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Resumen

En los ultimos afios, la contaminacion ambiental resultante de los materiales
derivados de petrdleo se ha convertido en un grave problema a nivel mundial, gran
parte es debida a la cantidad de materiales y empaques de las diferentes industrias
principalmente la alimenticia. Materiales tales como poliestireno (PS), polietileno
(PE), polipropileno (PP) y el tereftalato de polietileno (PET) se han utilizado
ampliamente en las industrias de alimentos y envases. Estos materiales requieren
cientos de afios para degradarse en compuestos basicos. En la actualidad, se estan
realizando esfuerzos en el disefio de peliculas a base de productos organicos, que

brinden propiedades de barrera y que mantengan la calidad de los productos.

A grandes rasgos el desarrollo y aplicacion especifica de biopeliculas es un reto, ya
que estas no pueden ser usadas de forma universal. Entre los materiales mas
utilizados para el desarrollo de las peliculas se encuentran los polisacaridos, como
gomas, almidones, quitosano, carrageninas, proteinas, etc. El quitosano es el
segundo polisacarido mas abundante que se encuentra en la naturaleza, tiene
caracteristicas de biocompatibilidad, biodegradabilidad y actividad antimicrobiana,

que son de gran interés en los empaques alimenticios.

Debido a sus propiedades de formacion de pelicula y su caracter antimicrobiano, el
quitosano es un material potencialmente Gtil en el embalaje de alimentos. Sin
embargo, las biopeliculas presentan propiedades fisicas y mecéanicas que deben
mejorarse para competir con los polimeros derivados del petréleo. Actualmente se
estan investigando combinaciones de polisacéaridos y plastificantes para mejorar

dichas caracteristicas.

El objetivo del presente proyecto de tesis fue la elaboracién y caracterizacién de
biopeliculas hechas a base de quitosano adicionadas con particulas de almidon de
maiz. Para ello se procedio a la elaboracion de las peliculas, a la obtencion de las

particulas de almidén de maiz, para posteriormente evaluar las propiedades fisicas,
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Opticas y mecanicas de las diferentes formulaciones que se analizaron. Las
biopeliculas resultantes fueron translicidas, la adicion de las particulas de almidén
de maiz en la formulacion provoco6 que el porcentaje de solubilidad en agua de la
biopelicula disminuyera este valor de 61.44% a 56.17%. Las propiedades fisicas y
mecanicas de las biopeliculas obtenidas fueron aceptables comparadas con las
reportadas en estudios donde usaron quitosano y almidén de maiz. El andlisis de
color mostré que la adicién de particulas de almidon de maiz en las biopeliculas
provoca diferencias significativas en la coordenada b* teniendo una influencia hacia
el color azul o amarillo de las biopeliculas. La microscopia Optica mostré que la
adicion de particulas de almidén de maiz provocé irregularidades en las biopeliculas
debido a la aglomeracion de las mismas. Al aumentar la concentracion de particulas
aumentaron las irregularidades, sin embargo, esto no tuvo un efecto significativo en
el espesor de las biopeliculas, estas fueron delgadas y homogéneas de 0.05 mm de
espesor. Las propiedades mecanicas indicaron que la adicién de particulas de
almidon disminuye la resistencia a la traccion de 5 MPa hasta 4.3 MPa de las
biopeliculas. Esto significa que la adicion de las particulas de almidén hace que las

biopeliculas se estiren menos y se rompan con menor fuerza aplicada.



l. Introduccién

En los dltimos afios ha aumentado el interés por el uso de productos naturales como
materias primas para la elaboracién de recubrimientos comestibles, debido a que
este tipo de recubrimientos presentan ventajas que incluyen el uso de ingredientes
de envasado biodegradables en comparacién con los materiales de envasado
tradicionales. De tal forma que éstos en un futuro puedan llegar a sustituir parte de
los materiales generados a base de polimeros sintéticos, lo cual podria contribuir a

reducir la contaminacion ambiental (Wittaya, 2008).

Actualmente, uno de los principales propésitos de la sociedad es la preservacion
del medio ambiente. Se esta optando por cambiar formas de vida y tratar de mejorar
costumbres para poder ofrecer un mundo, al menos como lo conocemos a futuras
generaciones. Sin embargo, no todo es tan sencillo como parece, el ser humano dia
a dia ha hecho que esto cada vez sea mas complicado, por lo que comienzan a
tomarse medidas drasticas para poder remediar un poco el dafio que ya se ha hecho
al medio ambiente. Es por ello que como una contribucién amigable con el medio
ambiente, se estan disefiando recubrimientos comestibles (biopeliculas) a base de
productos biodegradables, que brinden propiedades de barrera, sean Opticamente
aceptables y que mantengan las caracteristicas organolépticas del producto que
contengan. Lo anterior, brinda una importante caracteristica a la tendencia natural
del mercado, ya que los mismos consumidores han optado por adquirir productos

“‘mas naturales” de buena calidad (Wittaya, 2008).

El desarrollo de biopeliculas como recubrimientos biodegradables que son
aplicados a productos frescos como los minimamente procesados, ha generado
impacto positivo sobre la vida de anaquel de dichos alimentos (Quintero et al.,
2010). Sin embargo, a pesar de tener una amplia informacién técnica sobre las
biopeliculas, estas no pueden ser usadas de forma universal en todos los alimentos,
cada biopelicula tendra propiedades de barrera y mecanicas especificas en funcion
de su formulacion, por lo que el desarrollo y aplicacibn de cada uno de los

recubrimientos es un reto (Bosquez, 2003). Con base en lo anterior, en este trabajo
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se propuso la elaboracion y caracterizacion de biopeliculas elaboradas con

quitosano y adicionadas con particulas de almidon de maiz.

. Marco Teoérico
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2.1. Recubrimientos alimenticios

Actualmente, los recubrimientos cumplen innumerables funciones y poseen
caracteristicas que les permiten tanto conservar los productos como atraer e
informar a los consumidores. Los materiales utilizados han evolucionado desde las
hojas de palma o platano hasta complejos envases multicapas que no requieren
refrigeracion, asi como otros de tipo activo o inteligente (Marsh et al., 2007). Debido
al cambio histérico que han tenido los materiales utilizados para elaborar
recubrimientos y empacar productos alimenticios, se han dividido en tres

generaciones:

Primera generacion: Aqui se incluyen los materiales usados como bolsa de centro
comercial hecha de polietileno de baja densidad de 5 a 15% de fibras de almidon
con aditivos pro oxidativos y auto oxidativos, los cuales tienen una lenta
fragmentacion que se convierte en pequefias moléculas no biodegradables
(Robertson, 2008).

Segunda generacién: Materiales formados por una mezcla de almidén 40-75% y
polietileno de baja densidad mas la adicion de copolimeros hidrofilicos tales como
polivinil alcohol y acetato de vinilo, cuya funcién es actuar como agente de
compatibilidad. La degradacion completa del almidén toma alrededor de 40 dias y

la degradacion final de la pelicula entre 2 y 3 afios (Robertson, 2008).

Las caracteristicas fisicas que tienen estos empaques dejan en duda la credibilidad
de la degradacion que supuestamente poseen, por lo que no son del todo aceptados

en el sector comercial.

Tercera generacion: Los materiales usados, a su vez se dividen en tres categorias,
a) polimeros extraidos de biomasa, b) polimeros producidos por sintesis quimica de
monomeros de biomasa y c) biopolimeros producidos naturalmente o de

organismos genéticamente modificados (Robertson, 2008). En esta Ultima
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clasificacion se incluyen materiales de origen natural como las proteinas, lipidos,

almidones, etc.

2.2. Materiales de recubrimientos alimenticios

2.2.1. Proteinas

Las proteinas son macromoléculas con secuencias de aminoacidos y estructuras
moleculares especificas. Dependiendo del orden secuencial pueden asumir
diferentes estructuras mediante diversos tipos de enlaces (electrostatico, hidréfobo,
Van der Waals, puentes de hidrégeno, y las interacciones entre enlaces cruzados
disulfuro) (Cheftel et al., 1986). Asi, este tipo de recubrimientos se vera influenciado
por la composicion de aminoacidos, la carga electrostatica, las propiedades
anfifilicas, asi como los cambios de estructura secundaria, terciaria y cuaternaria
debido al calor, la presion, la irradiaciéon, el tratamiento mecanico, los acidos, los
alcalis, los iones metalicos, las sales, la hidrdlisis quimica, etc., que permitan formar
estructuras méas extendidas y conseguir propiedades deseables (Bourtoom, 2008;
Han, 2005; Krochta, 2002).

Las proteinas utilizadas en la formulacién de recubrimientos biodegradables pueden
ser de origen animal (colageno, gelatina, proteina miofibrilar de pescado, queratina,
proteina de clara de huevo, caseina y proteina de suero de leche) o de origen
vegetal (zeina de maiz, gluten de trigo, proteina de soja) (Kester et al., 1986). Las
proteinas de alto peso molecular y fibrilar como el colageno, la gelatina y las
proteinas miofibrilares pueden formar redes mas amplias con buenas propiedades
mecénicas (Guillbert et al., 1995).

2.2.2 Lipidos

Los recubrimientos hechos a base de lipidos se usan como barreras efectivas para
limitar la migracion de humedad/ vapor de agua dentro de los alimentos, debido a
su naturaleza apolar (Debeaufort et al., 1998). Los lipidos consisten en ceras,
aceites y resinas. Durante varias décadas, las ceras (cera de carnauba, cera de

abejas y cera de parafina) y aceites (aceite mineral y vegetal) se han utilizado
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comercialmente como revestimientos protectores para frutas y verduras frescas
(Kapetanakou et al., 2014), pues retardan su respiracion y disminuyen la pérdida de
humedad. Los lipidos no tienen influencia sobre las propiedades mecénicas pero
algunos de ellos (4cidos grasos, fosfolipidos) se usan en la formulacion como
emulsionantes y agentes tensoactivos que aumentan la flexibilidad debilitando las
fuerzas intermoleculares entre las cadenas del polimero (Milovanovic et al., 2001),
ademas se utilizan algunas veces como barreras para los gases y / o la humedad
en los pescados o productos carnicos (Debeaufort et al., 2009). Sin embargo, tienen
propiedades limitadas de barrera al oxigeno y el uso de grasas como una cubierta
protectora para los alimentos puede tener inconvenientes, como el comienzo de
rancidez en las grasas, asi como revestimiento superficial graso que las grasas
pueden impartir (Rhim et al., 2007). Dado que estos materiales lipidicos no son
polimeros, generalmente no forman peliculas cohesivas autbnomas, es decir,

forman peliculas fragiles.
2.2.3 Gelatina

La gelatina se obtiene mediante hidrolisis controlada de la proteina fibrosa insoluble,
colageno, que se encuentra ampliamente en la naturaleza como el constituyente
principal de la piel, los huesos y el tejido conectivo (Bourtoom, 2008). Sus
caracteristicas difieren de otros hidrocoloides como una proteina completamente
digerible, que contiene casi todos los aminoacidos esenciales (alto contenido de
glicina, prolina e hidroxiprolina), excepto el triptéfano (Fakhouri et al., 2015).
Aproximadamente a 35°C (punto de fusion), la gelatina forma una disolucion viscosa
de cadenas de polipéptidos lineales en espiral y al enfriar forman un gel fisico
termorreversible, recuperando la estructura de hélices de colageno, aunque no muy

largas (Kapetanakou et al., 2014; Skurtys et al., 2014).

La gelatina produce recubrimientos resistentes flexibles cuando se homogeniza
junto con glicerina o sorbitol (Tharanathan, 2003). (Guilbert et al., 1995) sugiere una
preparacion con gelatina al 20-30% y agregar plastificante al 10-30% (glicerina o
sorbitol). Generalmente la gelatina se utiliza para encapsular ingredientes de

alimentos de baja humedad o fase de aceite y productos farmacéuticos. En
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alimentos, como recubrimientos en carnes, Han & Gennadios et al. (2005) exponen
que se han formado recubrimientos de gelatina para reducir el transporte de
oxigeno, humedad y aceite. Las propiedades y capacidad de formacién de la
gelatina varian dependiendo del origen de la materia prima, asi como del peso
molecular, es decir, cuanto mayor es el peso molecular promedio, mejor es la
calidad del recubrimiento. Usualmente las gelatinas de mamiferos suelen tener
mejores propiedades fisicas y termoestabilidad que las gelatinas de pescado, lo cual

se relaciona con su mayor contenido de amino&cidos (Skurtys et al., 2014).
2.2.4 Quitosano

El quitosano es el principal derivado de la quitina, el material que comprende los
exoesqueletos de crustaceos, moluscos, esqueletos de insectos y hongos, y se
produce mediante una desacetilacion alcalina de la quitina. Después de la celulosa,
la quitina es el siguiente polisacarido mas abundante en el planeta (Nieto, 2009;
Tzia et al., 2016).

Quitosano CHg
CHoOH GO
0 0 NH
HO s
HO .
NH 0
2 CHp0H

Figura 1. Estructura del quitosano (Larez, 2006).

El quitosano es un polisacéarido lineal y catidnico que consiste en 2-amino-desoxi-3-
D-glucano con enlaces (1,4) (Figura 1), es un derivado desacetilado de quitina
(Nieto, 2009; Tzia et al., 2016). Este polisacarido es relativamente insoluble en agua
pero soluble en acido debido al grupo amino de carga positiva en el C2 del
monomero de glucosamina a un pH inferior a 6. Es soluble en &cido acético glacial
y HCI diluido (Nieto, 2009; Pereda et al., 2011).

El quitosano es un polisacarido interesante debido a su baja toxicidad, alta
biodegradabilidad y estabilidad y costo relativamente bajo, ya que es un
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subproducto y un material renovable de algunas industrias (Kurek et al., 2014). Los
recubrimientos de quitosano tienen actividad antimicrobiana, pero no poseen
buenas propiedades mecanicas y una permeabilidad moderada a los gases (COz y
02). Sin embargo, estos recubrimientos son altamente permeables al vapor de agua,
lo que limita su uso. Este es un inconveniente importante porque un control efectivo
de la transferencia de humedad es una propiedad deseable para la mayoria de los
alimentos, especialmente en ambientes humedos (Elsabee et al., 2013; Nieto,
2009). Una forma alternativa de mejorar las propiedades fisicas y mecanicas de las
peliculas es mediante la combinacion de proteinas (por ejemplo, proteinas de la
leche, proteina de soja, coladgeno y gelatina) con polisacaridos (por ejemplo,
almidones, alginatos, celulosa y quitosano) (Elsabee et al., 2013; Vargas et al.,
2009). Pereda et al. (2011) desarrollaron recubrimientos biodegradables basadas
en compuesto de quitosano/gelatina y quitosano/gelatina de dos capas y sus
propiedades fisicoquimicas, como la resistencia al agua, la transparencia y el color,
y verificaron que tanto los sistemas bicapa como los laminados resultaron en
alternativas mas efectivas para reducir la permeacién al vapor de agua (WVP) en
comparacion con el recubrimiento control elaborado so6lo con quitosano. Xu et al.
(2005) elaboraron recubrimientos laminados de quitosano/pectina mediante la
interaccion de los grupos catiénicos de quitosano con los grupos anionicos de
pectina y verificaron una disminucién en las tasas de transmisién de vapor de agua

al combinar el quitosano con dos almidones de maiz gelatinizados térmicamente.
2.2.4.1 Propiedades funcionales del quitosano

El quitosano es el segundo polisacarido mas abundante que se encuentra en la
naturaleza y tiene caracteristicas de biocompatibilidad, biodegradabilidad y
actividad antimicrobiana, que son de gran interés en los empaques alimenticios. El
quitosano es un polimero natural derivado de la desacetilacién de la quitina, que es
insoluble en los solventes habituales. Sin embargo, cuando el grado de
desacetilacion de la quitina alcanza aproximadamente el 50%, se vuelve soluble en
medios acidos acuosos y se llama quitosano (Rinaudo, 2006). La solubilidad del

quitosano depende del grado de desacetilacion, la distribucién de los grupos acetilo
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alo largo de la cadena principal, el peso molecular y la naturaleza del acido utilizado
para la protonacion (Pillai et al., 2009), pero es soluble en soluciones acidas diluidas
por debajo de pH 6.0 debido a la presencia de grupos amino. Ademas de la
solubilidad, el peso molecular del quitosano también puede afectar la calidad de la

pelicula final, como la elasticidad o la fragilidad (Hwang et al., 2003).

Debido a sus propiedades de formacion de pelicula y su caracter antimicrobiano, el
quitosano es un material potencial para el embalaje de peliculas. Sin embargo, las
peliculas de quitosano son rigidas y necesitan plastificantes para reducir las fuerzas
de friccion entre las cadenas de polimeros, como los enlaces de hidrégeno o las
fuerzas idnicas, a fin de mejorar las propiedades mecanicas (Park, 2002).

2.2.5 Polisacaridos

Los materiales formadores de pelicula incluyen almidones, gomas vegetales (por
ejemplo alginatos, pectinas y goma arabiga), almidones modificados quimicamente
y fibras. Los polisacéaridos tienen mondmeros simples, sin embargo, la conformacion
de la estructura de polisacaridos es mas complicada e impredecible. Debido al gran
namero de grupos hidroxilo u otros restos hidrofilos en la estructura de hidratos de
carbono neutros, los enlaces de hidrégeno juegan el papel méas significativo en la
formacién de los recubrimeintos y sus caracteristicas (Han, 2005). A pesar de que
la mayoria de los carbohidratos son neutrales, materiales como los alginatos y las
pectinas requieren la adicion de un ion polivalente, usualmente calcio (Greener et
al., 1994), para facilitar la formacion del recubrimiento. El peso molecular del
polisacarido también juega un papel importante en las propiedades. Los polimeros
lineales de alto peso molecular y no iénico forman peliculas fuertes, como es el caso
del agar y la metilcelulosa. En cambio, los polisacaridos mas ramificados, con o sin
carga anibnica, forman recubrimientos mas débiles (Nieto, 2009). Ellos, al igual que
las proteinas, son susceptibles a cambios de pH debido a su estado cargado.

En general las peliculas y recubrimientos comestibles producidos por los
polisacéaridos son transparentes, cohesivos y homogéneos (Bourtoom, 2008). La
principal ventaja es que proporcionan propiedades mecéanicas adecuadas, y su

capacidad para retrasar la transmision de Oz y CO2 (Kester, 1986; Pavlath et al.,
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2009), no obstante al ser polimeros hidrofilos, presentan propiedades de barrera a

la humedad y vapor de agua muy bajas (Rhim et al., 2007).
2.2.5.1 Almiddén de maiz

El almidén es el polisacérido de reserva de la mayoria de las plantas, se encuentra
ampliamente en la naturaleza y se usa comunmente como hidrocoloide alimentario.
Esto se debe en parte a la amplia gama de propiedades funcionales que puede
proporcionar en sus formas naturales y modificadas, y en parte debido a sus bajos
costos en relacion con las alternativas (Tzia et al., 2016). Es un recurso renovable
gue estd ampliamente disponible y se puede obtener de diferentes restos de
cosecha e industrializacion de materias primas. Los almidones son polimeros que
se encuentran naturalmente en una variedad de fuentes botanicas, como cebada,

trigo, guisantes, arroz, maiz, papas y tapioca (Barzegar et al., 2014).

El almidon tiene una estructura granular y estd compuesto por dos macromoléculas:
amilosa y amilopectina. La amilosa es una cadena lineal de residuos de D-glucosa
unidos a través de enlaces glicosidicos a-1,4, y la amilopectina, una molécula
ramificada que consiste en unidades de glucosa conectadas por enlaces a-1,4 y a-
1,6 (Tzia et al., 2016). La relacion amilosa:amilopectina depende de la fuente de
almidon y varia entre 15:85 y 35:65 (Cano et al., 2014). En variedades de almidén
waxy y almidon de maiz con alto contenido de amilosa, el contenido de amilosa es
de aproximadamente 5% y 50% -85%, respectivamente (Tzia et al., 2016). Estos
dos polimeros son responsables de la cristalizacion del almidén, lo que conduce a
cambios en la respuesta mecanica (aumento de la rigidez) de los productos de
almidon (Cano et al., 2014).

Las cadenas laterales de amilopectina forman hélices dobles que dan como
resultado regiones cristalinas. Las regiones menos ordenadas en los granulos de
almiddn contienen zonas de ramificacion amorfa rigidas de amilopectina y amilosa.
La amilosa es principalmente amorfa en los granulos de almidén, pero también
puede formar hélices dobles con cadenas laterales de amilopectina y cristalizar
(Talja et al., 2008).

18



El uso del almidén para la produccion de recubrimientos biodegradables ha sido
estudiado debido a que es de origen natural, es renovable, abundante, de bajo costo
y tiene una gran capacidad para formar recubrimientos inodoros, incoloros y
transparentes (Barzegar et al., 2014; Cano et al., 2014; Nascimento et al., 2012).
Sin embargo, no se han desarrollado aplicaciones mucho mas amplias de productos
a base de almiddn en el envasado debido a sus propiedades débiles de barrera al
agua, fragilidad, naturaleza hidrofilica del almidén, alta retrogradacion y bajas
propiedades mecanicas en comparacion con los materiales basados en polimeros
sintéticos. Sin embargo, esta matriz polimérica tiene una baja permeabilidad al
oxigeno, lo cual es muy interesante para la conservacion de alimentos (Cano et al.,
2014).

2.2.5.1.1 Particulas de almidén

Las particulas de almidon se obtienen de la ruptura de los granulos del almidon, los
cuales estan compuesto por dos tipos de moléculas:
¢ Amilosa: normalmente representa un 20-30% del total.

¢ Amilopectina: normalmente en un 70-80% del total.

Ambos son polimeros de unidades de a-D-glucosa (Fanelli, 2009). Recientemente,
la produccién de particulas en la industria alimentaria ha recibido mucha atencion
debido a sus caracteristicas de liberacion controlada, estabilidad, biodisponibilidad
y capacidad para administrar varios ingredientes activos en alimentos y dentro del
cuerpo humano (Joyce et al., 2013).

Las particulas de polisacaridos como la celulosa y el almidon son fuentes
potenciales de refuerzo. Savadekar y Mhaske (2012) informaron el efecto de las
fibras de nanocelulosa en las propiedades del almidon termoplastico. Sus hallazgos
mostraron que las biopeliculas adicionadas con particulas de almidon tenian mayor
resistencia a la traccion, menor alargamiento a la rotura y disminucién de las tasas
de transmision de vapor de agua y oxigeno.

Los nanocristales de almidon de maiz, obtenidos por hidrdlisis acida de granulos
nativos, se han utilizado como agente de refuerzo en el almidon termoplastico

(Angellier et al., 2006). Angellier et al. (2006) informaron que las propiedades
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mecanicas del almidon termoplastico reforzado con nanocristales de almidén de
maiz eran obviamente mas altas que las del almidon termoplastico sin refuerzo.
Piyada et al. (2013) mostraron que las propiedades mecanicas de recubrimientos
de almidon de arroz mejoraron con la adicion de nanocristales de almidon de maiz,
observaron un aumento significativo del médulo de Young y la resistencia a la
traccion, asi como una disminucion significativa en alargamiento a la rotura después

de agregar nanocristales de almidén de maiz a los recubrimientos.

2.3 Mezcla de biopolimeros

El objetivo de mezclar polimeros con diversas estructuras fisicas y quimicas,
compatibles parcialmente o totalmente incompatibles, en proporciones adecuadas,
en general se debe a la busqueda de la optimizacién de las propiedades de los
componentes, para dar un producto final que tenga propiedades mas deseables o
costo menor que los de los componentes individuales, o, en algunos casos, para
producir nuevos materiales para fines especificos (Cazacu et al., 2005). En el caso
de los polisacéridos, las interacciones polimero - polimero o polimero - solvente
determinaran las propiedades del sistema resultante. En los casos de geles binarios
de polisacéaridos, pueden ser propuestos cuatro modelos esquematicos de la red del
gel. Aunque simples, estos modelos constituyen la base para establecer ciertas
relaciones entre el gel mixto y sus componentes. Estos modelos de geles han sido
denominados como: redes hinchadas, redes de interpenetracién, redes de fase

separada y redes acopladas (Figura 2).
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Figura 2. Modelos esquematicos de geles formados por mezcla binaria de polisacéaridos.
(a) Red hinchada, (b) red de interpenetracion, (c) red de fase separada y (d) red acoplada
Fuente: (Morris, 2007).

» Redes hinchadas: este tipo de gel se da en mezclas de un polisacarido
gelante y otro no gelante, o las mezclas de dos polisacaridos gelantes bajo
condiciones donde s6lo uno de los polimeros es inducido a formar gel. Los
polimeros no gelantes se considera que residen dentro e hinchan la red de
gel. Este tipo de estructura sélo es probable que ocurra si la tasa de des-
mezclado de los dos polisacaridos es baja en comparaciéon con la tasa de
gelacién, tal que el polimero no gelificante se distribuya bastante
uniformemente dentro de la red de gel.

» Redes de interpenetracion: se considera que constan de dos redes de
espacio de llenado independientes que se interpenetran una con la otra.
Verdaderas redes de interpenetracion a nivel molecular son poco probables
debido a la tendencia de los polisacaridos a formar fase separada. Sin
embargo, para mezclas de polisacaridos cargados y no cargados puede ser
inhibida la separacién de fase.

» Redes de fase separadas: una solucion diluida bajo condiciones de
equilibrio ha mostrado que, polisacaridos incluso quimicamente muy
similares, presentaran fases separadas. Algunos ejemplos incluyen amilosa
y amilopectina, pectinas y hemicelulosas. Si la concentracién de almidon es
suficientemente alta entonces, cuando se enfrian, los geles de amilosa dan
lugar a una red de amilosa interpenetrante a través de los granulos
hinchados. Esto puede considerarse como un gel compuesto con los
granulos actuando como particulas de relleno reforzando la red de amilosa.
Esto es un ejemplo de un gel de fase separada porque la amilopectina
todavia en gran medida estd contenida en los restos de los granulos
hinchados.

» Redes acopladas: estan formadas por mezclas de polisacaridos bajo

condiciones donde los componentes individuales por si solos no forman gel,
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pero las mezclas si lo hacen. Los mecanismos para gelacion son aun
controvertidos pero hay evidencia considerable en todos los casos de que
algun tipo de enlace intermolecular entre los dos polisacéridos contribuye a

la formacion de una red permanente.

En la siguiente seccion se incluyen plastificantes como el glicerol, sorbitol, etc., los

cuales nos permiten suavizar dichas redes.
2.4 Plastificantes

Ademas del componente de naturaleza polimérica y de alto peso molecular (matriz),
otro componente importante de los recubrimientos comestibles son los
plastificantes. Estos son moléculas pequefias de bajo peso molecular, de baja
volatilidad y con una naturaleza quimica similar a la del polimero formador de
recubrimiento. Se usan para mejorar la flexibilidad y la funcionalidad de los

recubrimientos.

Generalmente se requieren plastificantes como el glicerol en las formulaciones a
base de polisacaridos y de proteinas, para aumentar la flexibilidad de los
recubrimientos al aumentar el volumen libre o la movilidad molecular de los
polimeros ya que reducen los enlaces hidrégeno internos entre las cadenas de
polimeros. Los plastificantes afectan la capacidad de atraccion de agua del sistema
y generalmente suelen aumentar la permeabilidad al oxigeno de los recubrimientos
comestibles (Sothornvit et al., 2000).

2.4.1 Glicerol

El glicerol, o glicerina, es un poliol incoloro, inodoro y soluble en agua, formador de
soluciones neutras y aprobadas por la FDA para aplicarse en alimentos sin riesgo
alguno. Su férmula quimica es C3HsOs (Figura 3) y su peso molecular es 92.09 g/mol
(Burdock, 2010).

CH:2 CH CH:2

OH OH OH
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Figura 3. Estructura del glicerol. Fuente: Badui (2012)

El glicerol es el plastificante mas utilizado en la elaboracion de recubrimientos y
peliculas comestibles, adicionado generalmente a bajas concentraciones, ya que de
lo contrario, el plastificante influye negativamente en la permeabilidad de los

recubrimientos (Arvanitoyannis et al., 1998).
2.4.2 Sorbitol

El sorbitol es un polialcohol de azlicar que se obtiene por reduccion del
monosacarido mas comun, la glucosa. Es un liquido con consistencia de jarabe, de
aspecto claro, inodoro, incoloro, viscoso, de pH neutro y libre de particulas en
suspensiéon. Su sabor es dulce y refrescante. Es totalmente soluble en agua,
glicerina y propilenglicol. Es utilizado ademéas como plastificante, generalmente de
productos a base de goma y gelatina, aportando cuerpo y sabor (Arvanitoyannis et
al., 1998).

2.4.3 Polietilenglicol

El polietilenglicol es un polimero con buenas propiedades lubricantes y formadoras
de peliculas (Dhawan et al., 2005). Es un polimero con una estructura repetitiva de
-CH2-CH2-O- y con dos grupos hidroxilo (-OH) finales, con lo que puede ser afin al
almidon por su caracter hidrofilico. En los estudios de Kondo y Sawatari (1994) y
Tuncer et al. (2005), se observé que los grupos hidroxilo de la celulosa, la
metilcelulosa y del alginato de sodio pueden formar puentes de hidrogeno con el
grupo éter del polietilenglicol. Por lo que el almidén también podria formar puentes

de hidrégeno con el grupo éter del polietilenglicol.
2.5 Biopeliculas

A partir de los afios 70, los polimeros petroquimicos, han sido el material mas
extensamente usado para embalar debido a su alto rendimiento y su bajo precio
(Callegarin et al., 1997). Sin embargo, debido al aumento de los materiales de
desecho no biodegradables y la dificultad para reciclar la mayoria de los empaques

sintéticos disponibles se ha estado impulsando la investigacion hacia el desarrollo
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de nuevos materiales biodegradables que sean adecuados para el envasado de

alimentos (Davis et al., 2006).

Los recubrimientos comestibles fueron usados por cientos de afios. Por ejemplo, la
cera ha sido aplicada a los citricos para retrasar su deshidratacion desde el siglo XII
en China (Debeaufort et al., 1998). En el siglo XVI las grasas fueron usadas para
cubrir cortes de carne con el fin de prevenir el encogimiento. La grasa de cerdo o
cera fue usada para cubrir la fruta y otros productos alimenticios en Inglaterra (Miller
etal., 1997). Mas tarde, en el siglo XIX, las peliculas de gelatina fueron usadas para
cubrir carnes y la sacarosa fue escogida como un recubrimiento comestible
protector sobre almendras y avellanas, para prevenir la oxidacién y la rancidez
(Debeaufort et al., 1998). Recubrimientos de cera sobre frutas y verduras,
recubrimientos de zeina sobre caramelos y de azlcar sobre almendras son los
ejemplos comerciales mas comunes de recubrimientos comestibles. Eteres de
celulosa (carboximetil celulosa, hidroxipropil metilcelulosa y metilcelulosa) han sido
usados como ingredientes en recubrimientos para frutas, verduras, carnes,
almendras, productos de confiteria, panaderia, granos y otros productos agricolas
(Han et al., 2005).

Las biopeliculas se definen como una o varias capas delgadas de un material que
puede ser consumido por los seres vivos y que a la vez pueden actuar como barrera
a la transferencia de agua, gases y solutos de alimentos (Guilbert, 1986). Sin
embargo, existen muchos factores que influyen en las caracteristicas de las mismas

los cuales se presentan en la siguiente seccion.
2.6. Factores influyentes en las propiedades de las biopeliculas

Las propiedades de las biopeliculas elaboradas con polimeros dependen de las
caracteristicas de sus componentes, del espesor de las mismas y de las condiciones

de secado y almacenamiento.

2.6.1 Efecto del espesor
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Las propiedades de barrera de las peliculas varian con el espesor de las mismas,
ya que el espesor determina la distancia que el permeato (vapor de agua y gases)
debe recorrer para difundir de un lado a otro de la pelicula (Park, 1995).

2.6.2 Efecto del plastificante

Los plastificantes son los principales componentes que afectan a las propiedades
barrera y mecanicas de las biopeliculas. Los plastificantes interfieren en las uniones
entre las cadenas del polimero reduciendo asi su cohesion. Estos aumentan la
movilidad entre las cadenas de polimero y, por tanto la flexibilidad y elasticidad del
mismo, aumentan el volumen libre, aumentando la permeabilidad y disminuyendo
la temperatura de transicion vitrea (McHugh, 1994). La habilidad del plastificante
para romper los enlaces entre las cadenas de polimero depende de la naturaleza
quimica, tamafo, forma, polaridad, longitud de cadena, estado fisico y nimero de
grupos funcionales del plastificante capaces de interaccionar con el polimero
(Sothornvit, 2001).

En general, los mejores plastificantes, en términos de mejorar las propiedades
mecanicas son aquellos de pequefio volumen y con muchos grupos polares
distanciados entre si en su molécula. Los plastificantes de molécula lineal difunden
con mayor facilidad en la matriz polimérica que los que presentan anillos en su
molécula (Sothornvit et al., 2002). La afinidad del plastificante por el agua determina
su capacidad para atraer agua al sistema, la cual, a su vez, contribuye a la
plastificacion del mismo y afecta la permeabilidad de las peliculas. Asi, la mayor
higroscopicidad del plastificante potencia la capacidad del plastificante para mejorar
las propiedades mecénicas de las peliculas, pero reduce la barrera al vapor de agua
y a los gases (CO:z y O2) (Sothornvit, 2005). El estado fisico de los plastificantes
también modifica su efectividad. Sothornvit et al., (2002) observaron que el glicerol,
polietilenglicol y propilenglicol, gracias a su estado liquido, plastifican mejor las
peliculas proteicas de B-Lactoglobulina que otros plastificantes, como la sacarosa,

gue a temperatura ambiente se encuentran en estado sélido.

La naturaleza hidrofilica o hidrofébica del plastificante determina su efecto en las

propiedades barrera de la biopelicula. Asi, los plastificantes hidrofilicos aumentan
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de manera mas pronunciada la permeabilidad al vapor de agua de la pelicula que
la permeabilidad a los gases; mientras que con los plastificantes hidrofébicos
sucede lo contrario; la mayor compatibilidad de los plastificantes hidrofilicos con la
matriz de hidrocoloide mejora su eficacia como plastificante frente a los hidrofébicos.
Por este motivo la tendencia es combinar los dos tipos para logar las ventajas de
ambos y minimizar las desventajas. El contenido y tipo de plastificante de la
formulacion afecta tanto a las propiedades de barrera como a las propiedades

mecanicas de la pelicula (Sothornvit, 2005).

En general, el aumento de la concentracion del plastificante aumenta el efecto del
mismo en las propiedades mecanicas y barrera al vapor de agua y al Oq,
aumentando la flexibilidad y elongacion y la permeabilidad de la pelicula. Sin
embargo, en determinadas condiciones ciertos plastificantes pueden producir

efectos contrarios a los deseados.
2.6.3 Efecto de la temperatura durante el secado

Las propiedades de barrera de las peliculas y la permeabilidad al vapor de agua se
ven afectadas por la temperatura. Conforme a la Ley de Arrhenius, tanto la
permeabilidad de los materiales como la difusividad de los gases aumentan
exponencialmente con la temperatura (Pascat, 1985). Ademas, hay que considerar
que la temperatura condiciona el estado fisico de los componentes estructurales
(lipidos, plastificantes e hidrocoloides), modificando sus propiedades mecanicas y
de barrera, ademas condiciona también la hidratacion de las biopeliculas, lo que
también afecta las propiedades de las mismas. Por tanto, el efecto de la temperatura
en las propiedades mecanicas y barrera de la pelicula dependera de los cambios
gue produzca en los componentes que la integran. Asimismo, el incremento de la
permeabilidad al vapor de agua al reducir la temperatura de almacenamiento se ha
observado en distintas peliculas comestibles a base de lipidos (Landman et al.,
1960; Biquet, 1988). Ademas, la temperatura modifica la capacidad de las peliculas
para absorber agua lo que afecta las propiedades mecanicas y de barrera de las

mismas. Asi por ejemplo, Noguchi (1981) observo que en peliculas de polisacarido
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un descenso de la temperatura de 20°C a 0°C duplicaba la hidratacién de las

mismas.
2.7 Métodos de elaboracion de biopeliculas
2.7.1 Casting

El método de “casting” o vaciado en caja es un proceso mediante el cual un liquido
es vertido en un molde almacenado a ciertas condiciones para formar un material
rigido que reproduce la misma cavidad del molde (Figura 4). Las ventajas de este
método incluyen distribucion de espesor uniforme, maxima pureza Optica, las
biopeliculas elaboradas por este método poseen una excelente planitud y
estabilidad dimensional (Sayyar et al., 2017).

Evaporacidn v
del solvente
— - ——

La solucidn de polimeros se moldea en un molde Formacidn de una pelicula
Figura 4. Esquema del método convencional Casting. Fuente: Sayyar et al., (2017)

2.7.2 Coater

Las peliculas también se pueden preparar mediante la técnica de coater, a una
escala mayor que las que se reportan en la literatura utilizando la técnica de casting
(Scheibe et al., 2014). La técnica de coater también se conoce como fundicién en
tiras o revestimiento con cuchilla, y es bien conocida en las industrias de fabricacion
de plastico, ceramica, papel y pintura (Moraes et al., 2013; Richard et al., 2000;
Scheibe et al., 2014). Esta técnica permite la propagacién de una suspension
formadora de pelicula en un soporte grande y en correas de transporte continuo y
permite el control del grosor de la pelicula con una cuchilla ajustable en la parte
inferior del dispositivo de propagacion, llamada cuchilla (Moraes et al., 2013; Susarla
et al., 2013).

El secado de la pelicula se puede realizar en el soporte a través de un secado por

conduccion, secado por conveccion, radiacion infrarroja o una combinacion de estos
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métodos de calentamiento que resultan en una reduccion de su espesor (Moraes et
al., 2013).

2.7.3 Extrusion

La extrusién se utiliza para la produccion de envases de plastico comerciales
convencionales. Este proceso utiliza uno o dos tornillos giratorios instalados en un
barril para aumentar progresivamente la presion y empujar hacia adelante y mezclar
los ingredientes necesarios para fabricar el polimero comercial a través de una
matriz donde se puede expandir (Espitia et al., 2014; Nur Hanani et al., 2012; Zink
et al.,, 2016). Sin embargo, la calidad de las peliculas formadas (por ejemplo,
peliculas basadas en almidén) a menudo se ve afectada por las altas tasas de
cizallamiento y las altas temperaturas del proceso (Mali et al., 2010; Scheibe et al.,
2014).

2.7.4 Electrospinning

La técnica de electrospinning o electrohilado, permite crear fibras de polimeros, en
escala micro y nanométrica, para una gran variedad de aplicaciones; esta técnica
aporta a las fibras desarrolladas diversas caracteristicas como amplia superficie por
unidad de area, porosidad y buenas propiedades mecanicas, siendo atractivas a
nivel biotecnoldgico. La técnica es versatil y de facil implantacion lo que permite
procesar una gran variedad de polimeros, integrando en los dltimos afios otras
clases de materiales. En el electrospinning un campo eléctrico es aplicado a una
disoluciéon de polimero con cierta viscosidad, que fluye por un tubo capilar,
induciendo una gran densidad de carga a la superficie liquida, lo que provoca una

fuerza de repulsion opuesta a la tension superficial de la disolucién (Sill, 2008).

2.8 Aplicaciones de las biopeliculas en la industria alimentaria

Las biopeliculas han sido una tecnologia utilizada desde hace varios afios. En los
afios 60s este tipo de tecnologia era muy poco comercial y estaba limitada

principalmente a capas de cera en las frutas (Pavlath & Orts, 2009), no obstante un
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mayor aprovechamiento de los componentes encontrados en los recursos naturales
ha permitido a esta mantenerse y diversificarse en una amplia gama de productos.
Mas de 90 patentes y articulos cientificos sobre la fabricacion de envases
comestibles se han publicado desde 1990 (Debeaufort et al., 1998). Actualmente
las biopeliculas se aplican en alimentos frescos, minimamente procesados y
procesados. Estos incluyen a las frutas y vegetales; carnes, aves y pescados
(congelados y ahumados); lacteos (helado y queso), granos (panificacion y
botanas), confiteria y frutos secos (nueces). Las potencialidades de las biopeliculas
dependeran de acuerdo con la aplicacion especifica, el tipo de producto alimenticio
y sus principales mecanismos de deterioro (Guilbert, 2005; Zhang, Han, & Liu,
2008). A continuacion se muestra la Tabla 1, con aplicaciones de las biopeliculas

en alimentos.

Tabla 1. Aplicaciones de biopeliculas en alimentos
Materiales para biopeliculas Alimentos Efecto

Frutas y Vegetales
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Alginato Seta Mantener firmeza, retrasar

oscurecimiento y apertura de capa.

Almidén de Yuca Fresa Retraso del deterioro.
Esteres de sacarosa y cera Aguacate, manzana, Proteger, aumentar el brillo y
melones, citricos extender la vida util.
Proteina de soya Manzanas Cambios retardados en firmeza,

color y acidez.
Pectina Mango Reduccion tasa del color, textura y
aumento de vida util.
Quitosano Pimientos y pepinos Respiracion reducida, perdida de

color, marchitamiento e infeccién por

hongos.
Citricos Barrera de Oz / Hz
Brécoli Reduccion de microorganismos

mesofilos y psicrotroficos.

Carnes, aves, pescados

Coladgeno Salchicha Costo reducido y mayor uniformidad.
Gelatina + Aceite de orégano Pez Bagre Inhibicion de S. typhimurium, y E.
colia 4°C.
Proteina de suero Salmén Reducir perdida de humedad y

oxidacion de lipidos.
Quitosano Carpa plateada Buenas caracteristicas
fisicoquimicas, microbiolégicas y
mayor vida util.
Zeina Bola de pescado Conservar alimento rico en lipidos.

Lacteos y Snacks

Almidén Nueces Retraso en la rancidez.
Cera o0 4cidos grasos Queso Evitar el crecimiento del moho.
Pectina / Celulosa Patatas fritas Reduccion de la absorcion de grasa.

Tabla 1. Fuente (Cagri et al., 2004, Dhall, 2016; Suput et al., 2015; Umaraw & Verma, 2017)
2.9 Principales propiedades de las biopeliculas

2.9.1. Propiedades fisicas
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2.9.1.1 Color

El color de las peliculas esta directamente influenciado por el tipo y la concentracion
del material agregado (Atarés & Chiralt, 2016). Las caracteristicas de color y la
opacidad estan directamente relacionadas con el aspecto visual de la pelicula.
Deben ser atractivos para los consumidores y no deben influir en el color del
producto envasado como resultado del tiempo de almacenamiento. La
transparencia y opacidad del polimero se debe a la morfologia o la estructura
qguimica relacionada con el peso molecular del material. El color se puede definir en
términos de L*, a* y b* y los valores individuales representan las caracteristicas del
color. L* es la luminosidad del color y concierne a la relacion entre la luz reflejada y
absorbida. Los valores iguales a 0 y 100 denotan los colores blanco y negro,
respectivamente. Los valores de color positivos de a* y b* en el rango de 0 a 60
representan un grado de enrojecimiento y amarilleamiento, respectivamente (Fai et
al., 2016).
2.9.1.2. Espesor

La mayoria de los recubrimientos comestibles son de naturaleza hidrofilica segin
Park y Chinnan (1995). Se ha encontrado una relacion dependiente positiva entre
la permeabilidad al vapor del agua y el espesor de los recubrimientos. Se considera
gue a medida que el espesor aumenta, se incrementa la resistencia a la
transferencia de masa a través del recubrimiento, por lo que la presion parcial de
vapor del agua de equilibrio en la superficie inferior de la cubierta se incrementa.
Otros autores atribuyen el efecto del espesor a cambios en la estructura del
recubrimiento ocasionados por el hinchamiento que provoca el agua en el polimero
(Park & Chinnan 1995).

2.9.1.3. Solubilidad
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La solubilidad es la medida o magnitud que indica la cantidad maxima de soluto que
puede disolverse en una cantidad determinada de solvente, a una temperatura
dada.

Esta propiedad es de gran importancia para determinar la funcionalidad de la
biopelicula. La resistencia al agua de las biopeliculas portadoras de antimicrobianos
es deseable para mantener la integridad de la biopelicula si la misma debe utilizarse
para la conservacion de alimentos de humedad intermedia a alta (Ozdemir & Floros,
2007). Una biopelicula antimicrobiana con pobre resistencia al agua se disuelve
rapidamente en contacto con altos contenidos de humedad, provocando que la
biopelicula libere el agente antimicrobiano (Ozdemir & Floros, 2007). Sin embargo,
estas coberturas podrian utilizarse en alimentos listos para consumir donde es
deseable un alto porcentaje de solubilidad en la boca.

Baruk (2008) estudio6 la solubilidad en agua de peliculas elaboradas con almidon
modificado de platano y con quitosano a temperaturas de 25°C y 80°C. A 25°C se
obtuvieron valores menores en comparacién con los obtenidos a 80°C,

evidenciando asi el efecto de la temperatura en la solubilidad.

2.9.2 Propiedades mecéanicas

Las peliculas de quitosano se caracterizan a menudo a través de ensayos
texturales, de los cuales se obtienen distintas propiedades mecanicas, por ejemplo
el esfuerzo tensil de la pelicula, su deformacién, el médulo elastico. El esfuerzo se
calcula dividiendo la fuerza necesaria para fracturar la pelicula por la seccion
transversal de la pelicula (Phan et al., 2005). El valor de deformacién representa la
flexibilidad de la pelicula y se define como el porcentaje del cambio en la longitud
de la muestra respecto a la longitud libre original. El valor del modulo elastico,
también conocido como mddulo de Young, se calcula a partir de la pendiente lineal
inicial de la curva esfuerzo - deformacion. Cuantos mas altos son los valores del

modulo de las peliculas, mayor caracter solido de las mismas (Mali et al., 2005).

2.10 Biopeliculas en la conservacién de alimentos
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Hasta ahora se ha tratado a las peliculas comestibles como materiales inertes, sin
embargo, cuando ya estan protegiendo a cualquiera que sea el alimento, su
degradacion va a depender de muchos de los factores y condiciones de dicho
alimento, por lo que también es importante tomar en cuenta las condiciones en las
gue se encuentra y por supuesto, las que demanda para que sea un recubrimiento
optimo que ayude a cumplir el objetivo de la pelicula que es contener, proteger y
transportar.

Por lo tanto, no es posible caracterizar un material sin tener en cuenta cuéales son
sus circunstancias. Siempre se define en funcién del producto a acondicionar, de
las tecnologias de conservacion que se estan utilizando, de la vida comercial
deseaday de las condiciones de almacenamiento a las que seran sometidos, desde
su fabricacion hasta el consumo, sin que dicho material tenga alguna alteracion que
pueda llegar a ser perjudicial para el consumidor. La cinética de degradacién de un
producto alimentario depende de los distintos factores que influyen en las
caracteristicas del material de embalaje, como temperatura, humedad relativa,
presion parcial del oxigeno, luz, etc. (Guilbert, 1995). En esta ultima clasificacion se

incluyen biopeliculas de origen natural como las elaboradas con quitosano.

. Justificacion

En la actualidad con el aumento de los materiales de empaque no biodegradables

y la dificultad para reciclar la mayoria de los envases sintéticos disponibles se
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presenta un grave problema ambiental a nivel mundial, esto ha impulsado la
investigacién hacia el desarrollo de nuevos materiales biodegradables que sean
adecuados para el empaque de productos alimentarios.

Las biopeliculas de quitosano tienen buenas propiedades mecanicas y
antimicrobianas y una permeabilidad moderada a los gases (CO2 y O2). Sin
embargo, estas biopeliculas son altamente permeables al vapor de agua, lo que
limita su uso. Este es un inconveniente importante porque un control efectivo de la
transferencia de humedad es una propiedad deseable para la mayoria de los
alimentos, especialmente en ambientes humedos (Elsabee & Abdou, 2013; Nieto,
2009). Una forma alternativa de mejorar las propiedades fisicas y mecéanicas de
estas biopeliculas es mediante la combinacién con polisacaridos (por ejemplo,
almidones, alginato, celulosa) (Vargas et al., 2009). El almidén es una alternativa
viable para mejorar las caracteristicas de las biopeliculas de quitosano debido a que
es un polisacarido de reserva de la mayoria de las plantas, se encuentra
ampliamente en la naturaleza y se usa comunmente como hidrocoloide alimentario
(Tzia et al., 2016). Esto se debe en parte a la amplia gama de propiedades
funcionales que puede proporcionar en sus formas naturales y modificadas, y en
parte debido a sus bajos costos en relacion con otras alternativas ademas de su
bajo costo, su gran capacidad para formar una biopelicula inodora, incolora y

transparente (Barzegar et al., 2014).

Por otra parte, las particulas de almidén han recibido mucha atencién debido a sus
caracteristicas de liberacién controlada, estabilidad, biodisponibilidad y capacidad
para administrar varios ingredientes activos en alimentos y dentro del cuerpo

humano (Joyce et al., 2013).

Con base en lo anterior en este trabajo se propone la elaboracion y caracterizacion
de biopeliculas hechas a base de quitosano adicionadas con particulas de almidén

de maiz.

IV.  Objetivos
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V.

4.1. Objetivo General

Elaborar y caracterizar biopeliculas hechas con quitosano y adicionadas con

particulas de almidén.
4.2. Objetivos Especificos

Lograr la formacion de biopeliculas de quitosano adicionando diferentes
concentraciones de particulas de almidén.

Evaluar las propiedades opticas de las biopeliculas.

Determinar el espesor y solubilidad de las biopeliculas.

Determinar las propiedades mecanicas y texturales.

Evaluar la interaccion de los biopolimeros en las biopeliculas

Hipotesis
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El quitosano puede ser utilizado como material biopolimérico para elaborar
biopeliculas con propiedades modificadas por las particulas de almidon de maiz,
como una alternativa potencial de material de empaque en la industria

alimenticia.

VI. Materiales y Métodos
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6.1 Materiales

Las biopeliculas fueron elaboradas con Quitosano (= 75% desacetilado) de la marca
Sigma-Aldrich, Almidon de maiz (Sigma-Aldrich), Glicerol (J.T.Baker), Acido acético
glacial (Fermont).

6.2 Métodos
6.2.1 Obtencion de las particulas de almidon

Las particulas fueron sintetizadas a partir de dispersiones de almidén de maiz
gelatinizado (Vernon-Carter et al., 2015). Se realizaron dispersiones de almidon de
maiz al 5% (w/w) las cuales fueron sometidas a tratamiento térmico (ebullicién)
durante 20 min con agitacion suave. Posteriormente se realizd una centrifugacion a
2500 rpm durante 20 min, seguido de un proceso de decantacion del sobrenadante

que contiene las particulas de interés.
6.2.2 Elaboracion de biopeliculas

Las peliculas poliméricas fueron elaboradas por el método de “casting” descrito por
Ren (2017) con algunas modificaciones. Se homogenizé la solucion formadora de
pelicula con 98% de &cido acético al 1% y 1% de quitosano la cual se calent6 a 60
°C durante 1 h 15 min con agitacion constante, después se filtr6 dicha solucién, se
afadié 1% de glicerol y se agitd por 15 min. Posteriormente se vaciaron 15 mL de
solucion en cajas Petri donde se afiadieron concentraciones de 5% y 10% de

particulas de almidén, se colocaron en un horno de secado a 37°C por 24 horas.
6.2.3 Evaluacion del color

Se evalud empleando la metodologia descrita por Miramont (2012) con algunas
modificaciones, utilizando un colorimetro Konica Minolta (modelo Chroma Meter
CR-400, Sesing, Inc., Japan), con placa de calibracion numero 12633047 y
estandares de L=97.3, a=0.17, b= 1.9. Las muestras fueron colocadas sobre una
base color blanca estandar, el colorimetro previamente calibrado se coloco sobre la

biopelicula y se realiz6 un disparo registrandose los valores en escala Hunter L, a*,
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b*, donde L con valores de 0% = negro y 100% = blanco; +a> 0 = rojo, -a <0 = verde,
+b> 0 = amarillo, -b <0 = azul.

La diferencia de color (AE*) se calcul6 de la siguiente manera:
AE = (Aa? + Ab? + AL2)1/2
Donde:
AL= L*estandar —L*muestra  A@= @*estandar —@*muestra  Ab= b*estandar —0*muestra
6.2.4 Evaluacion de microscopia Optica

Las muestras fueron observadas en un microscopio 6ptico (Olympus. Inc., Rockville,
MD, USA) con una camara digital C3030 y analizadas con el software Pro-Plus

version 4.5
6.2.5 Determinacion del espesor

Se realizaron 3 mediciones siguiendo la metodologia descrita por Bourtoom (2008)
con algunas modificaciones. Utilizando un micrometro vernier digital Caliper en

diferentes partes de las biopeliculas de forma aleatoria.
6.2.6 Determinacion de la solubilidad

Los valores de solubilidad (S) se calcularon empleando la Metodologia descrita por
Gontard, (1992) con algunas modificaciones. Inicialmente, se almacenaron tres
rectangulos de 2x3 cm de cada pelicula en un desecador que contenia Silica gel
(~0% HR) durante 48 h. Las muestras se pesaron, con el fin de obtener el peso seco
inicial (Wi), y posteriormente se sumergieron en 50 mL de agua desionizada a 25°C
durante 24 h, bajo agitacion esporadica. Después este periodo, la solucion que
contenia las muestras se filtr6 y la materia insoluble se secé a 105°C durante 24 h.
Las muestras resultantes se pesaron para la determinacion del peso seco final (Wf).
Los analisis se llevaron a cabo por cuadruplicado, y la solubilidad en agua (%) de
las peliculas se calcul6 de acuerdo con la Ecuacion (1):

Wi — We

S W,

x 100,
(1)
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Donde Wi es el peso seco inicial de la muestra (g), y Wf es el peso seco final de la

muestra (Q).
6.2.7 Determinacion de las propiedades mecanicas y texturales

El esfuerzo de tension (ET) y el porcentaje de elongacion (% E) de las peliculas
fueron medidos siguiendo el método descrito por Bourtoom (2008) bajo el estandar
D 882-09 (ASTM, 2009) en un texturometro TA.XT plus. Las peliculas (previamente
acondicionadas a 25 + 2°C y 5% HR por 48 h), cortadas en tiras de 2x6 cm fueron

sometidas a tensién con separacion de 40 mm entre las mordazas.

6.2.8 Evaluacion del espectro de infrarrojo con transformada de Fourier

Los espectros ATR-FTIR de las peliculas obtenidas se midieron empleando la
metodologia descrita por Silva-Pereira (2015) con algunas modificaciones utilizando
un Espectrofotometro PerkinEImer con un accesorio ATR (Nicolet, EE. UU.) Para
investigar las interacciones del quitosano y las particulas de almidén en las
peliculas. La sonda de medicion toco directamente la superficie de las peliculas. Se
emple6 una resolucion espectral de 4 cm™ y se adquirieron 12 scans para cada

espectro en el rango de 4000-700 cm™.
6.2.9 Evaluacion de difraccion de rayos X

El patrén de difraccidon de rayos X de cristalinidad (XRD) de las peliculas se midio
empleando la metodologia descrita por Xu (2005) con algunas modificaciones
utilizando un difractémetro de rayos X Rigaku D/max-2500 (Rigaku Corporation,
Tokio, Japén) con radiacién de Cu-Ka (A= 1.542 A) a 40 kV y 250 mA. Los patrones
de difraccion de rayos X se registraron a temperatura ambiente en el rango 26 de
3-50 °C, a una velocidad de 2°C/ min. La cristalinidad de las peliculas se determiné
a partir de la relacion de las areas de los picos de difraccion al area de todo el patron

de difraccién después de restar los patrones de fondo amorfos.

6.2.10 Andlisis Estadistico

39



Los datos obtenidos en las determinaciones fueron sometidos a un analisis de
varianza unifactorial (ANOVA) y una prueba Tukey de comparacién de medias con
una significancia estadistica de p<0.05 con el software estadistico STATGRAPHICS

Centurion XVI.I.

VII. Resultados y Discusion
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7.1. Resultados de evaluacion del color

Los atributos de color son de primordial importancia debido a que influyen
directamente en el atractivo visual del producto y la aceptabilidad del consumidor
(Silva et al., 2015). Por tanto, para comprender mejor las propiedades opticas de las
biopeliculas, se analizaron los parametros de color L*, a*, b* y se determiné la
diferencia total de color (AE). La tabla 2 muestra los valores de estos parametros

opticos en las biopeliculas estudiadas.

Tabla 2. Propiedades épticas de las diferentes formulaciones de biopeliculas

Biopelicula L* a* b* AE*
0 % 85.45+0.58 a 1.02+0.03b -0.15+0.29 cd 19.39+059e
5% 86.01+0.60 a 0.96 £ 0.06 b 0.05+0.25¢c 19.89+0.65e
10 % 86.20+0.75a 1.08+0.08 b -0.58+0.29d 20.22+0.80¢e

Los valores son promedios + SD (n =3).
Las diferentes letras en la misma columna indican diferencia significativa (P < 0.05), de acuerdo con la prueba de Tukey.

Para la variable L, que es luminosidad, al llevar a cabo el analisis de varianza
ANOVA, mostré que la adicion de particulas de almidén no tuvo una diferencia
significativa (p<0.05) para las diferentes formulaciones de biopeliculas,
determinando que la concentracién en que se adicionaron las particulas de almidén
de maiz, no afecté este pardmetro. Como puede observarse en la Tabla 2 las
biopeliculas presentaron valores de alta luminosidad (85.45 a 86.20). Estos valores
son similares a los obtenidos por Silva et al., 2015 quien evaluo la interaccion de
extracto de Brassica oleraceae sobre peliculas de quitosano con almidon de maiz.
Con respecto a la coordenada cromética a*, la adicién de las particulas de almidén
no tuvo diferencia significativa (p<0.05), mostrando un comportamiento positivo
(0.96 a 1.08), que indica una coloracion con tendencia al rojo. Respecto a la
coordenada b*, los valores presentaron diferencia significativa (p<0.05) entre las
biopeliculas adicionadas con particulas de almidon lo que indica que la
concentracion de estas, tiene una influencia en las biopeliculas hacia el color azul o
amarillo. Los valores presentaron un comportamiento negativo (-0.15 a -0.58), para
las biopeliculas con 0% y 10 % de particulas de almidon que indica una coloracion
con tendencia al azul y un comportamiento positivo (0.05) para la biopelicula con
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5% de particulas de almidon que indica una coloracién con tendencia al amarillo;
todo lo anterior con base en la ubicacion en las coordenadas situadas en la esfera

de color (Figura 5).

Figura 5. Esfera de color. Konica Minolta Sensing Americas, Inc. Muestra las coordenadas de las
biopeliculas con particulas de almidén (&) 0%, (5% y ( <p10%.

La AE indica la diferencia de color total de la biopelicula con respecto a la placa de
calibracion estandar. Al realizar el analisis de varianza ANOVA, no hubo una
diferencia significativa (p<0.05) en las biopeliculas de quitosano adicionadas con 0
% (19.39+0.59), 5% (19.89 £ 0.65) y 10 % (20.22 + 0.80) de particulas de almidén,
lo que indica que la formulacién no tuvo un efecto en la AE entre las diferentes
biopeliculas. Las biopeliculas obtenidas en el presente estudio presentaron un color
translicido para aquellas con 0% de particulas de almidon mientras que las
biopeliculas adicionadas con las particulas de almidon presentaron mayor opacidad

como se muestra en la Figura 6.

Figura 6. Biopeliculas con particulas de almidén a) 0%, b) 5% y c) 10%.

7.2. Evaluacién de microscopia Optica
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Figura 7. Microscopia Optica de biopeliculas con particulas de almidén a) 0%, b) 5% y c) 10%.

La Figura 7 muestra las imagenes de las biopeliculas con una magnificacion de 40x.
En la biopelicula con 0% de particulas de almidén se puede observar una superficie
lisa y mas homogénea en comparacion con las biopeliculas adicionadas con las
particulas de almidon. En las biopeliculas adicionadas con particulas de almidon se
pueden observar irregularidades en la superficie de la biopelicula. Los puntos
negros e irregularidades que aparecen en la superficie de la biopelicula pueden
asignarse a la aglomeraciéon de las particulas de almidén, que estas tienden a
aglomerarse en la matriz polimérica (Silva et al., 2013). A medida que aumenta la
concentracion de particulas de almidon aumentan las irregularidades de las
peliculas. Ademas, no se observaron burbujas de aire y agujeros en las biopeliculas.
Lo anterior indica que la interaccion de las moléculas de quitosano y particulas de
almidon permiten la formacion de una matriz polimérica continua, estos resultados
concuerdan con los obtenidos por Silva et al., 2015 cuando se evalud la interaccion
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de extracto de Brassica oleraceae sobre peliculas de quitosano con almidon de

maiz.

7.3. Resultados de la determinacion de espesor y solubilidad

Tabla 3. Valores promedio de las variables de espesor y solubilidad de las diferentes formulaciones
de biopeliculas.

Particulas de almidon Espesor (mm) Solubilidad (%)
0 % 0.05+0.00 a 61.44+1.01b
5% 0.05x0.00a 60.33+£1.70b
10 % 0.05+0.00 a 56.17+0.70 ¢

Los valores son promedios + SD (n =3).
Las diferentes letras en la misma columna indican diferencia significativa (P < 0.05), de acuerdo con la prueba de Tukey.

Las biopeliculas resultantes de la solucién formadora de pelicula de quitosano con
glicerol como plastificante resultaron ser lisas y delgadas, con superficies
homogéneas, exhibiendo una coloracion transparente (Figura 6a). Por otra parte,
en las biopeliculas que se adicionaron 5% y 10% de particulas de almidén se
observé una coloracién opaca con tono blanco (Figura 6b y 6c), asi como una
textura rugosa esto debido a la presencia de particulas de almidén de maiz. Las
particulas de almidén de maiz fueron adicionadas 2 dias después de su sintesis. De
acuerdo con Vernon et al., 2015 la solucion de particulas de almidon obtenidas por
centrifugacion después de 7 dias de su sintesis desarrolla una apariencia turbia
lechosa, el andlisis de microscopia Optica y confocal que presentaron estos autores
indica que las particulas tienen una morfologia cristalina en forma de aguja que se

aglomeran alrededor de estructuras lamelares.

En la Tabla 3, se muestran los valores promedio de las variables de espesor y
solubilidad de las biopeliculas adicionadas con particulas de almidon a 0%, 5% vy
10% respectivamente, al llevar a cabo un andlisis de varianza ANOVA. Los
resultados de ANOVA (p<0.05) indicaron que el porcentaje de particulas de almidén
adicionadas en las biopeliculas no tuvo un efecto significativo sobre el espesor de
las mismas. Es decir que a pesar de que las particulas provocan la formacién de

irregularidades en las biopeliculas, estas no afectan en el espesor de las mismas.
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La solubilidad es una propiedad fisica relacionada con la capacidad de las
biopeliculas para disolverse en el agua, por lo que cuando se ingiere puede digerirse
adecuadamente o, si se vierte al medio ambiente, se puede descomponer de forma
natural (Arham et al., 2016). Por lo que la solubilidad deseada de una biopelicula
dependera de su aplicacion o intencion de uso. En este estudio, todas las peliculas
demostraron ser solubles, la matriz de las biopeliculas es hidrofilica lo que hace que
la biopelicula se disuelva facilmente en agua, por lo que estas biopeliculas no
podrian aplicarse en alimentos con alto contenido de humedad. Sin embargo, la
solubilidad alta y su biocompatibilidad las hacen candidatas a funcionar como
recubrimientos comestibles de alimentos de baja humedad, vehiculos de
compuestos bioactivos, por ejemplo en recubrimientos con antioxidantes o
antimicrobianos en donde es deseable que éstos difundan facilmente del
recubrimiento al alimento, peliculas o particulas con bioactivos en donde éstos
deben liberarse una vez disuelta la particula o pelicula (vehiculos de farmacos,
probiédticos, etc), entre otras aplicaciones.

En la Tabla 3, se muestran los valores promedio de la variable solubilidad de las
biopeliculas adicionadas con particulas de almidén a 0%, 5% y 10%. El intervalo de
los valores de porcentajes de esta propiedad se encontrd de 56.17 a 61.44%.

Valores de solubilidad similares (40.9-64.2) fueron reportados por Pitak y Rakshit
(2011) en biopeliculas compuestas a base de quitosano y almidén de platano. Los
resultados del ANOVA obtenidos, indicaron que la adicion de las particulas de
almidon de maiz tuvo un efecto significativo (p<0.05) en la solubilidad de las

biopeliculas adicionadas con 10% de particulas de almidon.

Lo anterior puede deberse a que el porcentaje de particulas de almidon afiadidas
contienen mayor cantidad de amilosa la cual es insoluble en el agua, como
resultado, las particulas de almidon de maiz disminuyeron la solubilidad de las
peliculas. Cabe mencionar que a pesar de que las biopeliculas con 10% de
particulas de almidén, presentaron menor solubilidad que las demas, su porcentaje
de solubilidad 56.17% esta dentro de los valores considerados de alta solubilidad
(Andrade et al., 2012).
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7.4. Resultados de las propiedades mecanicas y texturales
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Figura 8. Gréfica de esfuerzo-deformacion de las biopeliculas de quitosano adicionadas con
particulas de almidén.

Una pelicula biodegradable debe resistir el estrés normal que se encuentra durante
su aplicacién y manipulacion de los alimentos para mantener su integridad asi como
sus propiedades de barrera. La resistencia a la traccion es el esfuerzo de tracciéon
maximo sostenido por la muestra durante la prueba de tension. Si se produce una
tension de traccion maxima en el punto de fluencia o en el punto de rotura, se
designa resistencia a la traccion en la fluencia o en la rotura, respectivamente
(ASTM, 1991). Generalmente se requiere una alta resistencia a la traccion, pero los
valores de deformacién deben ajustarse de acuerdo con la aplicacién prevista de

las biopeliculas (Gontard et al., 1992).

En el estudio de textura se analiz6 la curva esfuerzo-deformacion de las biopeliculas

de quitosano adicionadas con particulas de almidon. En la Figura 8 se puede
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observar el comportamiento de la deformacion, la adicion de las particulas de

almidon disminuye la resistencia a la traccion en las biopeliculas desde 5 MPa hasta

4.3 MPa, esto debido a formacién de enlaces de hidrégeno intermoleculares entre

el quitosano y las particulas de almidon (Mathew et al. 2006). Esto concuerda con

los resultados obtenidos por Mathew et al. (2006), los valores de resistencia a la

traccion de las peliculas de almidon de papa-quitosano disminuyeron desde 37.5

MPa hasta 23 MPa, debido a la formacién de enlaces de hidrégeno entre el

quitosano y el almidon. Todas las biopeliculas mostraron un esfuerzo de fractura a

partir del 60% de deformacion de las mismas.

7.5. Resultados del espectro de infrarrojo con transformada de Fourier
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Figura 9. Espectros FT-IR de las biopeliculas de quitosano adicionadas con particulas de almidén.

La espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier es una herramienta de

mucha utilidad para detectar la interaccion en mezclas poliméricas, por lo que en
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este trabajo, empleamos FT-IR para examinar las posibles interacciones entre los
componentes de la biopelicula, asi como el tipo de interacciones (Silva et al., 2013).
La Figura 9 muestra los espectros FT-IR obtenidos de muestras de biopeliculas
adicionadas con particulas de almidén a 0%, 5% y 10%. Los espectros de las
biopeliculas son similares, muestran una banda de tensién tipica de una amida |
(C=0) a 1637 cml, mientras que a 1559 cm™ hay una banda de flexién de una
amida Il (C-N), estas bandas de absorcion corresponden a la matriz polimérica en
las biopeliculas, que son caracteristicas de la solucidén de quitosano (Silva-Pereira
et al., 2015). Es posible observar para todas las biopeliculas el pico de la regién
3500-3000 cm™ que corresponde al enlace OH- del agua presente en las
biopeliculas, dicho pico disminuye su absorbancia con el aumento de la
concentracion de las particulas de almiddn, esto puede deberse a que las particulas
de almiddn interactian con el agua disminuyendo los enlaces de hidrégeno. En el
pico de la region 2980-2860 cm™ se encontr6 el estiramiento C-H vy las

caracteristicas de los picos de polisacéaridos en la regién alrededor de 1000 cm™.

7.6. Resultados de difraccion de rayos X
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50

Intensidad (u.a.)

Angulo de difraccion, 26 (grados)

Figura 10. Patrones de difraccion de rayos X de las biopeliculas de quitosano adicionadas con
de particulas de almidén.

Las estructuras atémicas ordenadas, estan presentes en una gran variedad de
materiales y éstas pueden apreciarse mediante patrones de difraccibn que se
presentan mediante la interaccién de ciertas longitudes de onda, como los rayos X.
Cuando una muestra es difractada, un difractor de rayos X transforma esa sefal en
intensidades que van en funcion del angulo Bragg “26” (Lavorgna et al., 2010). Los
patrones de difraccion de rayos X de las biopeliculas de quitosano adicionadas con
0 %, 5 % y 10 % de particulas de almidén se muestran en la Fig. 10. Los picos
caracteristicos de la biopelicula de quitosano adicionadas con 0 % de particulas de
almidén se muestran alrededor de 26= 99, 11°, 18°y 22°, estos angulos coinciden
con lo reportado por Giannaakas et al., 2014 y Lavorgna et al., 2010. Los picos con
una intensidad alta indican una estructura de cristalito hidratado debido a la
integracion de moléculas de agua en la red cristalina. El pico a 18° se atribuye a la
red cristalina regular de quitosano (Kittur et al., 2003), lo anterior parece indicar que

la adicion de las particulas de almidén disminuye la intensidad de dicho pico de
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absorcion debido a la interaccion de las particulas con la matriz polimérica de
quitosano, esta tendencia se aprecia con el aumento de concentracion de particulas
de almidén. Estudios previos realizados por Xu et al. 2005 y Liu et al. 2013
demostraron que el enlace de hidrogeno intermolecular entre quitosano y el almidén
limita los movimientos del segmento de la cadena molecular y restringe el proceso
de cristalizacion en la matriz polimérica. En el resto de los picos se aprecia un

comportamiento similar.

VIll. Conclusiones
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La adicion de particulas de almidon de maiz en las biopeliculas provoca diferencias
significativas en la coordenada b* teniendo una influencia hacia el color azul o

amarillo de las biopeliculas.

Las peliculas obtenidas fueron translicidas y maleables, esto es un aspecto
benéfico para su aplicacion en alimentos, porque pueden ser utilizadas en alimentos
como frutas o vegetales, en los que mostrar la “frescura de su apariencia”, el color
o brillo, es importante para conocer las condiciones de consumo en que se

encuentra el producto.

La adicion de particulas de almidon de maiz provoco irregularidades en las
biopeliculas debido a la aglomeracion de las mismas. Al aumentar la concentracion
de particulas aumentaron las irregularidades, sin embargo, esto no tuvo un efecto
significativo en el espesor de las biopelicula, estas fueron delgadas y homogéneas

de 0.05 mm de espesor.

La adicién de particulas de almidén de maiz tuvo un efecto significativo en la
solubilidad de las biopeliculas, los valores obtenidos fueron mayores al 56%. Esto
indica relativa facilidad de degradacion de las biopeliculas y posibles aplicaciones

en alimentos de baja humedad y en vehiculos de compuestos bioactivos.

Las propiedades fisicas y mecanicas de las biopeliculas obtenidas fueron
aceptables comparadas con las reportadas en estudios donde usaron quitosano y

almidon de maiz.

La adicién de particulas de almidén disminuye la resistencia a la traccion de las
biopeliculas. Es decir, la adicion de las particulas de almidén hace que las

biopeliculas se estiren menos y se rompan con menor fuerza aplicada.
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IX.

Perspectivas
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Es conveniente realizar el analisis de permeabilidad al vapor de agua para observar
el grado de permeabilidad en las biopeliculas frente al vapor de agua y otro tipo de

gases.

Realizar un estudio de biodegradabilidad de las biopeliculas para conocer su tiempo

de degradacion.

Probar la adicion de particulas de almidon waxy sobre las biopeliculas de quitosano,

ya que presenta caracteristicas que podrian tener un efecto positivo.
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