica de Barrido Ambiental y Microscopia
de Fuerza Atdmica) y andlisis de textura de imagenes (algoritmo de Matriz de Co-
Ocurrencia en Escala de Grises y algoritmo Modificado de Conteo Diferencial de

Cajas).
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e Caracterizar cuantitativamente los cambios de color y de textura de la cascara de
aguacate Hass durante su maduracion mediante técnicas de procesamiento de
imagenes y utilizar dichos parametros para clasificar imagenes en funcién de etapas

de madurez del aguacate.

5.3. Hipdtesis

El analisis de textura de imagenes podria ser una herramienta eficaz para la caracterizacion
cuantitativa de las superficies de peliculas comestibles examinadas bajo diferentes técnicas
de microscopia, asi como también para evaluar los cambios superficiales de la cascara de
aguacate variedad Hass. La informacidn obtenida a partir de dicho analisis, podria ser
empleada para correlacionarla con algunas propiedades fisicas y mecéanicas de peliculas

comestibles y para desarrollar un clasificador de las etapas de madurez del aguacate Hass.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Caracterizacion de peliculas comestibles de alginato y quitosano

6.1.1 Soluciones formadoras de peliculas

Los biopolimeros alginato y quitosano fueron seleccionados como modelos para probar la
eficacia del Analisis de Textura de Imagenes para la evaluacion cuantitativa de la
microestructura de peliculas debido a dos razones principales: (i) estos polimeros presentan
una buena compatibilidad entre ellos y presentan diferentes microestructuras con
morfologias bien definidas y (ii) son biopolimeros ampliamente usados para la preparacion
de peliculas y recubrimientos comestibles debido a sus excelentes propiedades funcionales

y de formacion de peliculas (Lin & Zhao, 2007).

Por lo tanto, alginato de sodio (Sigma: 180947) y quitosano de bajo peso molecular (Sigma:
448869) con grado de desacetilacion de 75-85% fueron usados para la elaboracién de
peliculas comestibles. Glicerol (Sigma: G5516) fue usado como plastificante para mejorar
las propiedades mecanicas. Soluciones de alginato de sodio al 1% (peso/volumen) fueron
preparadas con agua destilada a temperatura ambiente empleando un agitador magnético
(Barnstead International, USA) durante un periodo de 1 hora. Después de terminado este
tiempo, el glicerol fue adicionado a una proporcion de 0.6 g glicerol/1 g polisacéarido y la
agitacion continuo durante 20 minutos mas. Por otra parte, se preparé una solucién de
quitosano al 1% (peso/volumen) con una solucion de &cido acético al 1% (peso/volumen)
en agua destilada; esta solucion se mantuvo en agitacion por 12 horas a 80 °C para
solubilizar completamente el chitosano. Después de este tiempo, el glicerol fue adicionado
a la misma proporcién que se utiliz6 para las soluciones de alginato y la agitacion continto
durante 20 minutos. Para la elaboracion de peliculas combinando ambos polisacaridos,
soluciones de alginato/quitosano fueron preparadas mediante la mezcla de las soluciones
puras de alginato y quitosano a una proporcion de 1:1 y estas soluciones fueron agitadas
por 30 minutos. Con el fin de obtener una mezcla homogénea de los polisacéaridos, la

solucion de quitosano fue agregada con un flujo constante a la solucion de alginato la cual
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era agitada. El glicerol y el acido acético fueron grado analitico. Todos los reactivos fueron
proveidos por Sigma-Aldrich (St. Louis, USA).

6.1.2 Formacion de peliculas

Las peliculas comestibles fueron obtenidas empleando la técnica de vaciado de la solucion
y evaporacion del solvente. Para la formacion de las peliculas, 15 gramos de las soluciones
(alginato, quitosano, alginato/quitosano) fueron vaciados dentro de cajas petri de vidrio de
60 x 15 mm (Pyrex, USA) y fueron secadas a una temperatura de 60 °C hasta peso
constante. Una vez que las peliculas estuvieron formadas, éstas fueron removidas desde las
cajas petri y las muestras fueron acondicionadas en un desecador con una humedad relativa
de 57% (solucién saturada de bromuro de sodio) a temperatura ambiente durante 48 horas
antes de los analisis.

6.1.3 Determinacion de propiedades fisicas

6.1.3.1 Espesor

El espesor de las peliculas fue medido usando un micrémetro digital (IP54, Fowler, China)
con una sensibilidad de 0.2 um. Las peliculas fueron colocadas entre los palpadores del
micrometro y la medicién se tomd en la primera indicacion de contacto entre la pelicula y
los palpadores. Diez mediciones sobre diferentes posiciones de cada muestra fueron
realizadas y este andlisis se hizo por triplicado para muestras del mismo tipo.

También se midi6 el espesor de las peliculas empleando un Microscopio Electrénico de
Barrido Ambiental (ESEM por sus siglas en inglés, Environmental Scanning Electronic
Microscope) (ESEM XL 30, Phillips, Holanda). Para medir de manera exacta el espesor de
las peliculas, muestras de las peliculas se sumergieron en nitrégeno liquido por un lapso de
3 segundos, inmediatamente después se aplico fuerza sobre la pelicula para fracturarla. Las
secciones transversales de las peliculas fueron observadas a 10kV con el detector de
electrones gaseosos secundarios y a una magnificacion de 500x. Las micrografias fueron
almacenadas en formato de no compresién TIFF a una resolucion de 712 x 484 pixeles. Un

total de 5 mediciones se tomaron para cada micrografia y esto se hizo por triplicado. Se
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emplearon tres especimenes de cada tipo de pelicula. Ademas, la metodologia descrita
anteriormente fue de gran utilidad para observar la microestructura de la seccién transversal

de las peliculas comestibles.

6.1.3.2 Color

El color de las peliculas se midi6 utilizando un colorimetro Minolta serie CR400 con fuente
de iluminacion Dgs (Osaka, Japon). Antes de realizar las mediciones a las peliculas, el
colorimetro fue calibrado con un plato de referencia (Y=93.7, x=0.3159, y= 0.3324). Los
valores de color fueron expresados en las coordenadas del espacio de color CIELab, donde
L* representa la luminosidad y tiene valores entre 0 y 100, a* (verde a rojo) y b* (azul a
amarillo) son coordenadas de cromaticidad y se les asignan valores de -120 a 120. Para
realizar las mediciones, las peliculas se colocaron sobre el plato de calibracion del
colorimetro (Garcia y col., 2004). Un total de 5 mediciones sobre la superficie de una
pelicula se realizaron y un valor promedio de dichas mediciones se obtuvo con el
colorimetro; la medicion fue repetida tres veces para cada pelicula y tres especimenes de
cada pelicula fueron utilizados. Asimismo, se determing la diferencia de color (AE) de las
peliculas con respecto al plato de calibracién mediante la siguiente formula (6.1) (Rivero y
col., 2009):

AE = J(I' = Ly)2 + (a* — ag)? + (b" — by)? (6.1)

Donde de la ecuacién anterior L*, a* y b* corresponden a los valores de color de la

pelicula, mientras que L*y, a*o y b*o a los valores del plato de calibracion.

6.1.3.3 Brillo

El brillo de las peliculas fue medido a angulos de 20°, 60° y 85° desde la normal de la
superficie de las peliculas de acuerdo a la norma internacional ASTM D-523 mediante un
brillometro (MG268-F2, China). Secciones de las peliculas de 1.5 cm x 4 cm de tamafo
fueron colocados sobre el plato de referencia del instrumento, el cual tiene un valor de

brillo nominal de 100 Unidades de Brillo (UB). Antes de realizar las mediciones, el
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instrumento se calibr6 autométicamente con el plato de referencia al momento de
encenderlo. Cinco mediciones fueron hechas por triplicado para cada muestra y tres
peliculas de cada formulacion fueron consideradas. Todos los resultados fueron expresados
como UB.

6.1.3.4 Propiedades mecénicas (Técnica de nanoindentacion)

Las propiedades mecénicas a nivel nanometrico de las peliculas comestibles hechas a base
de alginato y quitosano fueron caracterizadas usando un Nano-Hardness Tester (NHT)
desarrollado por CSM Instruments (Suiza). Pequefias secciones de las peliculas fueron
montadas sobre portamuestras con la ayuda de cinta doble cara para llevar a cabo los
experimentos. Diferentes condiciones de prueba se aplicaron a las peliculas con el
proposito de estudiar el efecto de éstas sobre las propiedades mecanicas obtenidas, de tal
manera que se aplicaron valores de cargas maximas entre 0.5 mN a 5 mN, tiempos de pausa
entre 10 a 100 segundos y velocidades de carga entre un rango de 1 mN/min a 20 mN/min.
Se selecciond un modelo de carga lineal para aplicar la fuerza sobre las muestras. Una
punta de diamante piramidal base triangular conocida como Berkovich fue usada para

realizar las indentaciones (Figura 6.1).

(b) (c)

A 6700nm_
i 0.0nm

15.0 ym

~ 150um

Figura 6.1. Micrografia de microscopia electronica de barrido de una punta de diamante
Berkovich (a), un esquema de su geometria (b) y una imagen 3D de una huella residual

sobre una capa dura (c) (Fischer-Cripps, 2006).
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Antes de realizar las pruebas, se calibré la punta haciendo indentaciones sobre una pieza de
cuarzo de referencia. Un minimo de 5 perfiles variando los valores de carga, pause y
velocidad de carga fueron realizados en diferentes posiciones de las muestras de cada una
de las peliculas. Tres especimenes diferentes de cada tipo de peliculas fueron empleados.

El intervalo de separacion entre las indentaciones fue de 50 um para evitar el efecto de
interaccion entre ellas. Al final de cada indentacion se obtuvieron curvas de carga-

desplazamiento como la que se ejemplifica en la Figura 6.2.
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Figura 6.2. Curva de carga-desplazamiento tipica del proceso de indentacion donde se
sefialan las tres partes principales: aplicacion de la carga (a), pausa a carga constante (b) y
descarga (¢). Fmax = carga maxima aplicada; hmax = profundidad de la penetracion; h, =

profundidad de contacto entre la punta y la muestra; hs = profundidad final; S = rigidez.
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Después de que se desarrollaron los perfiles a diferentes condiciones sobre las muestras, se
realizaron un minimo de 30 indentaciones fijando las variables de prueba con el fin de
obtener y comparar las propiedades nanomecanicas de los tres tipos de peliculas. Tres
muestras de cada pelicula fueron utilizadas. Las condiciones de prueba de estas
indentaciones fueron las siguientes: carga de 2.5 mN, velocidad de carga y descarga de 2.5
mN/min y tiempo de pausa a carga constante de 60 segundos. Propiedades mecanicas tales
como dureza, modulo eléstico, desplazamiento de indentacion y parte de trabajo elastico de
indentacion fueron calculados con el método de Oliver-Pharr a partir de la curva de

descarga.

El método de Oliver-Pharr se basa en determinar la profundidad de contacto (h) a partir de
la pendiente de la curva de descarga de la siguiente manera (Ebenstein & Pruitt, 2006;
Lucca, Herrmann, & Klopfstein, 2010). EI 80% de la parte superior de la curva de descarga

es ajustada a la siguiente ecuacion (6.2):
F=K(h- hp)m (6.2)

Donde F es la fuerza, h es la profundidad, h, es la profundidad pléastica y K y m son
constantes. Esta expresion es después diferenciada con respecto a la profundidad para
obtener la pendiente de la curva de descarga la cual es evaluada a la profundidad méxima.
La intercepcion del eje de las abscisas por la linea tangente a la curva de descarga
determina la profundidad hs como se muestra en la Figura 6.2. Posteriormente, la

profundidad de contacto (h.) es calculada con la ecuacion (6.3):

he = hpax — €(hmax — hs) (6.3)

De la ecuacion anterior, € es un valor constante de 0.75 para puntas Berkovich o Vickers.
Conociendo la profundidad de contacto y la funcion de area del indentador, el area de

contacto proyectada puede ser calculada (ecuacion 6.4) (Fischer-Cripps, 2009).
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1

1
A, = CohZ + Cihi + Coh2 4 -+ + Cghl?® (6.4)

Para el célculo del &rea de contacto proyectada se debe considerar que las puntas o
indentadores no tienen nunca una forma ideal y en consecuencia se debe de usar una
funcién de area mas general (ecuacion 6.4) debido al embotamiento. Las constantes
Co....Cg fueron determinadas haciendo indentaciones sobre una pieza de cuarzo de
referencia. Una vez que se tiene el &rea de contacto proyectada, la dureza (Hr) se puede
calcular con la ecuacion 6.5 (Oliver & Pharr, 2004).

F,
Hir = lex (6.5)
P

Donde Fmax €s la carga maxima de indentacion y A, el area de contacto proyectada del
indentador evaluada a la profundidad de contacto h.. EI médulo eléstico (Er) fue calculado
a partir de las siguientes dos ecuaciones (6.6) y (6.7) (Oliver & Pharr, 2004):

VS
Efp =— — (6.6)
2 JAp
. (1-vH)
Eir = T ah (6.7)
E;T Ej

Donde v es la proporcion de Poisson’s de la muestra (para las peliculas comestibles se
establecio de 0.35); v; es la proporcion de Poisson’s del indentador (para indentadores de
diamante es de 0.7); E*|r es el modulo reducido; Ei es el médulo elastico del indentador
(para indentadores de diamante es de 1141 GPa) y A, el area de contacto proyectada
(Lavorgna y col. 2010).

36



Aplicacion del analisis de textura de imagenes para la caracterizacion cuantitativa de
superficies bioldgicas

Otro parametro mecanico que se obtuvo fue el desplazamiento de indentacion (Cir)
conocido en inglés como “indentation creep” que se define como el cambio en la
profundidad que ocurre a una carga constante (Lucca y col., 2010). Por lo tanto este
pardmetro se calcula a partir de la seccidén de pausa a carga constante (b) de la curva de
carga-desplazamiento, como se muestra en la Figura 6.2. El desplazamiento de indentacion

se calculd con la siguiente ecuacion:
h,—h
Crr =221 1 100 6.9)
1

Donde h, es la profundidad después de un determinado periodo de pausa y h; es la
profundidad al inicio del periodo de pausa.

Una manera clara de visualizar el fenomeno de desplazamiento de la indentacion es
graficando el desplazamiento o profundidad de la indentacion en funcion del tiempo, como
se muestra en la Figura 6.3, donde se muestra que a una carga constante (periodo de pausa)

el indentador sigue penetrando la muestra.
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Figura 6.3. Curva de desplazamiento del indentador en funcion del tiempo a una carga
constante (periodo de pausa).

37



Aplicacion del analisis de textura de imagenes para la caracterizacion cuantitativa de
superficies bioldgicas

El fendmeno de desplazamiento de la indentacidn es frecuentemente observado en algunos
polimeros y biomateriales que exhiben comportamiento viscoelastico o tiempo-
dependientes (Ebenstein & Pruitt, 2006).

Por otro lado, también se puede obtener el trabajo mecanico total de indentacion, el cual es
representado por el area debajo de la curva carga-desplazamiento (Figura 6.4). El trabajo
total de indentacion puede ser dividido en dos componentes: eléstico y plastico. El trabajo
elastico es determinado por el area de la porcion de descarga de la curva de carga-
desplazamiento y el trabajo plastico es determinado a partir del area donde se incrementa la
carga y hasta la porcion de descarga de la curva de carga-desplazamiento (Lucca y col.,
2010).

Carga (mN)

0 500 1000 1500 2000

Desplazamiento (nm)

Figura 6.4. Curva de carga-desplazamiento donde se muestran las zonas del trabajo
plastico y elastico de la indentacion representados por el area bajo la curva (Lucca y col.,
2010).
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La parte elastica del trabajo de indentacion es calculado mediante las siguientes ecuaciones:

i = elast) 5 10 (6.9
total
Wiotar = Werast + Wplast (6.10)

En la literatura existen algunos trabajos donde han intentado usar los valores del trabajo de

indentacion para el calculo de la dureza y el modulo elastico (Lucca y col., 2010).

6.1.4 Caracterizacion cuantitativa de la microestructura de peliculas comestibles

mediante andlisis de textura de imégenes
6.1.4.1 Técnicas de microscopia

6.1.4.1.1 Microscopia de luz

Las superficies de las peliculas fueron observadas con un estereomicroscopio (Nikon SMZ
1500, Japon) con luz transmitida. Secciones de las peliculas de 2 cm x 2 cm de tamafio
fueron colocadas directamente sobre la base del microscopio y éstas fueron observadas a
tres diferentes magnificaciones: 7.5x, 30x y 112.5x; las cuales corresponden a Campos de
Visién (CDV) de 28.44 mm?, 7.36 mm? y 0.63 mm?, respectivamente. Las resoluciones a
cada nivel de magnificacion fueron 11.11 pm/px, 5.65 pm/px y 1.65 pm/px,
respectivamente. Las imagenes de las superficies fueron capturadas con una camara CCD
acoplada al microscopio (Nikon DS-2Mv, Japon) usando el programa de computo Nis
Elements (F 2.30, Nikon, Japon). Las condiciones de la camara del microscopio fueron
siempre las mismas para cada magnificacion en todas las muestras observadas, dichas
condiciones se muestran en la Tabla 6.1. Las imagenes fueron capturadas en formato de
color RGB y secciones de la imagen de 480 x 480 pixeles fueron almacenadas en formato

de no compresion TIFF para su futuro anélisis. Para todas las magnificaciones, cinco areas
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diferentes fueron tomadas para cada pelicula y tres especimenes de cada tipo de pelicula

fueron evaluados.

Es importante resaltar que en el procesamiento de iméagenes (P1) diversos factores deben ser
tomados en cuenta, el primero y uno de los mas importantes son las condiciones de
adquisicion de la imagen. La iluminacion es un factor esencial en la adquisicion de las
imagenes y este debe ser adecuado para observar las caracteristicas fisicas de interés sobre
la muestra (Mendoza, Dejmek, & Aguilera, 2006). En microscopia de luz, las variables de
iluminacién (apertura numeérica, apertura del diafragma y la intensidad de la luz) y la
configuracién de la cdmara del microscopio (tiempo de exposicion, ganancia y contraste)
fueron controlados y mantenidos constantes para todos los especimenes y niveles de

magnificacion.

Tabla 6.1. Condiciones de la camara del microscopio usadas para la captura de imagenes

de las peliculas comestibles.

Condiciones de adquisicion
Magnificacion

Tiempo de exposicion (s) Ganancia Modo de Contraste
7.5x 1/1000 1 Mejorado
30x 1/700 1 Mejorado
112.5x 1/180 1 Mejorado

6.1.4.1.2 Microscopia Electronica de Barrido Ambiental

La microestructura de la superficie y seccién transversal de peliculas comestibles fueron
examinadas con un Microscopio Electronico de Barrido Ambiental (MEBA) (ESEM XL
30, Philips, Holanda). Este modo de operacion del microscopio electrénico conocido
también como modo ambiental, permite examinar especimenes bioldgicos himedos sin que
haya una preparacion de la muestra (James, 2009), por lo tanto, muestras de

aproximadamente 5 mm x 5 mm de tamarfio fueron fijados sobre un porta muestras usando
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cinta de carbono de doble cara. Las peliculas fueron fracturadas con nitrégeno liquido para
la observacion de la seccion transversal como se mencion0 anteriormente en la seccion de
medicién del espesor de las peliculas. Las muestras fueron observadas a un voltaje de
aceleracion de 10 kV usando el detector de electrones secundarios gaseosos. Las
micrografias fueron capturadas en escala de grises y secciones de la imagen de 610 x 358
pixeles fueron almacenadas en formato TIFF. La seccion transversal fue observada a 300x
y las superficies a magnificaciones de 350x, 500x y 650x, las cuales corresponden a
Campos de Vision de 52733.18 um?, 25700.15 um? y 15501.12 pm?, respectivamente. Las
resoluciones a cada nivel de magnificacion fueron de 0.49 um/px, 0.34 um/px y 0.26
um/px, respectivamente. Para cada magnificacion, cinco micrografias fueron tomadas; esto

fue hecho para tres especimenes del mismo tipo de pelicula.

En MEBA, el brillo y el contraste son las variables mas importantes que deben ser
controladas durante la adquisicion de las imagenes; por lo tanto, los valores de estos
pardmetros fueron mantenidos constantes o con valores muy similares para todas las
muestras al momento de la adquisicion de las iméagenes. Lo anterior permite que el analisis
de textura de imagenes y la cuantificacion de las diferencias microestructurales entre las
muestras pueda ser llevado a cabo de manera exitosa. Otras variables tales como el voltaje
de aceleracion y el tipo de detector de electrones son también considerados para la

generacion de imagenes cuando se aplica esta técnica.

6.1.4.1.3 Microscopia de Fuerza Atémica

La topografia de la superficie de las peliculas comestibles a nivel micro fue analizada con
un Microscopio de Fuerza Atomica (AFM, por sus siglas en inglés, Atomic Force
Microscope) (diMultimode V conectado a un micro controlador di Nanoscope V, Veeco,
USA). Secciones pequefias de las peliculas fueron escaneadas con puntas de nitruro de
silicio (Veeco, USA) las cuales tienen una frecuencia de resonancia (resonance frequency)
entre 286-362 kHz y una constante de resorte (spring constant) entre 20-80 Nm™. Cinco
areas de las superficies de las peliculas de tamafios de 225 pm? (15 um x 15 pm), 100 pm?

(10 pm x 10 pm) y 25 pm? (5 pm x 5 um) fueron escaneadas usando el modo “tapping” o

41



Aplicacion del analisis de textura de imagenes para la caracterizacion cuantitativa de
superficies bioldgicas

intermitente a una velocidad de escaneo de 1 Hz. El modo “tapping” fue preferido en este
trabajo porque este modo es el mas usado comunmente en campos de la ciencia como
alimentos y biologia, debido a que reduce significativamente las fuerzas ejercidas por la
punta sobre la muestra, asi como el dafio que puede generarse en ambos, en consecuencia
haciéndolo adecuado para analizar muestras suaves tales como peliculas comestibles
(Yang, Wang, Lai, An, Li & Chen, 2007). Imagenes de altura (topografia) fueron obtenidas
y a partir de estas imagenes, graficos topogréficos 3D fueron hechos con la ayuda del
programa NanoScope v7.30 (Veeco, USA). Ademas, valores de pardmetros de rugosidad
tales como Ra (Rugosidad Promedio Aritmética) y Rq (Rugosidad Media Cuadratica)

fueron calculados desde las imagenes con las ecuaciones (6.11) y (6.12):

1 n ..
Rq = _2221 ijl|Z(l,]) - Zavel (6.11)

NyNy

n . .
Z?le ijl [Z(i.j)~Zavel?
q= (6.12)
NyNy

Donde Z (i, j) denota los datos de altura de la superficie, Z, es el promedio de la altura de
la superficie, i y j corresponden a los pixeles en la direccion x y y respectivamente. El
nuimero maximo de pixeles en las dos direcciones esta representado por ny y ny (Yang, An,
Feng, & Li, 2005). Andlisis de seccion (perfilometria) fueron obtenidos a partir de las

imagenes topograficas.

Todas las imagenes fueron almacenadas en formato de color RGB con un tamafio de 512 x
512 pixeles en formato TIFF. Las iméagenes obtenidas a Campos de vision de 225 pm?, 100
pum? y 25 pm? tienen una resolucién de 0.029 pm/px, 0.019 um/px y 0.009 um/px,
respectivamente. Todos los experimentos fueron desarrollados en aire a condiciones

ambiente. Tres especimenes de cada pelicula fueron considerados para los experimentos.
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Para el anélisis cuantitativo de las imagenes topograficas de AFM es importante considerar
dos aspectos: las operaciones de procesamiento de imagenes y la escala de altura de las
imagenes. Las operaciones de procesamiento de las imagenes tales como “flatten”
(aplanado) no deben ser realizadas debido a que estas modifican la informacién original de
la imagen y en consecuencia se puede obtener informacion erronea, por otro lado, la escala
de alturas de todas las imagenes debe ser la misma, con el propdsito de poder comparar la
informacion numerica. Las consideraciones mencionadas anteriormente fueron tomadas en

cuenta para este trabajo.

6.1.4.2 Analisis de textura de imagenes

El andlisis de textura de imagenes (ATI) fue aplicado para caracterizar cuantitativamente la
microestructura de superficie de las peliculas comestibles a diferentes Campos de Vision.
La textura de una imagen es una caracteristica representada por el arreglo espacial de los
niveles de grises de los pixeles de la imagen (Du, & Sun, 2004). En este trabajo cinco
pardmetros texturales fueron seleccionados como pardmetros de estudio: Energia,
Contraste, Homogeneidad, Entropia y Dimension Fractal. Todas las iméagenes obtenidas a
partir de las técnicas de microscopia (excepto las imagenes de MEBA) fueron convertidas
desde imagenes de color RGB a imagenes en escala de grises; subsecuentemente, los
algoritmos de Matriz de Co-Ocurrencia en Escala de Grises (MCEG) y de Conteo de Cajas
de Desplazamiento Diferencial (CCDD) fueron aplicados para obtener los parametros
texturales desde las imagenes en escala de grises (Haralick, Shanmugam, & Dinstein, 1973;
Wen-Shiung, Shang-Yuan, & Chih-Ming, 2003). Toda la metodologia del procesamiento
de imagenes fue llevando a cabo usando el programa libre Image J v1.34s (National
Institutes Health, Bethesda, MD, USA).

6.1.4.2.1 Algoritmo de Matriz de Co-Ocurrencia en Escala de Grises

La Matriz de Co-Ocurrencia en Escala de Grises (GLCM por sus siglas en inglés, Gray
Level Co-Occurrence Matrix) es un algoritmo estadistico de segundo orden que compara
dos pixeles vecinos a un determinado tiempo y compila la frecuencia a la cual diferentes

niveles de grises pueden ser encontrados dentro de un &rea restringida (Gosselin,
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Duschesne, & Rodrigue, 2008). Tres variables son consideradas en este algoritmo: el
numero de niveles de grises (0 a 255), la distancia entre los pixeles (d) y el angulo de
desplazamiento (#) (Haralick y col., 1973). La textura de las imégenes fue analizada a
través del estudio de la dependencia espacial de los valores de los pixeles representada por
una matriz de co-ocurrencia P, con entrada en P,y (i, j) siendo la frecuencia relativa o
distancia para dos pixeles (d) en la direccion @ teniendo valores i y j, respectivamente. De
acuerdo a Haralick y colaboradores (1973), con el algoritmo MCEG es posible calcular
catorce parametros texturales. Sin embargo, solo se consideraron Utiles cuatro: energia,
contraste, homogeneidad y entropia, ya que los otros parametros pueden ser redundantes
como se ha reportado en otros trabajos (Mendoza y col., 2007; Gosselin y col., 2008). Estos
pardmetros fueron calculados a una distancia entre pixeles “d” igual a 1 y con un angulo de
desplazamiento “6” de 0°. La Tabla 6.2 muestra las ecuaciones de los pardmetros texturales

extraidos desde las imagenes en escala de grises.

Tabla 6.2. Ecuaciones de los parametros texturales extraidos a partir de las iméagenes en
escala de grises con el algoritmo GLCM.

Parametro textural Ecuacioén
Energia Z Pag (i, ))?
ij
Contraste Z” — jI?Pag (i = j)
ij

H idad Pag (i —J)

omogeneida 4 T+(=0n =
Entropia - Z Pag (i, ) 1og( Pag (i, )))

ij

A continuacion se definen nuevamente los parametros texturales usados para la
caracterizacion de la microestructura de la superficie de las peliculas comestibles. La
energia mide la uniformidad textural de la imagen y es un parametro opuesto a la entropia.

El parametro de energia también es conocido como uniformidad, uniformidad de energia y
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segundo momento angular. El contraste es una medida de las variaciones locales de los
valores en escala de grises de los pixeles de una imagen. El contraste también es conocido
como varianza o inercia. El parametro de homogeneidad, también llamado como diferencia
de momento inverso es una medida similar a la energia; la cual también representa la
homogeneidad local de la imagen. Y por ultimo, la entropia mide el desorden o aleatoriedad
de las imagenes y puede ser usado para caracterizar la textura de la imagen y es un
indicativo de la complejidad dentro de la imagen, por lo tanto, imégenes complejas tendran
altos valores de entropia (Haralick y col., 1973; Fernandez, Castillero, & Aguilera, 2005;
Mendoza y col.,, 2007). Los cuatro parametros texturales fueron extraidos desde las
imagenes obtenidas por las técnicas de microscopia con el plug-in GLCM Texture incluido

en el programa Image J.

6.1.4.2.2 Algoritmo Modificado de Conteo Diferencial de Cajas

La textura fractal fue evaluada por la ley de potencia para obtener su dimensién fractal
(DF), usando el algoritmo de modificado de Conteo Diferencial de Cajas (SDBC por sus
siglas inglés, Shifting Differential Box Counting). Este algoritmo se basa en un grafico de
superficie de intensidad (Figura 6.5c), el cual es generado a partir de imagenes en escala de
grises 2D, graficando las coordenadas de los pixeles (X, y) y su respectivo nivel de gris en el
eje z (Quevedo y col., 2008; Weng-Shiung y col., 2003). La dimension fractal fue estimada
usando el programa Image J con el plug-in SDBC. La DF se calcula desde la pendiente de
un gréafico del log conteo de cajas contra el log de tamafio de caja (Figura 6.5a) con la

siguiente ecuacion (6.13):

__log(N)
DF = 1og(%) (6.13)

Donde, N representa el nimero de cajas y r la longitud del lado de la caja o tamafio de caja.
Este parametro es una medida directamente relacionada con el grado de rugosidad de la
superficie. Para imagenes en escala de grises 2D (Figura 6.5b) valores entre 2 y 3 de

dimensidn fractal pueden ser obtenidos, por lo tanto, el valor de dimension fractal para una
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superficie rugosa es mayor que para una superficie lisa (Quevedo, Jaramillo, Diaz,
Pedreschi, & Aguilera, 2009). Este parametro fue estimado para todas las imagenes en

escala de grises obtenidas de las técnicas de microscopia.

y = 0.1224+2.34T7x O e ,
R2=1.00
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Figura 6.5.Grafico de log de conteo de cajas contra log de tamafio de caja obtenido
mediante el algoritmo CCDD, donde la pendiente representa la dimension fractal de la
imagen (a); imagen de ML de una pelicula de alginato/quitosano en escala de grises (b) y su

respectivo grafico de superficie de intensidad (c).

6.1.4.2.3 Relacion entropia/dimension fractal

En este trabajo una relacion entropia/dimension fractal se propuso; esta relacion fue
estimada como el cociente de los valores de entropia divididos entre los valores de
dimensién fractal calculados a partir de la misma imagen como se muestra en la ecuacién
(6.14).

46



Aplicacion del analisis de textura de imagenes para la caracterizacion cuantitativa de
superficies bioldgicas

Valores de entropia

Relacion entropia/dimension fractal = (6.14)

Valores de dimension fractal

Esta relacion es un parametro compuesto, el cual asocia la complejidad de una imagen en
términos de valores de entropia y la rugosidad de la imagen como valores de dimension
fractal. Por lo que los valores de dicha relacion permiten evaluar la complejidad y
rugosidad de una imagen de manera simultanea, debido a que frecuentemente una imagen
compleja puede estar asociada con una imagen rugosa. Por lo tanto, altos valores de la
relacion entropia/dimension fractal estaran relacionados a iméagenes con un alto grado de
complejidad y rugosidad, mientras que bajos valores pueden estar asociados con imagenes
simples y lisas. En la literatura existen investigaciones que han asociado la dimension
fractal con la complejidad de la imagen (Pentland, 1984; Quevedo, Carlos, Aguilera, &
Cadoche, 2002). Los valores de la relacion entropia/dimensién fractal fueron calculados y
usados para evaluar el efecto del Campo de Vision sobre la complejidad y rugosidad de la

superficie de las peliculas.

6.2 Caracterizacion cuantitativa de los cambios superficiales del aguacate Hass y su

clasificacién en etapas de madurez

6.2.1Cinética de maduracion

Un lote de 70 aguacates (Persea americana Mill, variety Hass, calidad de exportacién)
cosechados a partir de un mismo cultivo (Michoacan, México) fueron usados para evaluar
su madurez a nivel de laboratorio en condiciones de obscuridad a 20 °C y 75% de humedad
relativa durante 12 dias. Un conjunto de 10 aguacates con forma, color y tamafio similar y
con un peso entre 211 y 265 g fueron seleccionados para el analisis de procesamiento de
imagenes con el propdsito de evitar la variabilidad de las muestras debido a los diferentes
niveles de calidad.
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6.2.2 Evaluacion de los parametros de madurez

6.2.2.1 Pérdida de peso
La pérdida de peso de los aguacates durante la cinética de maduracion fue evaluada con una
balanza digital (Explorer OHAUS, USA) con una exactitud de 0.1 mg. El grupo de frutas

destinado para el analisis de PI (10 aguacates) fueron pesadas cada dia.

6.2.2.2 Color

Se midio el color de las cascaras de los aguacates con un colorimetro (Minolta Chroma
Meter CR400, Osaka; fuente de luz Dgs) y los valores fueron expresados en el espacio de
color CIELab (L*, a* y b*). Cada dia, se tomaron 4 mediciones alrededor del ecuador de 5

frutos. Diferencias de color (AE) fueron calculados con la ecuacion (6.15):

AE = /(L* — Ly)? + (a* — ap)? + (b* — b})? (6.15)

Donde de la ecuacion anterior L*o, a*p y b*o corresponden a los valores de color de la
cascara de aguacates del primer dia de maduracion, mientras que L*, a* y b* a los valores

de color de la cascara de aguacates de las muestras durante la maduracion.

6.2.2.3 Firmeza

Los 60 aguacates restantes (5 aguacates cada dia) fueron usados para evaluar la firmeza por
quintuplicado cada dia durante 12 dias mediante el uso de un texturometro universal
(Instron 5565, USA). Mitades de aguacates sin pelar y sin semillas fueron usados para las
pruebas de penetracion, las cuales se realizaron a una velocidad de penetracion de 10
mm/min con una sonda de forma conica (didametro inferior de 2.2 mm, didmetro superior de
7.1 mm, angulo del cono de 102° y longitud de 11.3 mm). La firmeza fue medida como la
fuerza (N) necesaria para perforar la muestra en tres diferentes posiciones (en el centro y en
dos puntos a 2 cm del centro). Se consideré que los aguacates alcanzaron la madurez de

consumo cuando los valores de firmeza tuvieron un valor cercano a cero y esto fue en el dia
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12. Los parametros de color y firmeza fueron usados como criterios para establecer las

etapas de madurez de los aguacates.

6.2.3 Sistema de vision computarizada

Se utilizé un sistema de visién computarizada (Figura 6.6) para la captura de imagenes de
los aguacates durante la cinética de maduracion. Este sistema esta formado por un sistema
de iluminacion que consiste de 4 l[&mparas fluorescentes de 60 cm (TL-D deluxe, luz de dia
natural, 18 W/965, Philips, Meéxico, temperatura de color 6500 K, D65, balastros
electronicos a 60 Hz/120 V) colocadas sobre una estructura de madera en forma de cuadro
con un angulo de 45° y una distancia de 35 cm con respecto de la muestra. Una camara
digital (Cybert-shot DSC-W55, Sony, China) posicionada verticalmente sobre las muestras
y conectada a una PC (Dell Precision 380, Pentium 4) fue usada para adquirir las imagenes.
Las condiciones de configuracion de la camara fueron modo manual, nivel de exposicion
0.0 y no se utilizé zoom ni flash. Un total de 20 imagenes (dos imagenes por aguacate)
fueron tomadas cada dia, poniendo los aguacates en la misma posicion y orientacion sobre
un fondo gris mate con el propdsito de disminuir los brillos en las imagenes generados por
la geometria de los frutos. Las imagenes de los aguacates de 1600 x 1200 pixeles en
formato de color RGB a una alta resolucion y calidad superfina fueron almacenadas en
formato TIFF. Zonas centrales de las imagenes de los aguacates de un tamarfio de 200 x 200
pixeles (formato TIFF) libres de brillos fueron segmentados y almacenados para su futuro
analisis con técnicas de IP. Mendoza y col. (2006) reportaron que el analisis de color de
muestras con superficies curvas empleando el espacio de color CIELab es menos afectado
por la curvatura, sombras y brillos que otros espacios de color como el RGB y HSV. Se
hizo una calibracién del sistema de captura de manera similar a la reportada por Ledn y col.
(2006). Parametros de color L*, a* y b* de 35 tarjetas de color fueron medidos con el
colorimetro y de imagenes digitales RGB que fueron convertidas al espacio de color
CIELab, obteniendo imégenes de los canales separados; la transformacion de RGB a
CIELab se realizd con el plug-in color space converter version 4.0 del programa Image J.
Los valores promedio de las coordenadas de color fueron estimados con un histograma de

frecuencias. Valores de L*, a* y b* de las cartas de color medidos con el colorimetro
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fueron graficados contra sus correspondientes valores de L*, a* y b* obtenidos por Pl para
verificar la calibracion del sistema. Por lo tanto, para obtener una calibracion adecuada del
sistema de vision por computadora las opciones de configuracion de la camara se fueron
variando hasta obtener buenos coeficientes de correlacion entre los valores medidos con el
colorimetro contra los obtenidos con PI. Para las tres coordenadas de color ajustes lineales
fueron efectuados. Con el propdsito de verificar que el sistema de captura estuviera
calibrado durante todo el experimento, 20 tarjetas de color fueron fotografiadas cada dia y
los valores promedio de las coordenadas para todas las tarjetas fueron: L*=0.87%0.03,
a*=1.28+0.01 y b*=0.53+0.03.

Sistema de
iluminacion

Figura 6.6. Imagen del Sistema de Visién por Computadora empleado para la adquisicion
de las imagenes. En la imagen se muestra el sistema de iluminacion, la camara digital y la

muestra (aguacate).

6.2.3.1 Medicidn de color por PI

Se determino el color con PI a imagenes de la superficie central de los aguacates (200 x 200
pixeles en formato TIFF) que estaban libres de brillos. Primero se realizo una conversion de
RGB a CIELab con el plug-in color space converter del Image J y después se midio el color
de cada coordenada con la ayuda de un histograma de frecuencias. La medicién de color se

realizo al lote de 10 aguacates durante la cinética de maduracion (12 dias).
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6.2.3.2 Analisis de textura de imagenes

6.2.3.2.1 Algoritmo de Matriz de Co-Ocurrencia en Escala de Grises

Iméagenes de la superficie de los aguacates empleadas para la medicion del color también
fueron utilizadas para la estimacién de parametros de textura con el algoritmo de Matriz de
Co-Ocurrencia en Escala de Grises. Las imagenes RGB fueron convertidas a imagenes en
escala de grises (8 bits) con el programa Image J. Energia, contraste, correlacion,
homogeneidad y entropia fueron los pardmetros calculados con el plug-in GLCM Texture
con una distancia de separacion entre pixeles d=1 y una direccion 6=0°. Una explicacion

acerca de este algoritmo ha sido detallada anteriormente (seccion 5.1.4.2.1).

6.2.3.2.2 Algoritmo Conteo de Cajas de Desplazamiento Diferencial
Se estimo la dimension fractal con el plug-in SDBC a las imagenes en escala de grises de la
superficie de los aguacates. Una explicacion acerca de la estimacion de la dimension fractal

con este plug-in fue detallada anteriormente (seccion 5.1.4.2.2).

6.2.4 Proceso de clasificacion

Los parametros de calidad (color y firmeza), de textura (energia, contraste, correlacion,
homogeneidad y dimension fractal), color (medido con IP) y dimensién fractal fueron
usados para desarrollar un clasificador de las etapas de madurez del aguacate Hass. En
pruebas preliminares se utilizaron los parametros de calidad para el desarrollo del
clasificador, pero en base a los resultados obtenidos y a que se pretende explotar el uso de
técnicas de IP solo los pardmetros extraidos mediante estas técnicas fueron utilizados para
el disefio del clasificador. Por lo tanto, los parametros de textura, dimensién fractal y color
(medido con IP) de 168 imagenes (70%) fueron seleccionadas aleatoriamente para construir
un conjunto de supervisién requerido para la fase de aprendizaje del clasificador, mientras
que los parametros de las 72 imagenes restantes (30%) fueron usados para la prueba de
validacion. Posteriormente, se llevo a cabo un Analisis de Componentes Principales (PCA,
por sus siglas en inglés, Principal Components Analysis) con el programa MATLAB v. 7.0

(MathWorks, Inc., MA, USA) para ordenar cada una de las caracteristicas (parametros
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extraidos del PI) de acuerdo con su capacidad de discriminacion (Jollife, 2002). Valores de
los pesos en un intervalo entre 0 y 1 fueron asignados a cada una de las caracteristicas en
base al orden en que quedaron ordenados. Como la base de datos y el nimero de clases de
madurez propuestas (tres clases de madurez representativas) fueron pequefios, una
propuesta de prueba y ensayo fue usada para establecer estos valores. Se definido un
clasificador como aquel que toma patrones de entrada (que son los parametros extraidos de
las imégenes de la cascara de los aguacates ordenados en base al PCA) y como salida las
etapas de madurez de la imagen del aguacate respectivo.

El algoritmo de clasificacion usado en estos experimentos es una version simplificada del
modelo KNN (K-Nearest Neighbors) con un esquema de voto rapido (Guo, Wang, Bell, Bi,
& Greer, 2003), el cual usa el patrdbn mas representativo de cada clase como prototipo.
Después de que todos los prototipos han sido calculados, un nuevo patron es clasificado
comparandolo con los prototipos usando una funcion de similaridad. Posteriormente, un
valor de voto es calculado para cada clase. Este valor sintetiza el nuevo patron de
similaridad con un conjunto de prototipos de esa clase y una regla de decision se aplica para

determinar la clase final a la cual el patron es asignado.

En resumen los pasos del proceso de clasificacion se detallan a continuacion:

a) Se seleccion6 un conjunto de caracteristicas (9 parametros extraidos del PI) que se
usaron para formar los patrones.

b) Se calcul6 la relevancia de las caracteristicas seleccionadas mediante el Analisis de
Componentes Principales (PCA) y se le asignaron valores a los pesos de cada
caracteristica. Para esta etapa del proceso de clasificacion y en base a los resultados
obtenidos por el ACP, se llevaron a cabo dos experimentos utilizando en cada uno
diferentes parametros extraidos del PI, en el primero se utilizaron las coordenadas
de color CIELab (a*, b*, y L*) y en el segundo la coordenada de cromaticidad a* y
los cinco pardmetros de textura mas relevantes (correlacion, energia, homogeneidad,

dimensidn fractal y entropia).
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c) Se establecieron tres clases de calidad para los aguacates considerando los cambios
de color durante la cinética de maduracion. De esta manera, la clase 1 fue definida
del dia uno a seis, la clase 2 del dia siete a nueve y la clase 3 del dia diez al doce.

d) Se determiné el conjunto de prototipos (patrones representativos) de cada clase.

e) Se calculd el valor de similaridad de cada nuevo patrén con el conjunto de
prototipos de cada clase con la siguiente funcion de similaridad, ecuaciones (6.16) y
(6.17) (Guo y col., 2003):

f(xi, 0k) = ;g5 (%1 ), 0k ) (6.16)

9i,j(xX1j,01) = a;j |1 S (6.17)

- max(x; j)-min(x; ;)

Donde: x;; es el valor de la j" caracteristica para el i patrén de cada clase; Ok;j es el
valor de la j™ caracteristica para el k™ prototipo; aj es el valor del peso asignado a j™"
caracteristica y k es el nimero de clases (tres).

f) Por ultimo, la regla de decisién es aplicada donde el mayor promedio de similitud
para los prototipos se considerd y a partir de esta fue posible clasificar el patrén

dentro de una de las tres clases.

6.3 Anélisis estadistico

Todos los valores de los pardmetros obtenidos en este trabajo fueron expresados como
promedios con su respectiva desviacién estandar (promedio * desviacidén estandar).
Comparaciones estadisticas fueron hechas con una Analisis de Varianza de una via (One
way ANOVA, por sus siglas en inglés) seguidos por la prueba de comparacion multiple
Tukey con el programa Minitab v.15. Diferencias significativas fueron consideradas cuando
la P<0.05. Los graficos y las ecuaciones de los resultados fueron generados usando el

programa SigmaPlot v.11.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Caracterizacion de peliculas comestibles de alginato y quitosano

7.1.1 Propiedades fisicas
En la Figura 7.1 se muestra una imagen de las peliculas comestibles de alginato,

alginato/quitosano y quitosano.

Alginato ” Quitosano ” Alg-Qui

Figura 7.1. Imagen de las peliculas comestibles elaboradas en este trabajo.

7.1.1.1 Espesor

En la Tabla 7.1 se muestran los valores promedio de los espesores de las peliculas
comestibles medidos con un micrometro digital y con microscopia electronica de barrido
ambiental (MEBA). Los espesores de las peliculas medidos con el micrometro variaron
entre 66.19 y 73.38 um; y no hubo diferencias significativas entre los valores de los tres
tipos de peliculas. De la misma manera, no se encontraron diferencias significativas entre
los valores medidos con MEBA para las peliculas (valores entre 57.14 y 61.63 pum), sin
embargo los valores fueron menores en comparacion con los que se obtuvieron con el
micrémetro. La causa de los resultados anteriores puede deberse a que las mediciones
hechas con MEBA son mediciones puntuales de pequefias secciones de las peliculas; y en
cambio las mediciones realizadas con el micrometro son globales y abarcan una mayor area

de medicion en cada una de las muestras.
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Tabla 7.1. Valores promedio de los espesores de peliculas comestibles elaboradas de

alginato y quitosano medidos con MEBA y un micrémetro digital.

Espesor (um)
Tipo de pelicula

MEBA Microémetro
Alginato 61.63+0.33° 67.57+10.97°
Alginato/quitosano 57.14+1.50°% 66.19+11.48
Quitosano 57.51+0.65% 73.38+6.95%

1) Valores (promedio + desviacion estandar, n=5) en una columna con la misma letra

no muestran diferencias significativas (p > 0.05).

En la Figura 7.2 se observan micrografias de seccion transversal de peliculas de alginato,
alginato/quitosano y quitosano examinadas con MEBA a una amplificacion de 500x. Como
se ejemplifica en la figura se pueden realizar mediciones del espesor de las peliculas de
manera directa con una gran exactitud con ayuda del programa de operacion del equipo.

Por otra parte, valores de desviacion estandar altos fueron observados para las mediciones
realizadas con el micrometro; este hecho puede estar asociado a la heterogeneidad de los
espesores de las peliculas generado por la heterogeneidad de la superficie de las cajas petri
que sirven como moldes para la elaboracién de las peliculas comestibles.

\ o A 50 pm
10.0 K SE 125 0.9 Torr 8 09 Tor 1 9 Torr

Figura 7.2. Micrografias de seccion transversal de peliculas comestibles examinadas con
MEBA a una amplificacién de 500X.

El espesor de las peliculas y recubrimientos comestibles es un parametro importante ya que

afecta directamente la funcionalidad de estas, principalmente la permeabilidad al vapor de
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agua y a gases como didxido de carbono. El espesor va a depender de diversas variables
tales como la densidad, viscosidad y tension superficial de las soluciones formadoras de
peliculas (Lin & Zhao, 2007). Existen diversos métodos para evaluar el espesor de las
peliculas y recubrimientos comestibles, el método més tradicional es usando un micrémetro
como se realizo en este trabajo. Este método es el mas utilizado debido a que es econémico,
rapido y posee una alta exactitud. Otros equipos como la microscopia electronica también
han sido empleados para medir el espesor de peliculas y recubrimientos debido a que posee
una gran exactitud aunque la desventaja de este método es que las mediciones que se
realizan son muy puntuales y para que resultara efectiva la evaluacion la muestra tendria
que ser muy homogénea en relacion al espesor. Otras técnicas tales como
Microespectrometria Confocal Raman (CRM por sus siglas en ingles), Barrido Raman de
Superficie Mejorado (SERS por sus siglas en ingles) y Espectrometria Raman
Transformada de Fourier han sido empleadas para evaluar espesores de peliculas y
principalmente de recubrimientos sobre alimentos obteniendo adecuados resultados (Hsu y
col., 2005).

7.1.1.2 Color

El color de las peliculas puede influenciar la preferencia del consumidor hacia un producto
por lo que es una propiedad importante de evaluar en estos materiales. En la Tabla 7.2 se
resumen los valores de las coordenadas del espacio de color CIELab y las diferencias de
color de cada pelicula con respecto al plato de calibracién del colorimetro. La pelicula que
tuvo una mayor diferencia de color fue la pelicula de quitosano, seguido de la pelicula de
alginato/quitosano y por dltimo la de alginato. Estos resultados concuerdan con la
apariencia visual de las peliculas, ya que la pelicula de quitosano presenta una coloracion
marron y la pelicula de alginato es casi incolora (transparente), y por lo tanto la mezcla de
los polisacaridos presenta una coloracion intermedia entre las tonalidades de las peliculas
puras. Una tendencia similar a la encontrada en los valores de AE fue observada para la

coordenada de cromaticidad b*.
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Tabla 7.2. Valores de las coordenadas L*, a* y b* y diferencias de color (AE) de las

peliculas comestibles medidos con un colorimetro.

Coordenadas CIELab

Tipo de pelicula AE

L* a* b*
Alginato 92.76+1.55*  -0.36+0.07° 11.23+2.59° 10.30+3.01°
Alginato/quitosano  91.65+0.60  -1.82+0.14° 21.80+1.81° 20.66+1.85"
Quitosano 90.69+1.23°  -2.83+0.52° 34.81+4.70° 33.58+4.79°

1) Valores (promedio * desviacion estandar, n=3) en una columna con la misma letra
no muestran diferencias significativas (p > 0.05).

2) Los valores promedio de color del plato de calibracion fueron: L* = 97.39 , a*=
0.00 y b*=2.04.

En relacion a la pelicula de alginato, Rhim (2004) reporté valores de AE para peliculas de
alginato con glicerol de 9.42 + 0.11, el cual es un valor muy cercano al que se obtuvo en
este trabajo (10.30 + 3.01). Para la pelicula de quitosano, valores de AE de 1.66 £ 0.15 han
sido reportados por Rivero y col. (2009); este valor es considerablemente menor al que se
encontrd en este trabajo que fue de 33.58 + 4.79. La razon de tal diferencia puede ser
atribuida a que es ese trabajo se empleo quitosano de alto peso molecular y a que la
formulacién de la solucion formadora de pelicula no contenia glicerol como plastificante,
ya que la concentracion de glicerol afecta considerablemente la coloracion de las peliculas
de quitosano. Sin embargo, Ojagh y col. (2010) reportaron para peliculas de quitosano de
mediano peso molecular con glicerol a una concentracion de 0.75 mL/g de chitosano
valores de AE de 17.35 + 0.98, el cual es un valor mas cercano al que se encontrd. Con
respecto a la pelicula de la mezcla que estd formada por ambos polisacaridos no se
encontraron en la literatura valores de color y AE para poderlos comparar con los que se

obtuvieron.
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7.1.1.3 Brillo

El brillo es uno de los factores estéticos que mejoran el aspecto general, asi como la
aceptacion del consumidor (Bangyekan y col., 2006). Los valores de brillo de las peliculas
comestibles hechas a base de alginato y quitosano son graficamente mostrados en la Figura
7.3. El brillo de las superficies de las peliculas fueron medidos a 20°, 60° y 85° con
respecto a la normal de la superficie, para este trabajo los tres valores fueron reportados.
Como se puede observar en la figura, a un angulo de 60° se encontraron los valores de
brillo més altos en comparacion con los otros dos angulos para las tres peliculas. Los
valores de brillo medidos a un angulo de 60° para las peliculas de alginato,
alginato/quitosano y quitosano fueron de 49.00 + 3.88, 28.80 £ 5.92 y 120.17 + 13.30 UB
(Unidades de Brillo), respectivamente. Las diferencias entre los valores de brillo de las
muestras estdn asociadas a la rugosidad superficial. Como se mostrard a detalle méas
adelante en la seccion de caracterizacion microestructural de las peliculas comestibles, la
pelicula de quitosano posee una superficie extremadamente lisa y en consecuencia bajos
valores de rugosidad expresados como Ra y Rq; y es por este hecho que valores de brillo
altos son exhibidos para esta pelicula. Por el contrario las peliculas de alginato y
alginato/quitosano presentaron bajos valores de brillo en comparacion con la pelicula de
quitosano Yy esto es debido a que estas peliculas presentan superficies mas rugosas, siendo
la pelicula de alginato/quitosano la méas rugosa por el arreglo microestructural ramificado

que posee.

Valores de brillo medidos a 60° para peliculas de quitosano entre un rango de 132.5y 145.6
unidades fueron reportados por Bangyekan y col. (2006); estos valores son similares a los
encontrados para las peliculas de quitosano elaboradas. Ellos sefialan que esta es una
pelicula altamente brillosa y que esto se debe probablemente a la superficie lisa que tiene.
No se encontraron valores de brillo para peliculas de alginato y alginato/quitosano en la
literatura. Aunque el brillo es una propiedad de apariencia en las peliculas que tiene un gran
impacto, esta no es una de las propiedades mas medidas en trabajos relacionados a peliculas
y recubrimientos comestibles, y es por esta razn que probablemente no se encuentren

muchos valores de brillo reportados para peliculas hechas a base de estos biopolimeros.
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Figura 7.3. Valores de brillo de las superficies de las peliculas comestibles medidos a

diferentes angulos. Las barras de error corresponden a la desviacion estandar.

7.1.1.4 Propiedades mecénicas de peliculas comestibles

7.1.1.4.1 Efecto del tamafio de indentacion (carga maxima de indentacion) sobre las
propiedades mecanicas de peliculas comestibles.

Las propiedades mecéanicas a nanoescala de las peliculas comestibles fueron medidas
mediante la técnica de nanoindentacion. Inicialmente debido a que en la literatura existen
pocos trabajos del uso de la técnica sobre peliculas comestibles se propuso llevar a cabo un
estudio profundo de como las variables de la prueba de indentacion afectan las propiedades
mecanicas de las peliculas y en base a esto establecer las condiciones a las cuales se deben
de realizar las pruebas para obtener datos confiables de las propiedades mecénicas de estos

biomateriales y poder compararlos.

59



Aplicacion del analisis de textura de imagenes para la caracterizacion cuantitativa de
superficies bioldgicas

El primer experimento consistié en aplicar diferentes valores de cargas maximas sobre las
muestras desde un rango de 0.5mN hasta 5 mN manteniendo constantes el tiempo de pausa
de 60 segundos y la velocidad de carga y descarga de 2.5 mN/min para todas las pruebas; el
proposito de este experimento fue examinar como varian la dureza, el mddulo eléstico y el
desplazamiento de indentacion en funcién de la carga maxima aplicada; asi como también
analizar que profundidades se logran sobre las peliculas con dichas cargas. Estos rangos se

fijaron en base a pruebas preliminares que se realizaron sobre las peliculas.

En la Figura 7.4 se muestran graficas de como cambian los valores de dureza y modulo
elastico en funcién de la carga maxima de indentacion para muestras de peliculas de

alginato, alginato/quitosano y quitosano.

Claramente se puede observar para las tres peliculas que al incrementarse la carga aplicada
los valores de dureza y modulo elastico disminuyen gradualmente. Para la pelicula de
alginato se observo que los valores de dureza y médulo eléstico disminuyeron notablemente
cuando se aplicé una carga de 1 mN y posteriormente pequefios decrementos en los valores
de estas propiedades fueron observados al incrementarse la carga. Por otra parte, en las
peliculas de alginato/quitosano y quitosano el decremento de los valores de dureza y
modulo eléstico fueron drésticos hasta cargas de 2.5 mN y 3 mN, respectivamente; y
consecutivamente a cargas mayores pequefios decrementos de los valores de éstas
propiedades fueron vistos. Por lo tanto en base a éstos resultados, se podria establecer que a
cargas de 2.5 mN en adelante se recomendaria realizar las pruebas de indentacion sobre

estas peliculas, debido a que hay una menor variabilidad en los resultados obtenidos.
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Figura 7.4. Valores de dureza y mddulo elastico de peliculas comestibles en funcion de la

carga méxima de indentacion: alginato (a), alginato/quitosano (b) y quitosano (c).
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Un efecto similar en relacién a como varian las propiedades mecanicas en funcion de la
carga de indentacion fue reportado por Wang y col. (2005). Ellos observaron en peliculas
de quitosano con nanotubos de carbono que al incrementarse en su caso la profundidad de
indentacion (incremento de la carga), los valores de dureza disminuian y que si se seguia
penetrando mas, dichos valores eran afectados por el substrato o soporte sobre el cual

estaban montadas las muestras.

Este fendbmeno donde los valores de dureza y modulo eléstico disminuyen cuando se
incrementa la carga de indentacion ha sido observado en diferentes materiales y se le
conoce como efecto del tamafio de indentacion (ISE por sus siglas en inglés, Indentacién
Size Effect) (Lucca y col., 2010). Se sabe que los valores de dureza son mas afectados por
este fendmeno que los valores de modulo el&stico y generalmente hablando el ISE significa
que la dureza a pequefias profundidades tiene valores mucho mayores que a grandes
profundidades (Rodriguez y Gutiérrez, 2003). Por lo tanto, los valores de dureza dependen
fuertemente de la profundidad de indentacion y es por esta razon que la interpretacion de
las mediciones de nanodureza resulta dificil. Con el propoésito de explicar esta dependencia
del tamafio, diferentes autores suponen que el efecto del fortalecimiento esta relacionado
intrinsecamente a la deformacién no uniforme. Mediante el uso de este concepto, el modelo
de gradiente de esfuerzo de plasticidad (SGP, por sus siglas en inglés Strain Gradient
Plasticity) fue desarrollado y este modelo considera una escala de longitud de material
mediante el concepto de dislocaciones geométricamente necesarias como funcion del

gradiente de esfuerzos (Rodriguez y Gutiérrez, 2003).

En la Figura 7.5 se muestra una galeria de iméagenes de las impresiones residuales hechas
con una punta Berkovich a diferentes cargas sobre una muestra de pelicula de alginato. Se
observa claramente que al aumentarse la carga, el tamafio de las impresiones residuales se
incrementa notablemente. Resultados similares son mostrados en las Figuras 7.6 y 7.7 para

peliculas de alginato/quitosano y quitosano, respectivamente.
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Figura 7.5. Galeria de iméagenes de las impresiones residuales realizadas con una punta

Berkovich a diferentes cargas sobre una pelicula comestible de alginato.

‘-

Figura 7.6. Galeria de imagenes de las impresiones residuales realizadas con una punta

Berkovich a diferentes cargas sobre una pelicula comestible de alginato/quitosano.
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Figura 7.7. Galeria de imagenes de las impresiones residuales realizadas con una punta

Berkovich a diferentes cargas sobre una pelicula comestible de quitosano.

En la Figura 7.8 se muestra una grafica que relaciona la profundidad maxima de
indentacién en funcién de la carga maxima para los tres tipos de peliculas elaboradas y
como se nota al incrementarse la carga, la profundidad méaxima de indentacion se
incrementa siguiendo un perfil aproximadamente lineal. Los valores de profundidad
maxima de indentacibn a una carga de 5mN para las peliculas de alginato,
alginato/quitosano y quitosano fueron de 3021.56 + 245.56, 4982.26 + 607.43 y 3448.60 +
122.10 nm, respectivamente. Es importante conocer la profundidad méxima de indentacion,
ya que para el caso de peliculas delgadas, en base a la norma la profundidad méaxima de
indentacion no debera ser mayor al 10% del espesor de la pelicula con el propoésito de evitar
que haya efecto del sustrato sobre las mediciones de las propiedades mecanicas (ISO
14577, parte 4). Por lo tanto, considerando la informacion anterior se cumplid con la norma

ya que para las tres peliculas la penetracion maxima de indentacion fue menor al 10% del
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espesor de las peliculas, el cual se considerd como un valor promedio de los valores de las

tres peliculas medidos con el micrometro que fue de 6904.66 + 381.56 nm.
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Figura 7.8. Profundidad maxima de indentacién en funcién de la carga maxima para

peliculas comestibles hechas a base de alginato y quitosano.

Por otro parte, considerando los valores de profundidad maxima a una carga de 5mN para
las tres peliculas, se puede concluir de manera preliminar que la pelicula de
alginato/quitosano es la menos dura debido a que a esta carga la profundidad maxima de
indentacion fue mayor en comparacion con las otras peliculas. De manera contraria, la
pelicula de alginato se puede considerar que es la mas dura debido a que su valor de
profundidad fue el menor de las tres peliculas. Y por Gltimo, la pelicula de quitosano se
podria decir que presenta una dureza intermedia entre las tres peliculas considerando su
valor de profundidad, aunque su dureza tendria valores muy cercanos a los de la pelicula de

alginato.

El desplazamiento de indentacion es un fendmeno que ocurre en materiales que poseen

propiedades viscoelasticas y éste fue observado en las peliculas elaboradas en este trabajo.
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Valores del desplazamiento de indentacion (creep indentation) en funcion de la carga
méaxima aplicada para peliculas comestibles hechas a base de alginato y quitosano son

mostrados en la Figura 7.9.
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Figura 7.9. Valores del desplazamiento de indentacién (creep indentation) en funcién de la

carga maxima aplicada para peliculas comestibles hechas a base de alginato y quitosano.

Para las tres peliculas se observo, que existe un valor maximo de desplazamiento de
indentacidn el cual se presentd para la pelicula de alginato (15.65 + 0.53 %) a una carga de
1.5 mN, y para las peliculas de alginato/quitosano (19.25 + 1.86 %) y quitosano (22.17 +
0.24 %) a una carga de 1 mN. A valores de carga mayores a los mencionados
anteriormente, se observé que los valores del desplazamiento de indentacion disminuyen
progresivamente, esto hecho puede deberse a que a profundidades mayores existe una
mayor resistencia del material a ser penetrado, por lo que la carga constante al cual es
sometido (periodo de pausa) s6lo llega a penetrar hasta una determinada distancia maxima
que va siendo cada vez menor cuando se incrementa la carga méxima de indentacion. Por

otro lado, bajos valores fueron observados a cargas de indentacion menores donde se
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presento el valor maximo del desplazamiento de indentacion; incluso valores negativos
como en el caso de la pelicula de alginato. Estos resultados pueden estar asociados a que a
cargas pequefias, se presenta en la superficie de estos materiales un efecto de rebote que
esta relacionado con la elasticidad del material, lo que provoca que al mantenerse la carga
constante exista una fuerza de repulsion y por lo tanto la profundidad de la penetracion sea

pequefia en el periodo de pause.

7.1.1.4.2 Efecto del tiempo de pausa a carga constante (desplazamiento de
indentacion) sobre las propiedades mecanicas de peliculas comestibles.

Se evaluo el efecto del tiempo del periodo de pause sobre la dureza y el modulo elastico de
las peliculas comestibles y los resultados se muestran en la Figura 7.10. Para la obtencion
de estos perfiles la carga aplicada fue de 2.5 mN y la velocidad de carga y descarga de 2.5
mN/min para todas las pruebas, solo se varid el tiempo de pausa desde 10 hasta 100
segundos. Como se observa, los valores del mddulo elastico se ven menos influenciados
por el cambio del tiempo de pause (desplazamiento de indentacion) a diferencia de los
valores de dureza. Un decremento en los valores de dureza hasta un tiempo de 40 segundos
fue observado para la pelicula de alginato, después de este tiempo los valores se
mantuvieron relativamente constantes, por lo tanto, tiempos de pausa mayores a los 40
segundos serian los recomendados para hacer las pruebas de indentacion para esta pelicula.
Un comportamiento similar fue observado para la pelicula de quitosano pero a un tiempo de
60 segundos, donde después de este tiempo los valores permanecieron constantes y estos
serian los recomendados para llevar a cabo las pruebas. Finalmente los resultados de la
pelicula de alginato/quitosano mostraron una diminucion en los valores de dureza y médulo
elastico, pero una tendencia similar a las peliculas de alginato y quitosano no fue
observada. Por lo tanto, el periodo de pausa influye directamente sobre los valores de
dureza y modulo elastico de las peliculas comestibles hechas a partir de alginato y
quitosano, y el conocer los intervalos de tiempo donde las propiedades mecanicas no se ven
afectadas resulta de gran importancia. Se puede concluir que tiempos de periodo de pausa
de 60 segundos o mayores para las peliculas examinadas, serian los recomendados debido a

que la variabilidad de las propiedades mecénicas es menor.

67



Aplicacion del analisis de textura de imagenes para la caracterizacion cuantitativa de
superficies bioldgicas

200 1.2
180 - —e— Dureza
—&— Modulo elastico | | 10
160 A
©
140 4 L os %
E =
= 120 + 5
@ | o6 &
N 100 @
5 L
[ =3
ro4 B
60 o =
40 roz
20 4
T T T T T 0.0
0 20 40 60 80 100 120
Pausa (s)
40 06
—&— Dureza
—&— Modulo elastico
05
30 A .
&
04
5 o
= 8
© 204 ros &
@ ©
5 o
e =
Loz B
=
10
01
0 T T T T T 0.0
0 20 40 60 80 100 120
Pausa (s)
70 0.6
—&— Dureza
—.,— it
60 4 Médulo elastico L o5
g
50 1 0.4
5l e
= 8
© 40 1 r03 &
@ ©
] °
a 3
30 A o2 B
=
20 A - 0.1
10 T T T T T 0.0
0 20 40 60 80 100 120

Pausa (s)

Figura 7.10. Valores de dureza y modulo elastico de peliculas comestibles en funcion del

tiempo de pausa a carga constante: alginato (a),alginato/quitosano (b) y quitosano (c).
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Como ya se ha mencionado anteriormente, son escasos los estudios donde se emplea la
técnica de nanoindentacion para obtener propiedades mecanicas de peliculas comestibles
por lo que no se cuenta con datos con que comparar nuestros resultados, sin embargo,
existe mucha informacion en relacion a otros tipos de materiales como cerdmicos,

polimeros, minerales, metales y materiales biologicos.

En relacion a esto, se ha investigado como varian el médulo eléstico y la dureza en funcion
del tiempo de pausa sobre PMMA (polimetilmetacrilato) y los resultados mostraron una
tendencia similar a la que se encontrd para peliculas comestibles. En el estudio se reporta
que la dureza es la propiedad que esta mas influencia por el tiempo de pausa. Ademas, se
encontrd que para este material, s6lo después de los 40 segundos el mddulo eléstico ya no
se ve afectado por el tiempo de pausa y la dureza para tiempos mayores a 100 segundos.
Estos resultados fueron reportados en un boletin de la compafiia CSM Instruments (Boletin
de aplicacidén No. 22) que es el fabricante del equipo de nanoindentacion utilizado para el

desarrollo de estas pruebas.

También se evalud el efecto del tiempo de pause sobre el desplazamiento de la indentacion
y los resultados son mostrados en la Figura 7.11. Como se esperaba, los resultados
indicaron que al incrementarse el tiempo de pausa el desplazamiento de la indentacion se
incremento, esto debido a que a un mayor tiempo el indentador tiene la posibilidad de
penetrar mas la superficie de la muestra. Valores de desplazamiento de indentacién de 2.98
+ 0.69 a 14.89 + 2.36, 4.65 £ 0.23 2 20.59 + 0.94 y 4.09 + 0.36 a 19.26 + 0.67 % fueron
encontrados para las peliculas de alginato, alginato/quitosano y quitosano, respectivamente.
Las muestras de quitosano y alginato/quitosano presentaron valores del desplazamiento de
indentacion muy similares, los cuales fueron superiores a los encontrados para la pelicula

de alginato.
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Figura 7.11. Valores de desplazamiento de indentacién (creep indentation) en funcion del
tiempo de pausa a carga constante para peliculas comestibles hechas a base de alginato y

quitosano.

Diversos trabajos han sido realizados enfocandose a las propiedades viscoelasticas de
diversos biomateriales o tejidos bioldgicos incluyendo huesos, dentina desmineralizada,
arterias y piel (Ebenstein & Pruitt, 2006). Por ejemplo, Wu y col. (2011) estudiaron el
efecto del tiempo de pausa sobre el desplazamiento de la indentacién en huesos y ajustaron
sus resultados a tres modelos reoldgicos (solido lineal estandar, Burgers y Kelvin). Ellos
reportaron que los modelos tuvieron un adecuado ajuste a sus resultados siendo el mejor
modelo el de Burguers y las constantes de tiempo de desplazamiento de indentacion fueron

incrementandose cuando se incrementd el tiempo de pausa.

La nanoindentacién es una técnica que puede ser usada para investigar las propiedades
viscoelasticas de materiales mediante el desplazamiento de indentacion o conocido inglés

como “creep indentation”. Los datos obtenidos pueden ser ajustados a modelos reologicos
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con el proposito de determinar pardmetros que describan el comportamiento viscoelastico
(Wu vy col., 2011). Por lo tanto, para trabajos futuros seria interesante utilizar los valores
obtenidos para las peliculas comestibles y ajustarlos a este tipo de modelos para describir su

comportamiento viscoel&stico.

7.1.1.4.3 Efecto de la velocidad de carga y descarga sobre el fendomeno de
desplazamiento de indentacion.

La Figura 7.12 muestra los resultados del desplazamiento de indentacion en funcion de la
velocidad de carga y descarga sobre peliculas de alginato, alginato/quitosano y quitosano.
Para estas pruebas una carga de 2.5 mN y un tiempo de pausa de 60 segundos fueron
fijados y solo se varid la velocidad de carga y descarga (1, 2.5, 5, 10 y 20 mN/min). Los
resultados revelan que el desplazamiento de la indentacion esta altamente influenciado por
la velocidad de carga y descarga usada durante las pruebas. Un incremento de manera
logaritmica fue observado para los valores del desplazamiento de indentacion para las tres
peliculas. Para la pelicula de alginato/quitosano valores negativos a una velocidad de carga
y descarga de 1 mN/min fueron observados, este hecho puede estar asociado al efecto de
rebote que estd relacionado con la elasticidad del material como se ha mencionado

anteriormente.

Comportamientos similares al encontrado para peliculas de alginato y quitosano han sido
reportados para el polimero PMMA en relacion al efecto de la velocidad de carga y
descarga sobre el desplazamiento de la indentacién. Por lo tanto, como el desplazamiento
de la indentacién esta fuertemente relacionado con la deformacion pléstica, cada etapa
dentro del régimen plastico durante la prueba de indentacién estd acompafiada por una

pequefia cantidad de desplazamiento (Boletin de aplicacion No. 22, CSM Instruments).
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Figura 7.12. Valores de desplazamiento de indentacion en funcion de la velocidad de carga

y descarga para peliculas comestibles hechas a base de alginato y quitosano.

7.1.1.4.4 Propiedades mecanicas de peliculas comestibles hechas de alginato y
quitosano

Una vez que se estudio el efecto de la carga maxima, el tiempo de pausa y la velocidad de
carga y descarga sobre las propiedades mecanicas de las peliculas comestibles, se hicieron
indentaciones fijando las condiciones de las pruebas (carga de 2.5 mN, pausa de 60
segundos y velocidad de carga y descarga de 2.5 mN/min) y los resultados de las

propiedades mecanicas a dichas condiciones se resumen en la Tabla 7.3.
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Tabla 7.3. Valores de las propiedades mecanicas de peliculas comestibles determinadas
mediante la técnica de nanoindentacion a una carga de 2.5 mN, pausa de 60 segundos y

velocidad de carga-descarga de 2.5 mN/min.

Tipo de pelicula Propiedades mecanicas
Dureza Mddulo Desplazamiento  Parte elastica
(MPa) elastico de indentacion del trabajo de
(GPa) (%) indentacion
(%)
Alginato 37.8245.79° 0.44+0.06° 11.75+1.82° 34.32+5.54°
Alginato/Quitosano  16.20+2.07° 0.21+0.03° 15.77+2.27° 28.94+2.74°
Quitosano 26.32+2.67°  0.35+0.04°  14.99+1.95° 27.80+2.40°

1) Valores (promedio * desviacion estandar, n=30) en una columna con la misma letra

no muestran diferencias significativas (p > 0.05).

La pelicula de alginato tuvo el mayor valor de dureza (37.82+5.79 MPa), seguido por la de
quitosano (26.32+2.67 MPa) y por ultimo la de alginato/quitosano (16.20+2.07 MPa). En la
literatura se han reportado valores de dureza para peliculas de quitosano medidos con la
técnica de nanoindentacion. Wang y col. (2005) reportaron valores de dureza para peliculas
de quitosano sin glicerol y con 0.4 % en peso de nanotubos de carbono de 119 MPa y 163
MPa, respectivamente. Estos valores son aproximadamente 4 veces mas altos que los que
se encontraron en este trabajo para las peliculas de quitosano. Aunque se debe tomar en
cuenta que existen algunos factores a las cuales se pueden atribuir estas diferencias como
son el peso molecular del quitosano, debido a que en este trabajo se usd quitosano de bajo
peso molecular a diferencia del usado por Wang y col. (2005) que fue de alto peso
molecular. Otro factor es que en nuestro caso, se utilizé glicerol como plastificante y en el
de ellos no se usé ningun plastificante, y es bastante conocido que el glicerol es un
compuesto que modifica drasticamente las propiedades mecanicas de las peliculas
comestibles haciéndolas mas flexibles debido a que el glicerol interfiere con las cadenas de

quitosano, disminuyendo las fuerzas de atraccion intermoleculares e incrementando la
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movilidad del polimero (Ziani y col. 2008). En otro trabajo, Lavorgna y col. (2010)
reportaron valores de dureza para peliculas de quitosano de alto peso molécular sin y con
glicerol de 180 MPa y 50 MPa, respectivamente. El valor reportado en este trabajo para la
pelicula de quitosano con glicerol (50 MPa) es aproximadamente el doble del que se reporta
(26.32 MPa), y este resultado parece ser 16gico considerando que el contenido de glicerol
en su formulacién fue la mitad del que se ocup0 para la elaboracion de las peliculas, por lo
que se esperaria que la pelicula fuera menos dura en comparacién con la de ellos. Por lo
tanto, analizando los resultados obtenidos y los reportados en la literatura se puede decir
que el glicerol juega un papel importante en la dureza de peliculas comestibles hechas a
base de quitosano. Con relacion a las peliculas de alginato y de la mezcla, no se

encontraron en la literatura valores de dureza reportados con la técnica de nanoindentacion.

Con respecto a los valores del modulo elastico, los resultados obtenidos mostraron una
tendencia similar a la encontrada para los valores de dureza, donde la pelicula de alginato
presento el valor mas alto (0.44+0.06 GPa), seguido por la de quitosano (0.35+0.04 GPa) y
por ultimo la de alginato/quitosano (0.21+0.03 GPa). Lo anterior significa que la pelicula
que se consideraria mas elastica es la pelicula de alginato/quitosano debido a que presenta
el valor mas bajo de modulo elastico. Valores de modulo elastico para peliculas de
quitosano con y sin glicerol de 1.70 y 5.76 GPa han sido reportados por Lavorgna y col.;
los cuales son considerablemente mayores a los encontrados y estas diferencias pueden
estar asociadas al efecto del glicerol sobre la matriz del polimero como se ha discutido

anteriormente.

Por otra parte, no se encontraron diferencias significativas entre los valores del
desplazamiento de la indentacion para las peliculas de alginato y alginato/quitosano. La
pelicula de alginato mostré un valor de desplazamiento de indentacién bajo en comparacion
con los otros dos tipos de peliculas que fue de 11.75 + 1.82 %. Como se ha mencionado
anteriormente los materiales que presentan el fendmeno de desplazamiento de indentacion
poseen propiedades viscoelasticas, por lo tanto las tres peliculas evaluadas en este trabajo

poseen propiedades viscoelasticas. Finalmente, valores de la parte elastica del trabajo de
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indentacion estuvieron entre un rango de 27.80 a 34.32 % para las peliculas hechas de
alginato y quitosano. No se encontraron en la literatura valores de estos parametros para
peliculas comestibles elaboradas de cualquier biopolimero, por lo que los resultados

obtenidos en este trabajo resultan trascendentales.

Mediante el uso de la técnica de nanoindentacion fue posible caracterizar las propiedades
mecénicas a nivel nanometrico de las peliculas comestibles elaboradas en este trabajo y los
resultados obtenidos resultan importantes y trascendentales para el area de peliculas y
recubrimientos comestibles debido a que aportan informacion para el entendimiento de las
propiedades a estos niveles asi como del comportamiento viscoelastico de dichos
biomateriales. Ademas, las diferencias encontradas en las peliculas pueden estar asociadas
principalmente a la microestructura por lo que seria importante realizar estudios mas

detallados acerca de la relacion de la microestructura con las propiedades nanomecanicas.

7.1.2 Caracterizacién cuantitativa de la microestructura de peliculas comestibles

7.1.2.1 Microscopia de Luz

La Figura 7.13 muestra micrografias de microscopia de luz (ML) de las peliculas a
diferentes magnificaciones, donde se observa que las peliculas de alginato y quitosano
presentan superficies lisas a todos los niveles de magnificacién en comparaciéon con la

pelicula de alginato/quitosano la cual presentd una superficie extremadamente rugosa.
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Alginato Alginato/Quitosano Quitosano

Magnificacion

7.5x

30x

112.5x

Figura 7.13. Galeria de imagenes (escala de grises) de las superficies de peliculas

comestibles examinadas con un microscopio de luz a diferentes amplificaciones: 7.5x, 30x

y 112.5x.

Asimismo, como puede ser visto las peliculas de alginato exhibieron una textura lisa con

pequefias irregularidades distribuidas homogéneamente sobre la superficie. En las

micrografias tomadas a altos niveles de magnificacion se pueden observar con mas detalle

las irregularidades de la superficie de la pelicula. La formacién de dichas irregularidades

puede estar asociada a la aglomeracion de moléculas de alginato, asi como también a la

matriz de alginato que se forma cuando la pelicula es secada (Norajit, Kim & Ryu, 2010;
Meng y col., 2010). Imagenes con un alto grado de rugosidad y estructura fibrilada fueron
observadas para las peliculas de alginato/quitosano (ver Figura 7.13). La microestructura
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observada en las peliculas de alginato/quitosano puede deberse a las interacciones
electrostaticas establecidas entre las moléculas de alginato y quitosano (Ke, Xu, & Yu,
2010). Finalmente, las superficies de las peliculas de quitosano mostraron ser muy lisas,
homogéneas y sin irregularidades, ademas de que grietas y hoyos sobre las peliculas no
fueron observados. La superficie lisa y homogénea de las peliculas de quitosano puede estar
asociada a las moléculas de quitosano que estan fuertemente empaquetadas (Meng y col,
2010).

Complementariamente a la descripcion de la microestructura de las peliculas, parametros
texturales basados en los algoritmos GLCM y SDBC fueron obtenidos a partir de imagenes
de ML y sus valores son listados en la Tabla 7.4. Como se esperaba, los parametros
texturales describieron adecuadamente la textura de las peliculas observadas con
microscopia de luz. Con respecto al parametro de energia, a una magnificacion de 7.5x no
se observaron diferencias significativas (p>0.05) entre los valores de las diferentes
peliculas. Por lo tanto, como el pardmetro de energia mide la uniformidad textural de una
imagen; es posible decir que a bajos valores de magnificacion, la uniformidad textural de
las peliculas fue similar. En contraste, los valores de energia estimados a una magnificacion
de 112.5x fueron significativamente diferentes (p<0.05); como ejemplo el valor de energia
para la pelicula de quitosano fue de 700.00 + 0.00 x 107, debido a posee una textura
uniforme, mientras que para la pelicula de alginato/quitosano fue de 233+ 0.00 x 107

mostrando una textura irregular.

Para el parametro de homogeneidad, los tres tipos de peliculas evaluadas a una
magnificacion de 7.5x mostraron diferencias significativas (p<0.05), siendo este pardmetro
aquel que permite diferenciar la textura superficial de las peliculas cuando son analizadas a
una baja magnificaciébn en comparacion con el pardmetro de energia donde no se
presentaron diferencias significativas entre las peliculas estudiadas. Ademas, las peliculas
de quitosano no tuvieron diferencias significativas en los valores de homogeneidad a las
diferentes magnificaciones, lo cual puede ser explicado como resultado de texturas lisas y

homogéneas en todos los casos.
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En lo que respecta al contraste, las peliculas de alginato/quitosano tuvieron los valores mas
altos en comparacion con las peliculas de alginato y quitosano a magnificaciones de 7.5x y
30x. Los altos valores de contraste medidos sobre las peliculas de alginato/quitosano

pueden ser debidos a la microestructura fibrilar formada en las peliculas (Ke y col., 2010).

El valor més alto del parametro de entropia (8.51 + 0.04) correspondié a la pelicula de

alginato/quitosano a una magnificacion de 7.5x.

Finalmente, los valores de dimension fractal para todas las peliculas pueden estar asociados
con la rugosidad observada en sus respectivas iméagenes, donde como era de esperarse, la
pelicula de alginato/quitosano tuvo el valor de dimension fractal méas alto (2.40+0.01),
mientras que bajos valores fueron observados para las peliculas de alginato y quitosano
(superficies lisas). Los valores de dimension fractal para cada una de las peliculas a los
diferentes niveles de magnificacion no mostraron diferencias significativas (p<0.05) con
excepcién de la pelicula de alginato/quitosano a 112.5x. Sin embargo, diferencias fueron
encontradas (p>0.05) cuando los diferentes tipos de peliculas son comparadas entre ellas a
un mismo nivel de magnificacion; con excepcion de la comparacion entre las peliculas de

alginato y alginato/quitosano a una magnificacion de 112.5x.
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Tabla 7.4. Valores de los parametros de textura extraidos de las iméagenes de peliculas comestibles obtenidas por un microscopio de

luz (ML) a diferentes magnificaciones.

Tipo de pelicula Magnificacion/ Parametros de textura

Campo de Vision  Energia Contraste Homogeneidad  Entropia Dimension
(mm?) (x 10%) (x 10%) fractal
Alginato 7.5x/28.44 86.00+3.00% 25.04+1.81% 28.56+0.55" 7.50+0.04°  2.25+0.00°
30x/7.36 100.00+0.00% 49.53+3.11% 26.80+0.81° 7.02+0.01°  2.28+0.02°
112.5x/0.63 467.00+58.00° 56.62+1.01° 33.03+0.58" 5.79+0.02*  2.23+0.00°
Alginato/quitosano  7.5x/28.44 30.00+2.00° 111.09+1.99% 13.5040.72° 8.51£0.04*  2.40+0.01°
30x/7.36 78.00+15.00% 84.27+10.00° 19.60+0.70° 7.68+0.16°  2.41+0.00°
112.5x/0.63 233.00+115.00° 56.65+8.28° 30.63+4.35™ 6.55+0.69°  2.27+0.06"
Quitosano 7.5x/28.44 100.00+0.00%" 17.97+0.40° 35.860.15° 7.11£0.02°  2.16%0.01°
30x/7.36 200.00+0.00™ 37.56+3.28" 35.630.50° 6.47+0.03°  2.14+0.01°
112.5x/0.63 700.000.00° 50.76%1.75% 36.630.66° 5.3240.09°  2.10%0.00°

1) Valores (promedio * desviacion estandar, n=5) en una columna con la misma letra no muestran diferencias significativas (p > 0.05).
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El anélisis de textura de imagenes mostro ser una herramienta efectiva para cuantificar la
microestructura de peliculas comestibles observadas por LM; este hecho ha sido reportado
para otras superficies alimenticias en trabajos previos (Fernandez y col., 2005; Briones &
Aguilera, 2005; Mendoza y col., 2007; Quevedo y col., 2008; Quevedo y col., 2009).
Villalobos y col. (2005) estudiaron el efecto de la adicion de surfactantes sobre la
microestructura y parametros opticos de peliculas de hidroxipropil metilcelulosa. Mediante
el uso de microscopia de luz, ellos evaluaron la complejidad de la superficie de las peliculas
usando el pardmetro de dimension fractal. En otro trabajo, Veiga-Santos y col. (2008)
estudiaron la eficacia de la microscopia de luz, como una herramienta para generar
imagenes, para evaluar la microestructura de biopeliculas. En un trabajo reciente, Liu y col.
(2009) publicaron resultados acerca de la influencia que tiene la proporcion de los
componentes sobre la morfologia de membranas de almidon/quitosano mediante el uso de
ML y en base a sus resultados obtenidos ellos pudieron observar facilmente la separacién
de las fases de estos componentes. Por lo tanto, es posible decir que la ML es una
herramienta esencial para estudios cualitativos de morfologias de superficie de peliculas
comestibles y ademas esta tiene algunas ventajas tales como el ser una herramienta

econdmica y rapida, que permite analizar grandes areas de las muestras.

7.1.2.2 Microscopio Electronico de Barrido Ambiental

Micrografias seleccionadas de ESEM de la seccion transversal de las peliculas son
mostradas en la Figura 7.14. Como se puede observar, las peliculas de alginato y quitosano
presentaron estructuras compactas y homogeéneas, sin poros ni fracturas (Figura 7.14a-c).
Por otra parte, la morfologia de seccidn transversal de la pelicula de alginato/quitosano fue
menos homogénea que las peliculas de alginato y quitosano, y algunos poros fueron

observados (Figura 7.14b).

En la Figura 7.15 se muestran micrografias de las superficies de las peliculas comestibles
examinadas a diferentes magnificaciones: 350x, 500x y 650x. Las superficies de las
peliculas de alginato fueron homogéneas, lisas, sin poros y con pequefias irregularidades

como se muestra en la Figura 7.15. Norajit y col. (2010) reportaron que peliculas de
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alginato sin glicerol y con iones de calcio presentaron morfologias de superficie lisas y
homogéneas y que la morfologia de seccion transversal presento una estructura fibrilar. Por
otra parte, morfologias de superficie lisas para peliculas de alginato sin glicerol y
conteniendo barberina fueron reportados por Ke y col. (2010). En otro estudio, Meng y col.
(2010) publicaron que la morfologia de seccion transversal de peliculas de alginato sin

glicerol y conteniendo sulfadiazina de plata fueron homogéneas y compactas.

v Det WD F—————— 100ym
GSE 1

E 125 09 Torr

Figura 7.14. Micrografias de seccion transversal de las peliculas comestibles obtenidas con
MEBA: alginato (a), alginato/quitosano (b) y quitosano (c).

En el caso de las micrografias de superficie de las peliculas de alginato/quitosano, fue
posible observar una red fibrilar, la cual es tipica para peliculas 0 membranas hechas con
mezclas de estos polisacaridos (Ke y col., 2010; Meng y col., 2010). Finalmente, para las
peliculas de quitosano se observaron morfologias de superficies lisas, homogéneas y sin
poros. Descripciones similares de la morfologia de peliculas hechas a base de quitosano
examinadas con microscopia electronica de barrido han sido recientemente reportadas por

otros autores (Silva y col., 2007; Ke y col., 2010; Meng y col., 2010).

La microscopia electrénica de barrido (SEM, por sus siglas en inglés) ha sido a lo largo de
los afios ampliamente usada como una herramienta para el estudio y caracterizacion de la
microestructura y morfologia de peliculas comestibles. Esta técnica tiene ventajas tales
como: alta resolucion, rapida velocidad de barrido y actualmente es posible analizar

muestras en su estado nativo usando el modo ambiental (ESEM, por sus siglas en ingles).
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Magnificacion Alginato Alginato/quitosano Quitosano

350x

50 pm
30 pm
20 pm

Figura 7.15. Galeria de imagenes de la superficie de peliculas comestibles obtenidas con MEBA a diferentes magnificaciones: 350x,
500x y 650x.

S0 pm

500x

650x
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Sin embargo, una desventaja de este tipo de microscopio es que el analisis morfoldgico
desarrollado es s6lo de caracter cualitativo, pero a través de las técnicas de procesamiento
de imégenes, informacion cuantitativa puede ser extraida a partir de estas imagenes de
ESEM. En este contexto y como una manera para ilustrar la aplicacién del andlisis de
textura de iméagenes sobre micrografias de ESEM, una caracterizacion cuantitativa de la
morfologia de las superficies de las peliculas fue desarrollada y los valores obtenidos de los
pardmetros de textura son mostrados en la Tabla 7.5. Como se esperaba también para este
nivel de observacion los parametros de textura permitieron cuantificar la morfologia de las
imagenes de las peliculas obtenidas por ESEM. Los resultados obtenidos revelaron que las
peliculas de quitosano presentaron altos valores de energia (6.79 a 10.20) en comparacion
con los otros dos tipos de peliculas; las peliculas de alginato/quitosano exhibieron los
valores més bajos de dicho parametro (1.51 a 1.63). En relacién al pardmetro de
homogeneidad, se observé que valores altos fueron mostrados para las peliculas de alginato
y quitosano, los cuales no tuvieron diferencias significativas (p>0.05), mientras que los
valores méas bajos los presentaron las peliculas de alginato/quitosano. Valores altos del
pardmetro de energia son alcanzados cuando la distribucion de los niveles de grises de los
pixeles presenta una forma periddica o constante, mientras que la homogeneidad esta
asociada con la homogeneidad local de los pixeles de la imagen. Bajos valores de la energia
y homogeneidad indican una distribucion irregular y heterogeneidad local de los pixeles de
la imagen, respectivamente (Fernandez y col., 2005; Mendoza y col., 2007). Estas
tendencias pueden estar asociadas a superficies homogéneas como las de alginato y
quitosano y a superficies heterogéneas como las peliculas de alginato/quitosano debido a la

red de fibras por las que estan formadas.

Continuando con la discusion, altos valores de contraste fueron observados para las
peliculas de alginato/quitosano (64.09 a 77.51) y no se encontraron diferencias
significativas (p>0.05) entre las tres magnificaciones evaluadas. Lo anterior puede ser
atribuido a la presencia de fibras, las cuales provocan que se incrementen los valores de

contraste, indicando un alto grado de variaciones locales de los pixeles dentro de la imagen.
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Tabla 7.5. Valores de los pardmetros de textura extraidos de las imagenes de peliculas comestibles obtenidas con un microscopio
electronico de barrido ambiental (MEBA) a diferentes magnificaciones.

Tipo de pelicula Magnificacién/ Pardmetros de textura

Campo de Vision  Energia Contraste Homogeneidad Entropia Dimension
(um?) (x 107%) (x 107%) fractal
Alginato 350x/61571 5.30+0.01° 12.74+1.05° 43.00+0.35° 3.28+0.05 2.16+0.02°
500x/35063 5.66+0.01° 10.37+0.59" 45.90+0.26° 3.19+0.02™ 2.12+0.00*
650x/21125 6.30+0.00° 0.08+0.81° 46.57+0.12° 3.14+0.03" 2.11+0.00™
Alginato/ 350x/61571 1.63+1.11¢ 77.51+39.63° 20.04+7.60° 5.38+0.58° 2.52+0.06°
Quitosano 500x/35063 1.57+0.93° 64.09+26.25° 20.40+7.43° 5.39+0.49° 2.53+0.05°
650x/21125 1.51+0.87¢ 73.87+34.18° 20.57+7.45° 5.50+0.52° 2.51+0.04°
Quitosano 350x/61571 6.79+0.80° 7.82+1.01° 50.28+1.11% 2.69+0.12° 2.06+0.01°
500x/35063 8.68+0.70° 7.14+0.25° 49.56+0.46° 2.42+0.06% 2.04+0.00°
650x/21125 10.20+0.10 5.84+0.20° 52.66+0.30% 2.27+0.02° 2.03+0.00°

1) Valores (promedio + desviacion estandar, n=5) en una columna con la misma letra no muestran diferencias significativas (p >
0.05).
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Los valores de entropia y dimension fractal obtenidos para las peliculas de
aginato/quitosano fueron los mas altos en comparacion con las otras dos peliculas y este
hecho puede ser explicado por la red de fibras que genera un alto grado de complejidad y
rugosidad sobre la superficie (ver Tabla 7.5). De manera contraria, bajos valores de
entropia y dimension fractal fueron observados para las peliculas de alginato y quitosano, lo

que significa que las texturas de las superficies son homogéneas y lisas (ver Tabla 7.5).

7.1.2.3 Microscopia de Fuerza Atémica

Iméagenes topograficas de microscopia de fuerza atdbmica (AFM) fueron usadas como otro
ejemplo de aplicacion del analisis de textura de imagenes. Por lo tanto, en la Figura 7.16 se
muestran imagenes topograficas en escala de grises de las superficies de las peliculas
comestibles a diferentes areas de escaneo 225 pm?, 100 pm? y 25 pm?; la barra de escala de
altura fue de 1 pum para todas las imagenes. Con base a los resultados obtenidos, se
encontrd que las peliculas de alginato poseen superficies altamente rugosas y heterogéneas
formadas por aglomerados de materia de diversos tamafios y formas, los cuales se pueden

distinguir claramente en la imagen a un campo de vision de 25 pm?.

Por otro lado, se pudieron visualizar claramente las fibras que se forman en las peliculas de
alginato/quitosano generando crestas y valles sobre la superficie y en consecuencia
provocando un alto grado de rugosidad sobre la muestra. Al disminuir el area de escaneo,
su pudo observar que esta pelicula esta conformada por aglomerados de tamafios
nanométricos. Finalmente, la topografia de la superficie de las peliculas de quitosano fue
extremadamente lisa y homogénea, como se puede observar en la Figura 7.16. El resultado
anterior puede ser explicado debido a que la pelicula de quitosano esta formada por
particulas de tamafio nanometrico, las cuales se encuentran muy bien compactadas y por lo

tanto generan una superficie extremadamente lisa.

Un factor clave para poder comparar la topografia de la superficie de las peliculas
comestibles es que se debe de tener la misma escala de alturas para todas las imagenes y

que estas no deben ser modificadas mediante operaciones de procesamiento de iméagenes
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tales como el “flatten” o aplanado, debido a que alteran la informacion original de las

imagenes y por lo tanto valores de rugosidad erréneos pueden ser obtenidos.

Area de
escaneo Alginato Alginato/quitosano Quitosano
- . . .
o . .
1 pm
- . . .
0 pm

Figura 7.16. Galeria de imagenes topogréaficas (escala de grises) de la superficie de
peliculas comestibles obtenidas con un AFM a diferentes 4reas de escaneo: 225 um?, 100
um?y 25 um?. En la esquina inferior derecha se muestra la barra de escala de alturas que es

de 1 um para todas las imagenes.

Gréficos topograficos 3D fueron hechos a partir de las iméagenes topogréaficas y estos son
mostrados en la Figura 7.17. Con la ayuda de este tipo de graficos se puede concebir de
manera mas clara el grado de rugosidad de la superficie de cada una de las muestras asi

como el efecto del area de escaneo sobre la rugosidad de las mismas.
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Area de Alginato Alginato/quitosano Quitosano
escaneo

225 pm?

25 pm?

Figura 7.17. Galeria de imagenes topogréaficas 3D de la superficie de peliculas comestibles obtenidas con un MFA a diferentes areas
de escaneo: 225 um?, 100 um?y 25 pm?.
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El microscopio de fuerza atdbmica permite obtener parametros de rugosidad cuantitativos
tales como Ra y Rq Yy estos fueron calculados para las superficies de las peliculas a las
diferentes areas de escaneo; estos valores son listados en la Tabla 7.6. Los resultados
indican que altos valores de Ra fueron observados para las peliculas de alginato y alginato/
quitosano los cuales corresponden a valores de entre 21.15 a 54.25 nm y 23.36 a 53.95 nm,
respectivamente. Mientras que bajos valores entre 2.85 y 8.60 nm fueron observados para
las peliculas de quitosano. Un comportamiento similar al anterior presentaron los valores de
Rq con la diferencia de que los valores del parametro de rugosidad Rq fueron mayores que
los del parametro Ra. Silva y col., (2007) reportaron valores de rugosidad para peliculas de
quitosano de 1.8 £ 0.9 nm, el cual es un valor muy similar al medido en este trabajo a un
érea de escaneo de 25 um? que fue de 2.85 + 1.38 nm, pero ambos resultados describen

superficies extremadamente lisas.

Asimismo, se observo que al disminuir el rea de escaneo (campo de vision), los valores de
los parametros de rugosidad R, y Ry disminuyeron para las tres muestras, lo que
corresponden con lo observado en las imégenes topogréaficas 3D que tienden a ser menos

rugosas cuando se disminuye el area de escaneo.

Los valores de los parametros de textura extraidos de las imagenes topograficas de AFM de
las peliculas comestibles son resumidos en la Tabla 7.6. Bajos valores de energia que no
tuvieron diferencia significativas (p>0.05) entre ellos fueron observados para las peliculas
de alginato y alginato/quitosano, este hecho puede ser explicado considerando que las
imagenes de ambas peliculas a este nivel de analisis son estructuralmente complejas. Por
otra parte, valores considerablemente mayores entre 86.33 x 102 a 162.25 x 10 fueron
observados para las peliculas de quitosano en comparacion con las otros dos tipos de
peliculas, este resultado se debe a que la pelicula de quitosano presenta un alto grado de
uniformidad. Los resultados del parametro de homogeneidad presentaron un
comportamiento similar al encontrado para el pardmetro de energia, donde los valores mas

altos fueron observados para la pelicula de quitosano (84.63 x 107 a 93.62 x 107).
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Tabla 7.6. Pardmetros de textura y rugosidad extraidos desde las imagenes topograficas de AFM a diferentes aéreas de escaneo

(Campos de Vision).

Tipo de Campode  Parametros de textura Parametros de rugosidad

pelicula vision Energia Contraste Homogeneidad Entropia Dimension R, (nm) Ry (nm)
(Lm?) (x 10%) (x 107) fractal

Alginato 225 2.14+0.37° 38.04+11.99°  43.90+1.27° 6.53+0.11°  2.14+0.01° 54.25+14.04° 68.37+16.17°
100 2.6620.81° 31.95+9.09°  52.70+3.85% 6.31+0.33°  2.11#0.03* 38.91+14.89® 49.76+19.48°
25 8.00+2.75° 27.64+6.62° 68.46+4.82" 5.31£0.39"  2.11+0.02% 21.15+4.95" 26.65+6.31"

Alginato/ 225 3.18+1.94° 32.73+14.77*  47.00+8.80° 6.44£0.52°  2.16+0.04° 53.95+22.20° 69.59+27.21°

Quitosano 100 5.00+1.22° 24.35+5.17*°  59.80+6.61 5.93+0.36®  2.16+0.05% 26.52+6.67" 34.10+7.46"™
25 10.0045.78° 24.26+3.25°  70.40%5.81° 5.1540.46°  2.10+0.03® 22.36£9.57" 27.38+11.29™

Quitosano 225 86.33+22.36" 26.68+1.32"  84.63+5.34° 3.13+0.42°  2.03+0.04 8.60+2.06™ 11.26+2.56"
100 71.75+32.01° 24.58+0.66°  90.50+4.00°% 3.17+0.49°  2.06x0.04° 6.08+2.20° 7.3442.19°
25 162.25¢70.21°  23.18+0.50°  93.62+2.76° 2.35+0.51°  2.02+0.02° 2.85+1.38° 3.64+1.78°

1) Valores (promedio + desviacion estandar, n=5) en una columna con la misma letra no muestran diferencias significativas (p >

0.05)
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En particular para los valores de contraste, no se observaron diferencias significativas
(p>0.05) entre los valores de las tres peliculas a las diferentes areas de escaneo, esto puede
deberse a que todas las imagenes obtenidas tuvieron una misma escala de alturas (1 um), lo

cual influye directamente en el contraste de las imagenes.

Comportamientos opuestos a los observados para los valores de energia y homogeneidad
fueron exhibidos para los pardmetros de entropia y dimension fractal. Valores
aproximadamente dos veces méas grandes de entropia fueron observados para las muestras
de alginato y alginato/quitosano en comparacion con los de la pelicula de quitosano; este
hecho esta asociado a la complejidad estructural observada en las imagenes topogréaficas de
las superficies de las peliculas. Por ultimo, tendencias similares fueron observadas para los
valores de dimension fractal, donde valores entre 2.02 a 2.06 fueron vistos para las
peliculas de quitosano; estos valores son muy cercanos a dos, lo que indican que la
rugosidad de la superficie es extremadamente lisa. Con base a los resultados obtenidos, se
encontrd que hubo una relacion entre los valores de dimensidn fractal y los parametros de
rugosidad como era de esperarse, ya que la dimension fractal es un pardmetro que esta
asociado directamente con la rugosidad de una imagen. Por lo tanto, las peliculas que
tuvieron altos valores de rugosidad (alginato y alginato/quitosano) presentaron altos valores
de dimension fractal, mientras que en el caso de las peliculas de quitosano, que exhibieron
valores bajos de R, y Rq, presentaron valores de dimension fractal bajos cercanos a dos. En
trabajos previos, una relacién entre los pardmetros de rugosidad y valores de dimension
fractal ya ha sido reportada, Villalobos y col. (2005) mencionaron que los valores de
dimension fractal de biopeliculas de hidroxipropil metilcelulosa conteniendo surfactantes
presentaron un patron similar a los parametros de rugosidad R, y Rq.

Considerando los resultados obtenidos, se demostré la eficacia del analisis de textura de
imagenes para la caracterizacion cuantitativa de la textura de imagenes topogréficas de las
superficies de las peliculas comestibles, encontrando resultados interesantes y relaciones
entre los parametros de textura y rugosidad, como la observada para la dimension fractal y
Ray Rq.
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7.1.2.4 Estudio del efecto de Campo de Vision (CDV) sobre los parametros de textura
en las diferentes técnicas de microscopia

Con el objetivo de estudiar el efecto que tiene el Campo de Vision (CDV) sobre los
pardmetros texturales en cada una de las técnicas de microscopia empleadas, graficos 3D
fueron hechos. Los valores de los parametros de textura (z) fueron graficados en funcion de
la proporcidn de alginato en peso (x) que tienen las peliculas comestibles y de los campos
de visién (y) empleados en cada una de las técnicas. Se expresaron las peliculas de esta
manera para poder representarlas numéricamente en los graficos, de esta forma la pelicula
de alginato corresponde a la pelicula que tiene una proporcién de alginato de 1.0, la de
alginato/quitosano a la de 0.5 y la de quitosano a la de 0.0 en proporcion de alginato. Estos
gréaficos son presentados en las Figuras 7.18, 7.19 y 7.20 que corresponden a las técnicas de
microscopia de luz, microscopia electronica de barrido ambiental y microscopia de fuerza

atomica, respectivamente.

Los datos de todos los graficos fueron ajustados a ecuaciones de segundo orden, con sus
respectivos coeficientes (R?) y los valores de P de las constantes de las ecuaciones, todos
estos resultados se muestran en la Tabla 7.7. Este andlisis de correlacion entre las variables
fue seleccionado para este estudio por que las ecuaciones de segundo orden representan un
modelo simple para visualizar principalmente el efecto del campo de vision sobre los
pardmetros de textura. Ademas, se obtuvieron adecuados coeficientes de determinacion

(R?) para la mayoria de los pardmetros de textura estimados en este estudio (ver Tabla 7.7).

En la Figura 7.18 se muestran graficos 3D de los valores de los pardmetros texturales
extraidos de imagenes de ML en funcién de la proporcion de alginato y del Campo de
Vision, ademas se muestran las ecuaciones de segundo orden que se ajustaron a los datos.
Como se puede observar en la figura, los parametros de energia y homogeneidad presentan
tendencias similares, donde un ligero incremento en los valores de energia y homogeneidad
es observado al existir un decremento en el campo de vision, para las tres peliculas.
Asimismo, los valores mas bajos de dichos parametros correspondieron a las peliculas con

una proporcion de 0.5 de alginato (pelicula de alginato/quitosano). Por otro lado, tendencias
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opuestas a los parametros de energia y homogeneidad fueron observadas para la entropia y
dimensién fractal. En la Figura 7.18c-d, se visualiza que al disminuir el campo de vision,
los valores de entropia y dimension fractal disminuyen, este hecho puede deberse a que el
area de analisis es cada vez méas pequefio y por lo tanto la complejidad y rugosidad de las
superficies se va disminuyendo. En ambos graficos los valores mas altos de entropia y
dimensién fractal son exhibidos por la pelicula de 0.5 en proporcion de alginato que
corresponde a la pelicula formada por ambos polisacaridos. Todas estas tendencias estan

asociadas a la microestructura observada en las imagenes de LM discutidas anteriormente.
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Figura 7.18. Valores de los parametros texturales extraidos de imagenes de ML en funcién
de la proporcién de alginato y del Campo de Visién: energia (a), homogeneidad (b),

entropia (c) y dimension fractal (d).
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En la Tabla 7.7 se en listan las ecuaciones de segundo orden con sus respectivos
coeficientes de correlacion para los pardmetros de textura, en particular para la técnica de
microscopia de luz, coeficientes de 0.99 y 0.95 fueron presentados para la entropia y
dimension fractal, respectivamente, mientras que valores de 0.88 y 0.85 fueron observados
para la energia y homogeneidad, respectivamente. El contraste presentd un valor de

coeficiente de determinacion bajo de 0.62 y debido a esto su grafico no fue presentado.

En relacion a la técnica de microscopia electrénica de barrido ambiental, gréficos 3D de los
parametros de textura en funciéon del campo de vision y de la proporcion de alginato son
mostrados en la Figura 7.19. Tendencias similares a las encontradas en microscopia de luz
fueron observadas para esta técnica para los parametros de energia, homogeneidad, entropia
y dimension fractal. En los todos los graficos de la Figura 7.19 se observa claramente que
no existen un efecto directo del campo de vision sobre los valores de los parametros de
textura debido a que estos permanecen relativamente constantes. Sin embargo, se pudieron
distinguir diferencias notorias con respecto a la composicién de las peliculas comestibles,
donde altos valores de entropia y dimension fractal fueron exhibidos para las peliculas de
0.5 en proporcion de alginato y de manera contraria bajos valores de energia y
homogeneidad. Por el contrario, los valores mas altos de energia y homogeneidad; y los
valores mas bajos de entropia y dimension fractal fueron presentados para las peliculas con
una proporcion de alginato de 0.0 que corresponden a la pelicula de quitosano. Mediante
estos tipos de graficos, se puede ver claramente que los parametros de energia y
homogeneidad que son medidas de la uniformidad y homogeneidad local de una imagen
respectivamente, son parametros totalmente opuestos a la entropia y dimensién fractal que

son parametros asociados a la complejidad y rugosidad de las imagenes.

Para la técnica de microscopia electronica de barrido ambiental se observaron coeficientes
de determinacion altos (R?) para los cinco parametros de textura evaluados en funcién del

campo de vision y de la composicion de las peliculas.

93



Aplicacion del analisis de textura de imagenes para la caracterizacion cuantitativa de
superficies bioldgicas

=
c-

i
S

[
)

Homogeneidad

Entropia
Dimension fractal

Figura 7.19. Valores de los parametros texturales extraidos de imagenes de MEBA en
funcion de la proporcion de alginato y del Campo de Visién: energia (a), homogeneidad

(b), entropia (c) y dimension fractal (d).

En la Figura 7.20 se muestran los valores de los parametros texturales extraidos de
imagenes topograficas de AFM en funcion de la proporcion de alginato y del campo de
vision, asi como también las superficies de segundo orden que se ajustaron a los datos de
los parametros. En particular para la energia, los resultados mostraron que existe un ligero
incremento en los valores de energia al disminuir el campo de vision o para este caso el

area de escaneo; ademas se observo que los valores mas altos fueron presentados por las
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peliculas con una proporcion de alginato de 0.0 que corresponden a las peliculas de
quitosano.

Homogeneidad
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Figura 7.20. Valores de los parametros texturales extraidos de imagenes topogréficas de
MFA en funcion de la proporcidon de alginato y del Campo de Vision: energia (a),

homogeneidad (b), entropia (c) y dimension fractal (d).

Con respecto a la homogeneidad, un efecto claro del campo de visién y la proporcion de
alginato fue exhibida. Al disminuir el campo de vision, los valores de homogeneidad se
incrementaron gradualmente para las tres peliculas; por otra parte, al existir un decremento

en la proporcion de alginato de las peliculas, los valores del parametro de homogeneidad
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aumentaron. De tal manera, que el valor mas alto de homogeneidad se tuvo a una
proporcién de alginato de 0 (pelicula de quitosano) y a un campo de visién de 25 um?, y el
menor valor se presentd a una proporcion de alginato 1 (pelicula de alginato) y un campo
de vision de 225 um® Estos resultados corresponden de manera adecuada con la
microestructura observada en las imagenes topogréaficas y graficos 3D de las superficies de

las peliculas comestibles.

Para los pardmetros de entropia y dimension fractal tendencias similares fueron
encontradas. Para ambos casos, al disminuirse el campo de vision los valores de ambos
parametros disminuyeron, mientras que al incrementarse la proporcion de alginato en las
peliculas se observé que los valores de ambos parametros se incrementaron drasticamente.
Los resultados anteriores pueden ser explicados considerando que al incrementarse la
proporcion de alginato, la complejidad y rugosidad de la superficie de las peliculas

evaluadas se incremento.

Los coeficientes de determinacion (R?) de las ecuaciones que se ajustaron a los parametros
de textura en funcién del campo de vision y de la proporcién de alginato para el andlisis
con AFM fueron 0.89, 0.90, 0.96, 0.99 y 0.93 que corresponden a los parametros de

energia, contraste, homogeneidad, entropia y dimension fractal, respectivamente.

Los resultados presentados para las tres técnicas de microscopia revelaron que si existe un
efecto del campo de visién y de la proporcién de alginato de las peliculas sobre los
pardmetros de textura evaluados, siendo este efecto mdas notorio en las técnicas de
microscopia de luz y microscopia de fuerza atdmica. Para la microscopia electronica de
barrido ambiental se observd que no existe un efecto directo del campo de vision sobre los
parametros de textura evaluados y por lo tanto para esta técnica no seria tan importante la

magnificacion para evaluar la microestructura de la superficie de las peliculas comestibles.
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Tabla 7.7. Ecuaciones de segundo orden que se ajustaron a los pardmetros de textura (z) en funcién de la proporcion de alginato (x) y
del campo de vision (y) para las tres técnicas de microscopia usadas en este trabajo.

Técnica Pardmetro de textura  Ecuacion (z=yg+ax+by+cx®+dy?) Coeficiente (R?)
Microscopia de luz Energia z =0.0062 — 0.0076x — 0.0003y + 0.0065x2 + 3.98x10~°y? 0.88
(v0=0.021, a=0.076, b=0.0219, ¢=0.1043, d=0.0382)
Contraste z = 35.38 + 186.00x + 0.2624y — 177.70x% — 0.0053y? 0.62
(y0=0.1544, a=0.0657, b=0.8998, c=0.0667, d=0.8695)
Homogeneidad z =0.4127 — 0.5262x — 0.0055y + 0.4604x> — 6.96x10°y? 0.85
(y4=0.0003, a=0.0153, b=0.1833, ¢=0.0209, d=0.2574)
Entropia z =5.1699 + 4.6527x + 0.1035y — 4.1791x? — 0.0012y? 0.99
(y6<0.0001, a<0.0001, b=0.0001, ¢<0.0001, d=0.0004)
Dimension fractal z = 2.0784 + 0.7904x + 0.0072y — 0.6706x% — 9.90x10~°y? 0.95
(¥0=0.0001, a=0.0013, b=0.0488, ¢=0.0020, d=0.0671)
Microscopia electrénica  Energia z =0.1076 — 0.2512x — 8.23x107 7y + 0.2232x? 4 5.28x1071%y? 0.95
de barrido ambiental (y0=0.0182, a=0.007, b=0.6133, ¢=0.0010, d=0.7640)
Contraste z =17.26 + 255.09x — 0.0007y — 251.96x2 + 9.36x10~%y? 0.99
(¥4=0.2191, a<0.0001, b=0.3370, ¢<0.0001, d=0.2810)
Homogeneidad z=0.5513 — 1.1629x — 1.81x10~%y + 1.1062x? + 1.54x10"1y? 0.99
(y4=0.0001, a<0.0001, b=0.4035, ¢<0.0001, d=0.5350)
Entropia z =2.4076 + 11.12x — 1.33x107°y — 10.3825x2 + 5.98x10711y? 0.99
(y0=0.0047, a<0.0001, b=0.9563, ¢<0.0001, d=0.8342)
Dimension fractal z = 2.0005 + 1.6670x + 1.96x10~%y — 1.4345x2 — 1.43x10"1y? 0.99
(y6<0.0001, a<0.0001, b=0.4252, ¢<0.0001, d=0.6089)
Microscopia de fuerza Energia z = 0.1450 — 0.3004x — 0.0007y + 0.1979x% + 2.40x107¢y? 0.89
atomica (y0=0.0061, a=0.0177, b=0.2274, c=0.0559, d=0.2952)
Contraste z =21.26 + 1.4735x + 0.0143y + 6.2599x% + 2.40x10~5y? 0.90
(y4=0.0007, a=0.8267, b=0.7551, ¢=0.3599, d=0.6043)
Homogeneidad z =1.0319 — 0.8750x — 0.0017y + 0.5294x2 + 2.89x10°y? 0.96
(¥4<0.0001, a=0.0030, b=0.1448, ¢=0.0154, d=0.4568)
Entropia z = 1.8273 + 8.6474x + 0.0177y — 5.4830x% — 4.87x10~5y? 0.99
(y4=0.0005, a<0.0001, b=0.0060, ¢=0.0003, d=0.0180)
Dimension fractal z = 1.9998 4 0.3234x + 0.0007y — 0.2389x2 — 2.21x106y? 0.93

(¥0<0.0001, a=0.0041, b=0.1178, ¢=0.0105, d=0.1936)
1) Las constantes de las ecuaciones con P > 0.05 no son significativos, estos valores se encuentran de bajo de cada ecuacion.
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7.1.2.5 Analisis de la relacion entropia/dimension fractal

Valores de la relacion entropia/dimension fractal contra los campos de vision evaluados en
cada una de las técnicas de microscopia son mostrados en la Figura 7.21. Esta figura fue
dividida en tres zonas que corresponden a las técnicas de microscopia usadas en este
trabajo: microscopia de luz, microscopia electronica de barrido ambiental y microscopia de
fuerza atémica. Esta relacion es un parametro compuesto, el cual asocia la complejidad de
una imagen en términos de valores de entropia y la rugosidad de la imagen como valores de

dimensién fractal.
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Figura 7.21. Valores de la relacion entropia/dimension fractal de las imagenes obtenidas
por ML, MEBA y MFA, a diferentes Campos de Vision. Las barras de error corresponden a

la desviacién estandar.

Con respecto a los resultados de la relacion entropia/dimension fractal de las imagenes de
microscopia de luz, valores de esta relacion entre 3.53 + 0.03 a 2.53 + 0.04 fueron

obtenidos. Para los tres campos de vision evaluados para esta técnica, se observd que la
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pelicula de alginato/quitosano presentd los valores mas altos de esta relacion, seguida de la
pelicula de alginato y por ultimo la de quitosano. Estos resultados concuerdan con la
microestructura observada en las micrografias las cuales ya fueron discutidas
anteriormente. Asimismo, los resultados mostraron que el campo de vision tuvo un efecto
sobre la relacion entropia/dimension fractal, donde los valores de esta relacion
disminuyeron cuando el campo de vision fue disminuido. Este hecho se debe a que los
cambios de magnificacion promueven una reduccion del campo de vision y como

consecuencia la complejidad y rugosidad de la imagen disminuyen.

Para los resultados de microscopia electronica de barrido ambiental, valores de la relacion
entropia/dimension fractal entre 2.12 + 0.18 a 1.11 £ 0.01 fueron obtenidos. Una tendencia
similar a la encontrada en microscopia de luz fue encontrada para esta técnica, donde la
pelicula de alginato/quitosano presentd los valores mas altos de esta relacion, seguida de la
pelicula de alginato y por Gltimo la de quitosano. Sin embargo, el campo de vision no tuvo
ningun efecto sobre los valores de la relacion entropia/dimension fractal, ya que diferencias
significativas entre los valores de cada pelicula a los diferentes campos de vision no fueron

encontradas.

Por Gltimo, para la microscopia de fuerza atdmica los resultados mostraron que las peliculas
de alginato y alginato/quitosano exhibieron valores altos de la relacién entropia/dimension
fractal en comparacion con la pelicula de quitosano y ademéas se pudo observar que los
valores de las tres peliculas tuvieron un ligero efecto del campo de vision evaluado. Todos
estos resultados concuerdan con la microestructura observada en las imagenes topogréaficas

obtenidas.

Los resultados obtenidos en este trabajo concuerdan con otros reportes que mencionan el
efecto del campo de vision o magnificacion sobre las caracteristicas de complejidad y
rugosidad de las imagenes. Peleg & Normand (1985) reportaron que el uso de niveles de
magnificacion grandes pueden proveer bajos valores de rugosidad (dimension fractal) en el

estudio de aglomerados de café. Pedreschi y col. (2000) encontraron un punto de inflexion
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Ilamado cruce liso-rugoso para la estimacion de valores de dimension fractal, esto hecho lo
observaron cuando las imagenes eran escaneadas a diferentes tamafios de parches
triangulares, y por lo tanto tamarios de parches grandes proveen superficies lisas. Estos
resultados pueden ser importantes para la seleccion del nivel de magnificacion y la técnica
de microscopia usada en el estudio de peliculas comestibles. Ademas, la relacion
entropia/dimension fractal resultdé exitosa para caracterizar el grado de complejidad y
rugosidad de la superficie de peliculas comestibles observadas a diferentes campos de

vision y de técnicas de microscopia.

7.2 Caracterizacion cuantitativa de los cambios superficiales del aguacate variedad

Hass y su clasificacion en etapas de madurez
7.2.1 Parametros de madurez

7.2.1.1 Firmeza y pérdida de peso

Cambios de los parametros de firmeza y pérdida de peso en funcion del tiempo se muestran
en la Figura 7.22. Como se puede observar la pérdida de firmeza durante el proceso de
maduracion sigue un patron sigmoidal y la ecuacion (7.1) se ajustd a los datos

experimentales con un aceptable coeficiente de correlacion cuadrado.

73.79 )
y = X—6.62 R*=0.79 (7.1)
1+e_( -1.18 )

Resultados similares han sido reportados previamente por Cox y col. (2004) y Ochoa y col.
(2009). La pérdida de firmeza esta asociada a la degradacion enzimatica de la pared celular
gue promueve la pérdida de turgencia entre las células (Goulao & Oliveira, 2008). Por otra
parte, la pérdida de masa presentd una tendencia lineal (ecuacion 7.2), la cual incremento
en funcion del tiempo, este hecho esté relacionado especificamente a la pérdida de vapor de
agua debido a los procesos metabolicos y también con la pérdida de turgencia. El valor

promedio de la pérdida de masa de los aguacates al dia doce fue de 11.17 £+ 0.90%.
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y = 1.012x — 0.7231 R?=0.99 (7.2)

Firmeza (N)
Pérdida de masa (%)

Tiempo postcosecha (dias)
Figura 7.22. Cambios de los valores promedio de firmeza (@) y pérdida de peso (m) de los

aguacates variedad Hass durante el proceso de maduracion (12 dias, 20°C y 75% de

humedad relativa).

7.2.1.2 Mediciones colorimétricas con colorimetroy con IP

En la Figura 7.23 se muestran los valores promedio de las coordenadas del espacio de color
CIELab y de las diferencias de color AE de los aguacates Hass medidos con el colorimetro
y mediante técnicas de procesamiento de imagenes. En la Figura 7.23a se observa que no
hubo cambios significativos durante los primeros 6 dias con respecto a las valores de las
coordenadas L*, a*, b* y AE, mientras que después de este dia cambios drésticos en los
valores fueron detectados donde L* y b* disminuyeron, y los valores de a* y AE tuvieron
un incremento. La coordenada de cromaticidad a* (verde al rojo) incrementd

progresivamente desde el primer dia hasta el dia 12. Después del dia 10 cambios menos
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drésticos fueron observados para todas las variables. Las tendencias de los cambios de color
durante el proceso de maduracion fueron usadas para establecer tres etapas de madurez de
los aguacates, para esto se determinaron las pendientes que corresponden a los periodos de
tiempo de las tres etapas (Figura 7.23a).

d
40 4
35 4 L 2
30 - "
25 4
L -2
m
<l 20
*.-D - -4 %,
® 15 4
L 6
10
5 | L8
0 _ L -10
m,=0.1608 m,=3.1655
-5 T T T T T T -12
0 2 4 6 8 10 12
Tiempo postcosecha (dias)
50 15
40 P
- 5
30
53] F 0
=
3 20 =
o L -5
=
10 4
F-10
0 -15
T T T T T T '20

0 2 4 6 8 10 12 14
Tiempo postcosecha (dias)

Figura 7.23. Cambios de los valores promedio de las coordenadas de color L* (e), a* (m),

b* (V) y AE (#) durante el proceso de maduracion medidos con el colorimetro (a) y con PI

(b).
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La primer etapa de maduracion abarcé del dia 1 al 6, cuya pendiente en base a los cambios
de AE fue de 0.1608 (m;), la segunda del dia 6 al 10 con una pendiente de 3.1655 (my) y la
tercera etapa de madurez del dia 10 al 12 con una pendiente de 1.3415 (mj3). Estas tres
clases fueron utilizadas como criterios para la clasificacion de los aguacates Hass mediante
pardmetros extraidos de técnicas de procesamiento de imagenes.

Comparando los resultados de color obtenidos mediante técnicas de procesamiento de
imagenes (Figura 7.23b) con los obtenidos a partir del colorimetro (Figura 7.23a),
tendencias similares fueron encontradas, lo que significa que ambos métodos pueden ser

usados.

7.2.2 Parametros de textura

Ademaés del cambio de color, también se evaluaron los cambios de textura de la cascara
mediante pardmetros de textura y dimension fractal. En la Figura 7.24 se muestra una
galeria de imagenes de los cambios de color y estructurales de la cascara de aguacate Hass
durante el proceso de maduracion, asi como también superficies de intensidad en escala de
grises que fueron analizadas. Como se puede observar a través de las imagenes de la
cascara de aguacate en escala de grises (Figura 7.24b), durante la maduracion se van
produciendo cambios en la textura de la superficie de la cascara los cuales fueron
cuantificados a través de los parametros de textura y que pueden estar asociados a diversos

procesos metabolicos como la pérdida de firmeza y de agua.

En la Figura 7.25 se muestran graficos de los cambios de los pardametros de textura
extraidos de las imagenes de las cascaras de aguacates en funcién del tiempo. Soélo se
muestran los cambios de los pardmetros que tuvieron tendencias definidas los cuales fueron
la energia, contraste, entropia y la dimension fractal. La energia mostré un incremento en
funcién del tiempo con una tendencia lineal, lo que significa que la homogeneidad de las
imagenes se fue incrementando. Por otra parte, los valores de contraste durante los
primeros seis dias se mantuvieron constantes, y después del sexto dia los valores de este

parametro se incrementaron drasticamente.
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Figura 7.24. Galeria de imagenes de los cambios de color y estructurales de la cascara de aguacate Hass durante el proceso de

maduracion: cambios de color (a), cambios estructurales de la cascara (b) y superficies de intensidad en escala de grises (c).
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Este incremento en los valores de contraste puede estar relacionado a los cambios de color

en la cascara de los aguacates (verde a negro) ocurrido en el mismo intervalo de tiempo.
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Figura 7.25. Cambios de los parametros de textura extraidos de las imagenes de las

cascaras de aguacates en funcion del tiempo. Energia (e), contraste (m), entropia (¢) y
dimension fractal (V).
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Para los valores de dimension fractal o textura fractal, se mostro una tendencia similar al
contraste pero de manera inversa, donde durante los primeros seis dias no hubo diferencias
significativas entre los valores de dimension fractal y hasta después del sexto dia, un
decremento dréastico fue observado (Figura 7.25b). Finalmente, los valores de entropia
disminuyeron gradualmente durante los primeros 8 dias, posteriormente un pequefio
incremento en los valores fue observado (Figura 7.25b). Por lo tanto en base a los
resultados obtenidos, se demostré que los pardmetros de textura son Utiles debido a que
proveen informacion acerca de los cambios estructurales que ocurren en la cascara durante

la maduracioén.

7.2.3 Relacion entre los parametros de madurez y textura

Una vez que se demostro la eficacia del uso de los parametros de textura asi, como la
evaluacion de los cambios de color mediante técnicas de procesamiento de imagenes, se
procedio a llevar cabo relaciones entre los parametros extraidos de las imagenes con los
pardmetros de madurez (color y firmeza) y dos de las relaciones mas importantes son
mostradas en la Figura 7.26. En la Figura 7.26a, se muestra que la coordenada de
cromaticidad a* que es el parametro que mejor describe los cambios de color durante la
maduracion, tuvo una relacion lineal con la dimension fractal con un alto coeficiente de
determinacion (ecuacion 7.3). Por lo tanto, cuando el color verde de la cascara disminuyo,
se observo que los valores de dimension fractal también decrecieron, este hecho puede estar

asociado a los cambios estructurales en la cascara (una baja rugosidad).

y = 0.013x + 2.4699 R?=0.97 (7.3)
Por otra parte, los valores de firmeza y dimension fractal se ajustaron a una tendencia
logaritmica (ecuacion 7.4), y la ecuacion se muestra a continuacion con su respectivo

coeficiente de determinacion:

y = 2.3630 + 0.0814Lnx — 0.0068(Lnx)>  R?=0.98 (7.4)
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Figura 7.26. Relaciones entre los parametros de madurez y textura: a* contra dimension
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proceso de maduracion.
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Por lo tanto, cuando los valores de dimension fractal disminuyen, también los valores de
firmeza decrecen. El parametro de dimension fractal mostrd una adecuada correlacion entre
los parametros de calidad medidos mediante métodos tradicionales, y consecuentemente,
las imagenes podrian ser usadas como indicadores para evaluar la maduracion de los
aguacates a nivel laboratorio. Los otros parametros mostraron relaciones complejas con
ecuaciones polinomiales y exponentes de tercer grado que resultan poco utiles por lo que no

son mostrados.

7.2.4 Proceso de clasificacion

Una vez que se demostrd que el procesamiento de imagenes es una eficaz herramienta para
evaluar los cambios ocurridos en la cascara de aguacate Hass durante la maduracion, se
procedio a realizar un proceso de clasificacion de las etapas de madurez establecidas en

base a los cambios de color mediante el uso de los parametros extraidos de las imagenes.

Inicialmente se desarrollaron dos experimentos de clasificacion usando para ambos 240
imagenes de las céascara de los aguacates (dos imagenes de cada aguacate durante los doce
dias del experimento, y diez aguacates por dia, por lo tanto 240 patrones). Tres clases de
madurez fueron establecidas en base a los cambios de color de la céscara. ElI 70% de las
imagenes (168) se emplearon para la fase de aprendizaje y el 30% restante (72) para la fase
de validacién. En breve, primero se llevd a cabo un Andlisis de Componentes Principales
para ordenar cada una de las caracteristicas (parametros extraidos de las imagenes) y
posteriormente se asignaron pesos a cada una de las caracteristicas en base a su orden en el
que quedaron establecidas, de tal manera que para el primer experimento donde sélo se
utilizaron las coordenadas de espacio de color CIELab (L*, a* y b*) el orden de estas
caracteristicas con sus respectivos pesos fue el siguiente: a* (0.6), seguido de b* (0.3) y por
altimo L* (0.1). La suma de los pesos debe ser igual a 1. Para el segundo experimento se
usaron las seis caracteristicas mas relevantes que quedaron ordenadas de la siguiente
manera: a* (0.5), correlacion (0.2), energia (0.2), homogeneidad (0.05), dimension fractal
(0.025) y entropia (0.025).
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Posteriormente, se definid un clasificador que toma patrones de entrada (que son los
parametros extraidos de las imagenes de la cascara de los aguacates ordenados en base al
andlisis de componentes principales) y como salida las etapas de madurez de la imagen del
aguacate respectivo; para lo anterior se empled el algoritmo de clasificacion KNN (K-
Nearest Neighbors) con un esquema de voto rapido, el cual se basa en el patrén mas

representativo de cada clase como prototipo.

Los resultados revelaron que para el primer experimento una clasificacion exitosa fue
encontrada, donde 58 de 72 imagenes fueron adecuadamente clasificadas, lo cual representa
un porcentaje del 80.5%. En el segundo experimento, 59 de 72 imagenes para la etapa de
validacion fueron correctamente clasificadas, lo cual corresponde a un porcentaje del
81.9%. En ambos experimentos, la coordenada de cromaticidad a* fue el parametro que

describié mejor el proceso de maduracién del aguacate variedad Hass.
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8. CONCLUSIONES

8.1 Caracterizacion fisica y mecanica

e Con relacion a las mediciones colorimétricas de las peliculas comestibles, los
resultados mostraron que las peliculas de alginato fueron las mas transparentes y
tuvieron el menor valor de la diferencia de color (AE) con respecto al plato de

calibracion en comparacion con las otras dos peliculas.

e Altos valores de brillo para las peliculas comestibles fueron encontrados a un
angulo de 60°, siendo la pelicula de quitosano la que exhibid el valor mas alto y el

menor la pelicula de alginato/quitosano.

e En particular para la caracterizacion de las propiedades mecanicas, los resultados
mostraron que al incrementarse la carga aplicada de las pruebas de indentacién, los
valores de dureza y mddulo elastico disminuyen gradualmente para las tres

peliculas.

e Para las pruebas de indentacién que se realizaron a una carga de 5mN, los valores
de profundidad maxima que se alcanzaron sobre las muestras fueron menores al 10
% del espesor promedio de las peliculas con lo que se evit6 el efecto del sustrato

sobre las propiedades mecanicas evaluadas.

e Todas las peliculas comestibles analizadas exhibieron el fendémeno de
desplazamiento de indentacion (creep indentation) lo que significa que estos
biomateriales poseen propiedades viscoelasticas. Ademas, los resultados indicaron
que al incrementarse el tiempo de pausa el desplazamiento de la indentacion se

incremento.

e En relacion al efecto de la velocidad de carga y descarga sobre el desplazamiento de

indentacion, los resultados revelaron que el desplazamiento de la indentacion esta
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altamente influenciado por dicha variable y un incremento de manera logaritmica
fue observado para los valores del desplazamiento de indentacion para las tres

peliculas.

e Los resultados de las pruebas de indentacion a las mismas condiciones para las tres
peliculas mostraron que la pelicula de alginato presentd los valores mas altos de
dureza y mdédulo elastico, seguida por la pelicula de quitosano y por ultimo la de

alginato/quitosano.

e Por otra parte, no se encontraron diferencias significativas entre los valores del
desplazamiento de la indentacién para las peliculas de alginato y alginato/quitosano
y la pelicula de alginato mostr6 un valor de desplazamiento de indentacion bajo en
comparacion con los otros dos tipos de peliculas. Asimismo, valores de la parte
elastica del trabajo de indentacion estuvieron entre un rango de 27.80 a 34.32 %
para las peliculas elaboradas.

e La técnica de nanoindentacion resultd ser una herramienta Gtil para caracterizar las
propiedades mecanicas a micro y nanoescala de peliculas comestibles, asi como
también para estudiar fenémenos acerca de las propiedades viscoelasticas de estos
biomateriales. Con los resultados presentados en este trabajo se abre un area de
oportunidad para poder explorar las propiedades mecéanicas a estos niveles para las
peliculas comestibles y por lo tanto a futuro més trabajos en este tema deberan ser

desarrollados.

8.2 Caracterizaciéon cuantitativa de la microestructura mediante analisis de textura de

imagenes

e Con base en el analisis cualitativo desarrollado con todas las técnicas de
microscopia usadas (microscopia de luz, microscopia electronica de barrido

ambiental y microscopia de fuerza atomica), se pudo observar mediante las
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micrografias que las peliculas preparadas empleando una mezcla de alginato y
quitosano presentaron una estructura rugosa formada por una red de fibras, mientras

que las peliculas de alginato y quitosano mostraron estructuras lisas.

Los pardmetros de textura extraidos a partir de las imagenes generadas mediante las
técnicas de microscopia fueron exitosos para describir cuantitativamente la

microestructura de la superficie de las peliculas comestibles estudiadas.

Con respecto al analisis de microscopia de luz y microscopia electrénica, las
peliculas de alginato/quitosano mostraron altos valores de los parametros de energia
y homogeneidad en comparacion con las peliculas de alginato y quitosano.
Tendencias opuestas fueron exhibidas para los parametros de entropia y dimension

fractal para las tres peliculas.

En particular para la microscopia de fuerza atomica, altos valores de entropia y
dimension fractal fueron exhibidos por las peliculas de alginato y alginato/quitosano
en comparacion con la pelicula de quitosano. Ademas, se encontré que hubo una

relacion directa entre la dimension fractal y los parametros de rugosidad Ra y Ry,

En base a los resultados obtenidos para las tres técnicas de microscopia se encontrd
que si existe un efecto del campo de visién y de la composicion de las peliculas
sobre los pardmetros de textura evaluados, siendo este efecto méas notorio en las
técnicas de microscopia de luz y microscopia de fuerza atémica. Para la
microscopia electronica de barrido ambiental se observd que no existe un efecto

significativo del campo de vision sobre los parametros de textura evaluados.

Los pardmetros de entropia y dimension fractal fueron Utiles para evaluar la
complejidad y rugosidad de la superficie de las peliculas. Por lo tanto, la relacién
entropia/dimension fractal propuesta fue exitosa para evaluar la complejidad y

rugosidad de las peliculas de manera conjunta.
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El presente estudio mostré que el analisis de textura de iméagenes fue una
herramienta eficiente para evaluar cuantitativamente las microestructuras de
peliculas elaboras con alginato y quitosano examinadas mediante las técnicas de
microscopia de luz, microscopia electronica de barrido ambiental y microscopia de
fuerza atomica, ademas de que tal estudio podria ser una guia para seleccionar las
condiciones de captura y las técnicas de microscopia para el estudio de peliculas

comestibles.

8.3 Caracterizacion cuantitativa de los cambios superficiales del aguacate variedad

Hass y su clasificacion en etapas de madurez

Los parametros de las imagenes estimados mediante técnicas de procesamiento de
imagenes proveyeron una buena descripcién del proceso de maduracion del
aguacate variedad Hass. Ademas, el color y los parametros de textura evaluados
desde las iméagenes, en particular los valores de dimensién fractal mostraron una

adecuada correlacion con los parametros de calidad (color y firmeza).

Se establecieron 3 clases de madurez considerando los cambios de color del
aguacate Hass durante el proceso de maduracion. Asimismo, la coordenada de
cromaticidad a* fue el parametro que describié mejor el proceso de maduracion del

aguacate Hass, al evaluar los cambios de tonalidad verde en la cascara del fruto.

En un primer experimento las coordenadas del espacio de color CIELab (L*, a* y
b*) fueron utiles para clasificar las etapas de madurez de los aguacates logrando
clasificar correctamente un 80.5% de las muestras; mientras que en otro
experimento, seis parametros de la imagen (a*, correlacion, energia, uniformidad,
dimension fractal y entropia) tuvieron un porcentaje de clasificacion ligeramente

mayor de 81.9%.
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En base a los resultados obtenidos es posible establecer que la metodologia del
procesamiento de imégenes resultd ser una herramienta util para la clasificacion de
aguacates a nivel laboratorio. Para futuros trabajos, serd necesario realizar mas
experimentos usando un mayor nimero de muestras y diferentes condiciones de

almacenamiento con el fin de lograr un estudio mas completo.
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