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Resumen

El desarrollo de las peliculas comestibles ha sido de gran interés para conservacion
de alimentos, permitiendo reducir el uso de materiales de empaque de plastico, los
cuales al ser derivados del petr6leo no son renovables y contaminan el medio
ambiente. Las peliculas comestibles pueden ser elaboradas a partir de proteinas,
lipidos, carbohidratos o combinacion de éstos. El almiddon es un excelente material
para la elaboraciéon de peliculas por ser renovable, abundante y de bajo precio, sin
embargo, tiene como limitante alta permeabilidad al vapor de agua y propiedades
mecénicas pobres. Se han realizado modificaciones al almidén para mejorar su
resistencia al pH, temperatura y evitar la retrogradacion. El quitosano ha sido
utilizado para la formacion de peliculas por sus propiedades antifungicas, su
flexibilidad, alta permeabilidad al vapor de agua, pero con una baja permeabilidad
al O2. El objetivo de este trabajo fue elaborar una pelicula comestible a base de la
mezcla de quitosano y almidén modificado (ceroso, acetilado y oxidado) y
establecer la relacion entre sus propiedades estructurales y fisicas, mediante el uso
de nanotecnologia y espectroscopia. Se comproboé la interaccion de los diferentes
tipos de almidén con el quitosano. Las peliculas comestibles de las mezclas
quitosano-almidén presentaron mejores propiedades de barrera y mecanicas que
las de ambos componentes de manera individual. La pelicula de Q-AO presento los
menores valores de espesor (0.074 + 0.007 mm), contenido de agua (11.533 +
0.854 %), % de solubilidad (26.77 + 1.40) y PVA (1.18 + 0.48 x10° g/[(s mPa) que
las demas peliculas de las mezclas, asi mismo presenté menor dureza (2.30 + 0.19
MPa), rugosidad (Ra=3.972 + 0.33 nm y Rg=3.20 £ 0.41 nm) y fue la mas elastica
(0.11 £ 0.06 GPa) junto con la pelicula de Q-AA (0.09 + 0.01 GPa).

Palabras clave: QO=Quitosano, AO=Almidon oxidado, AC=Almidén ceroso,
AA=AImidén acetilado, PVA=Permeabiliad al vapor de agua.



1. ANTECEDENTES

El desarrollo de empaques plasticos para alimentos ha permitido aumentar su vida
de anaquel, sin embargo, el uso excesivo de estos ha dado lugar a serios
problemas ambientales, debido a que la mayoria de estos materiales son derivados
del petréleo, tales como polietileno (PE), polipropileno (PP), tereftalato de
polietileno (PET) y poliamida (PA), lo que los hace no biodegradables y de
naturaleza no renovable (Ge y col., 2015), esta creciente conciencia ambiental,
junto con el aumento de los precios del petroleo ha llevado a un mayor interés por
parte de las industrias de alimentos, embalaje y distribucién para el desarrollo de
los conceptos de embalaje de base biologica, es por ello que el estudio de las
peliculas comestibles ha adquirido un gran interés, ya que representan un posible
sustituto a dichos empaques, y a su vez proporciona una nueva alternativa para la
aplicacion de hidrocoloides, siguiendo las tendencias mundiales de la preservacién
del medio ambiente (Peelman y col., 2014; Fakhouri y col., 2015).

1.1 Peliculas comestibles

Una pelicula comestible se define como una matriz compuesta por biopolimeros
como proteinas (caseina, grenetina, zeina y gluten), lipidos (ceras), carbohidratos
(almidoén y quitosano) o la combinacién de estos (Santacruz y col., 2015), que son
aplicadas a los alimentos para aumentar su vida de anaquel, asi como conservar
sus propiedades organolépticas (Escamilla y col., 2013). Las peliculas comestibles
son un vehiculo de aditivos (saborizantes, colorantes, antimicrobianos) y actian
como una barrera a gases y vapor de agua manteniendo las caracteristicas del
alimento (Chiumarelli y col., 2012).

Actualmente el estudio de este tipo de empaques se ha enfocado principalmente en
mejorar sus caracteristicas con la finalidad de obtenerlos con propiedades similares
a los de los materiales sintéticos convencionales, tales como alta resistencia
mecanica, suavidad, ligereza, transparencia y resistencia al agua, entre otras
(Razavi y col., 2015).



Las peliculas elaboradas a base de carbohidratos, proporcionan buenas
propiedades mecanicas y son barreras eficientes contra compuestos de baja
polaridad; su selectividad en cuanto a permeabilidad al oxigeno y al diéxido de
carbono, condiciona la creacion de atmoésferas modificadas siendo el carbohidrato
mas utilizado para la elaboracién de peliculas el almidén, debido principalmente a
gue es renovable, barato, abundante y relativamente facil de manejar (Aguilar 2005,
Gutiérrez y col., 2015).

1.2  Almiddén

El almidon es un polisacarido compuesto por unidades de glucosa unidos por un
enlace glucosidico. El enlace glucosidico es estable bajo condiciones alcalinas y es
hidrolizado bajo condiciones acidas. Al final de la cadena del polimero se encuentra
un grupo aldehido latente conocido como grupo extremo reductor. La relacién de
amilosa-amilopectina varia segun el origen del almidén. La amilosa es un polimero
lineal formado por alrededor de 6000 unidades de glucosa unidas por enlaces a-1,4
(Figura 1), estas cadenas estan localizadas en la zona amorfa del centro del
granulo de almidon (Wang y col., 2014); mientras La amilopectina esta formada por
enlaces glicosidicos a-1,4 y a-1,6 (Figura 2). Las moléculas de amilopectina son
significativamente mas grandes que las moléculas de amilosa; algunas contienen
entre 10.000 y 20°000.000 unidades de glucosa. El peso molecular de la amilosa
esta entre 0,1 y un millon de g/mol. Y el de la amilopectina esta4 entre 10.000 a
1.000millones g/mol (Ruiz, 2006). La amilosa es la responsable de las propiedades
de formacion de geles y resistencia a la cizalla, por otro la amilopectina es mas
estable que la amilosa debido a los limitados enlaces de hidrogeno, que le
confieren fluidez, alta viscosidad y elasticidad a las pastas y espesantes (Tofifio y
col.,, 2006). El almidén de maiz contiene un 28% de amilosa con un grado de
polimerizaciéon (DP) de 1000 y un 72% de amilopectina con un DP de 2x10® DP
(McDonagh y col., 2012).
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Figura 1. Estructura lineal de la molécula de amilosa (McDonagh y col., 2012).
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Figura 2. Estructura de la molécula de amilopectina
(Penaranda-Contreras y col., 2008).

Los almidones nativos presentan ciertas limitaciones debido a que son susceptibles
a altas temperaturas, pHs acidos, tienen bajas resistencias a altos esfuerzos
cortantes y presentan fendbmenos de retrogradacion y sinéresis. Debido a esto es
necesario recurrir a modificaciones fisicas o quimicas para evitar estos problemas
(Rincén y col., 2007).

1.3  Almidén modificado

Los almidones son modificados para brindarles ciertas propiedades requeridas en

un proceso particular de un alimento y aumentar su vida de anaquel. Existen
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diferentes tipos de modificacion del almidén nativo con el objetivo de cambiar
ciertas propiedades como: temperatura de gelatinizacion, viscosidad, tendencia a la

retrogradacion, caracter ionico e hidrofilico.

Tomando en cuenta la temperatura de gelatinizacion, si se calienta una suspension
de los granulos de almidén en agua, esta penetra en los granulos provocando un
hinchamiento. Si la temperatura de la suspensién sobrepasa la temperatura de
gelatinizacion del almidon, se produce una masa viscosa y los granulos pierden su
microscopia, forma y apariencia Unica que no puede recuperarse después por un
enfriamiento a temperatura ambiente. Como los granulos de almidon se hidratan e
hinchan al estar en agua caliente, el indice de refraccion de los granulos se
aproxima al del agua y la solucién se vuelve turbia. Generalmente la temperatura
de gelatinizacion en los almidones modificados es inferior que la de los almidones
nativos (McDonagh, 2012). Cada almidon tiene una tendencia diferente a la
retrogradacion, la cual se relaciona con el contenido de amilosa asi como con su
longitud y el estado de dispersion de las cadenas lineales, por lo que a mayor

contenido de amilosa, mayor posibilidad de retrogradaciéon (Rincén vy col., 2007).

1.3.1 Almiddén ceroso

El almidén ceroso se produce por transformacion y mutagénesis del gene GBSS
especialmente en cereales, su nombre deriva de la apariencia cerosa del
endospermo en un corte longitudinal del grano. También es util en la industria de
peliculas y adhesivos por su baja retrogradacion (Tofifio, 2006), este tipo de
almidon se caracteriza por su composicion (100% de amilopectina), presenta alta
viscosidad y baja tendencia a la retrogradacion (Lu y col., 2014). Los almidones
Cerosos comienzan a espesar a temperaturas mas bajas, pero espesan menos y
sufren menos retrogradacion que las variedades no céreas, y debido a que el
almidon ceroso carece de amilosa no gelifica, la cristalinidad de la estructura del
almidon depende del ordenamiento de las cadenas de amilopectina, por lo que, los
granulos de almidén céreo tienen un alto grado de cristalinidad. Este tipo de

almidon se utiliza como materia prima para la elaboraciébn de nanoparticulas
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monocristalinas, sin embargo, se requieren soluciones acidas que disuelvan las
regiones desordenadas de modo que, los residuos insolubles en agua que son
altamente cristalinos, puedan convertirse en una suspension estable de

nanoparticulas (Garcia y col., 2009).

1.3.2 Almiddn oxidado

El almidon oxidado se puede obtener a partir de una oxidacion con hipoclorito de
sodio. La oxidacion reduce la asociacion de las moléculas de amilosa y como
resultado los grupos hidroxilo en las moléculas del almidén son oxidados a grupos
carbonilo y posteriormente a grupos carboxilo y su numero indica el nivel de
oxidacion (BeMiller, 2003). Debido a esto hay una disminuciébn en el peso
molecular, viscosidad y retrogradacion, asi como un aumento en la transparencia

de los geles y del poder hidrofilico (Diaz y col, 1999).
1.3.3 AImidon acetilado

La acetilacion del almidén se realiza a partir de una esterificacion con anhidrido
acético, el numero de grupos acetilo incorporados a la molécula depende de la
fuente del almidén, concentracion del reactivo, tiempo de reaccion, proporcion

amilosa-amilopectina, pH y la presencia de un catalizador (Rincén y col., 2007).

Los grupos acetilo introducidos en las cadenas de almiddn confieren propiedades
emulsificantes a las moléculas del mismo, asi como resistencia al agua y una
menor viscosidad (Garcia-Tejeda y col., 2015), interrumpen las interacciones entre
cadenas externas de amilopectina y las cadenas de amilosa, lo cual impide la
nubosidad y la sinéresis en almidon, tiene temperatura de gelatinizacion menor,
mayor pico de viscosidad y retrogradacion reducida tras el enfriamiento en

comparacion al almidon nativo (Wilkins y col., 2003).

1.4 Peliculas comestibles a base de almidon

De estos componentes, la amilosa es la responsable de formar peliculas. La

funcionalidad de estas peliculas depende de la proporcibn de amilosa y
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amilopectina del granulo; si el porcentaje mayor es de amilosa, se obtendran
peliculas con una alta flexibilidad, sin embargo, si el porcentaje de amilopectina es
mayor, las estructuras ramificadas de amilopectina formaran peliculas con
propiedades mecanicas pobres (Tharanathan, 2003). Las peliculas de almidon se
usan principalmente para disminuir el intercambio gaseoso entre el medio ambiente
y el alimento, mas que para retardar la pérdida de humedad. El caracter hidrofilico
de estas peliculas les confiere un aspecto quebradizo. En el area de alimentos las
peliculas de almidon se usan principalmente para disminuir el intercambio gaseoso
entre el medio ambiente y el alimento; las peliculas de almidon se han aplicado
para lo conservacion frutas como el mango fresco (Ducamp-Collin y col., 2009) y

vegetales como el tomate rojo (Hernandez y col., 2011).

Como resultado de propiedades mecanicas y de barrera pobres de las peliculas a
base de almidén nativo, se ha estudiado la modificacion y fuentes de este para

combatir las debilidades en estas propiedades (Al-Hassan y col., 2012).

1.5 Quitosano

El quitosano es un polisacéarido lineal (Figura 3) obtenido por la desacetilacién
parcial de la quitina, polimero biodegradable y no téxico (Escamilla y col., 2013). La
quitina es un polimero natural abundante que es encontrado en el exoesqueleto de
los crustaceos, células fungicas y otros materiales bioldgicos. El quitosano consiste
en unidades B-(1-4)-2-acetamido-D-glucosa y B-(1-4)-2-amino-D-glucosa (Elsabee
y col.,, 2013). Presenta actividad antimicrobiana contra un amplio rango de
microorganismos patdgenos presentes en los alimentos lo cual lo califica como un
conservador natural (Kanatt y col.,, 2007). Una de las propiedades clave del
guitosano es el de ser una molécula cationica, lo que lo hace tener la capacidad de
actuar como floculante, humectante y quelante. Notablemente y debido al grupo
amino que lo compone, también atrapa metales pesados, insecticidas y

policarbonatos (Bautista-Bafios y col., 2005)

Se ha reportado que el quitosano tiene actividad antifangica, la cual se ve afectada

por el peso molecular, el grado de desacetilacién, condiciones de reaccion como la
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temperatura y pH, la dosis aplicada, la naturaleza policatidnica del quitosano,
longitud de la cadena de este polimero, efecto inhibitorio en la sintesis de enzimas
macerantes producida por los hongos (la poligalacturonasa, pectato liasa y
celulasa) y la formacion de barreras estructurales (papilas, lignificacion, tilosas) que
impiden la penetracion de los hongos en el hospedero (Bautista-Bafios y col., 2005;
Shun-Hsien y col. 2015).

Como se mencion6 anteriormente el quitosano es considerado como un
antimicrobiano natural, inhibe el crecimiento de levaduras, hongos y bacterias tales
como Aspergillus flavus, Saccharomyces cerevisiae, Zygosaccharomyces bailii,
Mucor racemosus, Byssochlamys spp., Botryis cinerea, Rhizopus stolonifer,
Salmonella, S. aureus, Yersinia enterocolitica, Listeria monocytogenes, Yy
Lactobacillus fructivorans. Se ha aplicado para la conservacion de diversos

alimentos como frutas, carne, pescado, entre otros (Davidson y col., 2015).
- )

CH,OH CH,O0H

NOH H O

OH OHH \
LHNH n

Figura 3. Estructura quimica del quitosano (Guibal, 2005).

1.6 Clasificacion de quitosano

El proceso de obtencién del quitosano involucra un tratamiento acido, seguido en
un tratamiento alcalino, una etapa de decoloracion y posteriormente un nuevo
tratamiento alcalino para producir la desacetilacion de la quitina. Este proceso se ve
afectado por diversos factores (concentracion del alcali, temperatura, fuente de
quitina, tamafio de particula) que influyen en el quitosano obtenido. El quitosano

puede clasificarse como de alto o bajo peso molecular y dependiendo su grado de



desacetilacion. ElI quitosano comercial generalmente tiene un grado de
desacetilacion (DD) de 70 a 95% y un peso molecular de 10* a 10° g/mol (Bof y
col., 2015).

La despolimerizacion del quitosano produce una mezcla de oligobmeros de
guitosano y quitosanos de bajo peso molecular los cuales difieren en el grado de
polimerizacion. Estos productos consisten en unidades glucosamina acetilada y
anillos unidos por enlaces 1,4-glicosidicos. Los grupos hidroxilo, amino, y grupos
amino acetilados de oligbmeros y quitosanos de bajo peso molecular interactian
con receptores de células que desencadenan una cascada de reacciones
interconectadas con organismos vivos presentando una respuesta antiinflamatoria,
anti-carcinogénica, antimicrobiana, antioxidante, neuroprotectora y con efecto

inmunoestimulativo (Tishchenko y col., 2011).

La actividad antimicrobiana del quitosano se ve afectada por el, el grado de
desacetilacion, el peso molecular, asi como las condiciones de reaccién como la
temperatura y pH. Se ha reportado que el aumento en el grado de desacetilacion y
la carga positiva del quitosano asi como condiciones acidas y temperaturas altas
favorecen la actividad antimicrobiana del quitosano.

Dado que el peso molecular del quitosano influye en la actividad antimicrobiana, se
ha reportado que en medio acido (pH 5.0 y 6.0) la actividad antimicrobiana aumenta
cuando el peso molecular incrementa; sin embargo, a pH 7.0 el quitosano con un
peso molecular >29.2 kDa pierde actividad, por lo que hay una relacién entre el pH
y el peso molecular del quitosano en la actividad antimicrobiana (Chang y col.
2015).

La actividad antimicrobiana también se debe a las fuerzas electrostaticas entre
grupos amino protonados del quitosano los cuales interaccionan con los grupos
fosforilo y los fosfolipidos que componen la membrana celular. EI nimero de grupos
amino protonados aumenta con el grado de desacetilacion del quitosano (Elsabee y
col., 2013).



1.7  Peliculas a base de quitosano

En contraste con el almidén, las peliculas de quitosano muestran valores de
permeabilidad de oxigeno extremadamente bajos, humedad relativa baja, y
permeabilidad al vapor de agua alta (Jost y col., 2014).

Debido a las propiedades antimicrobianas y capacidad de formar peliculas, el
quitosano se ha utilizado como material de empaque para la conservacion de
alimentos. Un empaque antimicrobiano es considerado como una forma de
empaque activo. Las peliculas a base de quitosano presentan buenas propiedades
mecanicas y una permeabilidad alta al COz y baja al Oz (Ma y col., 2015), sin
embargo, al tener una alta permeabilidad al vapor de agua presenta una limitante
en su uso ya que el control de esta propiedad es deseable en la mayoria de los
alimentos, hay una mayor fuerza de enlace entre el agua y grupos hidroxilo del

guitosano que con los grupos amino (Elsabee y col., 2013).

1.8 Plastificantes

Las peliculas elaboradas a base de almidén no tienen propiedades termoplasticas,
por lo que es necesario adicionarle algun plastificante y un proceso térmico
(Moreno y col., 2015). Los plastificantes son compuestos de bajo peso molecular y
han sido incorporados en la formulacion de las peliculas para reducir las
interacciones entre los polisacéaridos lo que hace a una pelicula rigida y quebradiza,
y asi obtener una pelicula flexible. La capacidad del plastificante para reducir las
interacciones entre polimeros depende del nimero de grupos hidroxilo libres y la
compatibilidad del plastificante con el polimero. Los plastificantes se pueden
clasificar de acuerdo a su capacidad de solubilidad en polimeros altamente
concentrados, los plastificante solubles, capaces de gelificar un polimero
rapidamente bajo una gama de temperatura normal se consideran como primarios,
mientras que se considera un plastificante secundario a todos aquellos con
capacidades de gelificacion mas bajos y requieren ser mezclados con plastificantes
primarios para mejorar las propiedades del producto o reducir los costos (Nur-
Hanani y col., 2013)



Para la formacion de peliculas comestibles, los plastificantes méas utilizados son el
glicerol, polietilenglicol, sorbitol y algunos azucares, de los cuales el glicerol es el
plastificante mas utilizado debido a que es muy estable, compatible con las
cadenas de biopolimeros y brinda flexibilidad y facil manejo a las peliculas, sin
embargo al ser un compuesto altamente higroscopico las peliculas presentan un
aumento en el contenido de humedad, lo que a la vez provoca que tengan

propiedades de barrera pobres (Dominguez-Courtney y Jiménez-Munguia,2012).

1.9 Empaques nanoestructurados

Como se menciond, las caracteristicas de las peliculas comestibles son las que
determinan la aplicacion de éstas, dentro de las propiedades comunmente
evaluadas se puede mencionar la permeabilidad al vapor de agua, permeabilidad a
gases, fuerza de tension, morfologia entre otras; sin embargo actualmente el
interés por desarrollar empaques nanoestructurados con la finalidad de obtener
empaques con mejores propiedades, no obstante son pocos los estudios que se
han reportado respecto a este tema, dentro de las técnicas utilizadas para la
caracterizacion de peliculas comestibles a nivel nano se puede mencionar la

microscopia de fuerza atémica, y la hanoindentacién, elipsometria entre otras.

Por nanotecnologia se entiende como el disefio, caracterizacién, produccién y
aplicaciéon de estructuras o materiales de la forma y tamafio nanoescala en el rango
de 1-100 nm. Esta tecnologia ha sido de gran importancia en la industria de los
alimentos por la gran diferencia que aporta a los materiales que son utilizados en
embalaje incluyendo el envasado proporcionando una mayor vida (til a los

alimentos (Escamilla-Garcia y col., 2015).

Actualmente, el extender la vida de anaquel de los alimentos, asi como su
seguridad y calidad ha ido en aumento, utilizando empaques que no dafien al
medio ambiente, estos aspectos han sido el enfoque del desarrollo y aplicacion de
la nanotecnologia en los empaques de los alimentos. Los productos nano
habilitados incluyen nanocompuestos, capas de barrera, componentes activos y

funciones inteligentes. Un envase activo tiene mas funciones ademas de ser inerte
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y aislar el producto del ambiente. Los nanocompuestos incorporados tienen como
objetivo brindar propiedades de barrera, fuerza mecénica, estabilidad a la humedad

y temperatura, asi como durabilidad al empaque (Park, 2013).

El nanoindentador ha sido utilizado para la determinacion de la dureza y médulo
elastico de peliculas comestibles. Este instrumento registra la curva de carga-
descarga indicando la profundidad de penetracién del indentador en el material
(Fabra y col.,, 2011). Las ventajas de esta técnica para la caracterizacion de
peliculas comestibles, es la obtencion de valores fiables de dureza y mddulo
elastico, incluso cuando las peliculas tienen pequefios espesores y se pueden
llevar a cabo mediciones puntualizadas, al realizar este tipo de analisis es
importante considerar el grado de hidratacién del material, ya que las propiedades
mecanicas evaluadas dependen de esta variable y también determinara los
pardmetros de prueba adecuados para establecer el punto de contacto entre la
punta y la superficie del material. La ubicaciéon del punto de contacto incorrecta
puede generar valores de las propiedades mecanicas subestimados vy
sobreestimados (Arzate-Véazquez, y col., 2015).

La microscopia de fuerza atémica se ha empleado para el analisis de la morfologia
de la superficie de peliculas, donde se obtienen los valores de rugosidad y perfiles

de seccion transversal (Antoniu y col., 2015).

11



2. HIPOTESIS

Las peliculas comestibles a base de la mezcla quitosano-almidon presentaran
mejores propiedades mecanicas y de barrera que las elaboradas a base de los
componentes puros, asi mismo, técnicas de microscopia y espectroscopia
permitirdn relacionar las interacciones quimicas entre los compuestos utilizados y

sus propiedades fisicas.
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3. OBJETIVOS
3.1 General

Elaborar una pelicula comestible a base de una mezcla de quitosano y almidén y su

caracterizacion mediante técnicas de micro y nanotecnologia.
3.2 Especificos

> Elaborar peliculas comestibles, a base de quitosano y tres tipos de almidon
modificado.

» Caracterizar las peliculas comestibles.

> Establecer la relacion entre las interacciones quimicas de los compuestos que
conforman las peliculas comestibles con sus propiedades fisicas.

» Elegir la pelicula comestible con las mejores propiedades para su aplicacion

como recubrimiento en alimentos.
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4. METODOLOGIA

4.1 Materiales

Quitosano de alto peso molecular (grado de desacetilacién =275%, Sigma-Aldrich,
C3646-500G), acido lactico (85%, Fermont, PQ01511), Glicerol (299.5%, Sigma-
Aldrich, G9012-500ML), Tween 80 (Sigma-Aldrich, P1754-1L), almidén oxidado
(CPIngredientes, RD606), acetilado (CPIngredientes, Snow Flake 6702), ceroso
(CPIngredientes, Almidon waxy).

4.2 Métodos

4.2.1 Preparacion de peliculas de quitosano

Se elaboré una solucién de quitosano (1% p/v) en &cido lactico (0.5% v/v), se agitd
durante 60 min y una temperatura de 80°C utilizando una parrilla (Barnstead,
SP131325, 1A, E.U.A.), posteriormente se adiciond glicerol como plastificante en
una proporcion 1:1 (quitosano:glicerol) y Tween 80 (0.2% p/v), la mezcla se agitd
sin calentamiento durante 10 min. Finalmente, la solucién se desgasificé durante 15
min utilizando una bomba de vacio (Fisher Scientific M8C, California, E.U.A.). La
formacion de la pelicula se realiz6 por el método de vaciado en caja, para ello se
adicionaron 72 mL de la solucién en cajas (11x15.5 cm), el secado se realiz
durante 24 h a 60 °C y 50% HR en una cadmara climatica (KBF 115 de BINDER,
Tuttlingen, Alemania) (Bourbon y col., 2011).

4.2.2 Preparacion de peliculas de almidon modificado

Se prepard una solucion de almidon (oxidado, acetilado y ceroso por separado)
(3.5% p/v) en agua destilada. Se mantuvo en agitacién a 90 °C durante 30 min y se
desgasificd para eliminar aire, la formacion de la pelicula se realizé por el método
de vaciado en caja, adicionando 72 mL de la solucion en una placa (11 x 15 cm) y
se secaron en una camara climatica durante 24 h, a una humedad relativa (HR) de
50%, a 60°C (Mehdizadeh y col., 2012).
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4.2.3 Elaboracion de peliculas comestibles a base de la mezcla quitosano-

almidén

Se preparo la solucion de quitosano y las tres soluciones de almidén (oxidado,
acetilado, ceroso) como se describieron anteriormente y se realiz6 una mezcla de
quitosano con cada una de las soluciones de almidon a una proporcion 75:25
(quitosano:almiddn), teniendo asi 3 mezclas quitosano-almidén oxidado, quitosano-
almidon acetilado, quitosano-almidon ceroso. Se desgasificaron cada una de las

mezclas y se formaron bajo las mismas condiciones que las peliculas anteriores.

4.2.4 Caracterizacion fisica

4.2.4.1 Espesor

El espesor de las peliculas se determind utilizando un micrometro digital (Mitutoyo,
293-185, Japon).

4.2.4.2 Permeabilidad al vapor de agua

La permeabilidad al vapor de agua (PVA) se determin6é de acuerdo al método
gravimétrico estdndar ASTM E 96-80. Para esta prueba se utilizaron celdas de
permeabilidad con un diametro interno de 3.2 cm y una altura de 15.3 cm entre la

celda y la tapa del desecador (Figura 4).

A

Pw 4

HR1:92.5
Pw 3

——> Pwl

HR>:75%

Figura 4. Permeabilidad al vapor de agua
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Dentro de las celdas se colocé una solucién saturada de KNOs (HR= 92.5%, a T=
25 °C), posteriormente se recortaron las peliculas en una forma circular (=4 cm) y
se colocaron en la superficie de la celda. Finalmente, las celdas de permeabilidad
se colocaron en un desecador el cual contenia una solucion saturada de NaCl (HR=
75%, T=25°C y se registraron las variaciones de peso de las celdas de
permeabilidad hasta llegar a peso constante, la permeabilidad al vapor de agua
(PVA) se obtuvo a partir de la Ecuacion 1 (Alvarado-Gonzalez y col., 2010;

Escamilla-Garcia y col., 2013)

AW L
PVA = E*E ....................... (1)

En donde AW es la variacion del peso de la celda de permeabilidad (g), t es el
tiempo que dura la prueba (s), A es el &rea de contacto de la pelicula comestible
(m?), L es el espesor de la pelicula (mm) y AP es la diferencia de presiones (Pa).

Una vez calculado la PVA, este valor se corrigié por medio de las metodologias

reportadas por Gennadios y col., (1994).

PWl —_— PO * m ................................................. (2)
HR

sz == PO Fg ............................................. (3)
PV A*RxT*h;

PW3=PT_(PT_PW1) Pr«D (4)
PV A+R+Txhg

PW4-:PT_(PT_PW2) PrD s (5)

Permeancia, = Permeancia,, w .............. (6)

w3~ w4
PVAp = Pero s ——— oo (7T)

wil w2

donde Pw1 es la presion parcial dentro de la celda de permeabilidad, Pw2 es la
presion parcial dentro del desecador, Pws y Pws son la presion debajo y sobre la
pelicula comestible respectivamente, D es la difusividad del vapor de agua a través
del aire (2.81956 m?/dia, 25°C, R es la constante de los gases [0.000462 m? kPa/ (g

K)], T es la temperatura a la cual se realiza el experimento (298 K), Pt es la presion

16



atmosfeérica (85 kPa en Querétaro) y Permeancia experimental (Permeanciam) es la
pendiente de la curva de variacion de peso contra tiempo (24 horas).

4.2.4.3 Propiedades mecénicas (Dureza y Elasticidad)

El modulo elastico y dureza de las peliculas se obtuvieron utilizando un
nanoidentador (TTX-NHT, CSM, Peseux, Suiza). Esta técnica consiste en aplicar
una fuerza para penetrar o deformar la muestra. Esto se llevd a cabo a través del
contacto de la punta del equipo con la superficie de la muestra, donde se aplica una
fuerza creciente y se registra el desplazamiento que sufre la muestra como
resultado de la fuerza aplicada. Los parametros para determinar la dureza y el
modulo de elasticidad se obtienen de las curvas de carga y descarga que
proporciona el equipo (Figura 5), a partir de las cuales se obtuvo la carga maxima
(Pmax), la penetracion total a la carga maxima (hm) y la rigidez del contacto al
inicio de la descarga (S), asi como también el area de contacto (area bajo la curva,
Ac) (Fuentes- Fuentes, 2003).

max

Figura 5. Curva de carga y descarga. hf: Profundidad final de la huella, S: Tangente
a la curva de descarga (rigidez), hc: Profundidad de contacto logrado en la carga
maxima, hs: altura por encima de la de contacto con respecto a la superficie de la

muestra, Pmax: carga maxima.
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Para este analisis, la indentacion se realizo aplicando una carga méaxima de 5 mN,
y una velocidad de carga y descarga de 7.5 mN/min y una pausa de 35 s, usando
una punta de Berkovich de diamante de geometria piramidal, base triangular y radio
punta de 100 nm, obteniendo de esta manera una curva de carga-desplazamiento,
a partir de la cual se obtuvieron valores tales como, carga maxima (Pmax),
profundidad de penetracion méaxima (hmax), area de contacto (Ac) y rigidez del
material (hs). Este analisis se llevé a cabo una vez que las muestras alcanzaron el
equilibrio, analizando tres peliculas de cada una de las formulaciones, realizando
tres indentaciones a cada una de las muestras en tres puntos diferentes (centro y
extremos). Para calcular la dureza (H), se utilizé la ecuacion (8) y para el célculo del
modulo elastico las ecuaciones (9) y (10) (Alvarado- Gonzalez y col., 2010;

Escamilla- Garcia y col., 2013).

P’max
H = A he (8)
_ Svm
Er = SVAG (9)
1— 2
Em=—"— .. (10)
Er  Ei

Donde:
Er= Médulo reducido
Em= Moddulo elastico

v= Modulo de Poisson, se estima como 0.35 para muestras poliméricas.

Figura 6. Punta Berkovich de diamante de geometria piramidal.
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4.2.4.4 Solubilidad en agua

Para esta prueba se cortaron porciones de pelicula (2 cm x 2 cm) y se colocaron en
cajas de petri, se secaron a 1032 °C durante 24 h y se pesaron para determinar el
peso seco inicial, una vez transcurrido este tiempo, se colocaron en inmersion en
15 mL de agua destilada durante 6 h y constante en una placa oscilante
(UltraRocker 1660709EDU, Bio Rad, E.U.A.), una vez transcurrido este tiempo, se
realizé una filtracidén y se secaron los trozos de pelicula restante (103+2°C durante
24h) para determinar el peso seco final. El porcentaje de solubilidad se obtuvo

utilizando la Ecuacién 11 (Ghasemlou y col., 2011).

Peso seco inicial—Peso seco final

% Solubilidad =

Peso seco inicial

4.2.45 Rugosidad

El microscopio de fuerza atomica (AFM) es una herramienta Gtil para el estudio de
alimentos, permite producir un perfil en 3D de la superficie de la muestra mediante
los cambios en la fuerza entre una sonda afilada y la superficie de la muestra, la
magnitud de la interaccion entre la sonda y la superficie dependera de la rugosidad
de la superficie, ademas de generar imagenes topograficas de la superficie,
también es posible mapear diversas caracteristicas del material tales como la
carga, estructura quimicas o biolégicas, propiedades magnéticas, comportamiento

mecanico o de friccion (Morris, 2012).

Los valores de rugosidad se obtuvieron calculando la raiz cuadrada de la sumatoria
del cuadrado de la diferencia de altura para cada lectura respecto al valor
promedio, dividido por el numero de mediciones en la superficie de las peliculas
comestibles (Rq) (Ecuacion 12). Ademas puede obtenerse la media aritmética de
los valores absolutos de las diferencias de altura respecto a la altura promedio de la
superficie, medida desde el plano (Ra) (Ecuacion 13) utilizando el programa Nano
Scope Analysis 1.2 (Veeco, EUA), para esta determinacion se utilizd un
microscopio de fuerza atomica (diMultimode V, Veeco), aplicando el método de
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contacto y utilizando puntas de silicio (cantiléver RTESP Bruker, Alemania) con una
frecuencia de resonancia de 286-362 kHz, una constante de resorte de 20-80 N m!

y una velocidad de escaneo de 1 Hz con una resolucion de 256 x 256 pixeles.

RG = = oo (12)
_ 1ynN
Ra N ]=1 Z] .......... (13)

Donde Ra y Rq son los valores de rugosidad (nm), Zi es la diferencia de la altura i

respecto al promedio de las alturas, y N es el nUmero de puntos en la imagen.

4246 Color

El color fue evaluado a través de los parametros L* (luminosidad), + a* (del
componente rojo al verde) y = b* (del componente amarillo a azul) usando un
colorimetro Minolta CR400 (Konica Minolta Sensing, Osaka Japén), una fuente de
iluminacion D65 y un angulo de 10°. El color fue medido de acuerdo al método
ASTM D-1925, estandarizado con una placa blanca. Las diferencias de color fueron

calculadas usando la ecuacién (14).
AE= [ (Aa)?+(Ab)?+(AL)?) 1¥? Eq. (14)

Donde AE es la diferencia de color, AL es la diferencia de luminosidad, Aa es la
diferencia de cromaticidad rojo-verde y Ab la diferencia de cromaticidad amarillo-
azul (Gutiérrez y col., 2015), utilizando el estandar o blanco (L*=90.9), a*=0.021,
b*=-0.0376). Las mediciones se realizaron 4 veces para cada tipo de pelicula.

4.2.5 Caracterizacion quimica
4.2.5.1 Espectroscopia Raman

Espectroscopia Raman es una técnica que utiliza luz dispersada resultante de las
colisiones de fotones de moléculas para investigar las propiedades moleculares,

cuando un haz de luz monocroméatico incide sobre sistemas transparentes, la
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mayor parte de ella se transmite sin cambios; sin embargo, una porcion muy
pequefia de la luz incidente se dispersa. Aunque la mayor parte de la luz
dispersada tiene la misma longitud de onda que la radiacién incidente, una
pequefia parte de ella lo hace en diferentes longitudes de onda, fendmeno

denominado dispersion Raman (Van Duyne y col., 2014).

Esta técnica de espectroscopia vibracional es utilizada para el estudio de
materiales complejos, los modos de vibracion observados sirven como una huella
dactilar de las unidades moleculares en el material lo cual proporciona informacién
acerca de la composicidn, estructura, grado de ramificacion, conformacion
informacion acerca de interacciones, informaciéon sobre productos quimicos, Yy

reacciones, entre otras (Jacobsson y Johansson, 2009).

Figura 7. Espectroscopio Raman acoplado a un microscopio.

La interaccion quimica del quitosano con las tres variedades de almidén se analiz6
mediante un espectroscopio Raman (Raman Olympus BX41 Horiba Yvon, NJ, EUA)
acoplado a un microscopio (Olympus BX 41). Las muestras fueron radiadas
utilizando un laser de 735 nm con un objetivo de 50x, una amplitud numérica de
0.55 y un limite de difracciéon de 702 nm. Se utiliz6 una resolucién espectral de 0.16
cm?, utilizando un detector de dispositivo de carga acoplada (CCD) con un rango
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espectral de 450 a 950 nm. La apertura confocal y la rendija de entrada del
monocromador se mantuvieron constantes a 400 um. Las lecturas se realizaron en
un intervalo espectral de 200 a 4000 cm™ (Escamillay col., 2013).

Para el tratamiento de los datos se utlizé el programa Spekwin 32

(http://www.effemm2.de/spekwin).

4.3  Analisis estadistico

Los datos fueron evaluados por el andlisis de la varianza (ANOVA), y los resultados
significativos fueron analizados mediante la prueba de Tuckey (P <0.05) para
probar las diferencias significativas entre los promedios obtenidos para cada una de

las peliculas.
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5. RESULTADOS
5.1 Caracterizacion fisica

En el Cuadro 1 se presenta la descripcion de las peliculas comestibles de los
componentes individuales y sus respectivas mezclas, como se puede apreciar, la
adicion del quitosano en el almidén permite obtener peliculas menos opacas y con

mejor textura.

Cuadro 1. Caracteristicas generales de las peliculas comestibles obtenidas.

Pellcu.la Caracteristicas Pelicula
comestible
9 Transparente,
ligeramente amarilla y
flexible
AO Transparente, firme y
poco quebradiza
Opaca, firme y poco
AA quebradiza
Figura 10. Pelicula de almiddén
acetilado.
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Cuadro 1. Caracteristicas generales de las peliculas comestibles obtenidas.

Continuacion.

Pelicula o )
_ Caracteristicas Pelicula
comestible
AC Transparente y quebradiza
Figura 11. Pelicula de almidén
Ceroso.
Transparente, ligeramente
Q-AO : :
amarilla, flexible y
resistente
Figura 12. Pelicula de quitosano-
almidon oxidado.
Transparente, ligeramente
Q-AC : :
amarilla, flexible y
resistente
Figura 13. Pelicula de quitosano-
almidon ceroso.
Transparente, ligeramente
Q-AA : :
amarilla, flexible y
resistente ) . )
Figura 14. Pelicula de quitosano-
almidon acetilado.

*Q: Quitosano, AA: Almidén acetilado, AC: Almidén ceroso, AO: Almidén oxidado
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5.2  Espesory contenido de humedad

El espesor y contenido de humedad de las peliculas comestibles se muestran en el
Cuadro 2. Se presentd una diferencia significativa entre los valores obtenidos del
espesor de las peliculas de almidon y de las peliculas a base de la mezcla de
quitosano con los diferentes almidones. Se observd una disminucion del espesor
de las peliculas de almidon con la adicion del quitosano en la formulacién. La
pelicula de AA presentd el mayo espesor (128 = 14) y la pelicula de quitosano
presentd el menor espesor (66 + 6 um). No se presentaron diferencias significativas

en el espesor de las peliculas de las mezclas quitosano-almidon.

Cuadro 2. Espesor y % de Humedad de peliculas comestibles.

Pelicula comestible Espesor (um) Humedad (% p/p)
Q 66 + 6 15.56 + 0.72°
AO 105 + 26° 11.34 + 0.22¢d
AA 128 + 142 10.38 + 0.53¢
AC 112 +112 9.93 + 0.60¢
Q-AO 74 + 7°d 11.53 +0.85¢%
Q-AA 93 + 13° 17.98 + 1.642
Q-AC 81 + 5¢d 13.48 + 0.78P¢

*Q: Quitosano, AO: Almidén oxidado, AA: Almidén acetilado, AC: Almidén ceroso. Letras en
superindice indican valores significativamente diferentes (p<0.05).

En el Cuadro 2 se muestran los porcentajes de humedad de las peliculas
comestibles. La pelicula de Q-AA presentd el mayor porcentaje de humedad (17.98
+ 1.64) y ésta fue estadisticamente diferente a las peliculas de las mezclas Q-AO y
Q-AC. Por otro lado, la pelicula de AC presentdé menor porcentaje de humedad
(9.93 £ 0.60) y este aumenta en su mezcla con quitosano (13.48 + 0.78). No se
presentaron diferencias significativas en las humedades de las peliculas de Q-AO y
Q-AC. Se observo que la incorporacion del quitosano tiene un efecto significativo

en las peliculas de almidén provocando un aumento en la humedad.
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5.1 Permeabilidad al vapor de agua y solubilidad en agua

La permeabilidad al vapor de agua (PVA) es una de las propiedades mas
importantes a evaluar de las peliculas comestibles, los valores de PVA de las
peliculas estudiadas se presentan en el Cuadro 3 donde se puede apreciar que la
pelicula elaborada a base de almidén acetilado present6 el valor mas alto [2.06 +
0.61 x10° g/(s mPa)], la PVA de las peliculas de Q-AO, Q-AA, Q-AC, ACy Q no
muestran diferencias significativas, para el caso de la pelicula de quitosano, se
puede apreciar que la adicion del almidon en su formulacién mejora su propiedad
de barrera para los tres casos, se observa la disminucién de la PVA al ser
incorporado el quitosano en la pelicula de almidon acetilado QAA [1.111 + 0.031
x10° g/(s mPa)],caso contrario en las peliculas de QAC y QAO que aunque no se
presentan diferencias significativas con la PVA de almidones individuales (AC y
AO), hay un ligero aumento en la PVA al adicionar quitosano a la pelicula de

almiddn.

Cuadro 3. Permeabilidad y porcentaje de solubilidad peliculas comestibles.

_ Permeabilidad al vapor de -
Pelicula comestible Solubilidad (%)
agua x 10°(g /smPa)

Q 1.65 + 0.472 17.07 + 1.38¢

AO 1.00 + 0.39b 80.06 + 2.372

AA 2.06 +0.612 39.57 + 1.68P

AC 1.15 + 0. 334 40.97 + 3.41°

Q-AO 1.18 + 0.48% 26.77 £ 1.40¢

Q-AA 1.11 + 0.0312b 32.02 £2.23¢

Q-AC 1.32 +0.542 27.71 + 1.56°

*Q: Quitosano, AA: Almidén acetilado, AC: Almidén ceroso, AO: almidén oxidado. Letras en
superindice indican valores significativamente diferentes (p<0.05)

El Cuadro 3 también muestra los valores de % de solubilidad de las peliculas, en el
cual se puede apreciar que la adicion de quitosano en las peliculas de almidon

permite disminuye significativamente la solubilidad de las mismas, efecto que fue
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més notable en la pelicula de AO donde se disminuye notablemente la solubilidad
de 80.06 £ 2.37 a 80.06 £ 2.37 %. No se presentaron diferencias significativas en el
porcentaje de solubilidad de las peliculas Q-AO, Q-AAy Q-AC.

En la Figura 15, se muestra una grafica comparativa de PVA de quitosano, los tres
almidones individuales y sus respectivas mezclas, donde se puede observar que la
adicion de quitosano a la pelicula de AA mejora significativamente la propiedad de
barrera, mientras que en el caso de las peliculas de quitosano con AO y AC no se

ve afectada significativamente su PVA al adicionar quitosano.

2.5
5 '
a; L
&1'5
w I
8 _ T
<1
<
>
o
0.5
n
Q AO Q-AO AA Q-AA AC Q-AC
Pelicula comestible

Figura 15. Permeabilidad al vapor de agua de las peliculas comestibles.
5.2  Propiedades mecénicas (Dureza y Elasticidad)

En el Cuadro 4 se muestran los valores de dureza y modulo elastico. Se present6
un efecto significativo en las peliculas de los diferentes tipos de almidén al
adicionar quitosano, provocando una notable disminucion de su dureza. La dureza
de la pelicula de quitosano no fue estadisticamente diferente a la dureza de las
peliculas de las mezclas con los diferentes tipos de almiddn, aunque la pelicula de
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QAO present6 el menor valor de dureza (2.30 £ 0.19 MPa) de las mezclas. Por otro

lado, la pelicula de AA presento el valor mas alto de dureza 198.77 + 22.55.

Se observd un efecto significativo en la pelicula de AC al adicionar quitosano,
provocando un aumento en su modulo elastico y por lo tanto volviéndola menos
elastica; sin embargo, la elasticidad de las peliculas de AO Y AA no se ve afectada

con la incorporacion del quitosano en su formulacion.

La pelicula de Q present6 el menor valor de médulo elastico (0.07 £ 0.01 GPa) es
decir, fue la mas elastica. La pelicula de AA fue la menos elastica al presentar el
valor mas alto de modulo elastico (4.31+ 0.35 GPa). Se observo que la adicion de
guitosano a la formulacion de las peliculas de almiddn tiene un efecto significativo

sobre su modulo elastico y dureza haciéndolas més elasticas y flexibles.

Cuadro 4. Dureza y médulo elastico de las peliculas comestibles.

Pelicula comestible Dureza (MPa) Médulo eléstico (GPa)

Q 5.87 + 0.46° 0.07 + 0.01€

AO 168.90 + 3.00° 2.76 £ 0.15°

AA 198.77 + 22.552 4.31+ 0.35%

AC 180.99 + 4.31°P 3.36 +0.12°

Q-AO 2.30£0.19¢ 0.11 + 0.06°

Q-AA 3.97 £ 0.73°¢ 0.09 £ 0.01¢

Q-AC 9.54+ 1.42¢ 0.44+ 0.03¢

*Q: Quitosano, AA: Almidon acetilado, AW: Almidon waxy, AO: Almidén oxidado, Letras en
superindice indican valores significativamente diferentes (p<0.05).

5.3 Rugosidad

En el Cuadro 5 se muestran los valores de rugosidad (Ra y Rq) de las peliculas. Se
observa que la pelicula de quitosano presenté el valor mas bajo de rugosidad
(Ra=2.06 + 0.23 y Rg= 2.653 = 0.35) sin embargo no presenta diferencia
significativa con las peliculas de AO, Q-AO y Q-AC en su valor de Ra. La pelicula
de AA presento el valor mas alto de Ra y Rq, por lo que fue la mas rugosa (Ra=
7.48 + 0.77 y Rg= 9.635 + 0.48), pero al incorporar el quitosano en esta pelicula la
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rugosidad disminuyo (Ra= 3.972 + 0.334 y Rg= 5.446 * 0.245), el mismo efecto se
presentd en las deméas peliculas de almidén. La adiciébn de quitosano en las

peliculas de almiddén tiene un efecto significativo en la rugosidad, provocando su

disminucioén.

Cuadro 5. Rugosidad de las peliculas comestibles.

Pelicula comestible Ra (nm) Rqg (nm)

Q 2.06 + 0.23¢ 2.65 + 0.35¢

AO 2.59 + 0.55¢% 3.47 £ 0.62¢

AA 7.48 +0.782 9.64 + 0.482

AC 2.82 +0.52¢ 4.46 + 0.38°¢

Q-AO 2.26 + 0.53c 3.20 £ 0.41%

Q-AA 3.972 +0.33° 5.45 + 0.25°

Q-AC 2.71 +0.87¢ 4.14 + 0.54¢

*Q: Quitosano, AA: AImidon acetilado, AC: Almidén ceroso, AO: almidon oxidado. Letras en

superindice indican valores significativamente diferentes (p<0.05).

Figura 16. Micrografia de peliculas comestibles (5 x 5 um): A) Mezcla Quitosano-

Almidén ceroso. B) Almidon ceroso. C) Quitosano.
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En la Figura 16 se observan las micrografias en un area de 5 um x 5 pm, de las
peliculas de Q, AC y la mezcla de estos, en cada una de ellas se presenta una
escala de color que va del color anaranjado (representa la profundidad) a morado
(representa la altura), esto quiere decir que entre mayor gama de colores se
presente en la micrografia menor uniformidad tiene la superficie de la muestra. La
pelicula de quitosano (Figura 16C) presenta la superficie méas lisa en comparacién
a la de AC (Figura 16B) y la mezcla Q-AO (Figura 16A), esto se puede apreciar en
el color que presenta la superficie del quitosano al ser totalmente verde, mientras
que las peliculas de AC y la mezcla Q-AC presentan superficies mas rugosas lo
cual coincide con lo presentado en el Cuadro 5 donde la pelicula de quitosano
presenta el valores mas bajos de rugosidad (Ra= 2.06 + 0.23 nm y Rg= 2.65 = 0.35
nm) en comparacion a la pelicula elaborada a base de AC (Ra= 2.82 + 0.52 nm vy
Rg=4.46 £ 0.38 nm ) y la mezcla Q-AC (Ra= 2.71+ 0.87 nm y Rg= 4.14 £+ 0.54 nm).

Figura 17. Micrografia de peliculas comestibles (5 x 5 um): A) Mezcla Quitosano-
Almidon oxidado. B) Almidon oxidado. C) Quitosano.

En la Figura 17 se observan las micrografias de las peliculas de Q, AO y la mezcla
de estos, al igual que en el caso anterior la pelicula de Q (Figura 17C) presenta la
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superficie mas homogénea y lisa; sin embargo, de acuerdo a los datos presentados
en el Cuadro 5 la pelicula elaborada a base de la mezcla Q-AO (Figura 17A) no
presenta diferencia significativa con respectos a las peliculas elaboradas usando Q

y AO, aungue la rugosidad disminuye al incorporar Q en la pelicula de AO.

La topografia de la pelicula elaborada a base de la mezcla Q-AA se muestra en la
Figura 18A, de la cual se puede apreciar una superficie lisa, aunque mas rugosa
gue la elaborada a base de quitosano solo, en esta figura se observa que la adicién
de Q proporciona una superficie mas lisa al almidon en comparacion con la
solamente elaborada con AA (Figura 18B); esto concuerda con lo presentado en el
Cuadro 5, en donde la pelicula de AA presenta los valores de rugosidad mas altos
(7.48 £ 0.78 nm).

46,0 nird

24nm

Figura 18. Micrografia de peliculas comestibles (5 x 5 um): A) Mezcla Quitosano-
Almidén acetilado. B) Almidon acetilado. C) Quitosano.

5.4 Color
En el Cuadro 6 se presentan los parametros de color a* (valor cromatico de rojo a
verde), b* (valor cromético de amarillo a azul), L* (Luminosidad) y AE (diferencia de

color total) obtenidos de las peliculas comestibles. De los valores presentados se

puede observar que las peliculas elaboradas a base de la mezcla de almidon con
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quitosano, presentan una mayor coloracion amarilla, siendo la del valor mas alto de
b* la pelicula elaborada a base de la mezcla Q-AO, aunque esta no presenta
diferencias significativas con la pelicula de Q-AA, mientras que las peliculas de
almidon individual presentan los valores mas bajos de b* sin presentar diferencias
significativas. Dentro del parametro de luminosidad solamente la pelicula de AC y
QAO fueron significativamente diferentes; se observa la disminucion de la
luminosidad al adicionar Q al AO (L*=88.87 = 0.32) y al AC (L*=90.26 + 0.73).
Aunque las demas peliculas de almidén y su mezcla con quitosano no presentaron
diferencias significativas, la pelicula de Q-AA presentd el mayor valor de
luminosidad y la de Q-AO el menor valor. El valor cromético a* de todas las
peliculas presenta valores negativos que, aunque son muy pequefios tienden al
color verde. Las peliculas de AO, AA y AC presentaron el mayor valor de a* y no
fueron significativamente diferentes, por otro lado, la pelicula de Q-AO presento el
valor mas bajo de a*. Dentro de las peliculas de la mezcla quitosano-almidén,
solamente la de Q-AA y Q-AC presentaron diferencias significativas. No se
obtuvieron diferencias significativas en la diferencia total del color de las peliculas
(P< 0.05).

Cuadro 6. Parametros de color (valor cromético de a*, b* y L*) de las peliculas

comestibles
Pelicula
comestible o a* d aF

Q 91.37 £ 0.15% -1.15 + 0.34" | 4.38+ 0.14° 4.58 +0.17b¢

AO 91.06 + 2.782 -0.24 +0.612 | 0.92+0.21¢ | 2.39 +2.78%

AA 90.42 + 2.22a -0.24 £0.482 | 0.43£0.11° 1.64 + 2.22¢

AC 93.06 + 2.022 -0.23+0.372 | 0.47 +£0.27¢ | 2.51 +2.38%
Q-AO 88.87 £ 0.32° -1.64 £0.41° | 7.13 £ 1.692 7.70 £ 0.462
Q-AA 91.14 £+0.08%° | -1.37 £0.24 | 6.70+ 0.852 | 6.66 + 0.13%
Q-AC 90.26 +0.73% | -1.32+0.54b | 4.83+0.83° | 5.55+0.68%

Q: Quitosano, AO: Almidén oxidado, AA: Almidon acetilado, AC: Almidén ceroso. Letras en
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5.5 Caracterizacion quimica

5.5.1 Espectroscopia Raman
Para conocer las interacciones de los componentes de las peliculas comestibles
(quitosano y los tres tipos de almidén) se utiliz6 espectroscopia Raman para
observar la aparicion o desaparicion de bandas en el espectro. Se analizaron las
peliculas de quitosano, los tres tipos de almidon y sus mezclas a un rango de 200 a
3200 cm-L,

En la Figura 17 se muestran los espectros Raman de las peliculas de AA, Q, y Q-
AA, en donde se observa la desaparicién de la sefial de Q a 542.35 cm?, 653.56
cmy 890 cm al realizar la mezcla Q-AA; un fenémeno similar se presenta para el
caso del espectro del AA que presenta sefial en 1202 cm™ pero en el espectro de la
mezcla no se presenta. El espectro obtenido de la mezcla Q-AA presenta una sefial
gue en los compuestos sin mezclar no aparece (1695 cm), estos cambios en las
sefiales indican una posible interaccion entre los componentes de las peliculas

comestibles.

En la Figura 19 se aprecia el espectro de la mezcla de Q, AO y Q-AO, en el cual se
presentan interacciones quimicas entre los componentes; donde al igual que en el
espectro anterior (Figura 17) la sefial caracteristica del quitosano en 542.35 cm
desaparece al realizar la mezcla. Sin embargo, a diferencia de la pelicula de la
mezcla Q-AA ademas de desaparecer la sefial caracteristica del almidon en 890
cml, también desaparecen las sefiales en 778 cm™ y 820 cm* al realizar la mezcla
con quitosano y se presentan sefales diferentes para el AO y Q en la mezcla a Q-
AO a613cmly1730cm™.

Para el caso del AC, Q y sus mezclas (Figura 19) se observa la desaparicion de las
sefiales a 421 cm! (caracteristica del almidén), 542 cm™, 924 cm™? y 1409 cm™?
(caracteristicas del quitosano), 613 cm™y 1220 cm™ (presentes en los espectros de
Ay Q sin mezclar) en el espectro de la mezcla Q-A, asi como la presencia de una
sefal diferente a los espectros del resto de las peliculas a 1737 cm™.
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Para una mejor visualizacién, en la Figura 20 se encuentran los espectros
obtenidos de las tres mezclas elaboradas (Q-AA, Q-AO y Q-AC) en donde la
mezcla Q-AC no presenta sefial a 756 cm™ a diferencia de las peliculas de Q-AA 'y
Q-AO que si la presentan. De igual forma se observa que el espectro de la pelicula
de Q-AA no presenta sefiales a 533 cm™ y 1398 cm™ y los espectros de las
peliculas de Q-AC y QAO si las presentan, por lo que el proceso de modificacion
gue se utilice en el almidén afecta el tipo de interaccion entre los componentes de

las peliculas.
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6. DISCUSION

6.1 Caracterizacion fisica

6.1.1 Espesor y Contenido de humedad

Algunos estudios han reportado que el espesor y el contenido de humedad de las
peliculas comestibles afectan las propiedades fisicoquimicas y mecanicas de las
mismas (Gutiérrez y col., 2015). Las peliculas comestibles elaboradas a base de
almiddn presentan valores de espesor mas alto que las peliculas que tienen en su
composicién quitosano, siendo la de mayor espesor la elaborada con AA (112 + 11
um). De los resultados obtenidos se observa que las peliculas de AA y AO
presentan espesores con diferencia significativa, esto se debe al tipo de
modificacion a la que se somete el almidén (oxidacién o acetilacion) ya que ésta
afecta su composicion (amilosa/amilopectina/ grupos oxidantes o acetilados) y por
lo tanto sus propiedades funcionales tales como el grado de hinchamiento de los
granulos y viscosidad, lo cual se va a reflejar en el espesor de las peliculas.
Rincon y col., (2007) reportaron que a mayor porcentaje de amilopectina se
presentan mayores espesores de las peliculas. Las de AA y AC presentan los
valores de espesor mayor 128 + 14y 112 + 11 um), el almidon ceroso al presentar
una composicién alta en amilopectina (cerca del 93% p/p) genera un alto

hinchamiento del granulo y origina un mayor espesor (Lu y col., 2014).

En el Cuadro 2 se enlistaron los valores de % de humedad, y al igual que con el
espesor, el hinchamiento del granulo de almidon afecta la humedad de las
peliculas comestibles. Para el caso de las peliculas de almidén este se relaciona
con la capacidad de absorcién de agua; las peliculas de almidon modificado (AA 'y
AO) presentan una mayor humedad que la del AC. Se ha reportado que la
presencia de los grupos acetilo del AA permite absorber una mayor cantidad de
agua en comparacion al y facilitando a su vez el acceso de agua a la region

amorfa del almidon; de igual forma el contenido de grupos carbonilo y carboxilo en
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el almidon oxidado presenta mayor afinidad por el agua provocando por lo tanto el
hinchamiento del granulo de almidon (Rincén y col., 2007).

La adicion de Q a las peliculas de almidon provoc6 un aumento en el porcentaje
de humedad, esto se explica por la naturaleza hidrofilica del quitosano en la que
los grupos hidroxilo expuestos del mismo interactian facilmente con el agua
(Antoniou y col., 2016; Ho y col., 2016), lo que provoca mayor contenido de
humedad en las peliculas, indicando que entre mayor sea el contenido de grupos
hidroxilo disponibles del quitosano mayor sera el contenido de humedad de la
pelicula. La pelicula de Q-AA tiene el % de humedad mas alto en comparacion al
resto de las mezclas, lo cual se atribuye a las interacciones del quitosano con
cada tipo de almidon. En al caso del AA los grupos acetilo que sustituyen los
grupos hidroxilo del almidon nativo aumentan su capacidad de interacciéon con el
agua, mientras que los grupos hidroxilo del almidén presentan menor capacidad
de retencion de agua (Amit y col., 2010), es por ello que la pelicula de Q-AA

presento el mayor contenido de humedad.

6.1.3 Permeabilidad al vapor de agua y solubilidad en agua

La PVA es una propiedad esencial para establecer la eficacia de las peliculas
comestibles, ya que el objetivo de estas es prevenir o reducir la transferencia de
humedad del ambiente al alimento y esta dependera del espesor de la pelicula, la
humedad, la concentracion y las interacciones existentes entre los componentes
de la matriz de la pelicula (Bertuzi y col., 2007; Gutiérrez y col., 2015). La
disminucién de la PVA de la pelicula de AA es notable al mezclarla con quitosano
(Q-AA), pero este efecto no fue el mismo al mezclar el AO y AC con el quitosano
(Q-AO y Q-AC); aunque la PVA de las peliculas de las 3 mezclas no presenta
diferencia significativa, por lo cual se concluye que la presencia de Q mejora la
propiedad de barrera debido a la interaccion del quitosano con cada tipo de
almiddén. Segun Alves y col. (2007), las posibles interacciones del quitosano con el
almidon dependen de la relacion amilosa/ amilopectina asi como de los grupos

funcionales que caracterizan a cada uno de los almidones utilizados. La pelicula

40



de AA presentd las propiedades de barrera mas pobres, aun siendo la pelicula de
espesor mayor, lo cual se atribuy6 a que los grupos acetilo retienen con mayor
facilidad el agua, resultando a su vez en mayores valores de PVA. La pelicula de
quitosano no presenta diferencia significativa en PVA con respecto a las mezclas
Q-A. Los valores de permeabilidad obtenidos son similares a los reportados por
Trejo y col. (2001) quienes para peliculas de quitosano (1%) y sorbitol a diferentes
concentraciones (1-4%) obtuvieron valores de PVA en el rango 1.21x10° —
1.35x10°[g/(s mPa)].

Para determinar la aplicacion de la pelicula el porcentaje de solubilidad es un
factor importante a evaluar, la pelicula comestible de AO presenta el mayor
porcentaje de solubilidad, esto se debe a los grupos carboxilo presentes en su
estructura los cuales facilitan su combinacion con el agua, se puede observar que
el proceso de oxidaciéon del almidén aumenta significativamente la solubilidad de la
pelicula de 40.97 + 3.41 a 80.06 * 2.37 %, de acuerdo a lo reportado por Liu y col.
(2014) el aumento de la solubilidad se debe a la despolimerizacién y el
debilitamiento estructural de los granulos de almidén produciendo un aumento en
la movilidad de las moléculas y a la introduccion de grupos carboxilo los cuales se
combinan mas facilmente con el agua. A pesar de que la pelicula elaborada con
almidon oxidado presenta la mayor solubilidad, al realizar la mezcla, es la que
presenta el valor mas bajo en comparacion al resto de las mezclas (Q-AO: 26.77 +
1.40 %; Q-AA: 32.02 + 2.23 %; Q-AC: 27.71 £ 1.56 %). De acuerdo con Mei y col.
(2013) la solubilidad de las peliculas comestibles depende de la cantidad de
enlaces que se forman entre los componentes que la conforman, por lo que el
almidon oxidado puede estar formando una mayor cantidad o diferentes tipos de
enlace con el quitosano que no se forman al utilizar almidén acetilado o almidén
ceroso. Por otro lado, el glicerol es altamente soluble en agua por lo cual no llega
a formar enlaces con la estructura de la pelicula y por lo tanto no afecta a la

solubilidad de las mismas

La pelicula con el menor valor de solubilidad lo obtuvo la pelicula de quitosano

(17.07 = 1.38 %), esto puede ser ocasionado por su grado de desacetilacion
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(275%), ya que algunos estudios reportan que entre mayor sea la cantidad de
grupos amino menor serd la solubilidad del quitosano en agua (Cheng y col.,
2015).

En base a lo mencionado anteriormente, es posible que el almidén acetilado vy el
almidén ceroso estén interaccionando con los grupos amino del quitosano,
haciendo que las peliculas sean mas solubles, mientras que el almidon oxidado
interacciona con una mayor cantidad de grupos hidroxilo ademas de interaccionar
con los grupos amino, en comparacion a los otros almidones, haciendo la pelicula

en base a esta mezcla menos soluble que las demas.
6.1.4 Rugosidad (Ra y Rq)

La topografia de las peliculas se evalud utilizando un microscopio de fuerza
atomica, del cual se evaluaron dos parametros de rugosidad Ra (promedio
aritmeético de los valores absolutos de las alturas medida a partir de la linea
central) (Hinojosa Rivera y Reyes Melo, 2001) y Rq (valor cuadratico medio de las
desviaciones) (Mata- Cabrera y col., 2013). La pelicula que present6 el valor mas
bajo de rugosidad fue la elaborada con quitosano (Ra=2.06 + 0.62 nm, Rq=2.65 *
0.34 nm). Arzate-Vazquez y col. (2012) reportan que las peliculas elaboradas a
base de quitosano presentan superficies lisas, homogéneas y sin irregularidades,
debido a la cercania entre las moléculas de quitosano al formar la pelicula. Las
peliculas elaboradas con AA (Ra=7.48 + 0.78 nm; Rg= 9.64 + 0.48 nm) y la mezcla
Q-AA (Ra= 3.972 £ 0.33 nm; Rg= 5.45 + 0.25 nm) presentaron los valores de
rugosidad mas altos, aunque se observé una disminuciéon de rugosidad al
adicionar el quitosano, esto puede ser causado por que la acetilacion del almidén
conduce a la reorganizacion estructural debido al impedimento estérico, dando
lugar a que las moléculas de almidén ocupen un mayor espacio (Kaur y Singh,

2016) originando superficies mas rugosas en las peliculas que contienen AA.

Bonilla y col. (2013) reportan un fendmeno similar en peliculas de almidon, en
donde observaron que la adicion del quitosano en las peliculas producia

superficies mas lisas debido a la alta compatibilidad entre los dos polimeros, ya
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que la separacién de fases podria causar irregularidades en la superficie y por lo
tanto mayor rugosidad.

6.2 Propiedades mecanicas (Dureza y Elasticidad)

Las propiedades mecanicas evaluadas para las peliculas comestibles fueron
elasticidad y dureza, de los resultados obtenidos las peliculas de Q-AO y Q-AA
fueron las mas elasticas y menos duras, mientras que la pelicula de Q-AC fue la

mas dura y menos elastica.

Las peliculas con valores de dureza mayores se presentaron en las elaboradas
con almidon (AC, AO, AA), esto se debe a la presencia de amilosa, ya que de esta
depende la capacidad de los almidones para formar peliculas, entre mayor sea el
contenido de amilosa se obtendran peliculas mas rigidas y fuertes (Elsabee y
Abdou, 2013). Sin embargo, se puede observar que al adicionar el quitosano la
dureza de las peliculas disminuye significativamente en comparacion a las
peliculas de almidon sin mezclar, siendo mas notorio en las peliculas con AA, al
disminuir la dureza de 198.77 + 22.55 a 3.97 = 0.73 MPa. Esto podria explicarse
debido a la interaccion de los grupos acetilo con el Q, que promueven una

estructura mas abierta y por tanto menos dura

De los resultados obtenidos se puede apreciar que las peliculas elaboradas con
quitosano resultaron mas elasticas al presentar valores de moédulo elastico
menores, esto se puede deber a una interaccion mas efectiva entre el Ay el Q, al
momento de realizar la mezcla de quitosano con los tres tipos de almidén
utilizados (Q-AA, Q-AO, Q-AC). El aumento de la elasticidad y disminucién de la
dureza de las peliculas comestibles elaboradas a partir de la mezclas se debe a
que la incorporacion de quitosano en las peliculas contribuye al aumento de
fuerzas de van der Waals como consecuencia a su mayor capacidad para formar
enlaces de hidrégeno haciendo mas flexibles a las peliculas, mientras que la
adicion del Q resulta en una estructura mas voluminosa, que por no tener
interacciones covalentes o i0nicas, haciendo las peliculas menos duras (Bonilla y
col. 2013).
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6.1.1 Color

El color es una propiedad importante de las peliculas para definir su aplicacion ya
que esta afectara la apariencia del producto en el cual va a ser utilizada. La
adicion de Q a las peliculas de AO y AA provoco una disminucion en luminosidad
de estas mientras que para la mezcla de Q-AA se obtuvo el valor de luminosidad
mas alto (91.14 £ 0.08), es decir fue la mas clara. Las peliculas elaboradas a base
de los tres almidones no presentan diferencia significativa en el valor de
luminosidad, esto concuerda con lo reportado por Levien-Vanier y col. (2012)
quienes reportan que el proceso de oxidacién de los almidones no modifica los
parametros de color. Para el valor cromatico de a* todas las peliculas tienden a
una coloracion roja, sin embargo, la pelicula de Q presenta diferencia significativa
con respecto a las peliculas elaboradas a base de almidén. También se puede
apreciar que la adicion de Q a las peliculas de almidén proporcioné una
pigmentacién amarilla, esto concuerda con Kurek y col. (2014), quienes, al
adicionar Q a peliculas de proteina de suero de leche, les proporcioné una
coloracion amarilla, ademas de aumentar el valor de AE*; los valores de
luminosidad y los parametros cromaticos (a*, b*) y AE son similares a los

previamente reportados (Rivero y col., 2009; Jridi y col., 2014; Kurek y col., 2014).
6.3 Caracterizacion quimica (Espectroscopia Raman)

Para la caracterizacion quimica se utilizé espectroscopia Raman ya que es un tipo
de espectroscopia capaz de identificar compuestos de caracter polar y no polar,
con anillo y dobles o triples enlaces en su estructura, ademas es capaz de
identificar modos vibracionales que son tipicamente de intensidad débil en el
espectro IR (Holder y col., 2012).

Las interacciones quimicas de los compuestos de las peliculas comestibles se
identificaron por la aparicion y desaparicion de sefiales en el espectro Raman, lo
cual indica la presencia o ausencia de determinados grupos funcionales. De los
espectrogramas obtenidos se observa que el quitosano interactia con los tres

almidones y de una manera diferente, esto se debe al proceso de modificacién de
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cada almidén. En el espectro de la pelicula de Q-AA (Figura 19) se observo la
desaparicion de una sefial en 542 cm, la cual es caracteristica del quitosano y
representa vibraciones fuera del plano de flexion de los grupos NH, C=0 y CHs
(Zajac y col. 2015) los cuales podrian estar reaccionando con el almidén acetilado,
en el caso de NH siendo el nitrdgeno mas electronegativo que el hidrégeno puede
formar enlaces con el almidon, el grupo carbonilo es polar en donde el atomo de
oxigeno tiene una carga parcial negativa y el atomo de carbono una carga parcial
positiva, por lo que el atomo de oxigeno tiene una electronegatividad mayor y éste
puede reaccionar facilmente con los grupos OH del almiddn. Los grupos acetilo (-
COCHs3) del almidon acetilado pueden estar reaccionando con los grupos NH del
quitosano para formar nuevos enlaces, en este mismo epectrograma (Figura 19)

se observa la desaparicion de las sefiales 890 cm™ y 1220 cm caracteristicas del
anillo pirenoide de quitosano y a vibraciones en el plano de flexion y(OH...O) y CH

respectivamente (Zajac y col., 2015) siendo grupos con los que este reaccionando
el almidén, ademas se puede observar una disminucién en 653 cm™ y 1202 cm?
sefales atribuidas al almidén que representan un estiramiento del enlace C-C y C-
Oy al enlace C-O-C del anillo de la piranosa del almidén (Holder y col., 2012) por
lo que puede decirse que el anillo se rompe y el almidon pierde su estructura. Las
vibraciones causadas por el estiramiento del carbonilo ocurren generalmente en la
region de 1730 cm-1645 cm, sin embargo, la intensidad de la sefial es débil en
Raman, probablemente causado por la conjugacion de enlace del grupo carbonilo
con el anillo piranosa (Joseph y col., 2012). Esta seial no se observa en el
espectro del AA debido a lo mencionado o también por el grado de sustitucion del
almidon; por otro lado, se observé que en el espectro de la mezcla del almidén
acetilado con el quitosano surge una banda a 1695 cm que podria indicarnos la

formacion de grupos C=0.

En el espectro de la pelicula de Q-AO (Figura 20), en esta mezcla al igual que en
el caso anterior desaparece la sefial a 542 cm! del quitosano, esta desaparicion
pudo deberse por la posible interaccidén entre los grupos NH y C=0 del quitosano

con los grupos carboxilo o carbonilo del almidon oxidado. En medio acido el
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oxigeno del grupo carbonilo puede protonarse siendo este mas reactivo y
provocandose la adicién de un nucledfilo que podria ser el grupo NH del quitosano
y posteriormente produciendo la salida de agua. Se observo también que en el
espectro de Q-AO (Figura 20) hubo decaimiento de sefiales del almidon a 778 cm~
1y 896 cm1, las cuales pueden ser atribuidas a flexion de los enlaces C-C-O
(Holder y col., 2012) y a un estiramiento del anillo pirenoide y v(®P)+p(CH2) del
quitosano. Se observé el surgimiento de una sefial a 1730 cm™, que puede ser

atribuida a la formacioén de grupos C=0 (Ulahannan vy col., 2015).

En la Figura 21 se muestra el espectro de la mezcla de almidén ceroso con
quitosano en donde se observd la desaparicion de sefiales caracteristicas del
quitosano a 421 cmty 924 cm? y 1409 cm™, estas sefiales se puede atribuir a
una flexion fuera del plano de OH y del anillo pirenoide y(OH) + y(¢); a
vibraciones del enlace C-N y a vibraciones simétricas 6s(CHs3) + &(CH),
respectivamente, cabe sefal que estas sefiales no desaparecen al realizar la
mezcla de quitosano con los almidones modificados (AA y AO), también se
presenta la aparicion de la sefial a en el rango de 1695 a 1737 cm™, la cual se
puede atribuir a vibraciones causadas por el estiramiento de grupos C=0 (Zhang y
col., 2010). Finalmente se realiz6 la comparacion entre las tres mezclas realizadas
(Q-AC, Q-AO y Q-AA) en donde se detectaron diferencias, en el caso de la mezcla
Q-AC no se observd sefal a 533 cm™, 756 cm™ y a 1398 cm™? que pueden
atribuirse a una torsion del enlace C-O, a una flexion del enlace C-C-O del
almidon, y a una flexion den enlace C-C-H del almidén (Holder y col., 2012),
respectivamente; por lo que en la mezcla de Q con el AC pudo interaccionar con el
quitosano de manera diferente que con el AO y el AA, al tener estos grupos

carboxilo, carbonilo y acetilo respectivamente.
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7. CONCLUSION

La adicion de quitosano en las peliculas de los almidones mejor6 sus propiedades
de barrera, mecanicas y Opticas al observarse la disminucion del contenido de
humedad, PVA y % de solubilidad, asi como el aumento de la elas-ticidad,
disminucién de la dureza de las peliculas y al presentarse altos valores de

luminosidad.

La pelicula de Q-AO presentdé el menor espesor, contenido de agua, % de
solubilidad y permeabilidad al vapor de agua que todas las demas peliculas de las
mezclas. Asi mismo esta pelicula presenté menor dureza y rugosidad, siendo la

mas elastica junto con la pelicula de Q-AC.

Por medio de la espectroscopia Raman se comprob6 que cada almidén tuvo una
interaccion diferente con el quitosano lo que le proporcion6 a cada pelicula
propiedades de barrera y mecanicas diferentes. Se observaron diferentes
interacciones de los grupos OH libres, C=0 y NH del quitosano con cada tipo de
almidon, de igual forma se observaron interacciones de grupos C-O-C del anillo de

la piranosa y C-C del almidon con el quitosano.
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