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RESUMEN

Se realizé6 una modificacion fisica (autoclaveado) y cinco
modificaciones quimicas (lintnerizacion, entrecruzamiento,
acetilacién, hidroxipropilacién y oxidacion) al almidén nativo
de avena. Los almidones se mezclaron con quitosano (Q) y
plastificante (glicerol) para elaborar peliculas. Las soluciones
formadoras de pelicula (SFP) se caracterizaron reolégicamen-
te. En las peliculas se evaluaron las propiedades fisicas (color,
grosor, humedad y solubilidad), la permeabilidad al vapor de
aguay al oxigeno (10 y 25 °C) y las propiedades mecanicas.
Se evalué la actividad antibacteriana frente a Eschericia coli,
Staphylococcus aureus y Listeria monocytogenes mediante
el método de difusién en agar. La funcionalidad de las
peliculas como envase de carne picada de cerdo se evalud
mediante el recuento de coliformes fecales y aerobios totales
durante 21 dias a 4°C. Todas las SFP presentaron comporta-
miento pseudopléstico. La adicion de Q aumenté la tension
a la fractura (TF) y disminuyd el porcentaje de elongacién (%
E) en todas las peliculas; siendo la formulacién Oxidado-Q
la que presentd el mayor incremento (= 200 %) en TF y la
menor disminucién (38 %) en %E. Todas formulaciones con
Q presentaron actividad antibacterial, la cual fue mayor en
la pelicula Oxidado-Q y disminuyd con el tiempo de eva-
luacion. En general, los resultados indicaron que la pelicula
Oxidado-Q puede representar una formulacién conveniente
como envase antibacteriano con adecuadas propiedades
fisicas, mecanicas y de barrera.
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ABSTRACT

One physical modification (autoclaving) and five chemical
modifications  (lintnerization, crosslinking, acetylation,
hydroxypropylation, and oxidation) were performed on the
native oat starch. The starches were mixed with chitosan
(Ch) and plasticizer (glycerol) to make films. The film-forming
solutions (FFS) were characterized rheologically and evalu-
ated for physical properties (color, thickness, humidity and
solubility), water vapor and oxygen permeability (10 and 25
°C), and mechanical properties. Antibacterial activity was
evaluated against Escherichia coli, Staphylococcus aureus
and Listeria monocytogenes by the agar diffusion. The
functionality of the films as packaging in ground pork was
evaluated by counting fecal coliforms and total aerobes for
21 days at 4°C. All the FFS presented a pseudoplastic-type
behavior. The addition of Ch increased the stress at fracture
(TF) and decreased the percentage elongation (% E) in all the
films; being the Oxidized-Ch formulation the one that pre-
sented the greatest increase (= 200 %) in TF and the smallest
decrease (38 %) in % E. All formulations with Ch presented
antibacterial activity, which was higher in the Oxidized-Ch
film and decreased with the evaluation time. The results
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generally indicated that the Oxidized-Ch film may represent
a suitable formulation as antibacterial packaging with ade-
quate physical, mechanical, and barrier properties.
Keywords: Degradable films, autoclaving, lintnerization,
antibacterial property, water vapor permeability, solubility.

INTRODUCCION

El uso de peliculas biodegradables como envases para con-
servar la calidad de los alimentos ha aumentado de manera
considerable en los ultimos afos. Estas peliculas se elaboran
a partir de biopolimeros renovables y naturales con el obje-
tivo de reducir los problemas de contaminacién ambiental
causados por el uso excesivo de envases sintéticos no bio-
degradables (Mali et al., 2006; Biduski et al., 2017). El almidén
es un biopolimero que ha sido ampliamente utilizado para
elaborar peliculas biodegradables, obteniéndose comercial-
mente de diversas fuentes botanicas como la papa (Wu et al.,
2009), maiz (Cheng et al., 2010) y trigo (Delville et al., 2003).
Sin embargo, el almidén de algunos cereales como la avena
ha sido muy poco estudiado en la elaboracién de peliculas
biodegradables, a pesar de que se ha reportado que forma
peliculas con propiedades mecénicas y de barrera similares a
las que se obtienen de las fuentes comerciales (Galdeano et
al., 2014; Zamudio-Flores et al., 2015). Generalmente se con-
sidera que las peliculas de almidén nativo presentan algunas
desventajas en comparacién con los materiales plasticos
sintéticos comunes, las cuales son atribuidas principalmente
a su caracter hidrofilico y a su tendencia a la retrogradacion
(Mali et al., 2005; Hernandez-lzquierdo y Krochta, 2008). Para
reducir estas desventajas y diversificar sus aplicaciones, el
almidon ha sido modificado quimicamente (Zamudio-Flores
et al., 2010; Pérez-Gallardo et al., 2012), ademas de que ha
sido mezclado con otros biopolimeros, como el quitosano
(Shen et al., 2010; Lopez et al., 2014). Actualmente existen
diversos reportes sobre peliculas de almidones modificados
mezclados con quitosano, un biopolimero policatiénico, que
ademas de formar peliculas biodegradables, presenta pro-
piedades antimicrobianas (Ruiz-Navajas et al., 2013; Lopez et
al., 2014).

Por otra parte, la modificacion quimica del almidén
nativo reduce su caracter hidrofilico (Arijaje et al., 2014; Osun-
dahunsi et al., 2014) e incrementa las propiedades mecdanicas
y de barrera de sus peliculas (Lopez et al., 2008; Zamudio-
Flores et al., 2010), asi como también otorga diversas fun-
cionalidades a las peliculas elaboradas con este polisacarido
(Lopez et al., 2010; Lago-Vanzela et al., 2013; Zamudio-Flores
y Bello-Pérez, 2013). Debido a que el almidén quimicamente
esta conformado por unidades de anhidroglucosa, las cuales
presentan grupos hidroxilo (OHY) en las posiciones del C-2,
C-3 y C-6, la modificacién quimica del almidén se logra con
la sustitucién de estos OH por grupos éster (acetilacion), éter
(hidroxipropilacién) y carboxilo (oxidacion), asi como por el
entrecruzamiento por grupos que estabilizan las estructuras
de cadenas adyacentes (Rutenberg y Solarek, 1984; Wurz-
burg, 1986; Lopez et al., 2008).

Comparado con otros almidones, el almidén de avena
(60 % del peso del grano) destaca por presentar un conte-
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nido superior en lipidos (1-3 %), lo que puede conducir a
incrementar el caracter hidrofébico de sus peliculas, redu-
ciendo asi su permeabilidad al vapor de agua, una de las mas
grandes desventaja en este tipo de materiales (Galdeano
et al., 2014). Aunque ya se han reportado algunos estudios
sobre peliculas de almiddn de avena, al momento no existen
investigaciones sobre almidones modificados por tratamien-
tos fisicos y quimicos a partir de esta fuente y de sus mezclas
con quitosano, ni tampoco del efecto antibacterial en estas
peliculas biodegradables. Por tal razén, en este estudio se
realizé una modificacion fisica (autoclaveado) y cinco modifi-
caciones quimicas (lintnerizacion, entrecruzamiento, acetila-
cién, hidroxipropilacién y oxidaciéon) a un almidén nativo de
avena con dos objetivos:

1) Preparar peliculas con los almidones modificados y
evaluar el efecto de las modificaciones y la inclusion de qui-
tosano sobre sus propiedades fisicas, mecénicas y de barrera,
y 2) Determinar por medio de difusion en placa el efecto de
la adicion de quitosano sobre las propiedades antibacteriales
de las peliculas.

MATERIALES Y METODOS

Materiales

Se utilizaron 5 kg de avena (Avena sativa L.) descascarillada,
procedentes de Canadd, obtenidos de la compaiia Avenas
del Norte S.A. de C.V. (Cuauhtémoc, Chihuahua, México). El
quitosano (% de desacetilacion = 75 - 85 %; peso molecular
=medio (250 kDa); viscosidad = 200 cps) y todos los reactivos
quimicos utilizados fueron de grado analitico, adquiridos en
Sigma-Aldrich, Co. (Toluca, Estado de México, México).

Aislamiento del almidén y modificacién fisica por auto-
claveado

El almiddn se aislé de acuerdo con la metodologia reportada
por Zamudio-Flores y Bello-Pérez (2013). La modificacion
fisica se realizé siguiendo el protocolo reportado por Berry
(1986). Para lo cual se preparé una dispersion con 60 gy 210
mL de agua. Posteriormente, esta dispersién se autoclaved
(121 °C, 103 kPa) durante 1 h, luego se dejé enfriar a tempe-
ratura ambiente (20 £ 5 °C) y se almacend a 4 °C por 24 h. Este
proceso se repitié tres veces. Finalmente se liofilizo, se molié
en un mortero y se tamizo (tamiz estandar de 70 pm, US 200)
para homogeneizar el tamafo de las particulas. Este proceso
de molienda y tamizado se realizé después del secado en
todas las modificaciones.

Lintnerizacion

La lintnerizacion o también llamada como hidrdlisis acida
se realizé mediante la metodologia reportado por Shin et al.
(2003). Para lo cual, se pesaron 500 g de almidén de avena 'y
se mezclaron con 400 mL de acido clorhidrico (HCl) 1 N a 35
°C bajo agitacion constante (50 rpm) por 6 h. Posteriormente
se adicionaron 400 mL de hidréxido de sodio (NaOH) 1 N a
pH 6.0. Los sélidos del almidén se lavaron 6 veces, utilizando
1500 mL de agua destilada en cada lavado. Finalmente, la
mezcla se secd en una estufa de convecciéon (VWR, Scientific
Products, modelo 1370GM-2, Cornellius, Oregon, USA) a 45
°Cdurante 24 h.
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Entrecruzamiento

Para el entrecruzamiento se utilizé el método reportado por
Seib y Woo (1999). Para lo cual, 50 g de muestra se mezclaron
con 70 mL de agua destilada, 5.6 g de tripolifosfato de sodio,
10 g de sulfato de sodio y 11 g de trimetafosfato de sodio. El
pH de la mezcla se ajusté a 11.5 con la adicion de NaOH 1 N.
Posteriormente, la dispersién se agité constantemente y se
calenté a 45 °C por 3 h. Después de este tiempo, el pH de la
dispersién se ajusté a 6.5 con HCl 1 N y se realizd un lavado,
dejando un tiempo de 5 h de reposo. La suspensién se secé
en una estufa a 45 °C durante 8 h, para obtener el almiddn
modificado.

Oxidacion

El almiddn nativo de avena se oxidé con hipoclorito de sodio
(NaOCl) a una concentracion de 0.5 % de cloro activo siguien-
do la metodologia reportada por Wang y Wang (2002). Se
mezclaron 200 g de almidén (base seca) en 371 g de agua
destilada. Esta dispersién se conservé a una temperatura de
35°Cy el pH se ajusté a 9.5 con NaOH 2 N. Se afiadieron, gota
a gota, 100 mL de NaOCl al 0.5 % de cloro activo, conservan-
do el pH a 9.5 con H,SO, 1 N. Después de agregar el NaOCl,
el pH se ajusté a 9.5 con NaOH 2 N por 50 min. Al termino de
este tiempo, el pH de la mezcla se neutralizé (pH = 7.0) con
acido sulfurico (H,SO,) TN, se filtr6 al vacio y se lavo con agua
millipore para enseguida secarla a 40 °C por 48 h.

Determinacion de grupos carbonilo
Los grupos carbonilo (C=0) se determinaron utilizando la
metodologia reportada por Smith (1967). Se realizd6 una
suspensién de 4 g de almiddn (nativo y oxidado) en 100 mL
de agua destilada. La muestra se gelatinizdé en un bafio de
agua hirviendo por 20 min, después se enfrio a 40 °C. El pH se
ajusté a 3.2 con HCI 0.1 Ny se agregaron 15 mL de clorhidrato
de hidroxilamina (NH,OH). Posteriormente la dispersion se
dejé a 40 °C en un bafno de agua con agitacion lenta por 4 h.
El excedente de hidroxilamina se titulé a pH 3.2 con HCI 0.1N.
El contenido de grupos carbonilo se calculé con la
siguiente formula:

[(Blanco - Muestra)mL x N 4cido x 0.028 x 100]

Peso muestra (base seca) en g

% Carbonilos =

Determinacion de grupos carboxilo
El contenido de grupos carboxilo (COOH) del almidén oxi-
dado se determiné con el procedimiento modificado por
Chattopadhyay et al. (1997). Se mezclaron 2 g de almidén
(nativo y oxidado) con 25 mL de HCI 0.1 N, se agit6 ocasional-
mente por 30 min. La dispersion se filtré al vacio y se lavé con
400 mL de agua destilada. La pasta obtenida se mezclé con
300 mL de agua destilada; la nueva dispersién se gelatinizé
en agua hirviendo por 15 min con agitacién constante. Trans-
currido el tiempo, se agregaron 150 mL de agua destilada a
temperatura ambiente (25 + 3 °C), se disminuyd la tempera-
turaa 35 +4°C, vy se titulé a pH 8.3 con NaOH 0.01 N.

Para calcular el porcentaje carboxilo se determinaron los
miliequivalentes de acidez con la siguiente formula:

[(Muestra-Blanco) mL x N NaOH x 0.028 x IOO]

Peso muestra (base seca) en g

Miliequivalentes de acidez _
100 g de almidon

3 [(miliequivalentes de acidez) X 04045]
100 g de almidon

% Carboxilos

Donde 0.028 son los miliequivalentes del grupo car-
bonilo, N NaOH es la normalidad del NaOH y 0.045 son los
miliequivalentes del grupo carboxilo.

Acetilacion

Se empled la metodologia propuesta por Wurzburg (1986),
para la cual se obtuvo una dispersion con 162 g de almidén
nativo y 220 mL de agua destilada con agitacién constante
durante toda la modificacion. El pH se ajusté a 8.0 con
NaOH 0.75 N y se adiciond gota a gota de anhidrido acético
[(CH,CO),0] 0.1 M; simultaneamente se adicioné NaOH 0.75
N para mantener el pH entre 8.0 y 8.4. Al terminar de agregar
el (CH,CO).0, el pH se ajustd a 4.5 con HCI 0.5 N. La solucién
se centrifugé durante 15 min a 755 x g, decantando el sobre-
nadante para generar una nueva suspension en agua desti-
lada y nuevamente centrifugar. Este procedimiento se repitié
tres veces mas. El almidén obtenido se secé en una estufa
convectiva a 45 °C por 24 h. Finalmente, se moli6, tamizé y
almacend hasta su posterior empleo.

Determinacion de porcentaje de grupos acetilo
Para esta determinacién se utilizé el método reportado por
Wurzburg (1986). Se pesaron 5 g en base seca de almidén
(nativo y modificado) y se transfirieron a un matraz Erlen-
meyer de 250 mL. Se adicionaron 50 mL de agua destilada y
se neutralizé con NaOH 0.1 N utilizando fenolftaleina como
indicador. Se afadieron 25 mL de NaOH 0.45 N y la suspen-
sion se mezcld vigorosamente con un agitador magnético
por 30 min. La muestra saponificada se titulé con HCl 0.2 N
empleado fenolftaleina como indicador.

El porcentaje de grupos acetilo es la cantidad en peso de
grupos acetil en el almidén en base seca, y se calculé con la
siguiente férmula:

) [(Blanco -Muestra) mL x Nécido x 0.043 x 100]
% Acetilos =

Peso muestra (base seca) en g

Donde N 4cido representa la normalidad del acido y
0.043 son los miliequivalentes del grupo acetilo.

Determinacién del grado de sustitucion

Para la determinacion del grado de sustitucion se empleé el
método reportado por Wurzburg (1986). En donde el grado
de sustitucion es representado por el nimero promedio de
grupos hidroxilos (OH) que son reemplazados por unidad
de anhidroglucosa y se calculé de acuerdo con la siguiente
ecuacion:

162 x % Acetilos
4300 - (42 x % Acetilos)

Grado de sustitucion (GS) =

Donde 162 es el peso molecular de la unidad de anhi-
droglucosa, 4300 es el producto del peso molecular del gru-
po acetil por 100, 42 es el peso molecular del grupo acetil - 1.
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Elaboracién de las peliculas de almidén adicionadas con
quitosano

La elaboracion de las peliculas de almiddn nativo, almidones
modificados y de sus mezclas con quitosano se realizé con
la metodologia reportada por Zamudio-Flores et al. (2010)
con ligeras modificaciones. Para la pelicula de quitosano (Q)
se prepard una solucién formadora de pelicula (SFP) de este
biopolimero al 3 % (p/p). En el caso de las formulaciones a
base de almidéon nativo o modificados (Almidon nativo,
Autoclaveado, Lintnerizado, Entrecruzado, Acetilado, Hidro-
xipropilado y Oxidado) se prepararon SFP de cada almidén
(4 %, p/p) por separado. Finalmente, para las peliculas a base
de almiddén con quitosano (Almidén nativo-Q, Autoclave-Q,
Lintnerizado-Q, Entrecruzado-Q, Acetilado-Q, Hidroxipropila-
do-Q y Oxidado-Q), se mezclaron 250 g de SFP de quitosano
(3 %, p/p) y 250 g de SFP de almidén nativo o modificado (4
%, p/p) para formar lotes de 500 g totales de SFP. En todas las
formulaciones se incluyé glicerol como plastificante al 2 %
(p/p, en base a la masa total de la SFP).

Determinacion de viscosidad de las soluciones formado-
ras de peliculas (SFP)

Para determinar la viscosidad aparente de las SFP se reali-
zaron curvas de flujo utilizando un reémetro AR1500ex (TA
Instruments, New Castle, DE, EUA) con la geometria de placas
paralelas, equipado con un sistema Peltier a una temperatura
controlada de 30 °C. La muestra de SFP (1.5 mL) se deposito
entre las placas con un gap de 500 um. La viscosidad se
determiné en funcién del aumento en la velocidad de defor-
macion de 0.452 a 600 s™. Las curvas se ajustaron utilizando
el modelo reolégico de Ostwald-de Wael también nombrado
como Ley de Potencia: T = ky"; donde: T = Esfuerzo cortante
(Pa), y =Velocidad de corte 6 deformacion (s ™), k = Coeficien-
te de consistencia (Pa.s"), n = indice de comportamiento de
flujo (adimensional) (Steffe, 1996).

Propiedades fisicas de las peliculas

Determinacién del color

El color tri-estimulo de las peliculas se evalué con un colori-
metro Minolta CR-300 (Minolta, Osaka, Japén). Las lecturas
se registraron en el espacio de color de acuerdo con la
escala CIELAB (L*, a*, b*). Las lecturas se tomaron en cinco
puntos aleatorios de la superficie de las peliculas utilizando
como fondo el estandar blanco que se usé en la calibracion
del equipo. Ademas, se midié el cambio de color (AE) de las
peliculas de acuerdo con la siguiente ecuacion:

AE = (Aa% + Ab? + AL2)'2

Donde Aa = a* estandar - a* muestra , Ab = b* estandar - b*
muestray AL =L* estandar - L* muestra.

Determinacion de humedad, solubilidad y grosor de las
peliculas

El contenido de humedad se determind de acuerdo a la
metodologia reportada por Zamudio-Flores et al. (2015). Las
peliculas se acondicionaron durante 24 h a una humedad
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relativa (HR) de 52 % con una solucién salina de NaBr. Se
secaron muestras de 0.5 g de cada pelicula en una estufa
convectiva (VWR, Scientific Products, modelo 1370GM-2,
Cornellius, Oregon, USA) a 106 °C durante 2 h. El contenido
de humedad se reporté como la media aritmética de diez
repeticiones para cada formulacién de pelicula. La solubili-
dad de las peliculas se realiz6 a 25 y a 80 °C, de acuerdo a
la metodologia reportada por Zamudio-Flores et al. (2015).
Para lo cual, se cortaron piezas de peliculas (2 x 3 cm), se
pesaron y colocaron en vasos de precipitados de 150 mL y
se adicionaron 80 mL de agua desionizada. Las muestras se
conservaron bajo agitaciéon constante (250 rpm) en una placa
de calentamiento y agitaciéon controlada (Corning, Modelo
PC-620D, EUA) a 25 °C 0 a 80 °C durante 1 h, posteriormente,
las muestras se deshidrataron a 60 °C. El porcentaje de ma-
teria soluble [Solubilidad (%)] se determiné de la siguiente
manera: Solubilidad (%) = [Pesos inicial de la muestra — Peso
de la muestra seca)/Peso inicial de la muestra] x 100. El
grosor de las peliculas se midié utilizando un micrémetro
digital manual (Mitutoyo Corporation, Modelo IP 65 Coolant
Proof, Kobe, Japon) considerando al menos 10 posiciones
aleatorias sobre la superficie de la pelicula de acuerdo con la
metodologia reportada por Zamudio-Flores et al. (2006).

Determinacion de las propiedades barrera
Permeabilidad al vapor de agua (PVA)

La determinacién de PVA se realizé mediante la metodologia
gravimétrica estandar ASTM-E96-80 (2016). Las peliculas se
cortaron en circulos de 9 cm de didametro, se acondicionaron
en un desecador con una solucién de NaBr a una HR de 52 %.
Las peliculas se sujetaron en la parte superior de las celdas de
prueba, las cuales contenian silica gel para generar una HR =
0 %. Cada celda se colocé dentro de un desecador con una
HR de 60 % generada por una solucion saturada de NaCl. El
cambio en el peso de las celdas se registré cada hora durante
7 h. La pendiente de la variaciéon en peso contra el tiempo
(después de alcanzar el estado estacionario) se determiné
por regresion lineal y se utilizo para calcular la velocidad de
transmision de vapor de agua a través de las peliculas. Las
pruebas se realizaron por cuadruplicado a una temperatura
de 25 °C para cada formulacion de pelicula. El grosor prome-
dio y el drea de contacto de las peliculas se utilizaron para el
calculo de la permeancia y la permeabilidad.

Permeabilidad al oxigeno (PO)

La PO se realiz6 de acuerdo al método estdandar ASTM-
D3985-05 (2010). La velocidad de PO se determind con un
sistema Ox-Tran 1/50 (Mocon, Minneapolis, MN, EUA) a la
temperatura de 10y 25 °C. Un lado de la pelicula se expuso a
un flujo de nitrégeno puro y el otro a un flujo de oxigeno. Las
pruebas se realizaron en modo continuo a 55 + 3 % de HR,
dependiendo de la temperatura. La PO se determiné como
el cociente de la velocidad de transmisiéon de oxigeno y el
gradiente de presion parcial entre los dos lados de la pelicula,
multiplicado por el grosor promedio de la pelicula. Las prue-
bas se efectuaron por triplicado para cada pelicula.
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Propiedades mecanicas

Las propiedades mecanicas TF (tension a la fractura),
ME (mddulo de elasticidad) y %E (porcentaje de elongacién)
se determinaron conforme a la norma estandar ASTM-882-
95a (1995), con un analizador de textura universal TAXTPlus
(Stable Micro Systems, Surrey, UK) equipado con un par de
mordazas (Texture Technologies, Co., UK.) con una velocidad
de tension de 24 mm min™. La TF es la fuerza que una pelicu-
la puede soportar al aplicar la tensién de traccion antes de
que la estructura de la pelicula se rompa, y se calculé como
el cociente de la fuerza maxima entre el area de secciéon
transversal (determinada como el producto del grosor por
el ancho de la pelicula). El %E se determiné como el cambio
en porcentaje de la longitud inicial de la pelicula entre las
mordazas. La TF y el %E se determinaron en rectdngulos de
peliculas de 6 x 1 cm. Las peliculas se acondicionaron pre-
viamente a una HR de 55 + 2 % en un desecador con una
solucién saturada de NaBr. El ME se determiné mediante la
pendiente obtenida del comportamiento lineal de la curva
del esfuerzo en funcion de la deformacion. Se efectuaron 10
réplicas para cada formulacion de las peliculas.

Evaluacién de la actividad antibacterial

La actividad antibacterial de las peliculas se evalué con dos
metodologias: a) La primera por difusion en agar como lo
reportaron Rojas-Grali et al. (2006), utilizando las bacterias
de Listeria monocytogenes (ATCC15313), Staphylococcus
aureus (ATCC6538) y Escherichia coli (ATCC8739), obtenidas
de cepas proporcionadas por el Centro de Investigacion en
Alimentacién y Desarrollo (CIAD), A.C., (Ciudad Cuauhtémoc,
Chihuahua, México). Las bacterias crecieron en caldo tripti-
caseina enriquecido con 0.6 % (p/v) de extracto de levadura
bajo agitaciéon continua durante 24 h. Se inocularon tres mL
de este caldo en 150 mL de caldo fresco y se mantuvo en agi-
tacién constante por 1 h a 25 °C. Se colocaron 25 mL del agar
soya tripticaseina en cajas de Petri, una vez que solidificé se
transfirid una alicuota (0.05 mL) del cultivo. Se recortaron
circulos de pelicula con 3 mm didmetro y se depositaron
sobre el agar. Las muestras se incubaron a 35 °C durante 48
h. El efecto antibacterial de la pelicula se determiné tomando
mediciones en la formacién de halos de inhibicién alrededor
de la pelicula. b) La segunda metodologia fue la reportada
por Bonilla et al. (2013). Se utiliz6 carne molida de puerco
moldeada en cubos de 5 cm? (= 5.5 g), cada cubo de carne se
cubrié con una pelicula y se colocé en una caja Petri a 4 °C,
con HR de 55 % durante 24 h. Se tomaron 10 g de cada mues-
tra y se homogeneizaron en una batidora modelo Robot
180 (Taurus Espaia, S.A. de C.V.) con 90 mL de una solucién
amortiguadora de peptona (SAP) esterilizada por 2 min, a
partir de la cual se realizaron diluciones. Se determinaron los
recuentos de microorganismos totales viables y coliformes
fecalesalos 2,7, 14y 21 d. Para los conteos viables, las placas
se incubaron a 37 °C por 24 h. Los conteos de coliformes
fecales se determinaron utilizando placas de agar bilis rojo
violeta incubadas a 37 °C por 48 h. Para cada tratamiento se
envolvieron 24 cubos por separado, los conteos se realizaron
por triplicado para cada pelicula formulada.

Anadlisis estadistico

Los experimentos se efectuaron empleando un disefo
completamente al azar. Para el andlisis de los datos se utilizé
un analisis de varianza de un factor mediante el programa
estadistico Sigma-Stat, versién 2.03 (Fox et al., 1995). Cuando
se encontraron diferencias estadisticas significativas, se us6
la prueba de Tukey para la comparaciéon de medias (P < 0.05)
(Walpole et al., 1999).

RESULTADOS Y DISCUSION

Contenido de grupos carbonilo, carboxilo, acetilo y grado
de sustitucion (GS)

El contenido de grupos carbonilo y carboxilo en el almidén
oxidado fue de 0.19 £ 0.01 %y 0.11 + 0.02 %, respectivamen-
te. El contenido de grupos carboxilo fue mayor al valor (0.039
%) reportado por Liu et al. (2014) en almidones de maiz oxida-
dos con peréxido de hidrégeno, aunque estos investigadores
no reportaron el contenido de grupos carbonilo; sin embar-
go, tanto el contenido de grupos carbonilo como carboxilo
fueron similares a los reportados por otros investigadores en
muestras de almidones de cebada, maiz (Chavez-Murillo et
al., 2008), papa, arroz y maiz oxidados todos con 0.8 y 2 % de
hipoclorito de sodio (Kuakpetoon y Wang, 2001). El almidén
acetilado presenté un porcentaje de grupos acetilo de 39.5 %
con un GS de 1.15. Estos resultados son similares al porcenta-
je de acetilacion de 41.3 % y GS de 1.24 reportados por Teo-
doro et al. (2015) en nano-particulas de almidén acetilado de
cassava, el cual fue utilizado como material reforzante para
la elaboracién de peliculas termoplasticas. Las diferencias
detectadas en el contenido de grupos carbonilo, carboxilo y
acetilo en los almidones pueden ser atribuidas al arreglo de
la amilosa y amilopectina en una estructura semi-cristalina, a
poros o fracturas de la estructura granular, al tamaio de los
granulos, los cuales son particulares para cada fuente botani-
ca del almidén (Wurzburg, 1986; Chavez-Murillo et al., 2008).

Caracterizacion reoldgica de las soluciones formadoras
de pelicula (SFP)

El andlisis del comportamiento reolégico de las SFP permite
establecer el comportamiento de su flujo durante el procesa-
miento antes de convertirse en peliculas (Bof et al., 2015). Con
base en el modelo de ley de potencia, se observé que todas
las SFP presentaron un indice de comportamiento de flujo
(n) < 1, indicando un comportamiento del tipo corte adel-
gazante (pseudoplastico) con valores que oscilaron de 0.95
en el tratamiento Hidroxipropilado a 0.61 en el Lintnerizado-
Q, con una R?> 0.96 (Tabla 1). La adicién de quitosano (Q)
en las SFP provocé una disminucién significativa (P < 0.05)
de n en todas las formulaciones, lo cual concuerda con lo
reportado por Bonilla et al. (2013). Comparando las diversas
formulaciones, observamos que las mayores reducciones
de n con respecto al Nativo se presentaron en las muestras
Lintnerizado-Q y Autoclave-Q, con valores de reduccion de
= 33 y 27.5 %, respectivamente. Los valores de n de este
estudio son similares a los reportados por Lépez et al. (2008;
2010) en almidones modificados de maiz.
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Tabla 1. Variables reoldgicas de indice de comportamiento de flujo (n), indi-
ce de consistencia (k) y bondad del ajuste (R?) del modelo Ley de Potencia de
las soluciones formadoras de pelicula (SFP)*.

Table 1. Rheological variables of flow behavior index (n), consistency index
(k) and goodness of fit (R?) of the film-forming solutions (FFS)* Power Law
model.

Variables reoldgicas

SFP
n (adimensional) k (Pa.s") R?

Almidén nativo 0.91 + 0.05f 23.18 £ 1.67¢ 0.985
Autoclave 0.94 + 0.03f 20.41 £2.12¢ 0.981
Lintnerizado 0.91 £0.01f 18.75 + 1.00¢4 0.991
Entrecruzado 0.85 + 0.04° 15.69 £ 0.90° 0.990
Acetilado 0.91 +£0.01° 17.83 + 1.01b<4 0.981
Hidroxipropilado 0.95 +0.01f 18.56 + 0.85¢ 0.987
Oxidado 0.92 + 0.03f 25.81 +0.98f 0.961
Quitosano (Q) 0.84 £0.01¢ 26.95 + 1.10f 0.970
Nativo-Q 0.72 £ 0.02¢ 24.61 £0.39¢ 0.985
Autoclave-Q 0.66 £ 0.01° 13.80 £0.12° 0.991
Lintnerizado-Q 0.61 +0.08° 25.15+ 1.11f 0.978
Entrecruzado-Q 0.70 + 0.05¢ 26.25 +0.90% 0.968
Acetilado-Q 0.71+0.10¢ 27.78 +0.909 0.980
Hidroxipropilado-Q 0.70 £ 0.01°¢ 28.59 +0.78" 0.975
Oxidado-Q 0.78 £ 0.08¢ 35.85+ 1.26' 0.983

*Valores expresados como la media de cinco replicas + error estandar.
Diferencias estadisticas significativas en cada columna son expresadas
mediante diferente letra (P < 0.05).

*Values expressed as the mean of five replicates + standard error. Signifi-
cant statistical differences in each column are identified by a different letter
(P < 0.05).

El indice de consistencia (k) varié de = 14 a 36 Pa.s” en
las muestras de Autoclave-Q y Oxidado-Q, respectivamente
(Tabla 1); sin embargo, no se observaron diferencias signifi-
cativas (P > 0.05) entre las muestras Autoclave, Lintnerizado,
Acetilado e Hidroxipropilado. La adicién de Q increment6 de
manera significativa el valor k en los tratamientos Lintneri-
zado, Entrecruzado, Acetilado, Hidroxipropilado y Oxidado,
con mayor efecto en esta ultima muestra (= 10 %), sin que se
observara diferencia significativa (P > 0.05) en la muestra de
Nativo. Ademas, en el autoclaveado se observé un patrén di-
ferente, debido a que el valor disminuyé de 20.4 a 13.8 Pa.s".
Estos resultados pueden explicarse en funcién de los valores
obtenidos en k para la SFP de Q puro, el cual fue mayor (k =
27 Pa.s") a los valores de las SFP de los almidones antes de
ser mezclados con Q. Se ha reportado que en las soluciones
de Q se puede incrementar la viscosidad al mezclarse con
soluciones de almidon, debido a la formacion de redes o
entramados tridimensionales entre las cadenas adyacentes
de las unidades de glucosamina del Q, y por puentes de
hidrégeno de los grupos hidroxilo (OH") de las unidades de
anhidro-glucosa del almidén (Chillo et al., 2008; Bof et al.,
2015; Dang y Yoksan, 2015).

Propiedades fisicas de las peliculas
Color
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El color de las peliculas puede afectar las caracteristicas
visuales del producto cubierto (Fonseca et al., 2015). El tra-
tamiento fisico y los quimicos en los almidones, afectaron el
color de sus peliculas (Tabla 2) en comparacién con las peli-
culas de Nativo. La pelicula de almidén sometido a autoclave
presentd la menor luminosidad (fue mayormente obscura)
con un valor de luminosidad (L*) de 85.11, comparada con las
peliculas de Nativo (L* = 95). Esto pudo deberse a reacciones
de oscurecimiento no enzimatico (reacciones de Maillard)
que se propiciaron por el tratamiento de calor-humedad y
presion, debido a la reaccién entre los grupos amino (pre-
sentes en proteinas residuales del almidén) y los grupos car-
bonilo de azucares reductores (producidos por la hidrdlisis
del almidén) (Martinez-Alvarenga et al., 2014). Las peliculas
de Oxidado y Oxidado-Q presentaron la mayor claridad (L* =
97.40 y 98.16, respectivamente), lo cual coincide con valores
previamente reportados en peliculas de almidén oxidado
de platano (Zamudio-Flores et al., 2010; Garcia-Tejeda et al.,
2013), cassava (Fama et al., 2007), papa (Fonseca et al., 2015;
Zavareze et al., 2012) y almidén de maiz (El Halal et al., 2015).
Durante la oxidacion, el cloro residual (ya sea como &cido
hipocloroso o ion hipoclorito) actua sobre los compuestos
fenolicos involucrados en las reacciones de oscurecimiento
enzimatico, reduciéndolas y causando una decoloracion
(blanqueamiento) (Sanchez-Rivera et al., 2005; Zamudio-
Flores et al., 2010). Por otra parte, la variable de color a* en las
peliculas, presenté de manera general valores positivos cer-
canos a 0 (cero), lo que es indicativo de una tonalidad verde;
asi mismo, los valores de la variable b* fueron todos positi-
vos, esto indicéd que las peliculas tendieron hacia la tonalidad
Tabla 2. Evaluacion de color en peliculas de almidén nativo, quitosano, almi-
dones modificados y sus mezclas con quitosano*.

Table 2. Color evaluation in films of native starch, chitosan, modified starch-
es and their mixtures with chitosan*.

Pelicula L* a* b* AE

Almidén nativo 9465+027¢ 0.16£002¢ 292+003° 14.88+2.20°
Autoclave 85.11+0.14* -0.19+0.01* 506+0.02¢ 12.19+0.06*
Lintnerizado 90.63+0.19° 007+0.03° 369+0.16° 18.85+0.27¢
Entrecruzado 92.15+021¢ 045+001° 125+0.11* 14.78+0.21°
Acetilado 9378+0.18° 0.51+0.05 6.13+0.10° 1521+0.15¢
Hidroxipropilado 9245+035¢ 061+008" 489+020¢ 1233+041°
Oxidado 98.16+0.069 006+001° 268+0.02° 1873+0.17¢
Quitosano (Q) 92.80+033¢ 028+0.08 4.17+028¢ 11.28+1.13°
Nativo-Q 93.10+0.16° 045+0.109 7.18+065% 10.11+1.10?
Autoclave-Q 90.25+020° 0.15+0.02¢ 8.10+0.18" 12.08+0.98°
Lintnerizado-Q 92.16+0.18¢ 025+0.05° 7.11+0219 18.15+1.10°
Entrecruzado-Q 91.14+045° 008+001° 665+0.11F 17.12+0.85¢
Acetilado-Q 93.00+0.87¢ 0.12+0.02¢ 735+020° 15.10+1.08°
Hidroxipropilado-Q 9285+033¢ 040+0.17° 540+0.15 1211+1.112
Oxidado-Q 9740+1.089 090+0.18 5.13+0.58 10.17+0.95°

*Valores expresados como la media de tres replicas + error estandar. Dife-
rencias estadisticas significativas en cada columna son expresadas mediante
diferente letra (P < 0.05).

*Values expressed as the mean of three replicates + standard error. Signifi-
cant statistical differences in each column are identified by a different letter
(P <0.05).
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amarilla, lo cual pudiera ser debido a la fuente botanica del
almidén (Tirado-Gallegos et al., 2018). En lo que respecta al
cambio de color (AE), las modificaciones incrementaron esta
variable; mientras que la inclusion de Q en la formulacion de
las peliculas redujo los valores de AE. El cambio de color es
perceptible para el observador promedio cuando AE es ma-
yor a 5 0 6, por lo que, el gradiente de color de los materiales
se percibié a simple vista (Lopez-Diaz et al., 2018).

Grosor

El grosor de las peliculas estuvo dentro del intervalo de 0.199
mm (en las peliculas Nativo) hasta 0.216 mm (en las peliculas
de Q) (Tabla 3). De manera general, la incorporacién de Q
practicamente no tuvo efecto sobre la variable de grosor, ya
a pesar de que se observaron ligeros incrementos en todas
las formulaciones, estos incrementos no fueron significativos
(P > 0.05). Estos valores son mayores a los reportados en pe-
liculas de Q con almidon de frijol mungo (0.074-0.093 mm)
reportado por Mei et al. (2013), y menores a los de peliculas
de almiddén de maiz con Q termoplastico obtenidas por ex-
trusion (0.75 - 0.83 mm) (Mendes et al., 2016). Los resultados
indican que ademas de la formulacion, el grosor de las pe-
liculas depende de las condiciones del procesamiento y la
velocidad del calentamiento durante el secado de la solucién
formadora de pelicula (Bonilla et al., 2013; Lopez et al., 2014).

Solubilidad y humedad

Los resultados del contenido de humedad y solubilidad en
agua de las peliculas a las temperaturas de 25 y 80 °C se
muestran en el Tabla 4. En lo que respecta al contenido de
humedad de las peliculas, este valor varié6 de manera sig-
nificativa en funcion del tipo de modificacion del almidén,
con valores que oscilaron entre el 9.19 y 15.24 % peliculas
Acetilado-Q y Oxidado, respectivamente). Los valores mas al-
tos fueron registrados para las peliculas de almidén Oxidado
y Oxidado-Q con 15.24 y 14.94 %, respectivamente. Por otra
parte, los valores mas bajos de humedad fueron observados
en las peliculas Acetilado y Acetilado-Q con 8.13y 9.19 %, res-
pectivamente. Estos resultados se deben a que la oxidacién
provoca la formacién de grupos carbonilo y carboxilos que
incrementan el caracter hidrofilico de las peliculas, mientras
que la acetilacion incrementa la hidrofobicidad por la inser-
cién de grupos acetilo por esterificacion (Zamudio-Flores et
al., 2010).

Por otra parte, se observé que la solubilidad aumenté
cuando incremento la temperatura en todas las formulacio-
nes, probablemente por un aumento en la energia cinética
que ocasiona el rompimiento en las cadenas de la matriz
estructural de almidén (Zamudio-Flores et al., 2015). Las pe-
liculas de Acetilado presentaron la menor solubilidad (= 17 y
20 %) a ambas temperaturas de estudio, lo que puede seruna
consecuencia de la presencia de grupos hidrofébicos acetilos
generados por esta modificacion (Jiménez-Regalado et al.,
2021). Por otra parte, las peliculas de Oxidado-Q presentaron
la mayor solubilidad con 38 y 42 % para las temperaturas de
25y 80 °C, respectivamente. En comparacién con la pelicula

Tabla 3. Evaluacién del grosor y propiedades mecanicas (TF: tension a la
fractura, %E: porcentaje de elongacién y ME: médulo de elasticidad) de pe-
liculas de almiddn nativo, quitosano, almidones modificados y sus mezclas*.
Table 3. Evaluation of the thickness and mechanical properties (stress at
fracture: TF, %E: percentage of elongation and ME: modulus of elasticity) of
films of native starch, chitosan, modified starches and their mixtures*.

Grosor
(mm)

0.199+0.001° 6.28+0.27° 3041+3.22¢ 184.15+1241°
0.202+0.004** 460+190*° 51.84+3.64° 11140+32.74
0.205+0.003° 570+0.90* 4507 £6.53¢ 311.50+17.10°
0210+£0.002° 7.80+0.85° 25.15+5.50* 410.15+ 10.25¢
0211£0.001¢ 6.75+090° 29.10+2.20¢ 320.17 +11.15¢
0206+0.002° 7.95+045° 30.25+2.56¢ 422.15+10.20¢

Pelicula TF (MPa) %E ME (MPa)

Almidén nativo
Autoclave
Lintnerizado
Entrecruzado
Acetilado
Hidroxipropilado

Oxidado 0214+0002¢ 9.17+033¢ 30.21+240¢ 539.35+12.66
Quitosano (Q) 0216+0.005¢ 7.78+0.52° 26.18+1.58° 500.10+10.14°
Nativo-Q 0.208+£0.004° 7.90+063° 28.11+1.20¢ 51821+ 12.60°
Autoclave-Q 0.200+0.002° 551+0.78* 40.50+2.60° 325.16+13.41¢

0.199+£0.001° 6.21+090° 31.17+1.80¢ 33025+ 1140
Entrecruzado-Q 0.207 £0.003°¢ 9.28+0.58° 25.20+1.11¢ 550.18+17.80f
Acetilado-Q 0210+0.005° 850+0.75¢ 23.80+1.18° 51520+ 1045¢
Hidroxipropilado-Q 0.208+0.003¢ 10.14+0.91f 22.65+2.10* 510.11£877¢
Oxidado-Q 0.206+0.002° 18.17+0.809 1878 +£2.15* 58535+ 12.149

Lintnerizado-Q

*Valores expresados como la media de tres replicas + error estandar.
Diferencias estadisticas significativas en cada columna son expresadas
mediante diferente letra (P < 0.05).*Values expressed as the mean of three
replicates + standard error. Significant statistical differences in each column
are identified by a different letter (P < 0.05).

de Nativo, observamos que la modificacién por oxidacion
incrementd el porcentaje de solubilidad (en la pelicula Oxi-
dado) en = 26 y 10 % para la temperatura de 25y 80 °C, es
importante sefalar que esta formulaciéon también presentd
el mayor contenido de humedad. Si consideramos que la
pelicula de Q presentd una solubilidad de = 22 y 28 % para
las temperaturas ambiente (25 °C) y de calentamiento (80
°C), respectivamente, podriamos inferir que, al adicionar este
polisacarido a las formulaciones de las peliculas, habria de
disminuir esta variable. Sin embargo, no se aprecia una clara
tendencia en las peliculas cuando se adicioné el quitosano.
Finalmente, una mayor solubilidad en agua podria mejorar la
biodegradabilidad de la pelicula, aunque limitaria su factible
aplicacién en alimentos con un alto contenido de humedad
(Singh y Sharma, 2008; Souza et al., 2017).

Propiedades de barrera

Permeabilidad al vapor de agua (PVA)

La permeabilidad al vapor de agua es una medida de la can-
tidad de vapor de agua que pasa a través de una unidad de
area del material, por unidad de tiempo (McHugh y Krochta,
1994). Los biopolimeros utilizados para elaborar peliculas
comestibles son generalmente hidrofilicos, debido a que
contienen grupos polares que interacttan con las moléculas
de agua permeantes, incrementando su movilidad, y como
consecuencia, la PVA (Basiak et al., 2017). La PVA de las peli-
culasvariéde=11.8x10"a=47.7x 10" gm™” s' Pa’, para
las muestras de las peliculas Acetilado y Oxidado, respectiva-
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Tabla 4. Determinacion de la permeabilidad al vapor de agua (PVA) y al oxigeno (PO), contenido de humedad y
solubilidad en las peliculas de almidén nativo, quitosano, almidones modificados y sus mezclas con quitosano*.
Table 4. Determination of water vapor (WVP) and oxygen (PO) permeability, moisture content and solubility in
films of native starch, chitosan, modified starches and their mixtures with chitosan*.

PVA PO (cm3 mm m2atm™' dia™") Solubilidad (%)
Pelicula Humedad (%) (gm™s”Pa")
x 10" 10°C 25°C 25°C 80°C

Almidén nativo 12.88 £0.25¢ 4039+1.099 0.05+0.01° 0.07+0.01° 30.14+0.75¢ 39.02+0.98¢
Autoclave 12.51 £0.22¢ 38.38+2.04° 0.03+001° 0.06+0.02° 27.90+0.66¢ 34.20+0.51°
Lintnerizado 13.96 £0.43F 34.31+1.89° 0.03+0.02> 0.07+0.01° 28.18+0.81% 31.12+0.47¢
Entrecruzado 13.25£0.50° 35.23+258° 0.04+0.01> 0.07+0.02° 25.63+1.15¢ 31.19+ 1.06
Acetilado 8.13+£0.21° 11.73+£0.60° 0.09+0.03° 0.11+0.01¢ 17.07+0.68* 20.45+0.57°
Hidroxipropilado 10.18£0.32¢ 28.12+1.15¢ 0.10+£0.02> 0.13+£0.03«¢ 24.36+0.83° 28.46+0.89"
Oxidado 1524 +0.519 47.65+2.18" 0.11+£0.01° 0.15+£0.02¢ 37.87+£0.53" 43.17+1.12"
Quitosano (Q) 11.58+0.36¢ 3228+1.95¢ 020+0.01°¢ 0.17+£0.02¢ 2241+1.03* 2830+0.81°
Nativo-Q 13.17 £0.25¢F  37.91+£1.53F 0.15+£0.03¢ 0.18 £0.04% 29.92 +0.69¢° 33.76 +1.11¢
Autoclave-Q 1258 +0.91¢ 35.19+ 245 0.17+0.02° 0.21+£0.03¢ 2528 +0.64° 28.38 +0.55°
Lintnerizado-Q 13.10+0.75¢  30.14+1.35¢ 0.18+0.02«¢ 0.23+0.02¢ 27.22+1.30¢ 33.13+0.97¢
Entrecruzado-Q 12.69+0.53¢ 28.19+0.98° 0.15+0.01¢ 0.22+0.03¢ 27.10+1.00° 30.40 +0.67¢
Acetilado-Q 9.19+048> 1095+1.78 0.19+0.01¢ 0.24+0.03¢ 20.14+0.80° 22.82+0.92°
Hidroxipropilado-Q 10.68 £0.61¢ 20.85+ 1.14> 0.20+0.02¢ 0.25+0.02¢ 25.28+0.74° 31.60+ 1.12¢
Oxidado-Q 1494 +0.179 32.95+241¢ 0.21+0.02°¢ 0.25+0.03¢ 38.15+0.88" 41.75+0.68"

*Valores expresados como la media de tres replicas * error estandar. Diferencias estadisticas significativas en cada
columna son expresadas mediante diferente letra (P < 0.05).* Values expressed as the mean of three replicates +
standard error. Significant statistical differences in each column are identified by a different letter (P < 0.05).

mente (Tabla 4). Los valores de PVA de este trabajo son simi-
lares a los reportados por Lopez et al. (2010) en peliculas de
mezclas de almidones acetilados y nativos de maiz. Asimismo,
concuerdan con los valores reportados por Palma-Rodriguez
etal. (2012) y Bofetal. (2015) en peliculas de almidén oxidado
de platano y en peliculas de Q de diferentes pesos molecu-
lares mezcladas con almidén de maiz, respectivamente. La
adicion de Q redujo la PVA en todas las formulaciones, esto
se puede atribuir a la formacion de puentes de hidrogeno
entre los grupos funcionales presentes en el quitosano y el
almidén, lo cual reduce los grupos disponibles en la matriz y
con ello la velocidad de transmisién de moléculas de vapor
de agua (Chillo et al., 2008; Bof et al., 2015).

Permeabilidad al oxigeno (PO)

Las peliculas de almidén pueden actuar como barrera a
gases como el oxigeno, alargando la vida de anaquel de los
productos cubiertos con ellas (Shen et al., 2010; Bonilla et al.,
2013). La adicién de Q incrementé la PO de las peliculas en
todas las formulaciones (Tabla 4). Las peliculas sin Q mostra-
ron valores de PO de 0.03a0.11y a 0.06 a 0.15 cm® mm m
atm™ dia”, a 10 y 25 °C, respectivamente; mientras que en
las peliculas con Q la PO fue de 0.17 a 0.21 y de 0.21 a 0.25
cm® mm m2 atm™ dia’a 10 y 25 °C, respectivamente. Estos
valores indican que en general, la PO incrementé con la tem-
peratura a la que fueron evaluadas las peliculas. El aumento
en la temperatura podria implicar un mayor movimiento
molecular en la pelicula, favoreciendo la transferencia de
masa, haciendo las peliculas de mayor permeabilidad y con
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una mayor movilidad del oxigeno (Bonilla et al., 2013). Sin
embargo, se ha reportado que la adicién de Q en peliculas
de almiddén reduce la PO de las peliculas, como lo indicaron
Dang y Yoksan (2016) en peliculas de almidon termoplastico
con 1.45 % de Qy Shen et al. (2010) en peliculas de almidén
de papa adicionadas con 15 % de Q. Estos investigadores
argumentaron que la PO se redujo por la formacién de una
capa cristalina superficial debida al Q, y por la formacién de
puentes de hidrogeno entre el almidén y el Q, lo cual redujo
el volumen y la movilidad intermolecular de las cadenas de
almidén. El aumento de la PO por la adiciéon de Q en este
trabajo puede ser atribuido a varios factores, como el tipo de
almidén (el cual determina la relaciéon de amilosa/amilopec-
tina), el procedimiento realizado para elaborar las peliculas y
las variables e instrumentos de medicidn utilizados, como lo
sugieren Dang y Yoksan (2016).

Propiedades mecanicas

Las propiedades mecanicas de las peliculas se evaluaron
mediante la determinacion de su tension a la fractura (TF),
modulo de elasticidad (ME) y porcentaje de elongacion (%E).
La TF se considera como el esfuerzo maximo de tension que
una pelicula puede soportar antes de romperse (Lopez et al.,
2014). El %E es la capacidad que presentan los materiales para
estirarse antes de romperse y ME es una medida de la dureza
de la pelicula, representada por la relacion del esfuerzo a
la deformacidn sobre la parte lineal de su curva (Ozdemir y
Floros, 2008; Lopez-Mata et al., 2016). Los resultados se mues-
tran en el Tabla 3. En todas las formulaciones de peliculas, la
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adicion de Q aumento de manera significativa (P < 0.05) laTF,
siendo mayor el efecto en la formulacién Oxidado-Q (con un
incremento de = 200 %, debido a que este incrementé de 9.2
MPa para la formulacion Oxidado a 18.2 MPa en la pelicula
Oxidado-Q). Por otra parte, en un comportamiento inverso,
los valores del porcentaje de elongacién de las peliculas de
almidoén (%E =25.15-51.84 %) disminuyeron cuando se inclu-
y6 quitosano en la formulacion (%E = 18.78 - 40.50 %), sugi-
riendo materiales de menor flexibilidad. La mayor reduccion
en el porcentaje de elongacién se observé en la formulacion
Oxidado-Q (%E = 18.78 %), la cual presentd una reduccion
del 60.86 % en su elongacién con respecto a su contraparte
sin quitosano (Oxidado, %E = 30.21 %). Estos resultados
sugieren una mayor compatibilidad entre los componentes
de esta formulacién. Diversos autores han argumentado
una posible interaccion por puentes de hidrégeno entre
los grupos hidroxilo, y sobre todo los grupos carboxilo de
almidones oxidados y los grupos aminos protonados (NH,*)
expuestos al solubilizar Q en acido acético, lo cual refuerza
la estructura de la pelicula (Hu et al., 2009; Zamudio-Flores et
al., 2010; Nourmohammadi et al., 2016). En la actualidad son
pocos los reportes existentes en la literatura cientifica sobre
el efecto que puede conferir la adicion de Q en almidones
modificados en formulaciones de peliculas; la mayoria han
tratado sobre el efecto del Q en almidones nativos de fuentes
convencionales o comerciales.

Propiedades antibacterianas

Las propiedades antibacterianas de las peliculas se evaluaron
utilizando bacterias L. monocytogenes, S. aureus y E. coli, ade-
mas de la cuantificacion de coliformes fecales, los cuales son
algunos de los patégenos mas importantes en la industria de
los alimentos (Sun et al., 2014). Estos resultados se observan
enelTabla5yenlasFiguras 1y 2.Todas las peliculas adiciona-
das con Q presentaron actividad antibacteriana, la cual no se
observé en ausencia de este biopolimero (Tabla 5). La activi-
dad antibacteriana fue mayor en las peliculas de Q, Nativo-Qy
Oxidado-Q, los cuales mostraron un mayor diametro del halo
de inhibicién en presencia de las tres bacterias evaluadas,
siendo mayor la actividad antibacteriana contra la bacteria
de E. coli. El método de difusion en agar es una prueba co-
munmente utilizada para evaluar la actividad antimicrobiana
de peliculas, sus ventajas son su relativa sencillez y rapidez
para determinar cualitativamente la capacidad antimicro-
biana de diferentes materiales, aunque las propiedades de
superficie del agente activo pueden ser una limitante (Salleh
etal., 2014). La presencia de halos de inhibicién en peliculas a
base de quitosano y almidén ha sido reportada previamente
por Salleh et al. (2014), quienes no observaron zona de in-
hibicién en peliculas de almidén, pero en peliculas a base
de quitosano observaron halos contra B. subtilis (1.70 £ 0.12
cm)y E. coli (2.0 £ 0.21 cm). Posteriormente, Shariatinia y Fazli
(2015) evaluaron la actividad antimicrobiana de peliculas de
quitosano y su mezcla con almidén. Los resultados revelaron
que las peliculas formuladas Unicamente con quitosano (1.8
% p/p) presentaron halos de inhibicién de 17.37 mm contra

Tabla 5. Actividad antibacterial de peliculas evaluadas en tres bacterias dife-
rentes determinadas por la técnica de difusion en agar®.

Table 5. Antibacterial activity of films evaluated on three different bacteria
determined by the agar diffusion technique®*.

Zona de inhibicion (mm)*

Pelicula

E. coli S. aureus L. monocyto-
genes
Almidén nativo NP NP NP
Autoclave NP NP NP
Lintnerizado NP NP NP
Entrecruzado NP NP NP
Acetilado NP NP NP
Hidroxipropilado NP NP NP
Oxidado NP NP NP
Quitosano (Q) 1.88+0.01¢ 1.27 £0.01° 0.80 + 0.05¢
Nativo-Q 1.18 £ 0.01¢ 0.91 £0.01° 0.85 +0.04¢
Autoclave-Q 0.98 £0.01¢ 0.78 £0.022 0.50 £ 0.01°
Lintnerizado-Q 0.88 £ 0.02° 0.80 £0.012 0.53 £0.02°
Entrecruzado-Q 0.79+0.01* 0.79 £ 0.02* 0.41 +0.08°
Acetilado-Q 0.79+0.01° 0.80 + 0.02° 0.40 +0.05°
Hidroxipropilado-Q 0.85 +0.03° 0.82 £ 0.01° 0.45+0.012
Oxidado-Q 2.12 +0.02f 1.70 + 0.02¢ 1.08 £ 0.06°

*Media aritmética de tres repeticiones + error estandar, midiendo el halo
de inhibicién. Promedios dentro de cada columna no son significativamente
diferentes (P > 0.05). NP = No present6 actividad antibacteriana.
*Arithmetic mean of three repetitions + standard error, measuring the
inhibition halo. Means within each column are not significantly different (P
> 0.05). NP = It did not present antibacterial activity.

E.coliy de 19.68 mm contra S. aureus. Cuando se incluyé almi-
don en la formulacion (1.3 % quitosano y 1.3 % almidén, p/p)
se obtuvieron zonas de inhibicién de 17.96 y 20.66 mm con-
tra E. coliy S. aureus, respectivamente. En un estudio reciente,
Hasan et al. (2020) evaluaron la actividad antimicrobiana de
peliculas de quitosano con almidén de cafa de aztcar (7/3, 9
quitosano/g almidén) y diferentes concentraciones de aceite
de oliva extra virgen (1,2 y 5 %) contra E. coliy S. aureus. Estos
autores observaron la mayor capacidad antimicrobiana en
su pelicula control (peliculas a base de quitosano y almidén
sin aceite) con halos de inhibicién de hasta 8 mm. La capa-
cidad antimicrobiana del quitosano se ha relacionado con
la protonacion de los grupos amino cuando se disuelve en
medio acido, los cuales interactiian con la membrana celular
de las bacterias y terminan desestabilizandola provocando
la muerte de las células, particularmente en bacterias gram
negativas. Aunque en estos trabajos se observaron zonas
de inhibicién por la presencia de quitosano en las pelicu-
las, no queda claro el mecanismo bajo el cual se generan
los halos de inhibicion. Por otra parte, existen resultados
contradictorios con reportes donde se incorporé quitosano
en la formulacion de las peliculas y no observaron halos de
inhibicién, pero si se observé la ausencia de crecimiento
microbiano en el drea en contacto directo con la pelicula; por
lo que algunos autores concluyen que no existe difusién del
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Figura 1. Conteo de coliformes fecales en muestras de carne de puerco con las diversas

formulaciones de peliculas.

Figure 1. Fecal coliform count in pork meat samples with the various film formulations.

Figura 2. Conteo de aerobios totales en muestras de carne de puerco las diversas formulaciones

de peliculas.

Figure 2. Total aerobic count in pork meat samples for the various film formulations.

quitosano y su actividad antimicrobiana se hace presente so-
lamente cuando la pelicula estd en contacto directo con los
microorganismos (Tripathi et al., 2009; Luchese et al., 2018;
Zheng et al., 2019; Shapi'i et al., 2020). Ademas, el tipo de
acido utilizado para disolver el quitosano puede afectar esta
actividad biolégica del quitosano y sus peliculas. Al respecto,
Zhong et al. (2011) prepararon peliculas a partir de la mez-
cla de soluciones filmogénicas almidon de kudzu (Pueraria
lobata) al 2 % (p/v) y quitosano 2 % (p/v) disuelto en acido
acético, malico o lactico. Los autores evaluaron la capacidad
antimicrobiana de las peliculas contra E. coli y S. aureus, la
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zona de inhibicién para E. coli fue de 7.63 a 25.11 mm?y de
5.59 a 18.81 mm? para S. aureus. Los autores sugieren que la
cantidad de grupos -NH, que pueden ser protonados (-NH,*)
depende en gran medida de los valores de pH &cidos, por lo
que cuando se utilizd dcido malico (el acido mas fuerte de los
tres evaluados) existio una mayor presencia de grupos -NH.*,
por lo que estas peliculas presentaron mayor capacidad
antimicrobiana. Aunado a lo anterior, resulta interesante que
después de realizar la prueba de solubilidad en las peliculas,
el estudio de FTIR evidencié que mas acido y grupos amino
protonizados pueden liberarse de las peliculas hacia el me-
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dio. Quizas este fenédmeno podria explicar la presencia de
halos de inhibicién en nuestro estudio, ya que al igual que en
las pruebas de solubilidad reportadas por Zhong et al. (2011),
aunque con menor intensidad, las peliculas de quitosano con
almidén que evaluamos absorbieron humedad y posterior-
mente se hincharon modificando su integridad, lo que pudo
provocar la liberaciéon de 4cido y pequeias cantidades de
grupos -NH,* al medio, dando como resultado los pequefios
halos de inhibicion reportados en la Tabla 5. Este fenomeno
probablemente se favorecio por la presencia de un almidon
con mayor porcentaje solubilidad (almidén oxidado) en la
formulacién. Ademas, se debe sefalar que existen diferen-
cias cuando se aplica el método de difusién en medio sélido
(cualitativo) y el método de cultivo liquido (cuantitativo),
siendo este ultimo el que brinda mayor informacién (Zhong
etal, 2011). La solubilidad y difusién del quitosano también
puede verse favorecida cuando el peso molecular es menor
(Xie et al., 2007). Por lo anterior, estos resultados se pueden
considerar como preliminares por lo que para futuras inves-
tigaciones con estos materiales se recomienda también se
valore la actividad antimicrobiana por medios cuantitativos
con un control de referencia.

La funcionalidad de las peliculas como envase activo
para alimentos fue evaluada en la conservacion de carne
molida de cerdo. La Figura 1 muestra el conteo de coliformes
totales en carne de puerco con las diferentes formulaciones
de las peliculas a través del tiempo. En los primeros 7 d no se
apreciaron diferencias significativas (P > 0.05) entre los trata-
mientos. Sin embargo, a los dias 14y 21 se observa una clara
disminucién en el conteo de coliformes en las formulaciones
adicionadas con Q. Estos resultados eran esperados, y estan
en concordancia con los resultados de las pruebas in vitro
(Tabla 5), donde la pelicula Oxidado-Q presentd la mayor
actividad antimicrobiana. Estos resultados fueron similares
a los reportados por Valencia-Sullca et al. (2018), quienes
evaluaron la efectividad de peliculas de quitosano, almiddn
nativo de tapioca y sus mezclas con aceites esenciales de
orégano o canela para controlar el crecimiento bacteriano en
carne molida de cerdo. Los autores reportaron que, compara-
das con el control (carne sin pelicula) y la pelicula de almidén;
las peliculas formadas por la mezcla de quitosano y almidén
0 con incorporacién aceites esenciales, registraron menor
cuenta de coliformes y aerobios totales durante los diferen-
tes dias de muestreo (1,4 y 7 d a 10 °C). La mayor efectividad
para controlar el crecimiento microbiano la presenté la peli-
cula formada Unicamente por quitosano, incluso por encima
de su mezcla con aceites esenciales; lo cual pudo deberse
a la pérdida de aceite esencial durante el moldeo por com-
presién a 100 °C para elaborar las peliculas. En otro estudio,
Fang et al. (2018) evaluaron el efecto de un recubrimiento de
quitosano (2 %, p/p) sobre la calidad de carne fresca de cerdo
envasada en atmosfera modificada (MAP) compuesta de 80
% 0,y 20 % CO, y almacenada a 4 °C. Estos autores observa-
ron que la cuenta total viable (CTV) de microorganismos al
inicio del experimento fue de 2.5 log ufc/g para las muestras
control (carne sin recubrimiento) y las muestras con recubri-

miento. Sin embargo, al término del estudio (20 dias), la CTV
fue de 6.39 y 5.16 log ufc/g para las muestras control y los
tratamientos con recubrimiento, respectivamente. Ademas,
la efectividad para inhibir el crecimiento microbiano de los
recubrimientos de quitosano incrementé con la inclusién de
acido galico en la formulacién. En un estudio similar, Cao et
al. (2019) evaluaron el efecto de un recubrimiento a base de
quitosano (2 % p/p) sobre la calidad de lomo de cerdo enva-
sado en MAP (80 % O, y 20 % CO,) almacenados a 2 °C. Estos
autores observaron que, en comparacion con el control, el
recubrimiento con quitosano presenté menor crecimiento
bacteriano. La actividad antimicrobiana fue mayor cuando
se incluyé acido galico (0.2 %, p/p) y nisina (0.2 %, p/p) en
la formulacién, demostrando un efecto sinérgico de ambos
aditivos. En un estudio reciente, se reportaron resultaron
similares por Xiong et al. (2020), quienes almacenaron carne
de cerdo durante 20 d a 4 °C y observaron que, comparado
con el tratamiento control (muestras sin recubrimiento), las
muestras cubiertas con peliculas de quitosano presentaron
una CTV menor desde el dia 5.

Las peliculas con almidén y quitosano también han sido
aplicadas en carne de res, como lo reportan Mehdizadeh et al.
(2020). Estos autores evaluaron el efecto de peliculas a base
de mezclas de almidén y quitosano sobre la vida de anaquel
de carne de res refrigerada (4 °C) durante 21 d. Se observé
que el tratamiento control (carne sin pelicula) presenté una
CTV superior a 8 log CFU/g desde el dia 4; mientras que en
la carne envuelta en la pelicula de quitosano con almidén, la
CVT se mantuvo por debajo de dicho valor hasta el dia 16, y
las peliculas de almidén/quitosano con la adicién de extrac-
tos de piel de granada presentaron valores en CVT inferiores
a 8 log CFU/g durante todo el experimento. La actividad
antimicrobiana del Q, principalmente contra bacterias, y en
menor grado contra hongos y levaduras ha sido previamente
reportada (Bonilla et al., 2013). Dentro de las propiedades
antimicrobianas que presenta el Q, se ha reportado que los
grupos aminos con carga positiva interactian con los grupos
funcionales con carga negativa localizados en las membranas
celulares de los microorganismos, permitiendo la adherencia
de las particulas de quitosano al exterior de la membrana
de los microorganismos, destruyendo su funcién de barrera
(Garciaetal., 2017).

Por otra parte, la efectividad de las peliculas de quitosa-
no para controlar el crecimiento microbiano en carne y otros
productos puede deberse al contacto directo de la matriz po-
limérica con el alimento y la solubilidad de la matriz, como se
describio en los resultados del ensayo por difusion en placa.

CONCLUSIONES

En el presente estudio se observé que las diferentes mo-
dificaciones quimicas del almidén de avena afectan las
propiedades fisicas, mecdnicas y de barrera de las peliculas
obtenidas. En el caso de la luminosidad, esta se favorecid
solamente por el proceso de oxidacion; por lo que estas pe-
liculas podrian ser consideradas cuando se desea un envase
con menor opacidad. Se observé una mayor compatibilidad
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entre el quitosano (Q) y el almidén oxidado debido a las
interacciones quimicas entre ambos, lo que repercutié en
la obtencién de peliculas con mayor tensién a la fractura y
menor porcentaje de elongacién. Una de las principales
desventajas de las peliculas a base de almidén es su elevada
permeabilidad al vapor de agua (PVA), con la adicién de Q
se establecieron interacciones entre los grupos hidroxilos del
almidoény los grupos aminos del quitosano, reduciendo asi la
disponibilidad de grupo afines al agua reduciendo la PVA y
solubilidad de las peliculas. Ademas, con la incorporacion de
Q, todas las formulaciones presentaron actividad antibacte-
riana; sin embargo, esta propiedad disminuyd con el tiempo.
Las formulaciones con Q presentaron actividad antimicrobia-
na al momento de evaluarse como envases para carne fresca
de cerdo (bajo condiciones de refrigeracién). En general,
los resultados indicaron que la pelicula Oxidado-Q puede
representar una formulacion con propiedades mecanicas, de
permeabilidad al vapor de agua y con propiedades antibac-
terianas adecuadas para utilizarse en productos carnicos.
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