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Efectividad antimicrobiana de peliculas de quitosano, poli adipato (co-tereftalato de
butileno) y almidon de yuca en carne fresca

Karla Pierina Valladares Alcivar

Resumen. Los polimeros usados en empaques convencionales son derivados de fuentes
fésiles no renovables y no biodegradables, a diferencia de los biopolimeros que se usan por
su disponibilidad, bajo costo y biodegradabilidad. Incorporar agentes antimicrobianos
naturales es una alternativa para la conservacion y prolongacion de la vida de anaquel de
los alimentos. El objetivo del estudio fue caracterizar las propiedades mecéanicas, de barrera
y estructurales de peliculas de almidon, poli adipato (co-tereftalato de butileno) (PBAT) y
quitosano, en concentraciones del 2.5 y 5% y determinar su efectividad antimicrobiana en
carne. Se desarrollaron tres tipos de peliculas (control, quitosano al 2.5% y quitosano al
5%) y se analiz0 la capacidad antimicrobiana a través de conteo de bacterias meséfilas los
dias 0, 3,5y 7. Se us6 un disefio de Bloques Completos al Azar con tres repeticiones, cuatro
medidas repetidas en el tiempo y separacion de medias LSMeans y Duncan. Las peliculas
con 5% de quitosano disminuyeron el porcentaje de elongacion y aumentaron el médulo de
Young. La permeabilidad al vapor de agua aument6 con la adicion de quitosano al 2.5y 5%
y la estructura de peliculas control en microscopia de barrido MEB presentaron la mejor
compactacién. La efectividad antimicrobiana de las peliculas fue nula durante los 7 dias de
almacenamiento y el color de la carne en la escala CIE a* con peliculas al 2.5% de quitosano
fue estable a través del tiempo.

Palabras clave: Biopolimeros, caracterizacion mecanica y de barrera, empaques activos.

Abstract. The polymers used in conventional packaging derive from fossil sources that are
neither renewable nor degradable unlike biopolymers which are used for their availability,
low cost, and biodegradability. Incorporating natural antimicrobial agents is an alternative
for the conservation and prolongation of food shelf life. The objective of this study was to
characterize the mechanical and barrier properties of starch, poli adipate (co-terephthalate
of butylene) and chitosan films in concentrations of 2.5 and 5% and determine their
antimicrobial effectiveness in meat. Three types of films were developed (control, chitosan
2.5% and chitosan 5%) and the antimicrobial capacity was analyzed through mesophilic
bacterial count at days 0, 3, 5, and 7. A Randomized Complete Block design was use with
three replicates, four measurements in time and Duncan and LSMeans separation. The films
with 5% chitosan diminished elongation percentage and increased the Young module.
Water vapor permeability increased with the addition of chitosan at 2.5 and 5 % and the
structure of control films in scanning electron microscopy MEB exhibited the best
compaction. The antimicrobial effectiveness of the films was null during the 7 days storage
and the color of the meat in the CIE a* scale with films with 2.5% chitosan was stable
through time.

Key words: Active packaging, biopolymers, mechanical and barrier characterization.
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1. INTRODUCCION

La demanda de alimentos funcionales; nutritivos, de facil transporte y almacenamiento se
ha vuelto una tendencia, obligando a innovar y extender el enfoque de la preservacion
alimenticia, méas alla de la proteccion y prolongacion de la vida de anaquel (Camacho
Elizondo et al. 2011). Las peliculas y recubrimientos comestibles constituidos por
polisacaridos, proteinas y lipidos presentan una tecnologia respetuosa con el ambiente que
responde a la demanda de consumidores de alimentos saludables, naturales y minimamente
procesados. Estos son aplicados en frutas y vegetales incluso en productos carnicos que
demandan procesos térmicos y quimicos para asegurar un periodo de vida til prolongado.
Aqui surge la necesidad de alternativas menos agresivas con los alimentos, que conserven
sus propiedades nutricionales y a la vez extiendan su vida de anaquel (Rodriguez et al.
2014).

Los polimeros usados para empaques alimenticios convencionales son derivados de fuentes
fosiles no renovables y no biodegradables. Las ventajas de los biopolimeros como material
de empaque son: disponibilidad, bajo costo, compatibilidad y biodegradabilidad.
Biopolimeros como el almiddn y el quitosano son altamente estudiados por ser alternativas
renovables y funcionales, que abren paso al desarrollo de nuevos productos, al
mejoramiento de perfiles nutricionales con peliculas comestibles, a la incorporacion de
compuestos activos y la disminucion del impacto ambiental (Marvizadeh et al. 2017). El
almidon termoplastico es obtenido por termoprensado, en presencia de plastificantes como
el glicerol, ampliamente aplicado en la elaboracién de materiales biodegradables. Para
mejorar las caracteristicas mecanicas de materiales de empaque a base de almidon, el
almidon termoplastico se usa en mezcla con otros polimeros. El poli adipato (co-tereftalato
de butileno) (PBAT) es un polimero derivado del petroleo y se produce por
policondensacion. Es biodegradable, con buenas propiedades mecanicas, térmicas, de
degradacion y resistencia. EI PBAT presenta caracteristicas interesantes en mezclas con
almidon termopléstico, promoviendo el estudio con otros polimeros como fase continua
(Bonametti 2010).

Los empaques activos son aquellos que interactdan con el alimento y prolongan su vida de
anaquel por la incorporacion de compuestos antioxidantes, quelantes, capturadores de
oxigeno y gases, absorbentes de humedad y antimicrobianos (Brody et al. 2002). Las
peliculas antimicrobianas son peliculas activas que poseen un agente antimicrobiano
incorporado en la matriz plastica. Los antimicrobianos incorporados se clasifican en: no
volatiles como las bacteriocinas, enzimas, acidos organicos y bacteriéfagos y volatiles
como los aceites esenciales (EO’s), alil isotiocianato (AITC) y dioxido de cloro (ClOy
(Otoni et al. 2016).



Naturalmente, existen agentes antimicrobianos de origen animal que incluyen proteinas,
enzimas, hidrolasas y polisacaridos, como el quitosano y, de origen vegetal, como
compuestos fendlicos, acidos organicos y fitoalexinas (Rodriguez 2011). El quitosano es
un polisacarido producido por la N-desacetilacion de la quitina, encontrada en el
exoesqueleto de crustaceos. El quitosano presenta propiedades fisicoquimicas unicas;
biocompatibilidad, biodegradabilidad, atoxicidad, actividad antimicrobiana, y baja
permeabilidad (Blanquicet Macea et al. 2015). Su capacidad antimicrobiana fue
comprobada en peliculas de polietileno de baja densidad (Low Density Polyethylene -
LDPE), en las que presentd inhibicion de E. coli, mostrando empleo promisorio en mezclas
con otros polimeros (Reesha et al. 2015).

El sector carnico es uno de los pioneros en la aplicacidon de empaques activos, para el control
de los maltiples factores que afectan la vida de anaquel de la carne. Debido a que la carne
es un vehiculo de Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETA’s) y susceptible al
deterioro, su calidad microbiolégica indica el nivel de higiene durante el procesamiento y
determina su vida de anaquel. El recuento de microorganismos indicadores como las
Bacterias Mesofilas Aerobias (BMA) advierten la presencia de bacterias patdgenas como
Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes, Campylobacter spp, Clostridium
perfringens y Yersinia enteroditica, causantes de ETA"s (Rodriguez y Regalado 2007).

Este estudio se fundamentd en la caracterizacion y evaluacion de la efectividad
antimicrobiana de peliculas de quitosano/PBAT y almidon de yuca aplicada en carne fresca;
por lo cual los objetivos del presente estudio:

e Determinar las propiedades mecanicas, de barrera y estructurales de peliculas de
almidén/PBAT sin y con quitosano.

e Evaluar la capacidad antimicrobiana del quitosano en peliculas de almidén y PBAT en
carne fresca durante siete dias de almacenamiento a 7 °C.

e Evaluar el efecto de las peliculas en las propiedades fisico-quimicas de la carne.



2. MATERIALES Y METODOS

Ubicacion.

El proyecto de investigacion se realizd en el Departamento de Tecnologia de Alimentos de
la Universidad Estadual de Londrina, Brasil y en el Laboratorio de Microbiologia de
Alimentos Zamorano, Honduras. Se produjeron las peliculas en el Laboratorio de
Tecnologia de Materiales Biodegradables y la capacidad de inhibicion microbiana de las
peliculas se estudio en el laboratorio de Microbiologia de Alimentos de Zamorano.

Materiales.

El PBAT fue adquirido de BASF (Alemania) con nombre comercial Ecoflex ® BLEND
C1200 y el almiddn de yuca de la compaiiia Indemil Ind. Com. Ltda., ubicada en (Paranavai,
Brasil). El glicerol (Dinamica, Sao Paolo, Brasil) y el &cido citrico (Dinamica, Sao Paulo,
Brasil) fueron utilizados como plastificantes al mezclar los polimeros. Como agente
antimicrobiano se usé quitosano (Polymar Ind. Com. Ltda., Fortaleza, Brasil), con grado de
desacetilacion de 87.4% y viscosidad de 176 cPs a 20 °C, previamente tamizado con
zaranda marca Abert 250, 60 mesh (0.250 mm) (Bertel Ind. Met. Ltda, Sao Paulo, Brasil).
Se utiliz6 el musculo Semitendinosus de la parte posterior de la canal bovina para medir la
eficiencia antimicrobiana de las peliculas.

Produccion de las peliculas.

Se desarrollaron tres tipos de peliculas (Control, quitosano al 2.5% (QTS2.5%) y quitosano
al 5% (QTS5%) siguiendo las formulaciones mostradas en el Cuadro 1. Para las distintas
formulaciones se mezclaron los componentes en el siguiente orden: quitosano con glicerol
y acido citrico, PBAT y almidon. Se homogeniz6 manualmente cada formulacion y se
deshicieron los grumos. El proceso de produccion de la pelicula se hizo en dos etapas:
peletizacion y formacion. Primeramente, las mezclas fueron alimentadas en la extrusora
piloto marca BGM (modelo EL-25, Tabodo da Serra, Brasil), con rosca de 25 mm de
didmetro y 700 mm de longitud. Se utilizaron temperaturas de 90, 110, 110, 100 °C y
boquilla con 6 orificios de 2 mm de diametro cada uno. Los perfiles circulares obtenidos
fueron transformados en pellets.

Los pellets fueron procesados en la misma extrusora para la formacion de la pelicula por
extrusion-soplo. La velocidad de la rosca fue de 35 RPM vy perfil de temperatura de 90, 110,
110, 115, 115 °C.



Cuadro 1. Formulaciones para produccion de las peliculas.

Polimeros Plastificante Antimicrobiano
Formulacion  Almidon (g) PBAT (g) Glicerol (g) Quitosano (g)
iControl 511 300 189 0
°QTS2.5% 486 300 189 25
sQTS5% 461 300 189 50

2En todas las formulaciones se usé acido citrico (0.02%) en relacion al peso total.
iPelicula sin quitosano.

¢?Pelicula con concentracion de 2.5% de quitosano.

sPelicula con concentracion de 5.0% de quitosano.

Caracterizacion de las peliculas.

Espesor.

Se midid el espesor de la pelicula con un micrometro digital marca (Digimies IP54, Sao
Paulo, Brasil), con resolucion de 0.001 mm, se tomaron tres mediciones por muestra con
area de 2 x 5 cm; dos en los extremos de la pelicula y una en el centro.

Propiedades mecanicas.

La traccion de las peliculas fue determinada utilizando Texturometer Stable Micro System
(modelo TA. TX2i, Inglaterra) con acople de garra. Se prepararon 15 muestras de 5 x 2 cm
para cada tratamiento, 48 h antes del andlisis se condicion6 en desecador con solucion
saturada de Mg (NOz)2 a humedad relativa de 52.9%. Se determind mdédulo de Young
(MPa), resistencia a la traccion (MPa) y elongacion a la ruptura (%).

Permeabilidad al vapor de agua.

La permeabilidad al vapor de agua fue determinada de acuerdo al método ASTM E-96 (C16
Committee 2005). Se condiciond previamente cada muestra por triplicado con solucién
saturada de Mg(NOs)2 a una humedad relativa de 52.9%. En el interior de celdas de
permeacion de aluminio, de 60 mm de didmetro, se colocd una solucion saturada de MgCl.
(humedad relativa de 33%). Se aplico grasa de silicona en los bordes de las celdas y se
adhirieron las muestras. El sistema celda/muestra se introdujo en un desecador
condicionado a humedad relativa de 65% con solucion saturada de Na(NO2)s. Se pesaron
las muestras, sucesivamente, en intervalos de 24 h durante 8 dias. La ganancia de masa (m)
fue graficada en funcién del tiempo (t) y la permeabilidad al vapor de agua (PVA) se
determind por el coeficiente angular (m/t) y la unidad de area del material a una determinada
espesura, estimulado por el diferencial de presion de vapor (Grossmann 2017).



Isotermas de adsorcion.

Se condiciond previamente las muestras a 0% de humedad relativa, con CaCl, durante 7
dias, después se colocé una masa conocida dentro del equipo generador de isotermas
Aquasorb (Decagon devices, EUA). Se modelaron los datos a la ecuacion de GAB vy se
evaluo la calidad de ajuste con el coeficiente de determinacion R2.

Microscopia electrdnica de barrido (MEB).

Se realizaron andlisis de morfologia superficial y de fractura de las peliculas en microscopio
electronico de barrido (Philips, modelo FEI Quanta 200, Japon). Se acondicionaron las
muestras a 0% de humedad relativa con CaCl,, 48 h antes del anlisis, se aplic6 nitrogeno
liquido para la realizacion de la fractura de las muestras. Las peliculas se revistieron con
oro en Sputter Coater (Bal-Tec, modelo SCD-050, Balzers, Liechtenstein) y las muestras
se introdujeron en la cAmara de vacio del microscopio para su visualizacion.

Aplicacion de peliculas como laminas activas en carne fresca.

Preparacion de la carne y aplicacion de las peliculas.

Se colocaron dos pedazos de carne Semitendinosus de aproximadamente 0.7 cm de espesura
en bandejas de poli-estireno expandido. Las peliculas se aplicaron entre los cortes de carne,
en la parte inferior y en la superior, a manera de lasagna (pelicula, carne, pelicula, carne,
pelicula).

Propiedades fisico-quimicas de la carne.

Se midid el color de la carne entera con (Hunter lab, Color flex). Se determiné pH con
potenciometro marca (Termo Scientific Orion Star, USA) y Actividad Agua (Aw) con
(Aqualab® serie 3 TE).

Recuento total viable de bacterias mesoéfilas en la carne.

Se tomaron 10 g de carne por tratamiento: sin pelicula (SP), Control, QTS2.5%, QTS5%,
los dias 0, 3, 5y 7. Las muestras de los diferentes tratamientos se colocaron en bolsas
plasticas, se afiadio 90 ml de agua peptonada y se mezclaron en un stomacher por 1 min. Se
hicieron diluciones 107, 102, 10 para los dias 0 y 3. Para los dias 5 y 7 se hicieron
diluciones hasta 10°. Se inocularon alicuotas de 1 ml en platos Petri™ con agar ACE
mediante vaciado en placa y se incubaron a 36 °C por 48 h.

Disefio estadistico.

Se us6 un disefio de Blogues Completos al Azar (BCA) con tres repeticiones y cuatro
medidas repetidas en el tiempo (0, 3, 5, 7 dias) con separacion de medias LSmeans, para el
analisis de la efectividad antimicrobiana de la pelicula. Para el analisis estadistico de los
resultados de las propiedades mecéanicas de las peliculas se us6 un disefio Completamente
al Azar y una separacion de medias Duncan, utilizando el programa Statistical Analysis
System (SAS).



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Propiedades mecanicas de peliculas.

Las propiedades mecanicas de materiales biodegradables (tension (MPa), elongacion (%)
y mddulo de Young) son importantes para la determinacion de su resistencia y flexibilidad
al definir su capacidad de proteccion y adaptacion a la deformacion (Mali et al. 2008). No
hubo diferencias (P > 0.05) en la tension (MPa) o resistencia a la traccion entre tratamientos.
No obstante, se observaron diferencias (P < 0.05) en la propiedad mecénica de elongacion,
siendo la pelicula con adicion de 5% de quitosano la de menor elongacion (Cuadro 2).
Resultados similares los observé Sanchez et al. (2012) en peliculas de almidon de yuca y
quitosano, donde la presencia de quitosano mostré aumento de rigidez, pero disminucién
del porcentaje de elongacién. La elongacion del control y de la pelicula QTS2.5% no fueron
diferentes (P > 0.05), debido probablemente a que la cantidad de quitosano no fue la
suficiente para desarrollar una interaccion fuerte entre los grupos OH libres del almidon y
el quitosano (Salgado 2013).

El mddulo de Young de las peliculas fue mayor (P < 0.05) para peliculas con 5% de
quitosano (Cuadro 2). Esto se atribuye a que el almidon al ser gelatinizado pierde el arreglo
lineal de su region cristalina y los grupos OH quedan libres para formar enlaces,
interactuando con el grupo amino (NH) del quitosano (Salgado 2013). Esta interaccion
aumenta a mayor concentracion de quitosano, causando mayor rigidez de la pelicula.
Estudios realizados por Salgado (2013) muestran que peliculas de almidon de trigo con
adicion de quitosano mejoraron las propiedades mecanicas de las peliculas de almidon en
cuanto a rigidez y resistencia.

Para la aplicacion pretendida de las peliculas, no es necesario una alta resistencia a la
traccion, elongacion y rigidez. Pero estas propiedades si son importantes durante la
produccion y su posterior manejo. Al ser el almidon un polisacarido altamente hidrofilico
presenta propiedades mecanicas moderadas y de barrera limitadas (Mali et al. 2008).



Cuadro 2. Propiedades mecanicas de peliculas de almidon, PBAT y quitosano.

Tratamiento Tensién Elongacion Moddulo de Young
(MPa) (%) (MPa)
iControl 1.23+0.174 23.61 + 4.46" 11.16 + 2.024
*QTS2.5% 1.12 +0.15% 23.17 + 4.38~ 11.43 +1.33#
3QTS5% 1.15+0.124 15.79 + 2.64° 13.47 + 1.908

AB| etras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (P < 0.05).
iPelicula sin adicion de quitosano.

ePelicula con concentracion de 2.5% de quitosano.

sPelicula con concentracion de 5% de quitosano.

Permeabilidad al vapor de agua.

La permeabilidad al vapor de agua es una propiedad de barrera que muestra la tasa de
transmision de agua en la pelicula, por unidad de area, a una determinada espesura,
inducidas por la diferencia de presion entre los dos lados de la misma (Grossmann 2017).
En peliculas de almidon y quitosano la permeabilidad al vapor de agua esta influenciada
por la cantidad de plastificante y condiciones ambientales como temperatura y humedad
relativa. La importancia de esta propiedad radica en la aplicacion de las peliculas, la cual
es limitada por la caracteristica hidrofilica de los polimeros usados, afectando la eficiente
propiedad de barrera. No obstante, serian adecuados para vegetales frescos, y no permeables
para alimentos deshidratados (Elsabee y Abdou 2013).

La permeabilidad de las peliculas fue diferente (P < 0.05), siendo el control el menos
permeable (Cuadro 3). Estudios realizados en la estimacion de permeabilidad de agua en
peliculas a base de quitosano (Trejo et al. 2001) mostraron que la alta propiedad hidrofilica
del quitosano aumenta la afinidad con el agua. Los resultados obtenidos se atribuyen a que
la relacion del quitosano y almidon (los dos son hidrofilicos) aumenta la afinidad por el
agua de las peliculas, provocando que la permeabilidad aumente (Elsabee y Abdou 2013).
Los poros y grietas presentes en las peliculas con quitosano también pudieron haber sido
responsables por la mayor permeabilidad. Los tratamientos con quitosano exhibieron
permeabilidad al vapor de agua similares (P > 0.05).

Cuadro 3. Promedios y desviacion estandar de la permeabilidad al vapor de agua (PVA) de
las peliculas.

Tratamientos PVA (g/m. Pa.dia)

iControl 6.05x 10°+1.23 x 10°A
°QTS2.5% 1.21x10°+2.02x 1058
sQTS5% 1.08x107+3.28x 1078

AB| etras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (P<0.05).
iPelicula sin adicion de quitosano.

ePelicula con concentracion de 2.5% de quitosano.

sPelicula con concentracidn de 5% de quitosano.



Isotermas de absorcion.

Las isotermas de adsorcion muestran la relacion de equilibrio entre la humedad y la
actividad de agua, y su importancia radica en el pronostico de alteraciones que la pelicula
sufrira en diferentes humedades relativas (Bonametti 2010). Los resultados mostraron un
buen ajuste al modelo de Guggenheim-Anderson de Boerd (GAB) en todas las isotermas
(C, K, Mo) para todos los tratamientos (Cuadro 4, Fig. 1, 2 y 3) con R?>> 0.98. Los
pardmetros C, K y Mo brindan informacién de la monocapa y el calor de adsorcion de la
monocapa y multicapa, donde C es la constante relacionada al calor de absorcion de la
monocapa, K es la constante relacionada al calor de las multicapas y Mo es el contenido de
humedad de la monocapa. Estos tres pardmetros son importantes para la interaccion del
agua con sitios polares determinados (Bonametti 2010). La pelicula QTS5% mostré6 mayor
contenido de humedad en la monocapa Mo 7.15 debido a las caracteristicas hidrofilicas de
las particulas del quitosano.

Cuadro 4. Parametros de Guggenheim-Anderson de Boerd para isotermas de absorcion de

peliculas.
Tratamientos C K Mo R:
iControl 2.61 0.977 5.77 0.99
*QTS 2.5% 1.67 0.978 5.39 0.99
sQTS5% 0.97 0.886 7.15 0.98

iPelicula sin adicién de quitosano.
*Pelicula con concentracion de 2.5% de quitosano.
sPelicula con concentracion de 5% de quitosano.
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Figura 1. Isoterma de adsorcion en pelicula control ajustado al modelo de Guggenheim-
Anderson de Boerd.
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Figura 2. Isoterma de adsorcién de pelicula con adicidn de 2.5% de quitosano, ajustado al
modelo de Guggenheim-Anderson de Boerd.
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Figura 3. Isoterma de adsorcion de pelicula con adicion de 5% de quitosano, ajustada al
modelo de Guggenheim-Anderson de Boerd.

Microscopia electrénica de barrido. La importancia de estudiar la morfologia estructural
de mezclas poliméricas, radica en la comprension del comportamiento de los polimeros y
la asociacion de su efecto en las propiedades mecanicas de las peliculas (Ning et al. 2007).
Dichas observaciones se realizan en micrografias de fractura transversal y de superficie,
para identificar el arreglo de los componentes y su compatibilidad.

La pelicula control mediante MEB a resolucion de 1600x, evidencié una estructura
compacta y con presencia de granulos de almidén en forma de donas (Figura 4). Estudios
realizados por Xie et al. (2006) en extrusién de mezclas de almidén y PBAT mostraron que
la presencia de &cido citrico resultan en peliculas con estructuras compactas, pero también
con presencia de granulos con formas similares a donas. Estos efectos fueron atribuidos a
la concentracion del acido citrico usado (menor al 2% de la masa total de la mezcla). La
presencia de almidones en forma de donas es una caracteristica indeseable en peliculas ya



que interfiere negativamente en la interaccion del almidon y PBAT (Bonametti 2010)
(Figura 4). Superficialmente se observaron los granulos de almidon distribuidos y atrapados
en la matriz del PBAT. Esta gelatinizacién incompleta del almidon, podria ser evitada con
modificacion en el proceso de produccion de las peliculas, con ajuste de la temperatura y
velocidad del tornillo sin fin.

FRACTURA SUPERFICIE

800x

1600x

wD
0.0 mm

Figura 4. Micrografias de fractura y superficie de la pelicula control (sin adicion de
quitosano) a 800x y 1600x de resolucion.

50.0pm:
Cirol

Las imagenes de microscopia de fractura de peliculas de QTS2.5% mostraron compactacion
y grietas (Figura 5). Estas se atribuyen a la presencia de quitosano en la matriz polimérica
afectando evidentemente las propiedades de barrera de la pelicula (Cuadro 3). La cantidad
de plastificante (glicerol, &cido citrico) se mantuvo en porcentajes menores al 2% por lo
tanto también hubo formacion de granulos de almidén en forma de donas, aunque en menor
cantidad a los observados en la pelicula control. Resultados similares fueron encontrados
por Bonilla et al. (2013) en mezclas de quitosano con &cido polilactico (PLA), donde la
superficie de fractura mostro irregularidades por el tamafio de la particula del quitosano.
Superficialmente las peliculas de QTS2.5% mostraron rugosidades y regiones con
aglomerados que formaron poros y grietas. También, los granulos de almidon fueron
visibles en la matriz, atribuido al proceso de gelatinizacion incompleto como se mencion6
anteriormente (Figura 5).
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Figura 5 Micrografias de fractur
resolucion.

La microscopia de fractura de peliculas con QTS5% (Figura 6) mostré grietas al igual que
las peliculas con 2.5%, pero la superficie de fractura fue menos rugosa, esto se puede
atribuir a que con la mayor presencia de quitosano el almidén tiene mejor interaccion.
Adicionalmente, las superficies de las peliculas con QTS5% mostraron poros distribuidos
en toda el area, en mayor proporcion que las peliculas con 2.5% de quitosano. Esto se
atribuye a que la concentracion de quitosano en la matriz provoca discontinuidad e
irregularidad en la superficie de la pelicula. Al igual que en los tratamientos anteriores se
observo la formacion de granulos de almidon atribuidos a un proceso incompleto de
gelatinizacion el cual puede mejorar con ajustes de temperatura y presion en el proceso de
extrusion de la pelicula.
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Aplicacién de las peliculas en empaques para carne fresca.

Andlisis microbiolégico.

La carne debido a su composicién quimica y su actividad de agua es considerada un
alimento susceptible a la contaminacién microbiolégica (Restrepo et al. 2001). La carga
inicial promedio de meso6filos aerobios estuvo por debajo de los pardmetros exigidos para
carne fresca, el cual es 10”7 UFC/g (Cuadro 5).

El conteo microbiol6gico no fue diferente (P > 0.05) entre tratamientos. Sin embargo,
existieron diferencias (P < 0.05) en UFC/g entre los dias de almacenamiento. Estos
mostraron crecimiento microbiano desde el dia 0 hasta el dia 7 de almacenamiento (P <
0.05). Este comportamiento se atribuye al consumo microbiano de nutrientes de la carne,
tales como azucares y aminoacidos libres, que permiten el crecimiento microbiologico
(Ercolini et al. 2009). La interaccion fuerte entre los polimeros que forman las peliculas,
sobre todo la compatibilidad entre el almidon y el quitosano, explica la incapacidad
antimicrobiana de las peliculas que tenian quitosano, ya que los tratamientos no mostraron
diferencias (P > 0.05) (Cuadro 5).
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Los resultados de este estudio se respaldan con lo encontrado por Park et al. (2010) en
peliculas de LDPE con quitosano aplicadas a cortes de carne, donde las peliculas no
inhibieron el crecimiento bacteriano. Estos resultados se debieron a que el quitosano no se
disolvié en un medio &cido. Por lo cual, los grupos amino que se protonizan en soluciones
acidas de &cido acético y lactico a pH <6.3 no se formaron; evitando la interaccion con las
cargas negativas de fosfolipidos, lipo-polisacaridos, proteinas, iones de Mg y Ca, que se
encuentran dentro de la membrana celular de las bacterias y subsecuentemente evitando la
lisis celular (Hypolito 2014).

La migracion del quitosano como compuesto antimicrobiano depende de las interacciones
electrostaticas con los polimeros que forman la pelicula y de factores ambientales como:
temperatura, humedad y tiempo de almacenaje. El quitosano al formar parte de la estructura
de la pelicula, interactu6 fuertemente con el almidon, el PBAT y el plastificante, siendo con
el almidon mas afin por ser ambos componentes hidrofilicos, reduciendo su interaccion con
los microrganismos. La temperatura de 7 °C de almacenamiento fue un factor ambiental
que influyo en la difusion efectiva del quitosano, como lo menciono Bohérquez et al.
(2016).

El efecto de la temperatura se puede respaldar en lo mencionado por Bie et al. (2013) en
estudios sobre la capacidad antimicrobiana de peliculas de quitosano y PLA, donde sus
resultados fueron positivos a temperaturas de 37 °C mediante el método de difusion por
agar. A diferencia de nuestro estudio que no mostro efectividad antimicrobiana a
temperaturas de 7 °C. No obstante, la metodologia usada por Bie et al. (2013) en este
estudio fue diferente.

Cuadro 5. Promedios y desviacion estandar del conteo de bacterias mesofilas aerobias en
carne.

Tratamientos®

Tiempo SP CONTROL QTS2.5% QTS5%
DIAO 3.93+1.01° 3.90+1.36% 3.85+ 1.07A 3.66 + 0.76"
DIA 3 464 +0.46"%  484+024"B  466+0.33"% 4.76+0.30"8
DIA5 5.96 +0.998¢ 558+ 0518¢ 546+ 0.448 5.66 + 0.918
DIA 7 6.49 + 1.59€ 5.52 +1.33C 5.65 + 1.348 6.23 + 1.488
CV% 19.64 19.90 17.15 15.66

*No hubo diferencia entre tratamientos (P > 0.05).

AB| etras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre tiempos (P
< 0.05).

CV: Coeficiente de variacion.

SP- Carne sin pelicula, Control: Pelicula sin quitosano, QTS2.5%: Pelicula con 2.5% de
quitosano, QTS5%: Pelicula con 5% de quitosano.

Analisis de color. El color de la carne es uno de los parametros méas importantes para el
consumidor. Durante el proceso de refrigeracion ocurren cambios relacionados con la
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mioglobina y son discriminados por el consumidor, causando pérdidas anuales en EEUU
de $1 billon para las industrias carnicas (Steele et al. 2016).

El parametro CIE L* o luminosidad est4 asociado con el estado fisico de la carne debido al
pH y alineacion de las fibras musculares (Brafia et al. 2011). Las muestras analizadas
presentaron un rango de valores de CIE L* entre 37.98 y 39.41 en almacenamiento y no se
observaron diferencias (P > 0.05) entre tratamientos. Sin embargo, a través del tiempo, los
valores L* de los tratamientos SP y QTS5% tuvieron diferencias similares (P < 0.05).

La luminosidad de la carne aumento en los tratamientos Control, SP y QTS5% a partir del
dia 3, mientras que en la carne tratada con QTS2.5% no cambi¢ éste parametro durante los
7 dias de almacenamiento (Cuadro 6). El color de la carne se manifiesta como la interaccion
de varios factores, donde el pH y la actividad de agua de la carne influyen, ya que la
capacidad de retencion de agua de las miofibrillas, disminuye a pH acidos provocando
exudacion de los cortes de carne. Esto causa que el valor CIE L* se incremente, ya que el
agua tiene una onda de luz que refleja y aumenta los valores de luminosidad (Gonzales et
al. 2014).

Cuadro 6. Valores promedio y desviacion estandar de CIE L* de la carne.

Tratamientos ¢

Tiempo SP CONTROL QTS2.5% QTS5%
DIA O 30.41 + 2.32F 37.08 £2.818 3922 +2.47°  38.72 + 2.258
DIA3 42.30 + 2.527 4118 +327° 4133+353*  39.34+262°
DIAS 40.80 + 2.66°8 4331 +3.87°  40.20+3.25°  41.58 +3.49°8
DIA7 40.26 + 4.48"8 41.64 +3.09° 39.04+3.77° 40091 +2.16"8
CV% 7.89 8.09 7.25 6.65

*No hubo diferencia entre tratamientos (P > 0.05).

ABetras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre tiempo (P
< 0.05).

CV%: Coeficiente de variacion.

SP- Carne sin pelicula, Control: Pelicula sin quitosano, QTS2.5%: Pelicula con 2.5% de
quitosano, QTS5%: Pelicula con 5% de quitosano.

La mioglobina es la proteina responsable del color rojo de la carne, cuando el oxigeno actla
sobre esta proteina da lugar a dos compuestos: oximioglobina y metamioglobina. La
formacion de la oximioglobina se da por la oxidacion de sustratos disponibles, donde el
Fe*? presente en la carne se mantiene en valencia +2, provocando color rojo brillante. La
metamioglobina se produce cuando los sustratos disponibles se agotan y el O, empieza a
actuar sobre el Fe*2, causando un color café (Restrepo et al. 2001).

El Cuadro 7 muestra los valores CIE a* promedios iniciales (Dia 0) de todos los

tratamientos siendo estos no diferentes (P > 0.05). El valor minimo inicial encontrado fue
de 16.82 y el maximo de 18.46. A través del tiempo, se observaron diferencias (P < 0.05)
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en valores CIE a* para los tratamientos SP, Control y QTS5% detectables después del dia
5 (Cuadro 7). Esto acontece por el efecto de factores intrinsecos de la carne como oxidacion
de proteinas sarcoplasmaticas y factores externos como la temperatura.

La carne en contacto con peliculas con 2.5% de quitosano no mostré cambios durante los 7
dias de almacenamiento. Lo cual se atribuye a que el quitosano se comporta como agente
quelante de algunos metales por sus grupos aminos e hidroxilos que acttan como donadores
de electrones. EI hierro es un componente de la metmioglobina y promueve la oxidacién,
pero puede ser absorbido por el quitosano, esta interaccion puede estabilizar el color
superficial de la carne (Park et al. 2010). Resultados similares menciona Park et al. (2010)
en estudios sobre el efecto de peliculas de LDPE y quitosano en el color de la carne, donde
se obtuvo retencion de CIE a*, asociado a la propiedad quelante y antioxidante del
quitosano.

Cuadro 7. Valores promedio y desviacion estandar de CIE a* de la carne.
Tratamientos ¢

Tiempo SP CONTROL QTS2.5% QTS5%
DIAO 17.43 + 2.297 18.26 + 3.437 16.82 +2.72"  18.46 + 2.35"
DIA3 19.40 + 3.89~ 17.31 +2.39A 16.56 £2.92*  17.84 +2.61°
DIAS 19.74 + 3.06* 18.61 + 2.15” 16.91+2.34~  17.69 + 2.59”
DIA7 14.71 + 3.308 13.33 +1.818 14.62 +2.48%  13.36 +1.43°
CV% 17.08 15.22 15.32 16.07

*No hubo diferencia entre tratamientos (P > 0.05).

ABetras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre tiempo (P
< 0.05).

CV%: Coeficiente de variacion.

SP- Carne sin pelicula, Control: Pelicula sin quitosano, QTS2.5%: Pelicula con 2.5% de
quitosano, QTS5%: Pelicula con 5% de quitosano.

El cuadro 8 muestra los valores promedio de CIE b* al dia 0, los cuales estuvieron en un
rango de 16.85 a 17.75. Se observaron diferencias en CIE b* entre tratamientos y también
a través del tiempo (P < 0.05). Al dia 3 de almacenamiento, la carne en contacto con
peliculas Control y QTS2.5% presentaron valores menores en CIE b* respecto al
tratamiento sin pelicula. Al dia 5 el tratamiento QTS2.5% presento valores menores en CIE
b* con respecto a los demés tratamientos (Cuadro 8). Esto se atribuye a la capacidad
quelante del quitosano y a las caracteristicas estructurales de las peliculas, en una se fija el
Fe?* y disminuye la formacion de metamioglobina en la carne (Cardoso et al. 2016) y en la
otra influye la porosidad de las peliculas como se observo en MEB (Figura 4 y 5).

No obstante, a través del tiempo se observd que la carne en contacto con tratamientos SP,
QTS2.5% y QTS5% aumentaron los valores en CIE b* después del dia 3 y disminuyeron
al dia 7, mientras en la carne en contacto con peliculas Control, los valores CIE b*
aumentaron a partir del dia 5 y disminuyeron al dia 7. Esto indic6 que las peliculas Control,
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tienen un efecto retardante durante el proceso de oxidacion de la oximioglobina. Esto se
atribuye a la porosidad de la pelicula, ya que cubre la superficie de la carne, disminuyendo
la tasa de oxidacion.

Es considerable mencionar que no se analizé la permeabilidad de las peliculas al oxigeno,
pero los resultados observados en MEB permitieron inferir que la porosidad de las peliculas,
es uno de los factores para la mutabilidad del color en la carne, ya que la metamioglobina
se formada por la oxidacion especifica del Fe?* después de la oxidacion de los sustratos
presentes, provocando un color indeseable (Battisti et al. 2017).

Cuadro 8. Valores promedios y desviacion estandar en CIE b* de la carne.
Tratamientos ¢

Tiempo SP CONTROL QTS2.5% QTS5%

DIAO 17.75 + 1.34B2 17.52 + 3.198¢2 16.85+1.978%  17.60 + 2.68%%
DEA 3 20.76 £ 1.707° 18.77 + 3.228°P 18.72 £ 1.49°P  19.46 + 1.67A%
DIAS 22.19 + 2.35A2 21.46 £ 2,614 19.76 + 2.59AP  21.06 + 1.4372

DIA7 16.86 + 2.24B2 16.56 + 2.12¢?2 16.89 + 1.0282  16.81 + 1.56B2

CV% 12.02 8.81 9.34 10.04

ABetras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre tiempo (P
< 0.05).

| etras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas entre tratamientos (P
< 0.05).

CV%: Coeficiente de variacion.

SP- Carne sin pelicula, Control: Pelicula sin quitosano, QTS2.5%: Pelicula con 2.5% de
quitosano, QTS5%: Pelicula con 5% de quitosano.

Analisis quimicos de pH en carne.

El pH es un factor importante en la calidad de la carne, influye en la capacidad de retencion
de agua, crecimiento microbiano, textura y color. El pH final de la carne depende de la
cantidad de glucogeno acumulado y las condiciones de manejo antes de sacrificio (Restrepo
et al. 2001). Los niveles éptimos de pH se estiman en 5.5, los resultados promedios de pH
del dia 0 en este estudio fueron 5.31 a 5.55 clasificando la carne como RFN (Reddish- pink,
firm and no exudative) o carne normal. A pH menores que 6 las proteinas miofibrilares de
la carne (actina y miosina) son inestables y pierden la capacidad de retencion de agua, pero
a pH mayores a 6 el crecimiento microbiano aumenta reduciendo su vida de anaquel.

La concentracion de hidrégeno no fue diferente entre tratamientos (P > 0.05) (Cuadro 9).
Sin embargo, a través del tiempo se observaron diferencias (P < 0.05); el pH de los
tratamientos Control y QTS2.5% fueron estables a traves del tiempo. No obstante, el
tratamiento SP mostr6 un comportamiento variable; aumentando al dia 7 en comparacion
al dia inicial, mientras que el tratamiento QTS5% aumento de pH el dia 5 y se mantuvo
hasta el dia 7. Los resultados se relacionan con lo reportado por Trujillo (2016) en estudios
del efecto antimicrobiano de extracto etandlico de Curcuma longa L. y bolsas de poliamida.
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Aqui se menciond que la actividad proteolitica de las bacterias sobre la carne provoca un
aumento en el pH, las bacterias se alimentan de carbohidratos, proteinas y grasas, siendo
los carbohidratos la fuente mas sencilla de obtener energia. El proceso de degradacion de
la proteina (protedlisis) libera iones de calcio del musculo, cediendo espacios de los cationes
divalentes a los cationes monovalentes lo que provoca una reduccién de los hidrogeniones
libres aumentando el pH (Trujillo 2016).

Cuadro 9. Valores promedios y desviacion estandar del pH de la carne.
Tratamientos ¢

Tiempo SP CONTROL QTS2.5% QTS5%
DIAO 5.48 +0.028 5.48 + 0.16" 5.55 +0.17A 5.31+0.778
DIA 3 5.66 + 0.07"®  5.65+0.13* 5.63 + 0.144 5.72 +0.1478
DIA5 5.83+0.24"8 582 +0.26" 5.87 + 0.197 5.87 + 0.13AC
DIA7 6.18 + 0.81% 5.66 + 0.074 5.83 +0.08" 5.64 + 0.26"B
CV% 7.56 2.71 2.93 7.15

*No hubo diferencia entre tratamientos (P > 0.05).

ABLetras mayusculas diferentes en la misma columna indican diferencias significativas
entre tiempo (P < 0.05).

CV%: Coeficiente de variacion.

SP- Carne sin pelicula, Control: Pelicula sin quitosano, QTS2.5%: Pelicula con 2.5% de
quitosano, QTS5%: Pelicula con 5% de quitosano.

Analisis quimicos de Aw en carne.

La Aw mide el agua libre para reacciones bioquimicas e influye en la proliferacion de
bacterias y en la vida de anaquel (Restrepo et al. 2001). El Cuadro 10 muestra valores
promedios iniciales de Aw en la carne entre 0.96 a 0.98. No se observaron diferencias entre
tratamientos (P > 0.05), pero si a través del tiempo (P < 0.05). La Aw no varid a través del
tiempo en la carne sin pelicula (SP) y con pelicula al 5% de quitosano (QTS5%). La Aw
disminuyo en el tratamiento Control y QTS2.5% a partir del dia 3 y no vario hasta el dia 7
(Cuadro 10). Estos resultados se relacionan con la capacidad de retencion de agua del
almidon y el quitosano, ya que al interactuar con el agua reducen la disponibilidad de esta
en el medio (Ospina 2011). Siendo esto positivo debido a que los productos cérnicos estan
entre los mas perecederos por su alto contenido de agua y proteina como lo menciono
Trujillo (2016), lo cual es una ventaja para el control de factores intrinsecos de alimentos
mediante métodos barrera.
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Cuadro 10. Valores promedios y desviacion estandar de actividad de agua de la carne.

Tratamientose

Tiempo SP CONTROL QTS2.5% QTS5%
DIA O 0.97+0.01*  0.98+0.03* 0.97 £ 0.017 0.96 + 0.03*
DIA3 0.95+0.05"  0.93+0.07® 0.93 +0.07® 0.93 + 0.04%
DIA5 0.96 + 0.05*  0.94 +0.05° 0.96 + 0.018 0.95 + 0.024
DIA 7 0.98 +0.02*  0.95+0.03"8 0.96 + 0.028 0.95 +0.024
CV% 4.07 5.94 3.79 3.34

*No hubo diferencia entre tratamientos (P > 0.05).

AB| etras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre tiempos (P
<0.05).

CV%: Coeficiente de variacion.

SP- Carne sin pelicula, Control: Pelicula sin quitosano, QTS2.5%: Pelicula con 2.5% de
quitosano, QTS5%: Pelicula con 5% de quitosano.
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4. CONCLUSIONES

La adicién de quitosano a la matriz filmogénica de almidon y PBAT aumento las
propiedades mecanicas de rigidez y la permeabilidad al vapor de agua de las peliculas.

Las peliculas de almidon/PBAT y quitosano aplicadas en carne no mostraron
efectividad antimicrobiana durante siete dias de almacenamiento.

La carne en contacto con peliculas de quitosano al 2.5% presentaron estabilidad en CIE
a* a través del tiempo, debido probablemente a la propiedad quelante quitosano.

Las peliculas con 2.5% de quitosano presentaron menor oxidacion de la mioglobina

respecto a los demas tratamientos, la pelicula control retardé el tiempo de oxidacién de
la mioglobina al ejercer menor presion de oxigeno sobre la superficie de la carne.

19



S. RECOMENDACIONES

Estudiar la permeabilidad al oxigeno de peliculas con concentracion de 2.5 y 5% de
quitosano.

Evaluar la capacidad antimicrobiana de las peliculas usando quitosano solubilizado en
acido acético.

Usar nanoparticulas de quitosano para no afectar la estructura de las peliculas.
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