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Resumen y Abstract IX

Resumen

El objetivo del presente trabajo de investigacién fue obtener y caracterizar peliculas de
guitosano, evaluando el efecto combinado con la inclusibn de aceites esenciales de
romero y tomillo sobre las propiedades de las peliculas durante el almacenamiento bajo
condiciones controladas. Las peliculas obtenidas fueron almacenadas a temperaturas de
5, 20, 33°C y humedades relativas de 60, 75, 93% durante cuatro semanas. La adicién
de aceites esenciales y las condiciones de almacenamiento modificaron algunas
propiedades fisicas como color y propiedades mecanicas, sin afectar su espesor ni su
capacidad antimicrobiana. A pesar que la inclusién de agentes antimicrobianos mejoro6 la
capacidad de las disoluciones para inhibir el crecimiento de las cepas evaluadas, se
considera que ninguna pelicula después del secado con o sin inclusién evidencié esta
capacidad. Por otra parte, los parametros de color tales como L*, a*, b* y AE fueron
modificados debido a la adicion de aceites esenciales, a las diferentes condiciones de
almacenamiento, al patrén de fondo utilizado y para las mediciones de color por RSIN y
por RSEX. Durante el almacenamiento, factores como la inclusiébn de la mezcla de
aceites esenciales y los aumentos del tiempo, de la temperatura y de la humedad
disminuyeron los valores de L* y b*, en la mayoria de los casos. Finalmente, los
incrementos en la diferencia de color (AE) fueron atribuidos a la diminucion del parametro

L* y al incremento del parametro b*.

Palabras clave: quitosano, polimeros, peliculas modificadas, aditivos alimentarios.
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Abstract

The aim of this research was evaluate the effect of the thyme and rosemary essential oils
inclusion and storage on the properties of the chitosan films. The films obtained were
stored at temperatures of 5, 20, 33°C and relative humidities of 60, 75, 93% during four
weeks. The addition of essential oils and some conditions of storage modified some
physical properties as color and mechanical properties, without affect the thickness and
the antimicrobiogical capacity. On the other hand, the incorporating of antimicrobial
agents into chitosan solutions improves antimicrobial efficacy. Therefore, it is possible to
consider that all chitosan films after the dry did not exhibit inhibition against studied
strains. Additionally, the color parameters such as L*, a*, b* y AE were modified due to
the addition of essential oils, the storage conditions and the standard backdrops for the
RSIN and RSEX color measurements. During storage, some factors such as the mix of
essential oils inclusion and the temperature, time and humidity increasing caused in the
majority of cases, the decreasing of the L* and b* values. Finally, the AE increasing was

caused for the L* decreasing values and the b* increasing values.

Keywords: chitosan, polymers, modified films, food additives.



Contenido Xl

Contenido

Pag.
RESUIM BN . e e et e e e e et e e e e e e e e nnne IX
A STIACT . ...ttt X
I ESY = W L {0 [T = LSRR XV
LisSta de taADIAS ... XV
Lista de SimboloS Yy @breViaturas ..........oouuiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 18
INEFOAUCCION ettt e e e e e et e e e e e e e e st neeeeeeas 19

1. Inclusion de compuestos quimicos en matrices poliméricas de quitosano y su

efecto en las propiedades de pelicula ... 23
I R ST U 1= o [P PP UPPPRTPPP 23
O A o 11 - V! PP 24
I0RC T 1o i To (1o ox o o PP 25
1.4 MaterialeS Y METOUOS. .. .uuiiiiie ittt e e ea s 26
1.5 RESURAUOS......coiiiiiiiiiieiiieeeeeeeeee ettt 27
1.5.1 Interaccion de compuestos en la matriz polimérica de quitosano de acuerdo a

ES U B (0] (o1 o R 27
1.5.2 Interaccion de otros compuestos en la matriz polimérica de quitosano ......... 31
0 ST O] T 11 ][] 1= PP 38
R (= (=] (=] [0 - TSP 38

2. Modificaciones fisicas, quimicas y enzimaticas y sus efectos sobre las

propiedades de las peliculas de qUItOSAN0 ...........uuuuuuiuriiiiiiiiiiiii s 50
A R (=25 | 1= o PP 50
2.2 ADSIFACT ... 51
2.3 INETOAUCCION ...ttt e e e e a e e e e 52
2.4 MOdIfiCaCIONES fISICAS .......uuuuuuuuiiiiiiiiiii e annnne 53
2.4.1 TratamientOS tEIMICOS ... .uuuuureeererrierreerrrersrrrersrarsrrersrrrararrrrrrrraaeaaaaaaaarnna——. 53
2.4.2 Aplicacion de fluidOS SUPEICItICOS. .....uuuuurrrrrerriiirieeeeeeinineeennnennennennnnnennnnnnnnnnns 56
2.4.3 Aplicacion de radiaciones i0NIZANES.........ccevviiiviiiiieiie e 56
2.4.4 Aplicacion de radiaciones N0 iONIZANLES ..........cuuviiiiiiieee i 57
2.4.5 Aplicacion de pulSOS ElECIICOS. ... .uuuuururrrrririerrireriieeneenraneennnnennennennnnnernrnnnennns 58
2.4.6  PIASIMA ....eeeiieieeeieeieeeee ettt n et e n e 58
2.4.7 Conformacion de peliculas en multicapas ..........ccuevvvieeeiiiiiiiiiiiiiiee e 59
2.5 Modificaciones ENZIMALICAS ..........ooiirurrriiiiee e 61

2.6 (00018 [&3 11T 0] L1 PP 62



Xl Evaluacién del comportamiento de peliculas comestibles de quitosano almacenadas
bajo condiciones controladas
2.7 REIEIENCIAS ..uvuii it 62
3. Efecto de lainclusién de aceites esenciales de tomillo y romero y el
almacenamiento de peliculas de qUItOSAN0.........ceiiieeeiiiiiiiiiii e 73
R Tt R =251 | 1= o S 73
G JZ A AN 1 - Vo 74
3.3 INIrOAUCCION. . .e e e e et e e e e e e e r e a s 74
3.4 MaterialeS Y MEBLOUOS ....vvuuiii e e e 74
3.5  Resultados Y diSCUSION.......c.ccceiiiiiiiiiee e e e e e 75
7S T O o T [od (113 o] 1= 78
T A = 11 o] [T o [ ir= 1 - PSP 78
4, Physical and microbiological evaluation of chitosan films: effect of essential
(o] ESI= T g Yo JES] o T = Uo [0SR 79
R Y 0 1 1 - V! PO URPPPPRPRN 79
N 1 11 o To [0 T 1T o PP 80
4.3  Materials and MethOdS .........ooeiiiiiiii e e e e eaaee 81
4.4  ResuUlts and diSCUSSION...........cuuiuuiiiiieeei i e e e e e e e e ear e e e e e eaaaees 85
A5 REIEIEINCES. ... e 100
5. Efecto del almacenamiento sobre las propiedades fisicas de las peliculas de
guitosano.105
LG 70 A o =21 U =T o P 105
B.2  ADSIIACT ... i e aaaaan 105
LG T 11 70T [V ToTor o] o 1RSSO 106
5.4  MaterialeS Y MELOUOS .......uuuiiiiiieiiiiiiiiiiiie e 107
5.5 ReSUltadoS Y diSCUSION ........uiiiiiiiiiiiiiiiiiiie et 109
5.6 CONCIUSIONES ... ..t e e e e s e e e e e e e e e et eaeaeas 122
B.7  REIEIENCIAS ..uvui e 123
6. Efeito da inclusao de 6leos essenciais e do armazenamento sobre a cor de
fIIMES dE QUITOSANA. ..o 129
B.1 RESUMO.c.ee e 129
B.2  ADSIIACT ... it araaan 130
LR T 011 0T [T~ T J 130
6.4 EXPErIMENTAL ......uiiiiiiiiiiiiiiiiii e 132
6.5 ResuUltados € DISCUSSTES. .....cccveeeriiiiiiieieeeeeeeieee e e e e e e e e e e 134
LS T O o T Lo (10 1= 145
6.7 Referéncias BiblIOGrafiCas ...........uuuuuuuuuummuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieenennnnnnnnennnnnnnnnnnennes 146
7. Conclusiones ¥y reCoOMENdaCIONES .....ccuvvuiiieiieeeeeeeeiiees e e e e e e e e e 151
% R O o T Lo (113 o 1= 151
7.2  RECOMENUACIONES. ... cccttiiieeeitie e et e e et e e e e e et e e e e st e e e e et e eeenaans 153
8. Bibliografia.......ccccoooiiii 155



Contenido X1




Contenido XV

Lista de figuras

Pag.
Figura 3-1. Efecto de la inclusion de aceites esenciales y el almacenamiento sobre la ’
resistencia y deformacion por puncion de las peliculas. ..., 76
Figure 4-1. Antimicrobial inhibition comparing microorganisms. .........cccceeeeevvvvviiiieeeeeens. 87
Figure 4-1. Thickness of chitosan films. Data are the mean of determinations made in ten
repetitions in three sSample (N = 30). ....uuuuuimiiiiii e 88
Figure 4-2. Elongation at break of chitosan films. Data are the mean of determinations
made iN ten SAMPIES (N = L10). . .uuuuiuiiiiiiiiiiieiieieei bbb ebesbebneeeneennnee 89
Figure 4-3. Tensile strength of chitosan films. Data are the mean of determinations made
iNten SaMPIES (N = 10). ..ooiiiiiiiiie e e e e e e et e e e e e e e e e ettt e aaeeeaaare 89
Figure 4-4. Puncture deformation. Data are the mean of determinations made in triplicate
(T T 90
Figure 4-5. Puncture strength. Data are the mean of determinations made in triplicate (n
S TR TRRTRRRT 90
Figure 4-6. Moisture of chitosan films. Data are the mean of determinations made in
THPNCALE (N = 3] e 91
Figure 4-7. Water resistance of chitosan films. Data are the mean of determinations
Made iN trPlICALE (N = 3). i e e e et s e e e e e e e e e et e e e eaaeaeanne 92
Figure 4-8. Swelling index of chitosan films. Data are the mean of determinations made in
L0100z I (T ) TSR PPPPPRPPR 93

Figure 4-9. L* value of chitosan films measured over standard white patron by reflection
with specular component included (RSIN). Data are the mean of determinations made in
ten repetitions in three sample (N = 30). .o e 94
Figure 4-10. a* value of chitosan films measured over standard white patron by reflection
with specular component included (RSIN). Data are the mean of determinations made in
ten repetitions in three sample (N = 30). ...cooeiiiiieei 95
Figure 4-11. b* value of chitosan films measured over standard white patron by reflection
with specular component included (RSIN). Data are the mean of determinations made in
ten repetitions in three sample (N = 30). ..coooeiiiiiiee 95
Figure 4-12. AE of chitosan films measured over standard white patron by reflection with
specular component included (RSIN). Data are the mean of determinations made in ten
repetitions in three SAMPIE (N = 30). ...uuuuuuuuiiiiiiiiiiiiii bbb eeeeeaeeee 96
Figure 4-13. Chrome measured over standard white patron by reflection with specular
component included (RSIN). Data are the mean of determinations made in ten repetitions
IN three SAMPIE (N = 30). . oo e e ettt e e e e e e e eeeatna e e e e eaeeeneees 96
Figure 4-14. SEM micrographs of the cross section of chitosan films. a) C (3000x); b)
TR1 (5000x); ¢) CT5(2 weeks) (3000x); d) TR1T5(2 weeks) (3000x); e) CT20(two weeks)
(3000x), f) TR1T20(two weeks) (3000x); g) CT33(four weeks) (3000x); h) TR1T33(four
WEEKS) (BOO0X). . eeeiieeeiiiiee e e e e ettt e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ettt e e e e e e e raa e aaaes 98



Contenido XV

Figure 4-15. DSC thermographs of chitosan after four weeks of storage. ...................... 99
Figura 5-1. Espesor de las peliculas de quitosano. Las diferencias estandar entre
tratamientos se muestran graficamente indicando las diferencias estadisticamente
significativas entre las medias de los tratamientos con un nivel de confianza del 95%..110

Figura 5-2. Maximo esfuerzo de tension de las peliculas de quitosano. ....................... 111
Figura 5-3. Porcentaje de elongacion de las peliculas de quitosano...............cccvveeee... 111
Figura 5-4. Deformacioén por puncién de las peliculas de quitosano. .............cccceeeee... 113
Figura 5-5. Contenido de humedad de las peliculas de quitosano. .............cccccceeeeeeeee. 113
Figura 5-6. Resistencia al agua de las peliculas de quitoSano............ccccceeviiiiiiineenenn. 113
Figura 5-7. Capacidad de retencion de agua de las peliculas de quitosano.................. 113
Figura 5-8. Permeabilidad al vapor de agua de peliculas de quitosano. ....................... 114

Figura 5-910. Micrografias de la seccién transversal de las peliculas de quitosano por
SEM. a) C (3000x); b) T0,5 (3000x); c) T1 (5000x); d) R0O,5 (5000x); €) R1 (5000x), f)

TRO,5 (5000X); g) TRL (L000X). +eeeeeeiauuuurrrereeeeeeaaaitrtnreeeeeeesaaaisesseeeeeseesaaassssseeeaeaessaanns 116
Figura 5-11. Termogramas de las peliculas obtenidos por DSC. ...........cccoovviiiiieeneennn. 116
Figura 5-12. Efecto de las condiciones de almacenamiento sobre el espesor de las
PEIICUIAS. ... ettt e e e e e e e e e et e e e e e e e e e ettt e e e aeaaeaeanees 117
Figura 5-13. Efecto de las condiciones de almacenamiento sobre el contenido de
humedad de 1as PEIICUIAS. .........ii i e a e e e aaaees 117
Figura 5-14. Efecto de las condiciones de almacenamiento sobre el maximo esfuerzo de
tension de 1as PEIICUIAS. ........ccooeiiiie e 118
Figura 5-15. Efecto de las condiciones de almacenamiento sobre la deformacion por
PUNCION de 1S PEIICUIAS. ....oiiiiiiiiee e 119
Figura 5-16. Efecto de las condiciones de almacenamiento sobre la deformacion por
PUNCION de 1S PEIICUIAS. ....oeiiiiiiiiee e e 119
Figura 5-17. Efecto de las condiciones de almacenamiento sobre la capacidad de
retencién de agua de 1as peliCulas. ...........ccooiiiiiiiiiiiii e 120

Figura 5-18. Micrografias de la seccién transversal de las peliculas de quitosano
almacenadas. a) C T5H93S2 (3000x); b) C T20H60S2 (1000x); ¢) TR1 T33H93S2
(3000x); d) TR1 T5H60S4 (3000x); €) TR1 T33H60S4 (1000x), f) TR1 T33H93S4

(1000 OO PPPPPRPP 121
Figura 5-19. Termogramas de las peliculas control (C). ........ccoooiiiiiiiiiiiieiiniiiiiiiieeennn 122
Figura 5-20. Termogramas de las peliculas con inclusion de la combinacion TEO:REO

0t TP PP PP PRTPPPPP 122
Figura 6-1. Espessura e umidade dos filmes. ... 134
Figura 6-2. @* POr RSIN ... e e e e e e 135
FIQUIa 6-3. @% POI RSEX. .. .iiiiiiiiiiiiiiiiitiieieiiteeieeeeaeeeesseeeeeeseebee bbb bbb ebbeebabsebsansnsannes 135
Figura 6-4. b* POr RSIN ... e e e e e 136
FIQUra 6-5. D% POI RSEX. ... uiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiitiieetieeiieaeiebeebeeesse bbb sesbesbeeeebeeeeeeeaeseesesssnnnnes 136
FIQUIa 6-6. L* POI RSIN ...iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiteiieeieeiieeebeeeeeeeee bbb eeseseeeeeseennnes 137
FIgura 6-7 L* POr RSEX ... oottt e e e e e et e e e e e 137
FIgura 6-8. AE POF RSIN .....uuiiiiiiiiiiiiiiiiiieieiiieiieiieiib bbb besbeebeeeeeeseeneennennees 138
Figura 6-9. AE POr RSEX ... . ittt e e e e e e e e e eeeas 138

Figura 6-10. Efeito do armazenamento na espessura dos filmes de quitosana............. 139


file:///D:/Tesis/Entrega%20de%20Tesis/Version%20de%20tesis%20final/01107528.2014.pdf.docx%23_Toc403486764

XVI Evaluaciéon del comportamiento de peliculas comestibles de quitosano almacenadas
bajo condiciones controladas

Figura 6-11. Efeito do armazenamento na umidade dos filmes de quitosana............... 139
Figura 6-12. Efeito do armazenamento SODre L*. .........ooovvvviviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeieeeeeeeeeeeee 140
Figura 6-13. Efeito do armazenamento sobre L* no fundo amarelo..............cccccceeeee. 140
Figura 6-14. Efeito do armazenamento SODIe @*. ...........oovvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee 142
Figura 6-15. Efeito do armazenamento sobre a* no fundo amarelo..............cccccceeeee. 142
Figura 6-16. Efeito do armazenamento sobre b*. ..........cccoooi i, 143
Figura 6-17. Efeito do armazenamento sobre b* no fundo amarelo............ccccccvvvveeenn. 143
Figura 6-18. Efeito do armazenamento sobre AE. ..., 144

Figura 6-19. Efeito do armazenamento sobre AE no fundo amarelo. ..........cccccevvveeee. 145



Contenido XVII

Lista de tablas

Pag.
Tabla 3-1 Efecto de la inclusion de aceites esenciales sobre el color de las peliculas ... 7g7
Table 4-1. Antimicrobial activity of edible chitosan disolutions.................ccoevvvviiiiieneeenn, 86
Table 4-2. Results of DSC analysis after four weeks of storage. ........ccoeevvvviiiiiinenneenn, 99
Tabla 5-1. Resultados del analisis por DSC. ........ccuuuiiiiiiiiiiiiiiiee e 116

Tabla 5-2. Resultados del andlisis de DSC para las peliculas almacenadas................. 122



Contenido

18

Lista de simbolos y abreviaturas

Simbolos con letras latinas

Simbolo Término Unidad SI Definicion
T Temperatura °C DF
t tiempo S DF

Abreviaturas

Abreviatura Término

CH Quitosano.

EOs Aceites esenciales.

TEO Aceite esencial de tomillo.

REO Aceite esencial de romero.

Tg Temperatura de transicion vitrea.

Tc Temperatura de cristalizacion.

S Semanas de almacenamiento.

DSC Calorimetria diferencial de barrido.
Reflectancia con componente especular

RSIN ) .
incluido.

RSEX Refles:tancia con componente especular
excluido.

TS Fuerza de tensién

%E Porcentaje de elongacién

PS Fuerza de puncién

PD Deformacion por puncion

L* Luminancia

a* Intensidad de rojo y verde

b* Intensidad de amarillo y azul

AE Diferencia de color

WVP Permeabilidad al vapor de agua



19

Introduccidén

El quitosano (poli-(1,4)-2-amino-2-deoxi-P-D-glucosa) se obtiene a partir de un proceso
de desacetilacion de la quitina (poli-(1,4)-2-acetamida-2-deoxi-P-D-glucosa) por métodos
enzimaticos o quimicos. La reaccion se produce cuando el ion hidréxido del alcali,
mediante un mecanismo de sustitucién nucleofilica, hidroliza los grupos acetamida de la
quitina. La quitina es uno de los polimero més abundante que se extrae de crustaceos,
insectos, hongos y microorganismos (1, 2). El quitosano se utiliza para formar peliculas
gue se emplean en la industria biomédica, farmacolégica, oftalmol6gica, cosmética y
alimenticia (2, 3).

Las dltimas investigaciones han enfocado sus esfuerzos en fabricar peliculas amigables
con el medio ambiente, a bajo costo y con mejores propiedades antimicrobianas (4-7) y
de transporte (8, 9), mejor capacidad para inmovilizar enzimas (10) y para
microencapsular sustancias como extractos naturales, carbohidratos, antibiéticos, entre
otras sustancias farmacoldgicas (11). Para alcanzar estos objetivos se han desarrollado
investigaciones donde diferentes compuestos quimicos han sido incluidos en matrices
poliméricas para mejorar las propiedades fisicas, quimicas y antimicrobianas de las

peliculas de quitosano (4-7, 10, 11).

El objetivo del presente estudio fue obtener y caracterizar peliculas de quitosano
evaluando el efecto combinado con la inclusion de aceites esenciales de romero y tomillo
sobre las propiedades de las peliculas durante el almacenamiento bajo condiciones
controladas. Adicionalmente, se evalu6 el efecto del almacenamiento bajo condiciones
controladas de humedad y temperatura sobre las propiedades de las peliculas de

guitosano sin y en combinacion con aceites esenciales de romero y tomillo.

La metodologia del estudio consisti6 inicialmente en una busqueda exhaustiva de
estudios desarrollados en esta area, empleando la herramienta bibliografica como ISl
Web of KnowledgeSM asi como bases de datos, tales como Scielo, Science Direct,
Springer Journal, Wiley Online Library, Scopus, entre otras. La investigacion se limit6 a

identificar los articulos cientificos que contenian palabras claves en el campo del


http://onlinelibrary.wiley.com/
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resumen. La herramienta bibliografica usada para administrar las referencias fue
EndNote X7.

La fase experimental inici6 con la preparacion de las disoluciones de quitosano que
contenian 1% de &cido lactico, 1, 1,5 y 2% de quitosano Kitoflokk™, asi como 16% de
glicerol, 4% polisorbato 80, y 0%, 1% y 2% aceites esenciales de romero (REO) y tomillo
(TEO) y sus combinaciones TEO:REO (50:50) en base con la cantidad de quitosano
adicionada. Las disoluciones fueron desgasificadas y secadas en cajas de petri de
plastico en un horno a temperatura de 30°C durante 65 horas. El almacenamiento se
efectlo a temperaturas de 5, 20 y 33 °C y a humedades relativas de 60%, 75% y 93%
durante cuatro semanas. Estos parametros fueron determinados basados en estudios

publicados por otros autores.

Posteriormente, se determinaron propiedades fisicas como espesor, humedad,
solubilidad en agua, capacidad de retencién de agua, resistencia y deformacion por
puncién y tensién, color y calorimetria de barrido diferencial (DSC). Adicionalmente, para
la inhibicion del crecimiento microbiano, se emplearon discos de las peliculas de
guitosano desarrollando la prueba de difusiébn en agar Mueller-Hinton por triplicado para
las cepas de E. coli, S. enteritidis, S. aerus, L. monocytogenes y B. cereus. Los datos
fueron analizados usando el paquete estadistico Statgraphics® Centurion XV, empleando

un ANOVA multifactorial con un nivel de significancia menor o igual a 5%.

Los alcances de investigaciones similares han demostrado que las propiedades barrera
al vapor de agua y al oxigeno de las peliculas de quitosano, son mejoradas por la adicién
de aceites de limén y bergamota, asi como la elongaciéon también es modificada con la
inclusion de aceites de té, canela, tomillo y bergamota (19, 20, 21, 22). Por otra parte, la
inclusion de aceites esenciales en las peliculas comestibles de quitosano reducen las
reacciones de oxidacion e inhiben el crecimiento de microorganismos como Listeria
monocytogenes, Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Shigellady senteria, Bacillus
cereus y Staphylococcus aureus, debido a la acciébn de compuestos fendlicos como a-
pineno, bornilo acetato, alcanfor, 1,8-cineol, timol, carvacrol, tepineno, cimeno,

diterpenos, carnosol y &cido ursdlico, los cuales en contacto con el microorganismo,


http://endnote.com/about/x7
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incrementan la permeabilidad de su membrana citoplasmatica e inhiben su metabolismo
(23).

Adicionalmente, se ha evidenciado que estas peliculas sufren cambios durante su
almacenamiento que modifican su estructura y composicién. Estos cambios de deben

principalmente a factores como la tiempo, temperatura y humedad.

Las principales propiedades de las peliculas que se afectan son las propiedades
mecanicas, fisicas y microbiologicas. Recientes investigaciones han determinado que
durante un tiempo de almacenamiento de 60 dias a 37°C, la eficiencia de inhibicion del
crecimiento microbiano disminuye, esto se presenta debido a la reduccién de los grupos
carboxilados con accién antimicrobiana presentes en el quitosano (24). Por otra parte, las
propiedades fisicas y mecdanicas también se afectan debido a los cambios estructurales.
Estudios anteriores han demostrado que la resistencia a la elongacion y la permeabilidad
al vapor de agua disminuyen y se incrementa el porcentaje de elongacién con el
incremento del tiempo de almacenamiento hasta 9 semanas, mientras las propiedades

de permeabilidad al oxigeno y etileno permanecen constantes (25).

Por otra parte, existen estudios que se oponen a los anteriores resultados determinando
gue la resistencia y la permeabilidad al vapor de agua aumentan con el tiempo (26). Sin
embargo, estos resultados pueden ser afectados por factores intrinsecos como tipo de

plastificante y condiciones de secado (27, 28, 29).

Aunque se hayan desarrollado estudios sobre los cambios en las propiedades de las
peliculas durante el almacenamiento bajo condiciones controladas, ain no se han
desarrollado suficientes estudios que investiguen los cambios en las propiedades de las
peliculas con la inclusion de aceites esenciales y como esta modificacion influye sobre
los cambios que sufren las peliculas sometidas a condiciones de almacenamiento
controladas. Considerando que las peliculas y recubrimientos estan en contacto con el
alimento y sufren alteraciones microbiolégicas, fisicoquimicas y estructurales
considerables que afectan las propiedades de barrera, surge la necesidad de evaluar el
efecto del almacenamiento bajo condiciones de temperatura y humedad controladas
sobre las propiedades de las peliculas de quitosano y con inclusion de aceites esenciales

de romero y tomillo.
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Por esta razon, este estudio de investigacién brinda avances en el campo de ciencia de
materiales alimentarios al involucrar el efecto de la inclusién de aceites esenciales de
romero y tomillo, asi como el efecto del almacenamiento a diferentes condiciones de
temperatura y humedad sobre las propiedades fisicas, mecanicas y microbiologicas de
las peliculas de quitosano con la propuesta futura de ser aplicado como recubrimiento

comestible en alimentos perecederos.
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1.1 Resumen

Antecedentes: El quitosano es un polisacarido biodegradable producido a partir de la
guitina que se extrae de residuos provenientes de la industria pesquera. Actualmente, los
esfuerzos de las investigaciones apuntan hacia la obtencion y modificacién de peliculas
de quitosano empleadas en una amplia cantidad de aplicaciones industriales con el
objetivo de brindar soluciones tecnolégicas para los actuales requerimientos. Entre las
modificaciones se puede resaltar la inclusion de diferentes compuestos quimicos con el
objetivo de modificar las propiedades antimicrobianas, fisicas y quimicas de las peliculas
de quitosano. Entre los compuestos quimicos incluidos se encuentran diferentes

solventes, plastificantes, emulsificantes y antioxidantes y otras sustancias como
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carbohidratos, proteinas, lipidos, polimeros, minerales y antibiéticos. Objetivos: El
objetivo del presente articulo de revision fue sistematizar los nuevos avances en el
campo de inclusion de sustancias quimicas en las matrices poliméricas de quitosano.
Métodos: La revision comprendié las investigaciones desarrolladas en los dltimos 10
afos. Inicialmente, se identificaron y se seleccionaron los estudios mas representativos
relacionados con el campo de ciencia y tecnologia de alimentos, especificamente sobre
el efecto de la inclusion de sustancias quimicas en peliculas de quitosano.
Posteriormente, se compild la informacion y se present6 de forma organizada y resumida
para brindar al lector un escrito claro y conciso sobre las investigaciones desarrolladas y
los resultados obtenidos en estos estudios. Resultados: Se presenta una descripcion
general sobre los aspectos fundamentales involucrados en la inclusion de los
compuestos quimicos y las interacciones que ocurren entre la matriz polimérica de
guitosano y las sustancias quimicas incluidas, de acuerdo a su funciébn y a su
composicion. Conclusiones: Las Ultimas investigaciones han demostrado que la
inclusion de compuestos quimicos modifican las propiedades fisicas, quimicas y
antimicrobianas de las peliculas de quitosano debido a las interacciones moleculares
entre estos compuestos y la matriz polimérica, asi como otros factores involucrados. Por
esta razoén, los desafios actuales se basan en proponer métodos innovadores para la
inclusion de compuestos quimicos que mejoren las propiedades de las peliculas de

guitosano.

Palabras clave: quitosano, polimeros, peliculas modificadas, aditivos alimentarios.

1.2 Abstract

Rationale: Chitosan is a biodegradable polysaccharide is produced from chitin that is
extracted from the fishing industrial waste. Nowadays, research efforts are focused on the
production of chitosan films used in a large quantity for industrial applications in order to
provide technological solutions to the current industrial requirements. Different chemical
compounds can be included in polymer matrices in order to modify the antimicrobial,
physical and chemical properties of chitosan films. The most common chemical

compounds included are solvents, plasticizers, antioxidants and emulsifiers, as well as
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other substances such as carbohydrates, proteins, lipids, polymers, minerals and
antibiotics. Aims: The purpose of this work is to present the new developments for the
inclusion of chemical compounds into chitosan polymeric matrices. Methods: This review
discusses the scientific work on chitosan published in the last 10 years. Initially, the most
representative studies related to include chemical compounds in chitosan polymeric
matrices were identified and selected. Subsequently, this information was compiled and
presented in an organized and summarized writing to provide a clear and concise written
research to readers where the results obtained in these studies can be expressed clearly.
Results: A general approach of the main aspects for the study is obtained. This research
presents an overview of the aspects involved in the inclusion of chemical compounds and
the interactions between the polymer matrix of chitosan and the chemicals included,
according to their function and composition. Conclusions: The inclusion of chemicals
modifies the physical, chemical and antimicrobial properties of the chitosan films due to
the molecular interactions between these compounds and the polymer matrix, the
structural changes and the modification of the physical, chemical and antimicrobial
properties of the films, as well as other factors involved. For this reason, the current
challenges are based on innovative methods to propose the inclusion of chemical
compounds that improve the chitosan films properties.

Keywords: chitosan, polymers, modified films, food additives.

1.3 Introduccioén

El quitosano (poli-(1,4)-2-amino-2-deoxi-P-D-glucosa) se obtiene a partir de un proceso
de desacetilacion de la quitina (poli-(1,4)-2-acetamida-2-deoxi-P-D-glucosa) por métodos
enzimaticos o quimicos. La reaccion se produce cuando el ion hidroxido del alcali,
mediante un mecanismo de sustitucién nucleofilica, hidroliza los grupos acetamida de la
quitina. La quitina es uno de los polimero mas abundantes que se extrae de crustaceos,
insectos, hongos y microorganismos (1, 2). El quitosano se utiliza para formar peliculas
gue se emplean en la industria biomédica, farmacolégica, oftalmoldgica, cosmética y

alimenticia (2, 3).
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Las dltimas investigaciones han enfocado sus esfuerzos en fabricar peliculas amigables
con el medio ambiente, a bajo costo y con mejores propiedades antimicrobianas (4-7) y
de transporte (8, 9), mejor capacidad para inmovilizar enzimas (10) y para
microencapsular sustancias como extractos naturales, carbohidratos, enzimas,
antibidticos, entre otras sustancias farmacoldgicas (11), asi como nuevas aplicaciones en
el campo de la nanotecnologia en ingenieria de tejidos, liberacion controlada de farmacos
y nanosensores (12-18). Para alcanzar estos objetivos se han desarrollado
investigaciones donde diferentes compuestos quimicos han sido incluidos en matrices
poliméricas para mejorar las propiedades fisicas, quimicas y antimicrobianas de las
peliculas de quitosano (4-7, 10, 11).

El objetivo de este trabajo de revision fue sistematizar los nuevos avances en el campo
de inclusién de sustancias quimicas en las matrices poliméricas de quitosano y su efecto

en las propiedades de pelicula.

1.4 Materiales y métodos

Inicialmente, se empled la herramienta bibliografica 1SI Web of KnowledgeSM disponible
como recurso bibliografico de la Universidad Nacional de Colombia. La busqueda se
realiz6 en inglés y los términos empleados fueron “chitosan film”, “chemical
modifications” y “food”. La investigacion se limitd a identificar los articulos cientificos que

empleaban estos términos en el campo del resumen.

Posteriormente, se utilizaron diferentes bases de datos, asi como el servicio de obtencién
de documentos de la Universidad Nacional de Colombia para acceder al texto completo
de los articulos referenciados. Las principales bases de datos consultadas fueron Scielo,
Science Direct, Springer Journal, Wiley Online Library, Scopus, entre otras.
Adicionalmente, la herramienta bibliografica empleada para administrar las referencias
fue EndNote version X7.0.2.


http://onlinelibrary.wiley.com/
http://endnote.com/about/x7
http://endnote.com/about/x7
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Los criterios de inclusion de los articulos se basaron en la contribucion de las
investigaciones en el campo de la inclusibn de sustancias quimicas en las matrices
poliméricas de quitosano. Por otra parte, los criterios de exclusion fueron los articulos
gue se desviaban del objetivo principal del articulo de revision, de los cuales se pueden
nombrar las investigaciones sobre encapsulamiento de compuestos quimicos, asi como
la evaluacion de las propiedades de respuesta de las peliculas aplicadas a
nanosensores, inmunologia y otros campos fuera del objeto de estudio.

Las referencias bibliograficas fueron organizadas segun los temas propuestos en la
estructura del articulo de revision “Interaccion de otros compuestos en la matriz
polimérica de quitosano” e ‘“Interaccion de compuestos en la matriz polimérica de
quitosano de acuerdo a su funcién”, asi como sus correspondientes subtemas: solventes
acuosos, plastificantes, emulsificantes, antioxidantes y antimicrobianos, inclusion de

carbohidratos, polimeros, lipidos, aceites esenciales y proteinas.
La busqueda que inicié en el mes de Enero 2012, finaliz6 en el mes de Marzo de 2013.

Esta se desarrollé principalmente en el idioma inglés; sin embargo, solo algunos pocos

articulos cientificos se encontraban disponibles en espafiol y portugués.

1.5 Resultados

Se identificaron mas de 200 articulos relacionados con el criterio de busqueda. Sin
embargo, se seleccionaron solo 116 articulos, los cuales fueron referenciados en la

presentacion de los avances de investigacion.

1.5.1 Interaccion de compuestos en la matriz polimérica de quitosano de acuerdo
a su funcién

Solventes acuosos
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Estudios recientes han demostrado que factores como tipo de acido organico,
concentracion y pH de las disoluciones afectan las propiedades fisicoquimicas,

mecanicas, antimicrobianas y de barrera de las peliculas de quitosano (19).

El quitosano es un biopolimero soluble en medio acido a pH menor de 6 y los valores de
pH éptimos se encuentran en el rango entre 4,0 y 5,0 (20). En condiciones &cidas, los
grupos aminos del quitosano pueden protonizarse causando una repulsion entre las
macro cadenas de carga positiva y permitiendo la difusién de las moléculas de agua y la
solvatacion de las moléculas de quitosano, mientras que a pH basico, el biopolimero
tiende a precipitar (21-23).

El tipo de acido también afecta las propiedades de las peliculas de quitosano. Este
fendmeno se le atribuye a las diferencias entre el tamafio y la estructura de cada acido
gue influye en las interacciones intra e intermoleculares. Como resultado podria
favorecerse el equilibrio del complejo de electrolitos entre el grupo amino del quitosano y
el disolvente 0 en su defecto podria generarse inestabilidad en el complejo de las
disoluciones formadoras de pelicula y en consecuencia, alterar desfavorablemente las
propiedades de las peliculas de quitosano. Entre los acidos organicos usados como
solventes se nombra al acido férmico, propibénico, lactico, acético, oxalico, succinico,
malico, adipico, entre otros. Las peliculas de quitosano con &cido férmico, presentan la
mayor permeabilidad al vapor de agua al igual que las peliculas con acido acético. Por
otra parte, las peliculas con acido propionico presentan una menor capacidad para inhibir
el crecimiento microbiano y las mejores propiedades mecanicas, al igual que las peliculas
con acido acético, mientras que las peliculas con acido lactico presentan las mejores
propiedades antimicrobianas (24). Se ha demostrado que las peliculas con acido acético
y propionico poseen menor permeabilidad al vapor de agua, menor solubilidad en agua y
mayor resistencia a la tension comparado con las peliculas con acido lactico, mientras las
peliculas con acido lactico tienen mayor elasticidad y menor resistencia a la tension (20).
Resultados similares fueron obtenidos por Park et al., 2002 (25), esta investigacion
demostré que la resistencia de las peliculas obtenidas fue mayor para las peliculas
obtenidas a partir de acido acético, seguidas por las peliculas con &cido malico, lactico y
citrico y la permeabilidad al oxigeno fue menor para las peliculas con &cido mélico

seguidas por las peliculas con acido acético, lactico y citrico. Las investigaciones
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aplicadas al campo de alimentos han prestado especial atencion al &cido lactico en
solucibn como solvente, ya que las peliculas de quitosano presentan mayor
homogeneidad (20, 26), asi como mejores caracteristicas sensoriales puesto que el acido
lactico le imparte un sabor menos acido (27). Las disoluciones de &cido lactico producen
los més bajos valores de permeabilidad al oxigeno comparado con los valores obtenidos
usando &cidos férmico y acético.

Plastificantes

Los plastificantes son aditivos usados para incrementar la flexibilidad o plasticidad de los
polimeros, tales como agua, oligosacéaridos, polioles y lipidos, entre otros. Los
plastificantes afectan las propiedades mecéanicas y de permeabilidad, dando como
resultado peliculas mas flexibles, elasticas, permeables, humedas (28, 29) vy
homogéneas (26). Los mecanismos de accion de los plastificantes pueden ser explicados
por diferentes teorias, entre las cuales se resaltan la accién de lubricacién para reducir
las fuerzas de friccién entre las cadenas de polimeros, la teoria del gel que postula que
los plastificantes afectan la rigidez de la estructura tridimensional del polimero
interactuando con las moléculas (fuerzas de Van der Waals y puentes de hidrégeno), el
fendmeno del incremento del volumen libre del polimero y cémo el plastificante decrece

la temperatura de transicién vitrea (Tg) (30).

Algunos estudios han determinado que el glicerol posee un efecto mas intenso (31) y
permanente (30), y que a diferencia de otros plastificantes, estos interactian con las
moléculas del polimero en las posiciones internas de la matriz (32). Se estableci6 que la
concentracion Optima de éste es 25% (p/p) en relacibn con la concentracién de
guitosano. Sin embargo, se ha determinado que su uso como plastificante en una
cantidad de 20% (p/p) es suficiente para obtener una pelicula con buena flexibilidad, aun
cuando el tiempo de secado requerido aumenta con el aumento de la concentracion de
éste plastificante (33). Adicionalmente, se identifico un efecto sinérgico entre el glicerol y
sustancias surfactantes como el polisorbato 80, ya que las peliculas obtenidas se
comportan como peliculas con una gran cantidad de plastificante mostrando una baja

resistencia a la tension, mayor elasticidad y mayor permeabilidad al vapor de agua (28).
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Emulsificantes

Los emulsificantes son sustancias surfactantes que al ser incorporadas durante la
elaboracion de las peliculas de quitosano reducen la tension superficial de las soluciones
mejorando la humectabilidad y la adhesion de las peliculas y disminuyendo los valores de
permeabilidad al vapor de agua por sus caracteristicas hidr6fobas (28). La adicién de
sustancias como glicerol, acido oléico, acido linoléico, polisorbato 20 y polisorbato 80
modifican la morfologia y la rugosidad de las peliculas de quitosano y da como resultado
peliculas mas homogéneas y menos rugosas (26). Se ha estudiado la adicion de otros
compuestos, tales como monolaurato, monooleato y trioleato de sorbitan, los cuales
afectan la longitud, el grado de saturacion y estructura quimica de las cadenas
hidrocarbonadas de estos ésteres de sorbitan generando un impacto significativo en las
matrices poliméricas formadas (34). En peliculas compuestas de almidén de maiz y
quitosano, la adicion de alquil poliglucésido cambia las propiedades mecanicas de la

pelicula, disminuyendo la resistencia a la tension y del porcentaje de elongacion (35).

Antioxidantes y antimicrobianos

El creciente interés por la adicion de extractos naturales ha incrementado el nimero de
publicaciones sobre la inclusion de extractos y aceites esenciales de plantas aromaticas
en peliculas comestibles de quitosano. Se ha demostrado que la inclusién de extractos
funcionales de comino y clavo mejora la capacidad inhibitoria de bacterias como
Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus y
Listeria monocytogenes (36). Adicionalmente, el uso de oleorresinas de romero, orégano,
oliva, aji, ajo, cebolla y mora mejoran la capacidad de inhibicién del crecimiento de L.
monocytogenes y la capacidad antioxidante de las peliculas de quitosano (37). Por otra
parte, se comprob6 que el extracto de jengibre azul inhibe el crecimiento de S. aureus

(38) y el extracto de orégano inhibe el crecimiento de Salmonella enteriditis (39).
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La inclusién de estos compuestos pueden alterar las propiedades de las peliculas de
guitosano. El extracto de té mejora las propiedades mecanicas, de barrera al vapor de
agua y las propiedades antioxidantes de las peliculas de quitosano (40). Por otra parte, el
extracto de vainillina incrementa la fuerza de tension, pero disminuye la flexibilidad,
mejora la capacidad de barrera al oxigeno pero no al vapor de agua, reduce la
cristalizacion y aumenta la apariencia amarilla de las peliculas de quitosano (41).
Finalmente, la inclusion de extracto de menta aumenta la capacidad de proteccion a los
rayos UV, la resistencia a la tension, asi como la capacidad para inhibir el crecimiento
microbiano de B. cereus y S. aureus, sin alterar significativamente la resistencia a la
puncion y las propiedades de permeabilidad (42). Por otra parte, el alfa tocoferol,
compuesto precursor de la vitamina E, al ser incluidos en peliculas de quitosano puede
modificar los enlaces quimicos del polimero y propiciar fendbmenos como la reduccion de
la cristalinidad, el contenido de agua, la resistencia a la tension y la elongacion, y el
aumento de la opacidad, asi como mejora la capacidad antioxidante y la permeabilidad al

vapor de agua de las peliculas de quitosano (43).

Algunos estudios han demostrado que las peliculas de quitosano pueden transportar y
liberar antibidticos naturales y productos farmacéuticos para mejorar sus propiedades
antimicrobianas. Las antibiéticos naturales aislados de microorganismos como Divergicin
M35 (44), nisina (45-47), levomicetina (48, 49), daptomicina (50), y antimicéticos como la
natamicina (51), mejoran la capacidad de inhibicion del crecimiento microbiano cuando
son aplicados en peliculas comestibles de quitosano contra microorganismos como
Listeria monocytogenes, Aspergillus niger, Kocuria rhizophila, hongos, entre otros. Por
otra parte, existen otras sustancias farmacéuticas como clorohexidina, fluconazol, entre
otras, que de igual manera potencializan la accién antimicrobiana de las peliculas de

quitosano (52).

1.5.2 Interaccidn de otros compuestos en la matriz polimérica de quitosano

Inclusién de carbohidratos
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La inclusiéon de carbohidratos como glucosa, celulosa y hemicelulosa en peliculas de
guitosano generan cambios en la estructura y consecuentemente cambios en las
propiedades de las peliculas. La inclusiébn de glucosa produce un efecto de un
pardeamiento no enzimatico inducido por calor, o también llamado reaccion de Maillard
(53-55), que aumenta la capacidad antioxidante (55) y mejora las propiedades de
adhesion de las peliculas de quitosano (54) y cuando es usado como recubrimiento
comestible en hongos shiitake puede aumentar la calidad del alimento, manteniendo su
firmeza, inhibiendo el incremento en la tasa de respiracion, asi como el crecimiento
microbiano y por ende aumentando la vida util del alimento (53). Por otra parte, la
interaccion favorable entre el quitosano y la celulosa, da lugar a peliculas homogéneas
sin una aparente separacion de los polimeros (56). Sin embargo, resultados
contradictorios fueron presentados por Wu et al., 2004 (57), el cual sugiere que el
guitosano y la celulosa son poco miscibles. Adicionalmente, la inclusién de hemicelulosa
en matrices poliméricas de quitosano aumentan la cristalinidad y la capacidad de
retencién de agua especialmente a pH bajos (58), el primer fenébmeno ocurre puesto que
la hemicelulosa es capaz de interactuar con los enlaces formados por las moléculas de
guitosano y el segundo fen6meno se presenta porque al aumentar la concentracion de
hemicelulosa se incrementan la cantidad de puentes de hidrégeno lo cual facilita la

absorcion de agua (59).

El almidon ha sido empleado para la producciéon de empaques biodegradables (60, 61).
La inclusién de almidon de arroz, de maiz o sus derivados en peliculas de quitosano
mejora la capacidad de retenciébn de agua, las propiedades mecanicas y de
permeabilidad al vapor de agua, debido a la interaccibn molecular entre los grupos
hidroxilos del almidén y los grupos aminos del quitosano (60, 62-64). Sin embargo,
resultados diferentes fueron presentados por Pelissari et al., 2012 (65) y por Xu et al.,
2005 (64), quienes concluyeron que la inclusion de almidén de yuca y almidén de maiz,
respectivamente, aumentaba la permeabilidad al vapor de agua debido al incremento de
los grupos hidroxilos, los cuales incrementaban la higroscopicidad. Por otra parte, se
demostré que existe un efecto antimicrobiano antagénico cuando interactdan en la misma
pelicula quitosano, almidén de yuca y/o sorbato de potasio, ya que se produce un efecto
inhibitorio debido a las uniones entre de los grupos aminos del quitosano y la membrana

celular de los microorganismos (66).
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Actualmente, los esfuerzos de la comunidad cientifica estan siendo enfocados en
determinar una concentracion favorable de los polimeros para evitar fenémenos como la
agregacion cuando la concentracién de almidon supera los limites recomendados. En
peliculas formadas con 2% de mezcla de polimeros de quitosano y amilosa nativa de
maiz, la proporcién de polimeros influye sobre las propiedades de las peliculas cuando la
proporcion de amilosa nativa de maiz respecto al quitosano se acerca a un 50%, las
peliculas se tornan suaves, débiles y quebradizas, caso contrario cuando la
concentracion de amilosa nativa de maiz es menor al 20%, los valores de resistencia a la
tensibn aumentan y no se afecta el porcentaje de elongacion de las peliculas (67).
Resultados similares fueron reportados por Duan et al., 2011 (68), donde se determind
gue la concentracion critica fue 30% de nanocristales de almidén de maiz en matrices

poliméricas de carboximetil quitosano.

Inclusién de Polimeros

Nuevas investigaciones han sido desarrolladas para evaluar las interacciones
moleculares entre el quitosano y diferentes polimeros, asi como las propiedades de estos
empagues compuestos (69-71). El polietileno oxidado (PEO) posee una buena
compatibilidad con el quitosano debido a los puentes de hidrégeno entre los grupos
funcionales de sus macromoléculas (72). La adicion de PEO redujo la coloracién amarilla
de las peliculas de quitosano y la permeabilidad al vapor de agua. Sin embargo, el
proceso resulté desfavorable para las propiedades mecanicas y antimicrobianas (73).
Adicionalmente, se estableci6 que la combinacion de los estos polimeros resulta ser mas
economico al reducir la cantidad de quitosano empleado (73, 74). Por otra parte, el
polivinil alcohol (PVA) posee excelentes propiedades fisicoquimicas y de
biocompatibilidad debido a los puentes de hidrogeno formados entre los grupos hidroxilos
del PVA y los grupos NH2 del quitosano (75-78), por lo que se ha utilizado para producir
nuevos empaques poliméricos usando procesos de mezclado (69, 72, 79-83).
Adicionalmente, a pesar que las interacciones moleculares entre el quitosano y el
polietilenglicol (PEG) no involucra la formacién de enlaces quimicos entre las moléculas,

el uso de agentes ligantes como la genipina, durante la mezcla de quitosano con PEG,
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mejora la interaccibn molecular y aumenta la capacidad de retencion de agua de las

peliculas (84).

Inclusion de Lipidos

Las ceras de candelilla, carnauba y abejas han sido incluidas en peliculas de quitosano
con el objetivo de mejorar las propiedades de barrera a la transmision de vapor de agua y
otros gases como el oxigeno debido a que estas ceras son altamente hidrofébicas (85,
86). Sin embargo, la adiciébn de ceras en la matriz polimérica puede generar una
estructura heterogénea con imperfecciones que desfavorece las propiedades mecanicas,
Opticas y de permeabilidad. Por esta razén, es indispensable determinar el protocolo de
producciéon donde parametros como concentracion de las ceras, uso de sustancias
emulsificantes y técnicas de homogenizacion de la fase dispersa en el polimero deben

permitir una efectiva dispersion de las ceras en la solucién de quitosano (87).

Las peliculas de quitosano con la incorporacion de acidos grasos como el 4cido estearico
u oléico poseen una menor sensibilidad al agua, ya que las propiedades de solubilidad en
agua, capacidad de humectacion y permeabilidad al vapor de agua son reducidas. Este
fendmeno se presenta por la presencia de uniones covalentes entre los grupos aminos
del quitosano y los grupos hidroxilos libres del acido graso que disminuyen la
disponibilidad del polimero para interactuar con el agua. Sin embargo, este mismo
fenébmeno reduce la capacidad de inhibicién del crecimiento microbiano por la reduccién
de la disponibilidad de grupos aminos que interactian con la membrana citoplasmatica
de los microorganismos y evitan su proliferacion. Por otra parte, la incorporacion de acido
estearico reduce la resistencia mecanica de las peliculas porque este lipido remplaza al
polimero en algunos lugares de la matriz generando una discontinuidad en la estructura

interna del polimero (88, 89).

Inclusién de aceites esenciales
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Los aceites esenciales han reemplazado a los antioxidantes sintéticos, que a pesar de
ser muy estables, econémicos y efectivos, en algunas ocasiones pueden llegar a ser
téxicos (90). Estos han sido incluidos en matrices poliméricas de quitosano ya que
poseen efectos antimicrobiano y antioxidante eficaces (91, 92). Cuando los aceites son
incluidos a bajas concentraciones (100 pl/g), no se alteran significativamente las
propiedades mecanicas, fisicas y sensoriales (46). Sin embargo, a concentraciones mas
altas estas propiedades pueden ser afectadas incluso pueden ser capaces de precipitar
proteinas (93).

A pesar que las peliculas de quitosano poseen un efecto inhibitorio del crecimiento de
bacterias, la inclusion de aceites esenciales mejora las propiedades antimicrobianas de
las peliculas para patégenos como Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella
typhimurium, Listeria monocytogenes, Listeria innocua, Bacillus cereus, Aspergillus niger,
Aspergillus oryzae, Penicillium digitatum, Lactobacillus acidophilus, Pseudomonas
fluorescens, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, entre otros (36, 46, 92,
94, 95), incluso durante el almacenamiento (96, 97). Este fendbmeno se debe a la accién
de compuestos fendlicos como a-pineno, acetato de bornilo, alcanfor, 1,8-cineol, timol,
carvacrol, tepineno, cimeno, diterpenos, carnosol y 4cido ursolico, los cuales en contacto
con el microorganismo degradan e incrementan la permeabilidad de la pared celular,
inhiben la actividad de ATPasa, liberan el ATP intracelular, generan un dafio en las
proteinas y en la membrana citoplasmatica, causan la migracion de componentes de la
célula, la coagulacion del citoplasma y disminuyen la fuerza motora de los

microorganismos (93, 98).

Se ha comprobado que la efectividad de los aceites para inhibir el crecimiento microbiano
depende de factores como pH del medio, concentracion y tipo de aceite, condiciones de
almacenamiento, asi como del microorganismo estudiado. La eficacia de los aceites
esenciales contra bacterias patdgenas aumenta con la reduccién del pH de los alimentos,
produciendo un incremento en la difusion de estos compuestos bioactivos en la
membrana celular (93). Adicionalmente, una mayor concentracion de aceites esenciales
aumenta la eficacia antimicrobiana, sin embargo no es recomendable porque altera las
propiedades sensoriales de los alimentos (93). Por otra parte, algunos aceites esenciales

poseen mejor capacidad antimicrobiana, por ejemplo el aceite esencial de canela que
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requiere de una menor concentracion para inhibir el crecimiento de microorganismos
como Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Aspergillus oryzae y Penicillium digitatum
comparado con los aceites esenciales de clavo y anis estrella (99). Segun Hosseini et al.,
2009 (100), el aceite de tomillo posee mejores propiedades antimicrobianas comparado
con los aceites de clavo y limén, teniendo una efectividad mayor para bacterias gram
positivas. Segun Sanchez-Gonzalez et al., 2011 (97), el aceite esencial de té posee una
mayor capacidad inhibitoria comparado con los aceites esenciales de naranja variedad
bergamot y limén, para microorganismos como Listeria monocytogenes, Escherichia coli
y Staphylococcus aureus. Cuando se desarrollan pruebas de almacenamiento, la
temperatura afecta la difusién celular, la cual es directamente proporcional a la
temperatura de almacenamiento (93). Sin embargo, a una menor temperatura, los
fosfolipidos de la membrana celular estan estrechamente acoplados en una estructura
rigida, lo cual impide la difusion de los aceites esenciales. Se ha comprobado que
algunos microorganismos son mas susceptibles que otros, esto puede ser atribuido a que
la membrana mas externa y la pelicula de lipopolisacéaridos, restringen la difusion de los
compuestos hidrofébicos dentro de la membrana de los microorganismos Gram

negativos (93).

La interaccién entre los aceites esenciales también genera cambios en el tamafio y
distribucion de las particulas que producen una variacién en las propiedades de las
peliculas debido al efecto plastificante de las gotas de aceite. La capacidad de absorcién
de agua, la permeabilidad al vapor de agua y la elasticidad de las peliculas decrecen con
el incremento de la concentracién de aceite esencial debido a la naturaleza no polar del
lipido y las interacciones entre los componentes del aceite y la matriz polimérica, que
genera una discontinuidad en la estructura interna (91, 101-105). Resultados diferentes
fueron obtenidos por Hosseini et al, 2009 (100), quienes aseguraron que la incorporacién
de aceites esenciales de tomillo y clavo en las peliculas de quitosano incrementa el
contenido de humedad, la solubilidad en agua, asi como la permeabilidad al vapor de
agua. Adicionalmente, se presenta una disminucion del brillo y la transparencia de las
peliculas de quitosano debido al efecto de la rugosidad superficial que se presenta por
fendmenos de floculacion y cremado de las gotas de aceite durante el secado (103). En
la publicacion de Altiok et al., 2010 (92), se estableci6 que el incremento de la

permeabilidad al vapor de agua y al oxigeno, asi como la disminucion de la resistencia de
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las peliculas se debe al colapso de la estructura interna causado por la adicién del aceite
esencial. Resultados que fueron similares a los obtenidos por Abdollahi et al., 2012 (106),
guienes concluyeron que esta inclusion generé un aumento en la transparencia de las

peliculas y una transmision a los rayos UV menor que las peliculas de referencia.

Inclusion de Proteinas

Entre las proteinas mas utilizadas en peliculas de quitosano se encuentra la gelatina y
las proteinas vegetales. Dependiendo del origen de la gelatina los efectos sobre las
propiedades fisicoquimicas son mas significativos. Asi, cuando la gelatina de pescado es
incluida en peliculas de quitosano la solubilidad en agua es menor y el porcentaje de
deformacién es mayor, comparado con las peliculas con y sin inclusién de gelatina de
origen bovino. Sin embargo, las peliculas con inclusion de gelatina de origen bovino
presentan una menor permeabilidad al vapor de agua, comparado con las peliculas con y
sin gelatina de pescado, respectivamente (107). Se ha establecido que el quitosano y la
gelatina son compuestos inmiscibles (108). Sin embargo, resultados contradictorios han
sido reportados. Segun Pereda et al.,, 2011 (109), si existen interacciones entre los
cationes del quitosano y los aniones de la gelatina, lo que produce una reduccion de la
solubilidad y la permeabilidad al vapor de agua, asi como un aumento en la flexibilidad de
las peliculas de quitosano con la inclusion de gelatina, sin causar una alteracion en sus
propiedades 6pticas. Es asi como el uso de agentes ligantes como proantocianidina
mejora las interacciones moleculares entre la gelatina y el quitosano, asi como la
estabilidad y las propiedades fisicoquimicas de las peliculas (110). Segun Kolodziejska et
al., 2007 (111), la adicion de transglutaminasa y 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
carbodiimida produce una disminucion en la solubilidad de las peliculas, asi como en las
propiedades mecanicas de las peliculas modificadas siendo mas marcado el efecto de la

transglutaminasa.

La adicién de proteinas vegetales también alteran las propiedades de las peliculas de
quitosano. Las peliculas obtenidas a partir de quitosano y el extracto protéico de quinua
poseen una mayor elasticidad, hidroficidad y permeabilidad al vapor de agua y espesor,

asi como una menor estabilidad térmica (112). Las peliculas obtenidas a partir de
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guitosano con la inclusion de proteina de maiz y soya, no poseen una buena
compatibilidad molecular, lo cual genera peliculas con menor resistencia mecéanica y
elasticidad (113, 114). Para solucionar este inconveniente, se han desarrollado diferentes
investigaciones que utilizan agentes ligantes como trasglutaminasa y glutaraldehido que
mejora las interacciones y las propiedades de las peliculas (115, 116).

1.6 Conclusiones

Las investigaciones alrededor de la obtencion de nuevos materiales con propiedades
especificas se han enfocado en proponer métodos innovadores donde se incluyan
compuestos quimicos para mejorar las propiedades de las peliculas de quitosano y

obtener materiales mas econémicos y amigables con el medio ambiente.

Los cambios mencionados estan estrechamente relacionados con las interacciones
moleculares entre los compuestos que participan durante la obtencion de las peliculas de
quitosano, lo cual genera un cambio estructural y altera las propiedades fisicoquimicas y
antimicrobianas de las peliculas. Por esta razoén, el estudio del efecto de la inclusién de
diferentes compuestos quimicos en la matriz polimérica de quitosano, permite
comprender como suceden estos fendmenos y brinda soluciones cientificas vy

tecnoldgicas claras para los actuales requerimientos industriales.
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2.Modificaciones fisicas, quimicas
y enzimaticas y sus efectos
sobre las propiedades de las

peliculas de quitosano

2.1 Resumen

Existen gran cantidad de biopolimeros empleados para la obtencién de peliculas usadas
como empaques biodegradables y/o comestibles, las cuales pueden reemplazar a los
plasticos convencionales con el objetivo de disminuir la cantidad de empaques no
biodegradables y desarrollar ideas innovadoras. Entre estos biopolimeros se encuentran
algunos polisacaridos, proteinas, lipidos, y polimeros sintetizados a partir de monémeros
y bacterias. Las recientes investigaciones han enfocado sus esfuerzos para brindar
soluciones tecnoldgicas para los actuales y los futuros retos en el campo de la ciencia y
la tecnologia de los materiales. En los dltimos afios, se han llevado a cabo
investigaciones con el objetivo de modificar las propiedades de las peliculas empleando
tratamientos enzimaticos y fisicos, tales como la aplicacion de radiaciones, pulsos
eléctricos, plasma, tratamientos térmicos, uso de fluidos supercriticos, asi como la
conformacion de peliculas en multicapas. Estas modificaciones cambian las propiedades
antimicrobianas, fisicas y quimicas de las peliculas de quitosano y permiten desarrollar
una extensa cantidad de aplicaciones en los campos de biomedicina, farmacologia,
biotecnologia y en la industria de cosméticos y de alimentos. El objetivo del presente
articulo de revision es dar a conocer los nuevos avances en el campo de modificaciones
fisicas y enziméticas de peliculas de quitosano. Métodos: Se realizd una extensa revision
de literatura de las publicaciones existentes a partir de los ultimos 13 afios. En primer
lugar, se recolectaron e eligieron los estudios mas representativos sobre el tema de

estudio. Seguidamente, se organiz6 y resumié la informacion seleccionada con el
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objetivo de presentar un articulo de revision claro y completo que abarcara las
investigaciones llevadas a cabo en los Ultimos afios. Se presenta las diferentes técnicas y
métodos empleados para llevar a cabo una amplia cantidad de modificaciones fisicas y
enzimaticas a las peliculas de quitosano. Los tratamientos fisicos y enzimaticos
modifican las propiedades fisicas, quimicas y antimicrobianas de las peliculas obtenidas
y para aumentar la oferta de materiales no convencionales con caracteristicas

especificas y dar soluciéon a los desafios que actualmente afrontan las industrias.

Palabras clave: quitosano, polimeros, peliculas modificadas, alimentos.

2.2 Abstract

Biopolymers can replace conventional plastics because they are used as biodegradable
and/or edible packaging in order to decrease the amount of non-biodegradable packaging
and to develop innovative technology proposals. Biopolymers such as polysaccharides,
proteins, lipids, and polymers synthesized from monomers and bacteria are used in many
industrial applications. Recent research has focused its efforts to provide technological
solutions to current and future challenges in the field of science and technology of
materials. The properties of chitosan films have been modified by enzymatic and physical
treatments such as the application of radiation, electric pulses, plasma, heat treatments,
use of supercritical fluids as well as the formation of multilayer films. These modifications
change antimicrobial, physical and chemical properties of chitosan films, and allow
developing a wide range of applications in the fields of biomedicine, pharmacology,
biotechnology, cosmetic and food industries. The purpose of this review is to present new
developments in the field of physical and enzymatic modifications of chitosan films.
Methods: This review approaches the last 13 years literature. Foremost, an extensive
literature review was developed. The most representative studies on the subject of study
were collected. Later, the information selected was organized and summarized in order to
submit a clear and comprehensive review where the results and conclusions of the
investigations carried out in recent years were presented. The different techniques and

methods to carry out a wide number of physical and enzymatic modifications of chitosan
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films are described. The physical and enzymatic treatments modify the physical, chemical
and antimicrobial chitosan films properties can increase the supply of unconventional

materials with specific characteristics and provide solutions for the currently challenges.

Keywords: chitosan, polymers, modified films, food.

2.3 Introduccién

El quitosano es un copolimero de glucosamina y N-acetil glucosamina obtenido a partir
de la desacetilacion de quitina bajo condiciones alcalinas o por hidrélisis enziméatica. La
guitina es el segundo polisacarido mas abundante de la naturaleza presente en insectos
y crustaceos terrestres, hongos, microorganismos y en exoesqueletos de organismos

marinos tales como cangrejos, camarones y langostas, entre otros (1, 2).

El quitosano se caracteriza por ser biodegradable y no téxico, asi como por ser capaz de
formar peliculas y por sus propiedades antimicrobianas (3). Estas propiedades han
permitido que se hayan desarrollado aplicaciones industriales, entre las que se
encuentran desarrollos en la industria biomédica, farmacologica, oftalmolégica, de
cosméticos y de alimentos, asi como las aplicaciones en el campo de la electrénica, la
fotografia, la biotecnologia y para el tratamiento de aguas contaminadas, entre otras
aplicaciones (2, 4). En la industria alimentaria, se ha empleado para la formacién de
peliculas biodegradables, la inmovilizacion de enzimas, la preservacion de alimentos,
como aditivo y en suplementos dietarios (5). En la industria biomédica se ha utilizado en
desarrollos ortopédicos, periodontales y en el area de la otorrinolaringologia. En el campo
de la ingenieria de tejidos se emplea para la regeneracion de huesos, cartilago, nervios,

cicatrizacion de heridas, liberacion controlada de biocompuestos, entre otros (6-11).

El objetivo de este trabajo de revision es presentar las diferentes modificaciones fisicas y
enzimaticas que se han desarrollado especificamente en peliculas de quitosano para dar

a conocer los nuevos avances en este campo.
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2.4 Modificaciones fisicas

2.4.1 Tratamientos térmicos

Las propiedades de los materiales pueden ser alteradas y mejoradas cuando diferentes
procesos y transformaciones son aplicados. Los tratamientos térmicos pueden alterar la
estructura interna y las interacciones de las moléculas, modificando la velocidad de
difusién de materiales como ceramicas y polimeros (12). Dentro de estas modificaciones
se ha evaluado el efecto de las condiciones de secado sobre las propiedades de las
peliculas de quitosano cuando son obtenidas por la técnica de evaporaciéon del solvente.
Entre las investigaciones se encuentran el secado a condiciones ambientales, con aire

caliente, al vacio, empleado microondas, infrarrojo, entre otros (13, 14).

El método mas utilizado es el secado con aire caliente. Sin embargo, una de las
condiciones mas influyentes es la temperatura. Por esta razén, se han desarrollado
diversas investigaciones que comparan los efectos de diferentes temperaturas. En el
estudio realizado por Fernandez-Pan et al., 2010 (15) se concluyé que usar una
temperatura de secado de 80°C, da lugar a peliculas con menor elasticidad y resistencia
a la tension y menor permeabilidad al vapor de agua y se determiné que la temperatura
es un parametro mas influyente sobre las propiedades mecanicas y de barrera que la
humedad. Adicionalmente, los resultados obtenidos a partir de la investigacion llevada a
cabo por Fernandez-Saiz et al., 2009 (16) demuestran que, la capacidad antimicrobiana
de las peliculas se afecta con la temperatura de secado, cuando esta es de 120°C se
disminuye la capacidad microbiana inhibitoria comparado con temperaturas de 37°C y
80°C.

Otras condiciones de secado como humedad y presion, también son considerados

parametros criticos que afectan las propiedades fisicas y microbiolégicas de las peliculas
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de quitosano. La investigacion desarrollada por Mayachiew y Devahastin, 2008 (13),
determiné que las aplicacion de vacio es el tratamiento mas rapido, seguido por la
aplicacion de vapor sobrecalentado a bajas presiones y finalmente, el empleo de aire
caliente (40°C). Sin embargo, basado en las propiedades de las peliculas, se establecié
que el tratamiento més recomendado es usando vapor sobrecalentado a bajas presiones,
ya que las peliculas obtenidas se caracterizaron por poseer un menor color amarillo, una

mayor resistencia a la tensién y una mayor elongacion.

Resultados similares fueron presentados por Thakhiew et al, 2010 (17), cuyo estudio
establecio que no existen diferencias significativas entre el espesor, color y contenido de
humedad de las muestras secadas con las técnicas descritas anteriormente cuando se
utilizan concentraciones bajas de glicerol en la formulacién. Sin embargo, el secado a
vacio y usando vapor sobrecalentado a bajas presiones son técnicas mas rapidas que

dan lugar a peliculas mas compactas y uniformes.

En los ultimos afios se han investigado otros métodos como la aplicacion de infrarrojo,
microondas, y el uso de prensa caliente y liofilizacion. La investigacion realizada por
Srinivasa et al., 2004 (18), evalué tres diferentes métodos de secado: empleando horno
de conveccién, luz infrarroja (80, 90 y 100°C) y a temperatura ambiente (27°C ), y se
concluyé que el método mas rapido y eficiente fue el método de luz infrarroja. También
se ha identificado que el uso de microondas es rapido y efectivo y da lugar a peliculas
con una mayor uniformidad superficial y mejores propiedades de barrera a la luz
ultravioleta (14). Por otra parte, el empleo de prensa caliente (120°C y 20MPa) permite la
obtencion de peliculas compuestas de quitosano, sulfato de condroitina, heparina y acido
hialurénico, sin necesidad de emplear agentes ligantes ni modificaciones quimicas y
estas se caracterizan por ser homogéneas, no porosas e insolubles en agua (19). Esta
Gltima técnica permite obtener peliculas en multicapa de nanotubos de carbono y
guitosano con mejores caracteristicas, peliculas mas homogéneas, traslicidas y con
poros distribuidos ordenadamente cuando la técnica es comparada con métodos de

secado como liofilizacion y por conveccion de aire (20).

Se han estudiado algunos tratamientos térmicos realizados una vez que las peliculas de

quitosano han sido obtenidas. El estudio desarrollado por Fernandez-Saiz et al., 2009
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(16), analizd el efecto de la esterilizacion seca y hiumeda de peliculas de quitosano y
concluyé que las peliculas esterilizadas perdieron propiedades biocidas debido a que los
grupos carboxilados disminuyeron comparado con los grupos de las peliculas sin
esterilizar, adicionalmente las peliculas esterilizadas presentaron un incremento en la
coloracién amarilla debido a la formacién de insaturaciones o compuestos coloreados.
Por otra parte, en el articulo presentado por Ritthidej et al., 2002 (21), se analiz6 el efecto
del tratamiento térmico en himedo al someter las peliculas de quitosano a condiciones
de 60 °C y HR 75% Yy se concluy6 que este tratamiento disminuy6 la solubilidad acuosa
de las peliculas, ya que se presenté un cambio en la interaccion ibnica, un mayor nimero
de grupos alquilos y una menor cantidad de grupos carboxilos e hidroxilos que favorecio
la formacion de amidas homogéneas entre el quitosano y los acidos organicos.

Los tratamientos de curado pueden mejorar las propiedades de barrera al vapor de agua
de las peliculas de quitosano tratadas, mientras se disminuye la capacidad de retencién
de agua, la permeabilidad al vapor de agua y se intensifica el color amarillo (22).
Resultados similares fueron obtenidos durante la investigacion llevada a cabo por
Mudarisova et al., 2009 (23), que evalu6 el efecto del tratamiento térmico sobre las
propiedades de transferencia de masa de las peliculas de quitosano. Se comprob6 que al
someter las peliculas a una temperatura de 120°C, se modificaba la estructura de la
matriz polimérica ocasionando una disminucién de la solubilidad acuosa y una
disminucion en la velocidad de liberacién de los antibidticos cefazolina y cefotaxima

contenidos en la pelicula polimérica.

Estos tratamientos pueden ser aplicados para obtener polimeros con nuevas
propiedades Opticas, como se demostré en la investigacion de Kumar et al., 2009 (24), el
cual aplic6 microondas para obtener un nuevo material Optico para aplicaciones
biomédicas a partir de fenotiazina-quitosano. Este estudio concluyé que las peliculas
obtenidas tienen un buen comportamiento morfolégico superficial y térmico, asi como

propiedades Opticas de fotoluminiscencia
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2.4.2 Aplicacion de fluidos supercriticos

Solo algunas investigaciones han empleado fluidos supercriticos como solventes durante
la obtencién de peliculas de quitosano. Estos estudios han demostrado que el uso de
fluidos supercriticos en comparacion con el uso de solventes convencionales da lugar a
peliculas mas homogéneas y uniformes. Esto se debe a que los fluidos supercriticos
penetran libremente en la matriz del polimero debido a la ausencia de fuerzas capilares
gue favorece la permeabilidad en la matriz (25, 26). Adicionalmente, esta técnica se
puede utilizar para fijar compuestos inorganicos en matrices poliméricas al asegurar una
homogénea deposicion de carbonato de calcio en peliculas de quitosano y celulosa

como método de mineralizacion (27).

2.4.3 Aplicacion de radiaciones ionizantes

Se han desarrollado estudios donde se analiza la eficiencia en los procesos de
copolimerizacién usando radiacién ionizante con el objetivo de combinar las propiedades
fisicas y quimicas de dos o mas polimeros o monémeros (28-30). Segun Cai et al., 2005
(28), cuando las disoluciones de quitosano y N-isopropil acrilamida fueron irradiadas, el
porcentaje y eficiencia de integracion incrementd con el aumento de la concentracion de
los polimeros empleados, asi como con el aumento de la radiacibn gama suministrada
durante la copolimerizacién. Adicionalmente, cuando disoluciones de quitosano y almidén
son sometidas a un proceso de radiacion con rayos de electrones a 30KGy, se aumenta
la capacidad antimicrobiana de las peliculas, se disminuye la capacidad de absorcion de
agua y se favorece la dispersion de las microesferas de quitosano en la matriz de
almidén debido a la degradacion del quitosano. Sin embargo, no se reportan cambios en

la cristalinidad después del tratamiento (29).

Por otra parte, al aplicar las radiaciones ionizantes sobre las peliculas copoliméricas se
producen cambios en sus propiedades fisicas, quimicas, mecdanicas y antimicrobianas
debido a la alteracion de las estructuras cristalinas de los polimeros y cambios en su

microestructura (31). Segun Khan et al., 2012 (32), se evidencié una pérdida de la
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viscoelasticidad y de la resistencia a la puncién, asi como una disminucion de la
permeabilidad al vapor de agua en las peliculas de quitosano y metilcelulosa irradiadas a
50 kGy. Por otra parte, cuando las radiaciones ionizantes son aplicadas sobre peliculas
de quitosano y quitina carboximetilada, estas exhiben excelentes propiedades

mecanicas, buena absorcion de agua y una actividad antimicrobiana satisfactoria (33).

2.4.4 Aplicacion de radiaciones no ionizantes

Cuando las radiaciones no ionizantes son aplicadas sobre peliculas de quitosano se
favorece la fotoxidacion del quitosano y se induce al aumento en la polaridad por la
formacion de glutation o fenilalanina, especialmente en la superficie de las peliculas

debido a la presencia de oxigeno (34-38).

La aplicacion de radiaciones no ionizantes pueden inducir a cambios fotoquimicos en las
disoluciones de quitosano, ya que puede aumentar la estabilidad térmica y la solubilidad
en agua de las macromoléculas, mientras alteran negativamente las propiedades
mecanicas de las peliculas poliméricas, disminuyendo la resistencia a la tensién y
porcentaje de elongacion después del tratamiento (35, 36, 38). Se ha comprobado que la
radiacion UV favorece la interacciéon del quitosano con fibras de celulosa y aumenta la
estabilidad térmica del material (39). Esta radiacion puede ser empleada para disminuir la
coloracion de las disoluciones de quitosano sin necesidad de emplear agentes quimicos.
El proceso da como resultado disoluciones de viscosidad alta y de color blanco deseable,
lo cual comparado con otros métodos reduce los tiempos y costos de produccion y es un
proceso mas amigable con el medio ambiente y mas eficiente, ya que depende de una
fuente de luz totalmente estable (40). Por otra parte, se ha estudiado el efecto de la
radiacion con microondas durante el proceso de homogenizacion de disoluciones de
quitosano y se ha concluido que es una técnica que disminuye el tiempo de
homogenizacion. Sin embargo, esta técnica induce a estados de agregacion de las
moléculas de quitosano y favorece la formacion de redes poliméricas por puentes de
hidrégeno que cambia el comportamiento térmico y morfologico del polimero en solucion
(41).
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Adicionalmente, se ha evaluado el fendbmeno de la fotodegradacion sobre las
propiedades fisicas de las peliculas de quitosano bajo la accion de la luz UV artificial y la
radiacion solar. El estudio comprobd que la radiacion UV artificial comparada con la
radiacion solar tiene un efecto significativo sobre las propiedades evaluadas debido a que
el fenébmeno de fotodegradacion es mas marcado, siendo las peliculas de la mezcla de
colageno con quitosano y las peliculas de colageno més sensibles (42).

2.45 Aplicacion de pulsos eléctricos

Algunas investigaciones han evaluado el efecto de la aplicacion de pulsos eléctricos
sobre las propiedades de las peliculas de quitosano. Segun Garcia et al., 2009 (43), un
tratamiento con pulsos eléctricos durante el secado para obtener peliculas de quitosano y
carboximetilcelulosa orientadas uniaxialmente, aumenta el orden estructural de las
peliculas y puede llegar a ser una alternativa para mejorar la flexibilidad de las peliculas
tratadas y las propiedades de permeabilidad al vapor de agua, sin llegar a modificar su
apariencia externa. Resultados similares han sido reportados por otros autores, quienes
demostraron que, las disoluciones de quitosano sometidas a pulsos eléctricos durante y
antes del secado, dieron como resultado peliculas mas cristalinas y se registraron valores
de permeabilidad al vapor de agua, oxigeno y diéxido de carbono mas bajos, lo cual
sugiere que es un tratamiento efectivo para ser aplicado en empaques para alimentos
reduciendo las pérdidas de agua, la oxidacion lipidica y otras reacciones metabélicas que
pueden experimentar los alimentos empacados (44, 45). Esta técnica también puede ser
utilizada en procesos de copolimerizacién. Segun Demina et al., 2012 (46) la aplicacion
de pulsos eléctricos sobre peliculas obtenidas a partir de quitosano, acido poli-lactico y
gelatina y sus mezclas, altera la estructura quimica de los componentes poliméricos y
sus interacciones, aumentando la hidroficidad e incrementando la energia superficial de

las peliculas sometidas al tratamiento.

2.4.6 Plasma
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La aplicacion de plasma como tratamiento es considerada como una técnica muy
eficiente y amigable con el medio ambiente y se utiliza para modificar de forma
controlada las propiedades de hidroficidad y de superficie, sin alterar las caracteristicas

de las peliculas (47-50).

La deposicién de compuestos como hexametildisilazano sobre peliculas de quitosano
usando un reactor de plasma de placas paralelas es considerada como una técnica que
favorece la conformacion de superficies hidréfobas sin cambios en las propiedades
Opticas ni mecéanicas debido a la polimerizacion del hexametildisilazano a estructuras de
tipo silicona no polar (47). Segun Wang et al., 2009 (51), el tratamiento con oxigeno
plasma puede mejorar la hidroficidad superficial de las peliculas de quitosano debido a la
incorporacion de oxigeno en los grupos polares, fenbmeno que no es permanente y
desaparece después de un corto tiempo debido a la reorientacion de los grupos
funcionales. Resultados similares fueron reportados por Theapsak et al., 2012 (52),
Vartiainen et al., 2005 (53) y Vartiainen et al., 2010 (54), quienes recomiendan la
aplicaciéon de plasma como técnica efectiva para aumentar la integracion de las
moléculas de quitosano con otros polimeros como polietileno, polipropileno y polietileno
de baja densidad, respectivamente, con el objetivo de fabricar empaques multicapas con

mejores propiedades fisicas, mecanicas y antimicrobianas.

2.4.7 Conformacién de peliculas en multicapas

Los empaques compuestos por multicapas se han disefiado y fabricados con el objetivo
de combinar las ventajas de cada componente y obtener peliculas con propiedades
especificas (55). Estas peliculas son elaboradas usando un protocolo de deposicion
alternada de polielectrolitos cargados opuestamente, fendmeno que se produce por la
interaccion entre los compuestos, especificamente entre el polication y el polianion que
conforma la pelicula (56, 57). El quitosano al ser un polication puede interactuar con
moléculas cargadas negativamente (58), por lo cual se han analizado las propiedades de
peliculas de quitosano en combinacién con peliculas de biopolimeros, polimeros,
proteinas, entre otros. Estos estudios han analizado la interaccion de los polimeros

durante la formacién de las peliculas, asi como el efecto de la distribucion e interacciones
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de los compuestos sobre las propiedades fisicas, antimicrobianas, quimicas, entre otras
(59-74). Muchas aplicaciones han sido desarrolladas en campos de la investigacion como
en el area de electronica (75-84), la inmovilizacién de enzimas (85-88), el desarrollo de
nuevos materiales con propiedades Opticas especificas (80, 89-91), la liberacién de
compuestos (92-94), entre otras.

Algunas investigaciones han evaluado las propiedades de las peliculas de quitosano en
multicapas. Se ha demostrado que la pelicula bicapa de quitosano y gelatina posee
mejores propiedades barrera al vapor de agua y mejores propiedades antimicrobianas, y
se ha indicado que este fendmeno sucede debido a la interaccion entre el quitosano
catiénico y compuestos anionicos de la gelatina (55, 58, 95). Resultados similares fueron
obtenidos por Medeiros et al., 2012 (96) y Gallstedt y Hedengvist, 2002 (97), quienes
demostraron que el uso de peliculas de quitosano y pectina, o quitosano y
polietileno/nitrocelulosa, respectivamente, pueden mejorar las propiedades de las
peliculas, siendo el pH de la solucibn un factor que define las interacciones
electroestaticas de las moléculas, asi como su integracién y estabilidad debido a una
supresion de la carga de alguno de los poli-electrolitos (98). La investigacion realizada
por Pinheiro et al., 2012 (99), evallo las caracteristicas de la pelicula formada de
carragenina y concluy6 que las interacciones electrostaticas, los puentes de hidrégeno y
las uniones dipolo-dipolo entre los dos polisacaridos con cargas opuestas, produjeron
peliculas con buenas propiedades mecanicas y de barrera a gases. Por otra parte, se
establecio que las peliculas de quitosano y acido hialurénico son mas rugosas, rigidas y
resistentes a la degradacién enzimatica que las peliculas de sus polimeros nativos, asi
como que sus propiedades de superficie promueven la adhesién y crecimiento celular
(100).

Las peliculas de almidon de yuca y quitosano poseen una excelente interaccion entre los
componentes poliméricos, mejores propiedades superficiales y mecanicas, asi como
mayor capacidad para ser barrera al vapor de agua y un menor porcentaje de capacidad
de retencion de agua, comparado con las peliculas de almidon sin recubrir (101).
Adicionalmente, las peliculas de nitrocelulosa y polietileno con quitosano, presentan baja
permeabilidad al oxigeno y excelentes propiedades de adhesion (97) y las peliculas

compuestas por quitosano, mondémero de silano y policaprolactato presentaron mayor



Modificaciones fisicas, quimicas y enzimaticas y sus efectos sobre las
propiedades de las peliculas de quitosano 61

resistencia a la tensién, menor permeabilidad al vapor de agua y una estructura mas
homogénea, densa y ordenada, debido principalmente a la presencia de silano en la

matriz polimérica (102).

2.5 Modificaciones enzimaticas

La inclusiéon de enzimas como lizosima y amilosa en la matriz polimérica, mejora las
propiedades antimicrobianas de las peliculas de quitosano para S. faecalis, S. aureus y
E. coli, ya que se presenta una actividad litica de la pared celular de las bacterias y esta
capacidad se conserva aun después de ocho dias de almacenamiento (103, 104). Este
comportamiento puede atribuirse al rompimiento de la cadena del polimero y la
consecuente exposicion de los grupos amino, los cuales pueden interactuar mas
facilmente con los microorganismos y mejorar las propiedades antimicrobianas de las

peliculas (105).

El efecto antimicrobiano de las enzimas puede ser potencializado cuando se adiciona
mas de una enzima en la matriz polimérica y es tan efectivo como el uso de conservantes
artificiales como el EDTA. Este fendbmeno se presenta debido al efecto sinérgico de

compuestos como la lizosima y la lactoferrina (106).

A pesar que las enzimas se distribuyen homogéneamente en la matriz y que las
propiedades de permeabilidad al vapor de agua no se alteran significativamente, si se
observa un incremento en la solubilidad en agua y en la pérdida de masa, asi como una
disminucion de su resistencia y elongacion de las peliculas de quitosano. Estos
fendbmenos se potencializan cuando el tiempo y la temperatura de almacenamiento
aumentan debido a que la accion de enzima para hidrolizar las moléculas de quitosano,
se potencializa (103, 107, 108).

Por otra parte, las enzimas pueden ser utilizadas como agentes ligantes en peliculas
compuestas por dos o mas polimeros (109). En peliculas de quitosano y proteina de
suero, la adicibn de trasglutaminasa mejora las propiedades mecanicas, de

permeabilidad al vapor de agua, al oxigeno y al diéxido de carbono y disminuye las
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interacciones con el agua al disminuir la solubilidad en agua y la capacidad de
hinchamiento (110). Adicionalmente, en peliculas de gelatina y quitosano, la inclusién de
trasglutaminasa y 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida retardan la degradacion de
las peliculas por la accion de la enzima pepsina y en menor medida para la tripsina, sin
embargo no posee un efecto considerable para retardar la degradacion por accion de la
proteinasa N (111).

2.6 Conclusiones

Existen diferentes tratamientos fisicos y enzimaticos que se han aplicado en la obtencién
de peliculas de quitosano, los cuales modifican las propiedades fisicas, quimicas y
antimicrobianas de las peliculas obtenidas. Estos avances han contribuido a aumentar
los desarrollos en el campo de los materiales y a brindar nuevas soluciones para las

aplicaciones que actualmente demandan las industrias.

Las principales modificaciones fisicas llevadas a cabo en peliculas de quitosano han sido
la aplicacién de radiaciones, pulsos eléctricos, plasma, tratamientos térmicos, uso de
fluidos supercriticos, asi como la conformacién de peliculas en multicapas y entre las
modificaciones enzimaticas mas relevantes se puede nombrar la inclusiéon de enzimas y

coagentes enzimaticos en matrices poliméricas de quitosano.

La importancia del estudio es identificar los tipos y condiciones de los tratamientos que
determinan las caracteristicas especificas de las peliculas para aumentar la oferta de
soluciones frente a los retos que afronta las aplicaciones en el campo de los materiales

durante los Ultimos afios.

2.7 Referencias



Modificaciones fisicas, quimicas y enzimaticas y sus efectos sobre las
propiedades de las peliculas de quitosano 63

1. Rinaudo M. Main properties and current applications of some polysaccharides as
biomaterials. Polymer International. 2008;57(3):397-430.

2. Tharanathan RN, Kittur FS. Chitin - The undisputed biomolecule of great potential.
Critical Reviews in Food Science and Nutrition. 2003;43(1):61-87.

3. Campos CA, Gerschenson LN, Flores SK. Development of edible films and coatings
with antimicrobial activity. Food and Bioprocess Technology. 2011;4(6):849-875.

4. Ravi Kumar MNV. A review of chitin and chitosan applications. Reactive and
Functional Polymers. 2000;46(1):1-27.

5. Agullo E, Rodriguez MS, Ramos V, Albertengo L. Present and future role of chitin
and chitosan in food. Macromol Biosci. 2003;3(10):521-530.

6. Khor E, Lim LY. Implantable applications of chitin and chitosan. Biomaterials.
2003;24(13):2339-2349.

7. Kim I-Y, Seo S-J, Moon H-S, Yoo M-K, Park I-Y, Kim B-C, et al. Chitosan and its
derivatives for tissue engineering applications. Biotechnology Advances. 2008;26(1):1-21.
8. Muzzarelli RAA, Muzzarelli C. Chitosan chemistry: Relevance to the biomedical
sciences. In: Heinze T, editor. Polysaccharides 1: Structure, Characterization and Use.
Berlin: Springer-Verlag Berlin; 2005. p. 151-209.

9. Peppas NA, Hilt JZ, Khademhosseini A, Langer R. Hydrogels in biology and
medicine: From molecular principles to bionanotechnology. Advanced Materials.
2006;18(11):1345-1360.

10. Senel S, McClure SJ. Potential applications of chitosan in veterinary medicine.
Advanced Drug Delivery Reviews. 2004;56(10):1467-1480.

11. Yamazaki M. The chemical modification of chitosan films for improved hemostatic
and bioadhesive properties [dissertation]. [North Carolina]:North Carolina State University;
2008. 247 p.

12. Callister WD. Introduccion a la ciencia e ingenieria de los materiales. 1st rev. ed.
Barcelona, Espafa: Editorial Reverté, S.A. 1995. 464 p.

13. Mayachiew P, Devahastin S. Comparative evaluation of physical properties of edible
chitosan films prepared by different drying methods. Drying Technology. 2008;26(2):176-
185.

14. Cardenas G, Diaz J, Melendrez MF, Cruzat C. Physicochemical properties of edible
films from chitosan composites obtained by microwave heating. Polymer Bulletin.
2008;61(6):737-748.



64

Evaluacién del comportamiento de peliculas comestibles de quitosano almacenadas
bajo condiciones controladas

15. Fernandez-Pan I, Ziani K, Pedroza-Islas R, Mate JI. Effect of drying conditions on the
mechanical and barrier properties of films based on chitosan. Drying Technology.
2010;28(12):1350-1358.

16. Fernandez-Saiz P, Lagaron JM, Ocio MJ. Optimization of the film-forming and
storage conditions of chitosan as an antimicrobial agent. Journal of Agricultural and Food
Chemistry. 2009;57(8):3298-3307.

17. Thakhiew W, Devahastin S, Soponronnarit S. Effects of drying methods and
plasticizer concentration on some physical and mechanical properties of edible chitosan
films. Journal of Food Engineering. 2010;99(2):216-224.

18. Srinivasa PC, Ramesh MN, Kumar KR, Tharanathan RN. Properties of chitosan films
prepared under different drying conditions. Journal of Food Engineering. 2004;63(1):79-
85.

19. Hashizume M, Kobayashi H, Ohashi M. Preparation of free-standing films of natural
polysaccharides using hot press techniqgue and their surface functionalization with
biomimetic apatite. Colloids and Surfaces B-Biointerfaces. 2011;88(1):534-538.

20. Sun F, Cha HR, Bae K, Hong S, Kim JM, Kim SH, et al. Mechanical properties of
multilayered chitosan/CNT nanocomposite films. Materials Science and Engineering a-
Structural Materials Properties Microstructure and Processing. 2011;528(21):6636-6641.
21. Ritthidej CC, Phaechamud T, Koizumi T. Moist heat treatment on physicochemical
change of chitosan salt films. International Journal of Pharmaceutics. 2002;232(1-2):11-
22.

22. Rivero S, Garcia MA, Pinotti A. Heat treatment to modify the structural and physical
properties of chitosan-based films. Journal of Agricultural and Food Chemistry.
2012;60(1):492-499.

23. Mudarisova RK, Kulish El, Kuzina LG, Kolesov SV, Monakov YB. Thermal
modification of chitosan films as a way to control their transport properties. Russ J Appl
Chem. 2009;82(8):1479-1482.

24. Kumar S, Dutta J, Dutta PK. Preparation, characterization and optical property of
chitosan-phenothiazine derivative by microwave assisted synthesis. J Macromol Sci Part
A-Pure Appl Chem. 2009;46(11):1095-1102.

25. Chaschin IS, Grigorev TE, Gallyamov MO, Khokhlov AR. Direct deposition of
chitosan macromolecules on a substrate from solutions in supercritical carbon dioxide:

Solubility and conformational analysis. European Polymer Journal. 2012;48(5):906-918.



Modificaciones fisicas, quimicas y enzimaticas y sus efectos sobre las
propiedades de las peliculas de quitosano 65

26. King JW, Williams LL. Utilization of critical fluids in processing semiconductors and
their related materials. Current Opinion in Solid State and Materials Science. 2003;7(4—
5):413-424.

27. Wakayama H, Hall SR, Mann S. Fabrication of CaCO3-biopolymer thin films using
supercritical carbon dioxide. Journal of Materials Chemistry. 2005;15(11):1134-1136.

28. Cai H, Zhang ZP, Sun PC, He BL, Zhu XX. Synthesis and characterization of thermo-
and pH-sensitive hydrogels based on Chitosan-grafted N-isopropylacrylamide via gamma-
radiation. Radiation Physics and Chemistry. 2005;74(1):26-30.

29. Zhai ML, Zhao L, Yoshii F, Kume T. Study on antibacterial starch/chitosan blend film
formed under the action of irradiation. Carbohydrate Polymers. 2004;57(1):83-88.

30. Zhao L, Luo F, Zhai ML, Mitomo H, Yoshii F. Study on CM-chitosan/activated carbon
hybrid gel films formed with EB irradiation. Radiation Physics and Chemistry.
2008;77(5):622-629.

31. Li B, Li J, Xia J, Kennedy JF, Yie X, Liu TG. Effect of gamma irradiation on the
condensed state structure and mechanical properties of konjac glucomannan/chitosan
blend films. Carbohydrate Polymers. 2011;83(1):44-51.

32. Khan RA, Salmieri S, Dussault D, Tufenkji N, Uribe-Calderon J, Kamal MR, et al.
Preparation and Thermo-Mechanical Characterization of Chitosan Loaded
Methylcellulose-Based Biodegradable Films: Effects of Gamma Radiation. J Polym
Environ. 2012;20(1):43-52.

33. Zhao L, Mitomo H, Nagasawa N, Yoshii F, Kume T. Radiation synthesis and
characteristic of the hydrogels based on carboxymethylated chitin derivatives.
Carbohydrate Polymers. 2003;51(2):169-175.

34. Praxedes APP, da Silva AJC, da Silva RC, Lima RPA, Tonholo J, Ribeiro AS, et al.
Effects of UV irradiation on the wettability of chitosan films containing dansyl derivatives.
Journal of Colloid and Interface Science. 2012;376(1):255-261.

35. Sionkowska A, Wisniewski M, Skopinska J, Poggi GF, Marsano E, Maxwell CA, et al.
Thermal and mechanical properties of UV irradiated collagen/chitosan thin films. Polymer
Degradation and Stability. 2006;91(12):3026-3032.

36. Sionkowska A, Skopinska-Wisniewska J, Planecka A, Kozlowska J. The influence of
UV irradiation on the properties of chitosan films containing keratin. Polymer Degradation
and Stability. 2010;95(12):2486-2491.



66

Evaluacién del comportamiento de peliculas comestibles de quitosano almacenadas
bajo condiciones controladas

37. Sionkowska A, Kaczmarek H, Wisniewski M, Skopinska J, Lazare S, Tokarev V. The
influence of UV irradiation on the surface of chitosan films. Surface Science.
2006;600(18):3775-3779.

38. Sionkowska A, Planecka A, Kozlowska J, Skopinska-Wisniewska J, Los P.
Weathering of chitosan films in the presence of low- and high-molecular weight additives.
Carbohydrate Polymers. 2011;84(3):900-906.

39. Alonso D, Gimeno M, Olayo R, Vazquez-Torres H, Sepulveda-Sanchez JD, Shirai K.
Cross-linking chitosan into UV-irradiated cellulose fibers for the preparation of
antimicrobial-finished textiles. Carbohydrate Polymers. 2009;77(3):536-543.

40. Youn DK, No HK, Kim DS, Prinyawiwatkul W. Decoloration of chitosan by UV
irradiation. Carbohydrate Polymers. 2008;73(3):384-389.

41. Fuentes S, Retuert J, Gonzalez G. Preparation and properties of chitosan hybrid films
from microwave irradiated solutions. J Chil Chem Soc. 2008;53(2):1511-1514.

42. Sionkowska A. Effects of solar radiation on collagen and chitosan films. J Photochem
Photobiol B-Biol. 2006;82(1):9-15.

43. Garcia MA, Pinotti A, Martino M, Zaritzky N. Electrically treated composite films
based on chitosan and methylcellulose blends. Food Hydrocolloids. 2009;23(3):722-728.
44. Souza BWS, Cerqueira MA, Martins JT, Casariego A, Teixeira JA, Vicente AA.
Influence of electric fields on the structure of chitosan edible coatings. Food
Hydrocolloids. 2010;24(4):330-335.

45. Souza BWS, Cerqueira MA, Casariego A, Lima AMP, Teixeira JA, Vicente AA. Effect
of moderate electric fields in the permeation properties of chitosan coatings. Food
Hydrocolloids. 2009;23(8):2110-2115.

46. Demina TS, Yablokov MY, Gil'man AB, Akopova TA, Zelenetskii AN. Effect of direct-
current discharge treatment on the surface properties of chitosan-poly(L,L-lactide)-gelatin
composite films. High Energy Chemistry. 2012;46(1):60-64.

47. Assis OBG. Change in hydrophilic characteristics of chitosan films by HMDS plasma
treatment. Quimica Nova. 2010;33(3):603-606.

48. Zhao Y, Tang S, Myung S-W, Lu N, Choi H-S. Effect of washing on surface free
energy of polystyrene plate treated by RF atmospheric pressure plasma. Polym Test.
2006;25(3):327-332.



Modificaciones fisicas, quimicas y enzimaticas y sus efectos sobre las
propiedades de las peliculas de quitosano 67

49. Toufik M, Mas A, Shkinev V, Nechaev A, Elharfi A, Schué F. Improvement of
performances of PET track membranes by plasma treatment. European Polymer Journal.
2002;38(2):203-209.

50. Gancarz |, Pozniak G, Bryjak M. Modification of polysulfone membranes: 3. Effect of
nitrogen plasma. European Polymer Journal. 2000;36(8):1563-1569.

51. Wang YJ, Yin SH, Ren L, Zhao LA. Surface characterization of the chitosan
membrane after oxygen plasma treatment and its aging effect. Biomedical Materials.
2009;4(3):1-3.

52. Theapsak S, Watthanaphanit A, Rujiravanit R. Preparation of chitosan-coated
polyethylene packaging films by DBD plasma treatment. Acs Applied Materials &
Interfaces. 2012;4(5):2474-2482.

53. Vartiainen J, Ratto M, Tapper U, Paulussen S, Hurme E. Surface modification of
atmospheric plasma activated BOPP by immobilizing chitosan. Polymer Bulletin.
2005;54(4-5):343-352.

54. Vartiainen J, Tuominen M, Nattinen K. Bio-hybrid nanocomposite coatings from
sonicated chitosan and nanoclay. Journal of Applied Polymer Science. 2010;116(6):3638-
3647.

55. Rivero S, Garcia MA, Pinotti A. Composite and bi-layer films based on gelatin and
chitosan. Journal of Food Engineering. 2009;90(4):531-539.

56. Nogueira GM, Swiston AJ, Beppu MM, Rubner MF. Layer-by-layer deposited
chitosan/silk fibroin thin films with anisotropic nanofiber alignment. Langmuir.
2010;26(11):8953-8958.

57. Maurstad G, Bausch AR, Sikorski P, Stokke BT. Electrostatically self-assembled
multilayers of chitosan and xanthan studied by Atomic Force Microscopy and micro-
interferometry. Macromol Symp. 2005;227(1):161-172.

58. Mihai M. Novel biocompatible chitosan based multilayer films. Romanian
Biotechnological Letters. 2011;16(4):6313-6321.

59. Zhang GJ, Gao X, Ji SL, Liu ZZ. One-step dynamic assembly of polyelectrolyte
complex membranes. Materials Science & Engineering C-Materials for Biological
Applications. 2009;29(6):1877-1884.

60. Van der Heyden A, Wilczewski M, Labbe P, Auzely R. Multilayer films based on host-
guest interactions between biocompatible polymers. Chem Commun. 2006(30):3220-
3222.



68

Evaluacién del comportamiento de peliculas comestibles de quitosano almacenadas
bajo condiciones controladas

61. Schneider A, Richert L, Francius G, Voegel JC, Picart C. Elasticity, biodegradability
and cell adhesive properties of chitosan/hyaluronan multilayer films. Biomedical Materials.
2007;2(1):S45-S51.

62. Lundin M, Blomberg E, Tilton RD. Polymer dynamics in layer-by-layer assemblies of
chitosan and heparin. langmuir. 2010;26(5):3242-3251.

63. Lundin M, Solaga F, Thormann E, Macakova L, Blomberg E. Layer-by-layer
assemblies of chitosan and heparin: effect of solution ionic strength and pH. Langmuir.
2011;27(12):7537-7548.

64. Lu HY, Hu NF. Loading behavior of {chitosan/hyaluronic acid}(n) layer-by-layer
assembly films toward myoglobin: An electrochemical study. J Phys Chem B.
2006;110(47):23710-23718.

65. Liu YL, Yu CH, Lee KR, Lai JY. Chitosan/poly(tetrafluoroethylene) composite
membranes using in pervaporation dehydration processes. Journal of Membrane
Science. 2007;287(2):230-236.

66. Kujawa P, Moraille P, Sanchez J, Badia A, Winnik FM. Effect of molecular weight on
the exponential growth and morphology of hyaluronan/chitosan multilayers: A surface
plasmon resonance spectroscopy and atomic force microscopy investigation. J Am Chem
Soc. 2005;127(25):9224-9234.

67. Huguenin F, Zucolotto V, Carvalho AJF, Gonzalez ER, Oliveira ON. Layer-by-layer
hybrid films incorporating WO3, TiO2, and chitosan. Chem Mat. 2005;17(26):6739-6745.
68. Huguenin F, Gonzalez ER, Oliveira ON. Electrochemical and electrochromic
properties of layer-by-layer films from WO3 and chitosan. J Phys Chem B.
2005;109(26):12837-12844.

69. Chen J, Chen X, Yin X, Ma J, Jiang ZY. Bioinspired fabrication of composite
pervaporation membranes with high permeation flux and structural stability. Journal of
Membrane Science. 2009;344(1-2):136-143.

70. Carneiro-Da-Cunha MG, Cerqueira MA, Souza BWS, Carvalhoc S, Quintas MAC,
Teixeira JA, et al. Physical and thermal properties of a chitosan/alginate nanolayered PET
film. Carbohydrate Polymers. 2010;82(1):153-159.

71. Carneiro-da-Cunha MG, Cerqueira MA, Souza BWS, Teixeira JA, Vicente AA.
Influence of concentration, ionic strength and pH on zeta potential and mean
hydrodynamic diameter of edible polysaccharide solutions envisaged for multinanolayered
films production. Carbohydrate Polymers. 2011;85(3):522-528.



Modificaciones fisicas, quimicas y enzimaticas y sus efectos sobre las
propiedades de las peliculas de quitosano 69

72. Cado G, Kerdjoudj H, Chassepot A, Lefort M, Benmlih K, Hemmerle J, et al.
Polysaccharide films built by simultaneous or alternate spray: a rapid way to engineer
biomaterial surfaces. Langmuir. 2012;28(22):8470-8478.

73. Bratskaya S, Marinin D, Simon F, Synytska A, Zschoche S, Busscher HJ, et al.
Adhesion and viability of two enterococcal strains on covalently grafted chitosan and
chitosan/kappa-carrageenan multilayers. Biomacromolecules. 2007;8(9):2960-2968.

74. Boudou T, Crouzier T, Auzely-Velty R, Glinel K, Picart C. Internal composition versus
the mechanical properties of polyelectrolyte multilayer films: the influence of chemical
cross-linking. Langmuir. 2009;25(24):13809-13819.

75. Almodovar J, Place LW, Gogolski J, Erickson K, Kipper MJ. Layer-by-layer assembly
of polysaccharide-based polyelectrolyte multilayers: a spectroscopic study of
hydrophilicity, composition, and ion pairing. Biomacromolecules. 2011;12(7):2755-2765.
76. Annamalai SK, Palani B, Pillai KC. Highly stable and redox active nano copper
species stabilized functionalized-multiwalled carbon nanotube/chitosan modified electrode
for efficient hydrogen peroxide detection. Colloid Surf A-Physicochem Eng Asp.
2012;395:207-216.

77. Cao XD, Dong H, Li CM, Lucia LA. The enhanced mechanical properties of a
covalently bound chitosan-multiwalled carbon nanotube nanocomposite. Journal of
Applied Polymer Science. 2009;113(1):466-472.

78. Chen QP, Ai SY, Zhu XB, Yin HS, Ma Q, Qiu YY. A nitrite biosensor based on the
immobilization of Cytochrome ¢ on multi-walled carbon nanotubes-PAMAM-chitosan
nanocomposite modified glass carbon electrode. Biosensors & Bioelectronics.
2009;24(10):2991-2996.

79. Coche-Guerente L, Desbrieres J, Fatisson J, Labbe P, Rodriguez MC, Rivas G.
Physicochemical characterization of the layer-by-layer self-assembly of polyphenol
oxidase and chitosan on glassy carbon electrode. Electrochimica Acta. 2005;50(14):2865-
2877.

80. dos Santos DS, Bassi A, Rodrigues JJ, Misoguti L, Oliveira ON, Mendonca CR. Light-
induced storage in layer-by-layer films of chitosan and an azo dye. Biomacromolecules.
2003;4(6):1502-1505.

81. Jafri SHM, Dutta J, Sweatman D, Sharma AB. Current-voltage characteristics of
layer-by-layer self-assembled colloidal thin films. Applied Physics Letters. 2006;89(13):1-
3.



70

Evaluacién del comportamiento de peliculas comestibles de quitosano almacenadas
bajo condiciones controladas

82. Komathi S, Gopalan Al, Lee KP. Fabrication of a novel layer-by-layer film based
glucose biosensor with compact arrangement of multi-components and glucose oxidase.
Biosensors & Bioelectronics. 2009;24(10):3131-3134.

83. Miscoria SA, Desbrieres J, Barrera GD, Labbe P, Rivas GA. Glucose biosensor
based on the layer-by-layer self-assembling of glucose oxidase and chitosan derivatives
on a thiolated gold surface. Analytica Chimica Acta. 2006;578(2):137-144.

84. Vasconcellos FC, Swiston AJ, Beppu MM, Cohen RE, Rubner MF. Bioactive
polyelectrolyte multilayers: hyaluronic acid mediated b lymphocyte adhesion.
Biomacromolecules. 2010;11(9):2407-2414.

85. Constantine CA, Mello SV, Dupont A, Cao XH, Santos D, Oliveira ON, et al. Layer-
by-layer self-assembled chitosan/poly(thiophene-3-acetic acid) and organophosphorus
hydrolase multilayers. J Am Chem Soc. 2003;125(7):1805-1819.

86. Caseli L, dos Santos DS, Foschini M, Goncalves D, Oliveira ON. The effect of the
layer structure on the activity of immobilized enzymes in ultrathin films. Journal of Colloid
and Interface Science. 2006;303(1):326-331.

87. Caseli L, dos Santos DS, Foschini M, Goncalves D, Oliveira ON. Control of catalytic
activity of glucose oxidase in layer-by-layer films of chitosan and glucose oxidase. Mater
Sci Eng C-Biomimetic Supramol Syst. 2007;27(5-8):1108-1110.

88. Aravind UK, Mathew J, Aravindakumar CT. Transport studies of BSA, lysozyme and
ovalbumin through chitosan/polystyrene sulfonate multilayer membrane. Journal of
Membrane Science. 2007;299(1-2):146-155.

89. Costa RR, Custodio CA, Arias FJ, Rodriguez-Cabello JC, Mano JF. Layer-by-Layer
Assembly of chitosan and recombinant biopolymers into biomimetic coatings with multiple
stimuli-responsive properties. Small. 2011;7(18):2640-2649.

90. Kamburova K, Milkova V, Petkanchin |, Radeva T. Effect of pectin charge density on
formation of multilayer films with chitosan. Biomacromolecules. 2008;9(4):1242-1247.

91. Nuraje N, Asmatulu R, Cohen RE, Rubner MF. Durable antifog films from layer-by-
layer molecularly blended hydrophilic polysaccharides. Langmuir. 2011;27(2):782-791.

92. Grech JMR, Mano JF, Reis RL. Chitosan beads as templates for layer-by-layer
assembly and their application in the sustained release of bioactive agents. J Bioact
Compat Polym.2008;23(4):367-380.

93. Guzman E, Cavallo JA, Chulia-Jordan R, Gomez C, Strumia MC, Ortega F, et al. pH-

induced changes in the fabrication of multilayers of poly(acrylic acid) and chitosan:



Modificaciones fisicas, quimicas y enzimaticas y sus efectos sobre las
propiedades de las peliculas de quitosano 71

fabrication, properties, and tests as a drug storage and delivery system. Langmuir.
2011;27(11):6836-6845.

94. Hu XF, Ji J. Construction of multifunctional coatings via layer-by-layer assembly of
sulfonated hyperbranched polyether and chitosan. Langmuir. 2010;26(4):2624-2629.

95. Pereda M, Ponce AG, Marcovich NE, Ruseckaite RA, Martucci JF. Chitosan-gelatin
composites and bi-layer films with potential antimicrobial activity. Food Hydrocolloids.
2011;25(5):1372-1381.

96. Medeiros BGD, Pinheiro AC, Carneiro-da-Cunha MG, Vicente AA. Development and
characterization of a nanomultilayer coating of pectin and chitosan - Evaluation of its gas
barrier properties and application on "Tommy Atkins' mangoes. Journal of Food
Engineering. 2012;110(3):457-464.

97. Gallstedt M, Hedengvist MS. Oxygen and water barrier properties of coated whey
protein and chitosan films. J Polym Environ. 2002;10(1-2):1-4.

98. Marudova M, Lang S, Brownsey GJ, Ring SG. Pectin-chitosan multilayer formation.
Carbohydrate Research. 2005;340(13):2144-2149.

99. Pinheiro AC, Bourbon Al, Medeiros BGD, da Silva LHM, da Silva MCH, Carneiro-da-
Cunha MG, et al. Interactions between kappa-carrageenan and chitosan in nanolayered
coatings-Structural and transport properties. Carbohydrate Polymers. 2012;87(2):1081-
1090.

100. Croll TI, O'Connor AJ, Stevens GW, Cooper-White JJ. A blank slate? Layer-by-
layer deposition of hyaluronic acid and chitosan onto various surfaces.
Biomacromolecules. 2006;7(5):1610-1622.

101. Bangyekan C, Aht-Ong D, Srikulkit K. Preparation and properties evaluation of
chitosan-coated cassava starch films. Carbohydrate Polymers. 2006;63(1):61-71.

102. Sharmin N, Khan RA, Salmieri S, Dussault D, Lacroix M. Effectiveness of silane
monomer on chitosan films and PCL-based tri-layer films. Journal of Applied Polymer
Science. 2012;125(1):224-232.

103. Park Sl, Daeschel MA, Zhao Y. Functional properties of antimicrobial lysozyme-
chitosan composite films. Journal of Food Science. 2004;69(8):M215-M221.

104. Lian ZX, Ma ZS, Wei J, Liu H. Preparation and characterization of immobilized
lysozyme and evaluation of its application in edible coatings. Process Biochemistry.
2012;47(2):201-208.



72

Evaluacién del comportamiento de peliculas comestibles de quitosano almacenadas
bajo condiciones controladas

105. Suzuki S, Ying B, Yamane H, Tachi H, Shimahashi K, Ogawa K, et al. Surface
structure of chitosan and hybrid chitosan-amylose films - Restoration of the antibacterial
properties of chitosan in the amylose film. Carbohydrate Research. 2007;342(16):2490-
2493.

106. Brown CA, Wang BW, Oh JH. Antimicrobial activity of lactoferrin against
foodborne pathogenic bacteria incorporated into edible chitosan film. Journal of Food
Protection. 2008;71(2):319-324.

107. Duan J, Kim K, Daeschel MA, Zhao Y. Storability of antimicrobial chitosan-
lysozyme composite coating and film-forming solutions. Journal of Food Science.
2008;73(6):M321-M329.

108. Altinisik A, Yurdakoc K. Synthesis, characterization, and enzymatic degradation of
chitosan/peg hydrogel films. Journal of Applied Polymer Science. 2011;122(3):1556-1563.
109. Porta R, Mariniello L, Di Pierro P, Sorrentino A, Giosafatto CVL. Transglutaminase
crosslinked pectin- and chitosan-based edible films: A review. Critical Reviews in Food
Science and Nutrition. 2011;51(3):223-238.

110. Di Pierro P, Chico B, Villalonga R, Mariniello L, Damiao AE, Masi P, et al.
Chitosan-whey protein edible films produced in the absence or presence of
transglutaminase:  Analysis of their mechanical and barrier properties.
Biomacromolecules. 2006;7(3):744-749.

111. Sztuka K, Kolodziejska |. Effect of transglutaminase and EDC on biodegradation of
fish gelatin and gelatin-chitosan films. European Food Research and Technology.
2008;226(5):1127-1133.



REVISTA FACULTAD NACIONAL DE AGRONOMIA. MEDELLIN. Volumen 67 nimero 2, afio 2014
Suplemento 2.
Universidad Nacional de Colombia, Medellin, Colombia. pags.5 48-550

3.Efecto de la inclusion de aceites
esenciales de tomillo y romero vy
el almacenamiento de peliculas

de quitosano

Effect of the Thyme and Rosemary Essential Oils Inclusion and Storing of Chitosan Films

William Albarracin H.'; Nathalia Valderrama B.?

* Facultad de Ingenieria Agroindustrial. Universidad de Narifio. Cll 18 Cr 50. San Juan de Pasto,
Colombia. walbarracinh@udenar.edu.co

2 Programa de Maestria en Ciencia y Tecnologia de Alimentos. Facultad de Ciencias. Universidad
Nacional de Colombia. Carrera 30 No. 45-03. Bogota, Colombia. nvalderramab@unal.edu.co

3.1 Resumen

Se evalud el efecto de la inclusion de aceites esenciales de tomillo y romero sobre las
propiedades fisicas de peliculas de quitosano almacenadas a temperatura media de
15°C y humedad constante. Los resultados sugieren que la inclusion de aceites
esenciales y el tiempo de almacenamiento incidieron sobre algunas propiedades fisicas
de las peliculas evaluadas como color y propiedades mecanicas, sin afectar el espesor ni
la capacidad antimicrobiana de las peliculas.

Palabras claves: aceite esencial de tomillo, aceite esencial de romero, polimeros,

peliculas modificadas, aditivos alimentarios.
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3.2 Abstract

The effect of the essential oils inclusion on the physical properties of chitosan films stored
at room temperature and constant humidity was evaluated. The results suggest that the
inclusion of essential oils and storage time affect some physical properties of the films
such as color and mecanical properties, without affecting the thickness and the
antimicrobial activity of the films.

Keywords: thyme essential oil, rosemary essential oil, polymers, modified films, food

additives.

3.3 Introduccién

El quitosano (poli-(1,4)-2-amino-2-deoxi-P-D-glucosa) se obtiene a partir de un proceso
de desacetilacion de la quitina y se caracteriza por formar peliculas biodegradables y
comestibles. Las Ultimas investigaciones han buscado fabricar peliculas a bajo costo y
con mejores propiedades antimicrobianas. Diferentes aceites esenciales han sido
incluidos en peliculas por su efecto antimicrobiano y antioxidante, sin embargo se han
presentado alteracién de algunas propiedades fisicas (Ojagh, Rezaei et al. 2010). Por
otra parte, la eficiencia de la aplicacién de peliculas de quitosano sobre alimentos esta
condicionada al aseguramiento de la calidad de las peliculas empleadas. Las condiciones
de almacenamiento como humedad, temperatura y tiempo modifican las propiedades
mecanicas y de barrera de las peliculas (Caner, Vergano et al. 1998). El objetivo de este
trabajo de investigacion fue determinar el efecto de la inclusién de aceites esenciales en
peliculas de quitosano almacenadas a temperatura media de 15°C y humedad relativa
60%.

3.4 Materiales y métodos

Las disoluciones de quitosano fueron preparadas empleando el método descrito por Chi,
Zivanovic et al. (2006) con modificaciones. Las disoluciones acuosas contenian 1% de
acido lactico, 1, 1,5 y 2% de quitosano Kitoflokk™, asi como 16% glicerol, 4%
polisorbato 80, y 0%, 1% y 2% aceites esenciales de romero (ERA) y tomillo (AET) y sus

combinaciones AET:ERA (50:50) en base a la cantidad de quitosano adicionada. Las
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disoluciones fueron desgasificadas y secadas en cajas de petri de plastico en un horno a
temperatura de 30°C durante 65 horas. El almacenamiento se efectlo a temperatura

media de 15°C y a una humedad relativa de 60%.

Determinacion de las propiedades fisicas

Las propiedades fisicas se evaluaron siguiendo los métodos descritos por Hosseini,
Razavi et al. (2009). El espesor se midié en 10 lugares diferentes de la pelicula. La
resistencia y la deformacién por puncién se determind por triplicado empleando un
texturometro TA XT plus y un accesorio cilindrico P/2 (2 mm didmetro), configurado a una
velocidad de 1 mm/s. El color se midi6 por reflectancia en 10 lugares diferentes de cada
pelicula empleando un colorimetro HunterLab (D65 10) con fondo blanco estandar. Los
parametros evaluados fueron L*, a*, b*, AE.

Inhibicién del crecimiento microbiano
Se emplearon discos de las peliculas de quitosano evaluados en la prueba de difusién en
agar Mueller-Hinton por triplicado para las cepas de E. coli, S. enteritidis, S. aerus, L.

monocytogenes y B. cereus como se describe en el estudio de Hosseini et al. (2009).

Andlisis estadistico
Los datos fueron analizados usando el paquete estadistico Statgraphics® Centurion XV,

empleando un ANOVA multifactorial con un nivel de significancia menor o igual a 5%.

3.5 Resultados y discusién

Los tratamientos empleados no tienen un efecto significativo sobre el espesor debido a
gue una misma cantidad de soélidos en solucion fue empleada para cada pelicula
formada. La concentracién de quitosano no evidencio efectos significativos sobre las
propiedades fisicas y microbiolégicas evaluadas. Sin embargo, la inclusion de aceites
esenciales y el tiempo de almacenamiento incidieron sobre algunas propiedades fisicas

de las peliculas evaluadas.



76

Evaluacion del comportamiento de peliculas comestibles de quitosano almacenadas
bajo condiciones controladas

Deformacién por puncion (mm) Deformacién por puncién (mm)

29 F = 29F =
H
° 25 | 25+ —
2 o T s | - +
8§ 23| -4 23 —
- T | ek T
T 21| i 4 21 |
£ 1
S 191 114 v =
D

17 = 4 17k E _

B T2%  T4% R2%  R4%  TR2% TR4% Semana 0 Semana2 Semana4
Aceites esenciales Tiempo de Almacenamiento

e Resistencia a puncion (N/'mm)

-
Hil

200 142

170 132

122

112

110

102

Resistencia (N/mm)

1
h "t [T

B T2% T4% R2% R4% TR2 % TR4% Semana0  Semana2 Semana 4
Aceites Esenciales Tiempo de almacenamiento

80

92

[T T[T T[T [T Tror[TomTy
| T EYWWE FRUT] AR SRy |

| | V5 | I T T I | ¥5 | | T T I { O ) I
—
—
|_
]
e
| | L | I 1 1 | L) | 1 1 I | i ] |

50

Figura 3-1. Efecto de la inclusion de aceites esenciales y el almacenamiento sobre la resistencia y

deformacion por puncién de las peliculas.

Las letras indican diferencias significativas entre los tratamientos (p<0,5). Las diferencias estandar entre
tratamientos se muestran graficamente indicando las diferencias estadisticamente significativas entre las

medias de los tratamientos con un nivel de confianza del 95%.

En la Figura 3-1, se observa una disminucion significativa de la deformacion y un
aumento en la resistencia a la puncion debido a la inclusién de aceites esenciales y al
aumento del tiempo de almacenamiento (Caner et al., 1998). Segun Ojagh et al. (2010),
la inclusion de aceites esenciales disminuye el contenido de humedad de las peliculas y
genera una estructura mas compacta debido a las interacciones que reducen la movilidad

molecular.
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Tabla 3-1 Efecto de la inclusion de aceites esenciales sobre el color de las peliculas

AE L* a* b* AE

[ 94,46+0,34° -0,51+0,01° 12,88+0,25%° 43,45+0,28°
T2% 92,75+0,34% -0,59+0,01° 13,45+0,24% 42,08+0,28°
T4% 92,99+0,32° -0,59+0,01° 13,27+0,24" 42,27+0,26°
R2% 94,87+0,34° -0,59+0,01° 13,62+0,24° 43,82+0,28°
R4% 94,69+0,31° -0,59+0,01° 13,40+0,24% 43,7+0,27°
TR2% | 94,80+0,34° -0,60+0,01° 12,72+0,24% 43,76+0,27°
TR4% | 94,06%0,32° -0,60+0,01° 12,56+0,232 43,05+0,28°

Las letras indican que existen diferencias significativas (p<0,5) entre los tratamientos. L*: Luminosidad (L*),
escala colorimétrica rojo-azul (a*), escala colorimétrica verde-amarillo (b*), diferencia de color (AE), muestra
control (C), tipo y concentracion de aceites esenciales empleados (AE), tomillo (T), Romero (R), mezcla
tomillo y romero (TR).

En la Tabla 3-1, se evidencia que la inclusion de aceites esenciales incrementa los
valores para el parametro a*, mientras que la inclusién de aceite esencial de tomillo
disminuye la luminosidad posiblemente por un aumento en la rugosidad superficial que
se presenta por fendmenos de floculacion de las gotas de aceite durante el secado
(Sanchez et al., 2011). Adicionalmente, los resultados indican un aumento significativo
del pardmetro b* durante el almacenamiento, lo cual sugiere que las peliculas pueden
tornarse amarillas por accién del pardeamiento no enzimatico (Fernandez-Sainz et at.,
2009).

No se registr6 crecimiento de bacterias sobre las peliculas de quitosano sin y con
inclusion de aceites esenciales. Sin embargo, ninguna pelicula inhibié el crecimiento de
los microorganismos en la zona adyacente sugiriendo una reduccion de la concentracion
de los componentes de los aceites esenciales durante el secado de las peliculas (Chi et
al., 2006). Segun Hosseini et al. (2009), el quitosano no se difunde en el agar adyacente
a la pelicula y solo se inhibe el crecimiento de los microorganismos que estan en

contacto con la zona activa del quitosano.
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3.6 Conclusiones

La inclusién de aceites esenciales y el almacenamiento pueden modificar algunas
propiedades fisicas como color y propiedades mecénicas, sin afectar el espesor ni la
capacidad antimicrobiana de las peliculas. Se observé una disminuciébn en la
deformacién y un aumento en la resistencia por puncion por efecto de la inclusiéon de los
aceites esenciales y el almacenamiento, asi como la disminucion de la luminosidad por la
inclusion de aceite esencial de tomillo y un aumento significativo del pardmetro b* por

efecto del almacenamiento.
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4.1 Abstract.
It was studied the effect of the inclusion of thyme and rosemary essential oils into
chitosan films, as well as the microbiological and physical properties when storing
chitosan film with and without the mentioned inclusion. The film forming solution was
prepared by dissolving chitosan (2%, w/v), polysorbate 80 (4% w/w CH) and glycerol
(16% wi/w CH) in aqueous lactic acid solutions (control). The thyme (TEO) and rosemary
(REO) essential oils (EOs) were included 1:1 w/w (EOs:CH) on their combination 50/50
(TEO:REO). The films were stored at temperatures of 5, 20, 33°C and a relative humidity
of 75% during four weeks. The films with essential oil inclusion did not show an
antimicrobial activity against strains. This behavior could be explained because the
chitosan only inhibits the growth of microorganisms in direct contact with the active sites.
However, the inhibition capacity of TEO was higher than the REO and a synergic effect

between TEO:REO was found for S. enteritidis strains in the chitosan solution.

Some physical properties were modified by the inclusion of essential oils. The addition of
essential oils does not affect the mechanical properties (tensile strength, elongation at
break, puncture deformation), the water solubility, the swelling index nor the DSC

behavior. However, the essential oil inclusion can significantly decrease the thickness, the
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moisture content, and the L* value of films whereas the b* value increased due to
molecular interactions between the polymeric matrix, the loosing of the structure, and the
chemical modifications. On the other hand, the temperature and time of storage changed
some physical properties on the chitosan films. This could have occurred because of
chemical changes, such as swelling in the presence of high humidity air and the
reacetylation of amino groups. In the majority of cases, properties such as moisture
content, tensile strength, elongation at break, puncture deformation, a*, b*, chrome, AE

increased whereas water resistance, swelling index, L*, and hue angle decreased.

Keywords— chitosan, food additives, modified films, polymers.

4.2 Introduction

CHITOSAN (CH) (poly-(1,4)-2-amino-2-deoxy-P-D-glucose) is obtained from the process
of deacetylation of chitin (poly-(1,4)-2-acetamide-2- P-D- deoxy-glucose) by enzymatic or
chemical methods. The acetamide groups of chitin are hydrolyzed by a nucleophilic
substitution mechanism. Chitin is one of the most abundant polymers extracted from
crustaceans, insects, fungi, and microorganisms [1], [2]. CH is used to produce films for

biomedicine, pharmacology, ophthalmology, cosmetics, and food industry [2], [3].

The recent packaging advances have focused on the inclusion of different chemical
compounds to improve the properties of CH films [4]-[9]. The essential oils have replaced
synthetic antioxidants [10]. These have been included in CH polymeric matrices to
improve their antimicrobial and antioxidant properties [11], [12]. The mechanical, physical,
and sensory properties are not significantly different when essential oils are included at
low concentrations (100 ul/g) [13]. However, higher concentrations may affect their
properties [14]. Additionally, the essential oils inclusion improves the antimicrobial
properties of the films for some pathogens due to the action of phenolic compounds such
as a-pinene, bornyl acetate, camphor, 1,8-cineole, thymol, carvacrol, tepineno, cymene,

diterpenes, ursolic acid, and carnosol [12], [13], [15]- [17] even during storage [18], [19].

Storage conditions such as humidity, temperature, and time can modify the mechanical
and barrier films properties [20], [21]. This might be due to changes such as the re-

crystallization of CH, the loss of moisture and plasticizer, the slow reacetylation of amino
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groups, the extended conformations, the free volume changes, and others [22]-[24]. The
deformation—strength properties of chitosan films decrease with the storage time [23],
[25]. Furthermore, temperature and humidity exert greater influence on mechanical
properties [24], [26]. However, microbiological and water vapor barrier properties
decrease whereas the temperature of the decomposition onset increase directly respect
to the storage time [24], [27]-[29].

The physical properties of films determine the affectivity of the packaging application and
consequently the quality of food. The mechanical properties assure the integrity and the
conservation of the packaging. The properties such as humidity, water resistance, water
vapor permeability and swelling are important because they protect the foods while it is in
contact with water, as well as food with a high water activity. Some researches have
characterized films with inclusion of different compounds and have tested during the
storage [4]-[25].

The aim of this article was to determine the effect of the inclusion of thyme and rosemary
essential oils into chitosan films, as well as the microbiological and physical properties

when storing chitosan film with and without the mentioned inclusion

4.3 Materials and methods

Films Preparation

Kitoflokk™, medium degree of deacetylation (80%), was purchased from Norwegian
Chitosan, Aspertunet, Norway. CH solution was prepared by dissolving 2% (w/v) of CH in
1.0% (v/v) of lactic acid aqueous solutions using an Ultra-Turrax®. This solution was
subsequently filtered at room temperature to remove impurities through a Boeco®

gualitative filter (Boeckel Co., Hamburg, Germany) and sterilized at 100°C for 15 minutes.

The solutions were mixed with polysorbate 80 4% (w/w) and glycerol 16% (w/w) based in
the chitosan weight. The formulation TR1 was prepared by 50/50 rate of thyme (TEO) and

rosemary (REO) essential oils. The essential oils were included on proportion 1:1 (w/w)
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based in the chitosan weight. The film forming solutions were homogenized under aseptic
conditions at 30,000 rpm for 5 min using an Ultra-Turrax® and degasified in a vacuum
chamber at 25 °C.

Each film were prepared with 10 g of film forming solution which ensured 1,27 mg/cm2
per petri dish. Control films were prepared identically but without the addition of essential

oils (EOs). After drying at 30 °C during 65 hours. the films were analyzed immediately.

Determination of antimicrobial effects

An agar diffusion test was used for determining the antibacterial effects on the non-stored
film for E. coli, S. enteritidis, S. aerus, L. monocytogenes and B. cereus strains. This test
was developed for the solutions and the films. The solutions (n = 3) were placed in wells
and the films (n = 3) were cut into 1 cm diameter disks with a circular knife. Initial number
of bacteria in Mueller-Hinton agar was in the range of 105-106 CFU/ml. Bacterial strains
were incubated at 37°C for 48 hours. The whole zone area was calculated then
subtracted from the film disk area, and this difference in area was reported as the zone of
inhibition. The oxytetracycline was the control antibiotic. The technique was described by
Hosseini et al. [30].

Determination of the Solutions Properties.

Turbidimetric Measurements. The turbidity of these solutions was measured at 400nm
using a Genesys™ 10S UV-Vis Spectrophotometers (Thermo Scientific, Radnor, PA). All
experiments were performed at room temperature in triplicate and each value is the

average of the three measurements.

pH. The pH of solutions was determined by a standard pH meter (Orion 920A, Scientific
Support, Hayward, CA, USA).
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Determination of Physical Properties of Chitosan Films

Thickness. The thickness was determined using a Digital Micrometer to the nearest
0.001 mm (Coolant Proof Micrometer 293, Mitutoyo Measuring Instruments, Kanagawa,
Japan). Values were an average of at least 10 random locations along the sheets of
chitosan films.

Tensile strength and elongation. TA.XTPIlus Texture Analyzer (Stable Micro Systems,
Ltd. Hamilton, MA) was used to measure tensile strength (TS) at break and percent
elongation (%E) at break. Samples (ASTM D 638M) were cut and film thickness was
measured. TS (n = 10) was calculated by dividing the maximum (peak) load by the cross-
sectional area. %E (n = 10) was calculated by dividing the elongation at the moment of
rupture by the initial length of specimen and multiplying by 100.

Puncture strength and deformation. The puncture strength (PS) and the puncture
deformation (PD) were measured using a TA.XTPlus Texture Analyzer (Stable Micro
Systems, Ltd. Hamilton, MA). Films were cut in square of 2 cm. A cylindrical probe (2 mm
diameter) passed through the film at a constant speed (1 mm/s). Strength values at the
puncture point (n = 10) were used to calculate the hardness of the film. The PS values
were divided by the thickness of the films in order to correct for the effect of thickness
variation. The PD of the films was calculated using the distance difference between the

time of film contact and the time of puncture point.

Moisture Content. The moisture content of film pieces (n = 3) was determined measuring
the weight loss of films, upon drying them in an oven at 110°C until a constant weight was

reached.

Water resistance. The solubility was measured by immersing weighed pieces of chitosan

film (n = 3) in 50 mL of distilled water by a constant agitation using Ultra-Turrax® for 15



84

Evaluacién del comportamiento de peliculas comestibles de quitosano almacenadas
bajo condiciones controladas

minutes at room temperature. Subsequently, the solutions were filtered at room
temperature using Boeco® quantitative filters (Boeckel Co., Hamburg, Germany). The
chitosan films and the wet filters were dried at 110°C until constant weight. Water
resistance (%) was calculated according to Ojagh et al. [31].

Swelling index. Films (n = 3) were weighed and subsequently immersed in water for 10
minutes. The mass of the swollen films was measured after the surface water was
removed with filter paper. The swelling index (SI) of the film was calculated according to
Cao et al. [32].

Color. The color parameters were measured over standard white patron by reflection with
specular component included (RSIN) using a ColorQuest XE colorimeter (Hunterlab,
Reston, VI, USA). D65 illuminant, 10° observer and white standard plate (L* = 91,99; a* =
-0,75 and b* = 1,8) were used for measurements. The L* (lightness), a* (intensity of red
and green), b* (intensity of yellow and blue), AE (color difference), C (chrome) and H (hue

angle) were obtained as the average of ten measurements on each film white

Scanning Electron Microscopy. Chitosan films were mounted on the specimen holder
with aluminum tape and then were sputtered with gold in BAL-TEC SDC-050 sputter
coater (BAL-TEC AG, Balzers, Liechtenstein). All the specimens were examined with a
FEI QUANTA 200 scanning electron microscope (FEI, Hillsboro, Oregon) under low
vacuum condition (2 x 10-2 torr). Samples were photographed at different tilt angles to

obtain the views in the cross section.

Differential Scanning Calorimetry (DSC). DSC was carried out using a DSC 2910
Modulated (TA Instruments, New Castle, DE). The range of the scanning temperature

was -40 to 200°C. The heating/cooling rate was 10°C/min, under a nitrogen atmosphere.
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Storage. The films with a combination of 2% TEO:REO in solution were stored at 5, 20,
33°C (T5, T20, T33) and relative humidity 75% (H75). Control films were prepared
identically but without the addition of essential oils (EOs). The physical properties of every

film were evaluated after two and four weeks.

Statistical Analysis. Analysis of multiple-range tests were used to perform statistical
analysis on all results, using Statgraphics® Centurion XV (StatPoint Technologies Inc,
Warrenton, Virginia, USA). Differences between means were considered to be significant
when p < 0.05.

4.4 Results and discussion

The effect of essential oils addition on the properties of solutions

The pH solutions range was between 3.94 and 5.9. However, the addition of essential oils
did not modify the pH. Additionally, the turbidity increased from 0.43+0.15 to 2.74+0.16
(a.u.) due to the essential inclusion of the oils, results that suggest a slight phase

separation on the chitosan dispersion [33].

The effect of essential oils addition on the antimicrobial properties

The antimicrobial activity of chitosan dissolutions and films improved with EOs against E.
coli, S. enteritidis, S. aerus, L. monocytogenes and B. cereus was studied. This property
was measured based on clear zone surrounding the circular film including diameter of the
film strips. If there is no clear zone surrounding the film, then it should be assumed that

there was not an inhibitory zone.
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According to Pranoto et al. [13], chitosan has antimicrobial activity itself. Additionally, the
incorporation of antimicrobial agents into chitosan edible film improves antimicrobial
efficacy of chitosan. However, the films with essential oil inclusion did not show an
antimicrobial activity significantly against strains, even though the results of antibiotic
inclusion on the film were positive (results had not been showed). According to Coma et
al. [34], chitosan is incapable of diffusion through the adjacent agar media because only
the organism in direct contact with the active sites of chitosan is inhibited.

The main components of the rosemary essential oil are Eucalyptol (39.6%), Camphor
(19%), a-pinene (4.8%), Thymol (52.9%) and p-cymene (34.0%), whereas the main
components of the thyme essential oil are Thymol (52.9%) and p-Cymene (34.0%) [35].
These components can inhibit microorganism growth but the incorporating of EOs into
chitosan solutions. The incorporation of 1:1 p/p (REO:TEO) slightly increased the
inhibitory effect of chitosan solutions against S. enteritidis due to a synergic effect (Table

).

Table 4-1. Antimicrobial activity of edible chitosan disolutions.

Microorganism Inhibition zone diameter (mm)
Wells Disks

S. aureus C 15,33+ 1,53a 10,33+ 0,58a
TR1 18,33+ 0,58a 15,67+ 2,08b
A 53,67+ 1,53c 31+ 1,73c
R 17,33+ 0,58a NT
T 45+ 5b NT

B. cereus C 11+ 1a 7,67+ 0,58a
TR1 13,3+ 1,15ab 10+ 2,65ab
A 44+ 3,61d 29+ 1c
R 16,33+ 1,53b NT
T 27+ 2¢c NT

L. monocytogenes C 8+ la 8,66+ 0,58a
TR1 12+ la 10+ 1ab
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A 36,67+ 8,33b 11+ 1b

R 12,33+ 0,58a NT

T 46+ 3,61c NT
E. coli C 11+ la 8+ la

TR1 15+ l1a 9,33+ 0,58ab

A 40+ 7c 17,33+ 2,52¢c

10,67+ 1,15a NT

T 32,33+ 2,52b NT
S. enteritidis C 11,33+ 0,58a 8,33+ 0,58a

TR1 15,33+ 0,58a 9,66+ 0,58ab

A 35,67+ 5,13c 17,67+ 2,52c

R 14,67+ 0,58a NT

T 29+ 3,61b NT
C: control film without essential oil addition; TR1: film with essential oil inclusion, 1:1 p/p
(REO:TEOQ); A: antibiotic; R: Rosemary essential oil; T: thyme essential oil; NR: not
registered. The values are expressed as means + SD (n = 3). Means in columns with
different superscripts are significantly different at p < 0.05. NT: not tested.

Additionally, the results showed that the essential oil with best inhibition against all strains
was TEO whereas the REO has a slightly inhibitory effect against B. cereus (Fig. 4-1).
According to Gutierrez et al. [35], lower concentrations of TEO have the same
microbiological inhibition than higher concentrations of REO and the combinations of TEO

and REO presented a synergistic activity.

-1 1

Diameter of inhibition
(mm)

SA BC LM EC SE

Figure 4-1. Antimicrobial inhibition comparing microorganisms.
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The values are expressed as means + SD (n = 3). SA: Staphylococcus aureus, BC: Bacillus cereus , LM:
Listeria monocytogenes, EC: Escherichia coli, SE: Salmonella enteriditis

Effect of storage and essential oil addition on the physical properties of films

Thickness. The thickness of the films is shown on the Fig. 4-1. It ranged from 0.063 to
0.1078 mm, indicating that the thickness of the films was significantly lower (p < 0.05) due
to essential oils inclusion. Film thickness was dependent of the film composition [36].
These results agree with those of Sanchez-Gonzalez et al. [37], where thickness was
influenced for the film compaosition, however they are opposite of the results from Hosseini
et al. [30], who did not find differences on the film thickness. The storage decreased
the thickness of chitosan films without essential oil addition. However, thickness of
chitosan films with essential oil addition was stable. It was only until the fourth week that

the highest temperature showed a significantly effect on control chitosan films.
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Figure 4-2. Thickness of chitosan films. Data are the mean of determinations made in ten repetitions in three

sample (n = 30).

Tensile strength and elongation. The addition of EOs does not affect the tensile
strength or the deformation at break. However, the mechanical response of the films
during storage presented different trends (Fig. 4-2 and Fig. 4-3). The %E parameter
decreased significantly with the storage. However, there were not significantly differences

on time effect between samples on the second and fourth weeks. The higher
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temperatures during storage decreased significantly the elongation at break. Additionally,

they also increased the tensile strength of control chitosan films at the fourth week.
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Figure 4-3. Elongation at break of chitosan films. Data are the mean of determinations made in ten samples

(n=10).
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Figure 4-4. Tensile strength of chitosan films. Data are the mean of determinations made in ten samples (n =

Puncture strength and deformation.

10).

These mechanical

properties assure the

packaging integrity and the conservation of the barrier properties avoiding damages by

penetration. The essential oil inclusion did not affect the puncture deformation but it
increased the puncture strength (Fig. 4-4 and Fig. 4-5). The puncture deformation (PD) of
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films was significantly higher (p> 0.05) due to the storage. Additionally, the highest
temperature of storage increased the puncture strength for films with and without

essential oil incorporation.
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Figure 4-5. Puncture deformation. Data are the mean of determinations made in triplicate (n = 3).
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Figure 4-6. Puncture strength. Data are the mean of determinations made in triplicate (n = 3).

Moisture Content. The addition of the essential oils decreased the moisture content
value significantly even during storage (Fig. 4-6), which is attributed to an increase in
hydrophaobicity of films. According to Hosseini et al. [30], the essential oil inclusion causes
the formation of covalent bonds between the functional groups of chitosan chains. This
phenomenon leads to a decrease in the availability of hydroxyl and amino groups and
limits the interactions between polysaccharide and water by hydrogen bonding. The

higher temperatures increased the moisture content for samples with essential olil
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inclusion. These results confirm that chitosan films behaved as a hydrophilic membrane.
During storage, the water molecules interact with the cationic chitosan molecules of the
polymeric matrix. This phenomenon increases the water-holding capacity, the absorption
of water molecules, and therefore the moisture content [22], [29], [38]. These changes
occur particularly before the second week.
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Figure 4-7. Moisture of chitosan films. Data are the mean of determinations made in triplicate (n = 3).

Water resistance. This property is important in food industry applications because the
packaging must protect the food while it is in contact with water or foods with a high water
activity [31]. The results presented in Fig. 4-7 showed that chitosan film presented a low
solubility value which is similar to that reported by Ojagh et al. [31]. However, when the
EOs were added to the film, a significant increase in water solubility was observed.
However, this result was in contrast with the results of Abdollahi et al. [39] that showed

chitosan/rosemary essential oil had more water resistance compared to neat chitosan
film.
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Figure 4-8. Water resistance of chitosan films. Data are the mean of determinations made in triplicate (n = 3).

On the other hand, the chitosan films could suffer a swelling due to higher temperatures
(Fig. 4-7). According to Murray & Dutcher [38], the chitosan films are in a hydrogel state
because it traps the water molecules when they are exposed to air with high humidity.
This phenomenon produces changes in the polymer structure that occur in response to
stresses generated within the film. The results demonstrated that some higher
temperatures produced an increase of the water resistance property. According to Nud’'ga
et al. [24], storage of chitosan films produces a slow reacetylation of amino groups, and
consequently the films lose solubility in water and acetic acid.

Swelling index. This property predicts the maintenance of quality during packaging and
storage of food product [40]. In some cases, a higher swelling index can be desirable to
absorb extra water from outer surface of food with high moisture [11]. No significant
changes were observed for the essential oil inclusion on chitosan films (p < 0.05) (Fig. 4-
8). However, the result contrasted with Mayachiew et al. [39] that assured that the
swelling index decreased with an increase in the extract concentration. These differences

probably occurred due to the extract and a lower quantity of essential oils used.
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On the other hand, the results indicated that the swelling index decreased with the time
storage (Fig. 4-8). When the hydrophilic films are stored at high humidity, some changes
in the microstructure of the film occur and open up the polymer structure to increase the
water interactions [41].
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Figure 4-9. Swelling index of chitosan films. Data are the mean of determinations made in triplicate (n = 3).

Color. Color is important because it directly affects consumer acceptability [26]. The

results are presented in CIELAB rectangular coordinate system with (L*, a*, b*, AE, C and
H).

The addition of essential oils reduced the L* even when the films were stored for four
weeks (Fig. 4-9). Similar results were obtained by Du et al. [42] and by Moradi et al. [11],
who concluded that the concentration of essential oils from cinnamon extract and grape
decrease the lightness and transparency of the films. Sanchez-Gonzalez et al. [43],
defined that the inclusion of thyme essential oil decreased the surface lightness by the

increasing of the roughness and the irregularities due to migration of oil to the surface.
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Figure 4-10. L* value of chitosan films measured over standard white patron by reflection with specular
component included (RSIN). Data are the mean of determinations made in ten repetitions in three sample (n =
30).

Additionally, the increasing of time and temperature during storage decreased the values
of L*. The chitosan films became matt by the reduction in lightness. This effect is probably
due to the exchange on the molecular structure and chemical composition of chitosan
[25], [28]. These results were similar to those obtained by Duan et al. [44], who concluded
that an increasing of time and temperature during storage induced the darkening on

chitosan solutions.

On the other hand, the inclusion of essential oils, time, and temperature during storage
incremented the a* and b* values (Fig. 4-10 and 4-11). The thyme essential oil inclusion
increased the yellowness of the films without sensory change on the overall appearance
[11]. According to Fernandez-Sainz et al. [28], the increasing of the b* value on the stored
chitosan films suggests that the films became yellower by non-enzymatic browning.
According to Cuq et al. [45], they concluded that the effect of non-enzymatic darkening
was more intense after the first week of storage and until the fifth week. However, some
studies reported no significant differences in the color properties for films that still were
stored for 16 weeks [29].
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Figure 4-11. a* value of chitosan films measured over standard white patron by reflection with specular

component included (RSIN). Data are the mean of determinations made in ten repetitions in three sample (n =

30).
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Figure 4-12. b* value of chitosan films measured over standard white patron by reflection with specular
component included (RSIN). Data are the mean of determinations made in ten repetitions in three sample (n =
30).

The essential oils inclusion increased the color difference (AE) significantly just on the
stored samples at the highest temperature. Additionally, the time and temperature

increasing during storage caused higher color difference (Fig. 4-12). This phenomenon is
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attributed to the slight decrease of the parameter L* and the slight increase of the

parameter b* (42).
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Figure 4-13. AE of chitosan films measured over standard white patron by reflection with specular component

included (RSIN). Data are the mean of determinations made in ten repetitions in three sample (n = 30).

The chrome value indicates the degree of saturation of color and is proportional to the
strength of the color. The chrome increased significantly due to the the essential oil

inclusion during storage at high temperatures (Fig. 4-13).
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Figure 4-14. Chrome measured over standard white patron by reflection with specular component included

(RSIN). Data are the mean of determinations made in ten repetitions in three sample (n = 30).
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Scanning Electron Microscopy.

The structure was continuous for the CH film [Fig. 4-14(a), (c), (e), (9)] whereas the CH
film containing essential oils did not have a homogenous structure [Fig. 4-14(b), (d), (),
(h)]. These results are in accordance with the results of other investigators [12], [18], [47].
Abdollahi et al. [47] concluded that the incorporation of rosemary essential oil caused a
loose structure and cracked surface in the chitosan films. This result suggests that EOs
caused two phases in the polymeric solutions, lipid droplets embedded in a continuous
polymer network [18]. According to Altiok et al. [12], the fast evaporation of the thyme oll
incorporated in films caused some bubbles in the upper surface (air-contacting) and it
formed a porous structure distributed homogeneously. These studies agreed that the size
and quantity of pores also increased with a higher oil concentration. Additionally, the
conditions of storage did not show representatives changes on the surface neither in the
internal structure. The chitosan film without the addition of essential oils had a smooth,
homogenous, and compact structure without cracking after the storage. However, the
chitosan films containing essential oils showed a non-homogenous structure even after

four weeks of storage.
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Figure 4-15. SEM micrographs of the cross section of chitosan
films. a) C (3000x); b) TR1 (5000x); c) CT5(2 weeks) (3000x);
d) TR1T5(2 weeks) (3000x); e) CT20(two weeks) (3000x), f)
TR1T20(two weeks) (3000x); g) CT33(four weeks) (3000x); h)
TR1T33(four weeks) (3000x).

Differential Scanning Calorimetry (DSC). The thermal properties of chitosan films have
been studied using DSC from -40 to 200°C (Table 4-2). The DSC thermograms of
chitosan films were given on the Fig. 4-15. On the Table Il, the glass transition
temperature (Tg) decreased with the essential oil inclusion. Additionally, samples showed
an endothermic drop was registered between the temperatures of 89° - 144°C. The
endothermic effect corresponded to the weight loss and it was attributed to the
evaporation of water and the solvent traces [48]. The higher crystallization temperature is

caused by the essential oils inclusion and the increasing of the concentration [12].

Additionally, the temperature had not a clear effect in Tg during storage. However, the
films with essential oil inclusion had a higher thermal property even during the storage of
the films. According to Cervera et al. [49], the glass transition depends of crystallinity, the
amount of water, the degree of deacetylation, and the chain of the macromolecule. The

conformational changes in the microstructure of the film and the content of water could
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have modified the thermal properties of films especially in the films with the inclusion of

essential oils.
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Figure 4-16. DSC thermographs of chitosan after four weeks of storage.

Table 4-2. Results of DSC analysis after four weeks of storage.

Materials | Tg(°C) Tc(°C)

C 26,04 89,17

TR1 17,01 112,5

CT5 14,57 106,37
TR1TS 41,57 111,08

CT20 9,97 101,54
TR1T20 39,63 103,16

CT33 11,02 83,33
TR1T33 26,09 107,02

C: control film without essential oil addition; TR1:
film with essential oil inclusion, 1:1 p/p (REO:TEO);
T5, T20, T33: 5, 20, 33°C storage temperatures,
respectively
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5.Efecto del almacenamiento sobre
las propiedades fisicas de las

peliculas de quitosano.

5.1 Resumen

Se estudi6 el efecto de factores como humedad, temperatura y tiempo de
almacenamiento sobre las propiedades fisicas de las peliculas de quitosano con y sin
inclusion de aceites. Se incluyeron aceites de tomillo (TEO) y de romero (REO) en
proporciones de 0,5:1 y 1:1 v/p (EOS: CH), asi como su combinaciéon 50:50 (TEO:REO).
Las peliculas formadas se almacenaron a temperaturas de 5, 20, 33°C y humedades
relativas de 60 y 93% durante cuatro semanas. Las condiciones de almacenamiento
alteraron las propiedades mecanicas y fisicas de las peliculas, tales como humedad y
capacidad de retencidon de agua, debido al comportamiento hidrofilico del polimero, al
efecto plastificante de las moléculas de agua y a fendbmenos de retrogradacion

influenciados por la temperatura y el tiempo de almacenamiento.

Palabras clave: quitosano, polimeros, peliculas modificadas, aditivos alimentarios.

5.2 Abstract

The effect of factors of humidity, temperature and time on the physical properties of
chitosan films with and without the thyme and rosemary essential oils inclusion was
studied. The thyme (TEO) and rosemary (REO) essential oils were included in 0.5:1 and
1:1 viw (EOs:CH), as well as their combination 50:50 (TEO:REOQO). The films were stored
at temperatures of 5, 20, 33°C and relative humidities of 60 and 93% during four weeks.
Storage conditions modify the physical properties of the films due to their hydrophilic
behavior, the plasticizing effect of the water molecules and he retrogradation phenomena

influenced by storage temperature and time.
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Keywords: chitosan, polymers, modified films, food additives.

5.3 Introduccién

El quitosano (CH) (poli-(1,4)-2-amino-2-desoxi-PD-glucosa) se obtiene a partir del
proceso de desacetilacion de la quitina (poli-(1,4)-2-acetamida-2-PD-desoxi-glucosa) por
métodos enziméticos o quimicos. Los grupos acetilamida de la quitina se hidrolizan por

un mecanismo de sustitucién nucleofilica.

Los recientes avances en envases y empaques se han enfocado en el estudio de la
inclusion de diferentes compuestos quimicos para mejorar las propiedades de las
peliculas de CH (4-9). Los aceites esenciales han sustituido a los antioxidantes sintéticos
(10). Estos han sido incluidos en matrices poliméricas de CH para mejorar sus

propiedades antimicrobianas y antioxidantes.

Adicionalmente, las condiciones de almacenamiento, como la humedad, la temperatura y
el tiempo pueden modificar las propiedades mecéanicas y de barrera de las peliculas (27,
28). Esto podria ser debido a los cambios tales como la recristalizacion del CH, la pérdida
de humedad vy la disminucién de la concentracion del plastificante, la lenta reacetilacién

de los grupos amino, los cambios de volumen libre, y otros (29-31).

Las propiedades de deformacion-fuerza de las peliculas disminuyen con el aumento del
tiempo de almacenamiento (30, 32). Sin embargo, la temperatura y la humedad ejercen
una mayor influencia en las propiedades mecanicas (31, 33). Por otra parte, propiedades
de color y permeabilidad al oxigeno de las peliculas no cambian a menos que se

almacenan por debajo de 0°C (32).

Las propiedades fisicas de las peliculas influencian la afectividad de la aplicacion de
estos empaques en el campo de los alimentos y por consiguiente la calidad del alimento
almacenado. Las propiedades mecanicas aseguran la integridad y la conservacion de los
empagues, mientras que las propiedades tales como la humedad, la resistencia al agua,
la permeabilidad al vapor de agua y la capacidad de hinchamiento son importantes

porque determinan la proteccién que se le brinda al alimento mientras que este esta en
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contacto con el agua, asi como la calidad del envase o empaque cuando se aplica en

alimentos con una alta actividad de agua.

El objetivo de este articulo es determinar el efecto de factores como humedad,
temperatura y tiempo de almacenamiento sobre las propiedades fisicas de las peliculas

de guitosano con y sin inclusién de aceites esenciales.

5.4 Materiales y métodos

Preparacion de las peliculas

El quitosano marca Kitoflokk™, grado de desacetilacibn medio (80%) y bajo peso
molecular (viscosidad de 13 cP) fue donado por Norwegian Chitosan, Aspertunet,
Norway. La disolucion de CH (2% p/v) se preparé disolviendo el polimero en soluciones
acuosas de Acido lactico a una concentracion final de 1% vi/v utilizando un Ultra-Turrax®.
Esta solucion se filtrd posteriormente a temperatura ambiente para eliminar las impurezas
a través de un filtro cualitativo marca BOECO® (Boeckel Co, Hamburgo, Alemania) y se
esteriliz6 a 100°C durante 15 min.

Las disoluciones se mezclaron con polisorbato 80 (4% p/p) y glicerol (16% p/p) a
concentraciones basadas en el peso de quitosano en solucién. Los aceites esenciales de
tomillo (TEO) y romero (REO) se incluyeron en proporciones de 0,5:1 y 1:1 v/p (EOS:
CH), asi como su combinacion 50:50 (TEO:REO). Las disoluciones formadoras de
peliculas se homogeneizaron a 30.000 rpm durante 5 minutos usando un Ultra-Turrax® y

se desgasificaron en una cAmara de vacio a 25°C.

Todas las peliculas se prepararon con 10 g de solucién asegurando una cantidad de 3,74
mg de quitosano por cm®. Las peliculas de control se prepararon de igual forma pero sin
la adicibn de aceites esenciales (EOs). Seguidamente se secaron a 30°C durante 65

horas y las peliculas obtenidas se analizaron inmediatamente después del secado.
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Determinacion de las propiedades fisicas de las peliculas de quitosano

Espesor. El espesor se determind usando un micrémetro digital con una precision de
0,001 mm (Coolant Proof Micrometer 293, Mitutoyo Measuring Instruments, Kanagawa,
Japan). Los valores se calcularon como el promedio de al menos 10 mediciones en

lugares al azar de cada pelicula.

Maximo esfuerzo de tensién y porcentaje de elongacién: El equipo TA.XTplus
Texture Analyzer (Stable Micro Systems, Ltd. Hamilton, MA) fue utilizado para medir el
maximo esfuerzo de tension (TS) y el porcentaje de elongacién (%E). Las muestras se
cortaron y se midié el espesor de pelicula segun la ASTM D 882-01. EI TS (n = 10) se
calculé dividiendo la carga maxima (maximo esfuerzo registrado) por el area de la
seccion transversal. El %E (n = 10) se calcul6 dividiendo la distancia de elongacién en el

momento del rompimiento por la longitud inicial de la muestra y multiplicando por 100.

Méaximo fuerza de puncién y deformacién por puncién. La maxima fuerza de puncion
(PS) y la deformacién por puncién (PD) se midieron por triplicado usando un equipo
TA . XTplus Texture Analyzer (Stable Micro Systems, Ltd. Hamilton, MA). Las peliculas se
cortaron en cuadrados de 2 cm. Un punzon cilindrico de 2 mm de diametro paso6 a través
de cada pelicula a una velocidad constante (1 mm/s). Se registraron los valores de
méxima fuerza en el punto de puncidn. Los valores de PS fueron divididos por el espesor
de las peliculas con el fin de corregir el efecto de la variacion de espesor. La PD de las
peliculas se calculé usando la diferencia de distancia recorrida del punzén durante el

momento del contacto con la pelicula y el momento en que se registré el rompimiento.

Contenido de humedad. El contenido de humedad de las peliculas (n = 3) se determiné
midiendo la pérdida de peso después del secado en un horno a 110°C hasta que la

muestra seca alcanzé un peso constante.

Capacidad de retencién de agua. Las peliculas cortadas en circulos de 2 centimetros
de didmetro (n = 3) se pesaron y posteriormente se sumergieron en agua durante 10

minutos. Seguidamente, se elimind el exceso de agua en la superficie de las peliculas
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con papel filtro y se pes6é cada muestra. La capacidad de retencién de agua (Sl) se

calculé de acuerdo a Cao et al(37).

Microscopia electronica de barrido (SEM). Las peliculas de quitosano fueron
montadAs en soportes de aluminio y se les aplicé un bafio de oro usando el equipo BAL-
TEC SDC-050 (BAL-TEC AG, Balzers, Liechtenstein). Todos los especimenes se
examinaron con un microscopio electrénico de barrido FEI QUANTA 200 (FElI, Hillsboro,
Oregdn) bajo condiciones de bajo vacio (2 x 107 torr). Las muestras fueron fotografiadas

en diferentes angulos de inclinacién para obtener imagenes de la seccién transversal.

Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC). Esta prueba se llevé a cabo usando un
equipo DSC 2910 modulado (TA Instruments, New Castle, DE) empleando una atmésfera
de nitrégeno. El rango de la temperatura utilizado fue de -40 a 200°C. La velocidad de

calentamiento/enfriamiento fue configurada en 10°C/min.

Almacenamiento. Las peliculas control y con la inclusion de aceites esenciales fueron
almacenadas a 5, 20, 33°C y a humedades relativas de 60 y 93%. Las propiedades
fisicas fueron medidas después de 2 y 4 semanas de almacenamiento. Los parametros

de almacenamiento fueron escogidos en base a estudios publicados por otros autores
Andlisis estadistico. Se empleé un analisis multifactorial (p<0,05) usando el paquete
estadistico Statgraphics® Centurion XV (StatPoint Technologies Inc, Warrenton, Virginia,

USA).

5.5 Resultados y discusion

Efecto de la adicion de los aceites esenciales en las propiedades fisicas de las

peliculas de quitosano
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Espesor. Los espesores de las peliculas se presentan en la Fig. 5-1. El rango vari6 entre
0,063 a 0,104 mm. El espesor de la pelicula depende de su composicién (43). La

inclusion de aceites esenciales disminuy6 significativamente el espesor.
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Figura 5-1. Espesor de las peliculas de quitosano. Las diferencias estandar entre tratamientos se muestran
graficamente indicando las diferencias estadisticamente significativas entre las medias de los tratamientos
con un nivel de confianza del 95%.

Estos resultados concuerdan con los resultados de Sanchez-Gonzélez et al(44), los
cuales concluyeron que el espesor se vio influenciado por la composicion de la pelicula.
Sin embargo, son opuestos a los resultados de Hosseini et al (26), los cuales no

reportaron diferencias en el espesor de las peliculas.

Méaximo esfuerzo de tension y porcentaje de elongacién. La inclusion de EOs no
afecta significativamente la resistencia a la tension ni el porcentaje de elongacién. Sin
embargo, estas variables respuesta presentan diferentes tendencias (Fig. 5-2 y Fig. 5-
3). Se reportaron valores menores del TS cuando se incrementé la concentracion de
REO vy las peliculas con la concentracion mas alta de TEO:REO reportaron valores

significativamente mayores de TS comparados con las peliculas con inclusion de REO.

Adicionalmente, se presentaron diferencias significativas en el %E de las peliculas con la
inclusion de TEO a la concentracion mas baja y la inclusion de REO a la concentracion
mas alta. Los resultados sugieren que la inclusion de REO redujo la capacidad de
elongacion de la pelicula debido al registro de menores valores %E y de TS cuando se
comparé con la capacidad de elongacion de las peliculas con inclusion de TEO y de la
combinacion TEO:REO. Este fenbmeno se pudo presentar debido a discontinuidades

estructurales en la matriz polimérica. Efectos similares fueron reportados por Sanchez-
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Gonzélez et al(23) quienes concluyeron que el tipo de aceite esencial afecta las

propiedades mecénicas de las peliculas evaluadas.

12 a5
- -‘V T 75 T
— :
éﬂ 8 b l [y 56
s e T l
éf N T AT T
e (1) (LT 1
2 f_ 36 l
. B 25
C T05 T ROS5 R1 TROSTRI C T0S5 T ROS R1 TROS TR1
Figura 5-2. Maximo esfuerzo de tensién de las Figura 5-3. Porcentaje de elongacion de las
peliculas de quitosano. peliculas de quitosano.

Las diferencias estandar entre tratamientos se muestran graficamente indicando las diferencias
estadisticamente significativas entre las medias de los tratamientos con un nivel de confianza del 95%.

Méaxima fuerza de puncion y deformacién por puncion. Estas propiedades mecéanicas
comprueban la integridad de los empaques bajos la accion de la penetracion, lo cual se
relaciona e influye en la capacidad de conservacion de sus propiedades de barrera. La
PS de las peliculas no fue significativamente diferente (p> 0,05). Sin embargo, la Fig. 5-4
muestra que el valor de PD fue significativamente inferior para la muestra con la inclusion
de 1:1 v/p (TEO:CH) que para la muestra control. Este fenémeno pudo ser producido
porque la inclusion de TEO en la matriz polimérica podria influir en la formaciéon de una

estructura cristalina y debilitar las uniones del hidrégeno intermolecular (45).

Contenido de humedad. La inclusiébn de aceites esenciales de tomillo y de romero
disminuy6 significativamente el contenido de humedad de las peliculas de quitosano
(p<0,05), lo cual se atribuy6é a un aumento de la hidrofobicidad de las peliculas. Cuando
la concentracion del aceite esencial de tomillo aumenté hasta 1:1 v/ip (TEO:CH), el
contenido de humedad de las peliculas disminuyé significativamente (p<0,05) (Fig. 5-5).
Segun Hosseini et al(26), la inclusiébn de aceites esenciales provoca la formacién de
enlaces covalentes entre los grupos funcionales de las cadenas de quitosano. Este

fendmeno conduce a una disminucién en la disponibilidad de grupos hidroxilo y amino y
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limita las interacciones entre los polisacaridos y el agua por la formacién de enlaces de

hidrégeno.

Resistencia al agua. Esta propiedad es importante en la industria de alimentos ya que el
envase y/o empaque protege al alimento cuando éste esta en contacto con agua o
cuando el alimento posee una actividad de agua alta (22). Los resultados presentados en
la Fig. 5-6 mostraron que la pelicula de quitosano presenta un baja solubilidad en agua,
resultados similares a los reportados por Ojagh et al(22). Sin embargo, se observo un
aumento significativo de la solubilidad cuando los EOs fueron incluidos en las peliculas
de quitosano (Fig. 5-6). Los resultados obtenidos fueron contradictorios cuando fueron
comparados con los resultados de Abdollahi et al(24), los cuales demostraron que la
inclusion de aceite esencial de romero en peliculas de quitosano aumenta su resistencia

al agua.

Capacidad de retencién de agua. Esta propiedad predice la conservacion de la calidad
del empaque durante el envasado y el almacenamiento de productos alimenticios (46).
En algunos casos, una capacidad de retencion de agua mayor, puede ser deseable para
absorber el exceso de agua en la superficie de los alimentos con alto contenido de
humedad (11).

No se observaron cambios significativos de Sl debido a la inclusion de REO y de TEO en
peliculas de quitosano (p<0,05) (Fig. 5-7). Sin embargo, este resultado contrasta con los
resultados de Mayachiew et al(24), los cuales demostraron que la capacidad de retencién
de agua disminuyé con el aumento de la concentracién del extracto incluido. Estas
diferencias probablemente se produjeron debido al tipo de compuesto incluido y a las

diferentes cantidades de aceites esenciales utilizadas para las pruebas.

Por otra parte, la inclusion de la combinaion TEO:REO, incrementd la pérdida de la
integridad de las peliculas, las cuales presentaron una excelente capacidad de retencion
de agua. Segun Moradi et al(11), esta tendencia se puede atribuir al aumento entre las

interacciones intermoleculares entre los compuestos fendlicos de los aceites esenciales y
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la matriz polimérica de quitosano, lo cual puede causar una discontinuidad de la

estructura interna de la pelicula y modificar sus propiedades de hidroficidad.
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Figura 5-4. Deformacion por puncion de las peliculas Figura 5-5. Contenido de humedad de las
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Figura 5-6. Resistencia al agua de las peliculas de Figura 5-7. Capacidad de retencion de agua de
quitosano las peliculas de quitosano.

Las diferencias estandar entre tratamientos se muestran graficamente indicando las diferencias

estadisticamente significativas entre las medias de los tratamientos con un nivel de confianza del 95%.

Permeabilidad al vapor de agua (WVP). El efecto de la inclusion de aceites esenciales
sobre la WVP de las peliculas de CH se presenta en la Fig. 5-8. Se observa que la
inclusion de TEO, REO y la combinacion TEO:REO, afecté significativamente esta
propiedad. Los resultados demostraron que la WVP de las peliculas de control fue de
7,5x10™"% gm™s™Pa™, valor que disminuy6 significativamente (p<0,05) cuando los aceites

esenciales fueron incorporados en las peliculas de quitosano. Sin embargo, no se
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observaron diferencias significativas entre las WVP de las peliculas que contenian

diferentes concentraciones de TEO, REO y sus combinaciones TEO:REO.

La inclusién de los aceites esenciales disminuyé la WVP de las peliculas de quitosano.
Segun Abdollahi et al(47), este fendmeno podria ocurrir por la limitacion de la
disponibilidad de grupos de hidrégeno para formar uniones hidrofilicas con el vapor de
agua en contacto con la pelicula. La disminucion de la disponibilidad de los grupos de
hidrogeno es causada por la formacion de puentes de hidrogeno y enlaces covalentes

entre el quitosano y los componentes de los EOs (22).
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Figura 5-8. Permeabilidad al vapor de agua de peliculas de quitosano.

Las diferencias estandar entre tratamientos se muestran graficamente indicando las diferencias

estadisticamente significativas entre las medias de los tratamientos con un nivel de confianza del 95%.

Microscopia electrénica de barrido (SEM).

La estructura interna de la peliculas de quitosano sin inclusion de aceites esenciales fue
continua (Fig. 5-9a), mientras que las peliculas de quitosano con inclusion de OEs no
presentaron una estructura homogénea (Fig. 5-9b, c, d, e, f, g). Resultados similares
fueron obtenidos en anteriores investigaciones (12, 18, 47). Segun Abdollahi et al(47), la
incorporacion del aceite esencial de romero provoc6 la obtencion de peliculas de
quitosano con estructuras mas flexibles y superficies agrietadas. Estos resultados
sugieren que la inclusion de EOs causa una separacion de fases en las soluciones

poliméricas correspondiente a las gotitas de aceites esenciales incorporadas en una red
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polimérica continua (18). Segun Altiok et al(12), la evaporacién rapida del aceite de
tomillo incorporado en las peliculas poliméricas, provocé la formacion de burbujas en la
superficie de las peliculas, asi como la formacién de una estructura porosa distribuida
homogéneamente. Los estudios reportados por otros autores coincidieron que el tamafio

y la cantidad de poros también aumentaron con el incremento de la concentracién de los

aceites esenciales incluidos en las peliculas.
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Figura 5-910. Micrografias de la seccion transversal de las peliculas de quitosano por SEM. a) C (3000x); b) T0,5

(3000x); ¢) T1 (5000x); d) RO,5 (5000x); ) R1 (5000x), f) TRO,5 (5000x); g) TR1 (1000x).

Calorimetria diferencial de barrido (DSC). Las propiedades térmicas de las peliculas
de quitosano fueron estudiadas empleando el método de DSC en un rango de
temperaturas entre -40 hasta 200 °C (Tabla 5-1). Los termogramas se presentaron en la
Fig. 5-10.

Tabla 5-1. Resultados del analisis por DSC.

-7,00
Materials | Tg(°C) Tc(°C) 200 T35
C 26,04 89,17 g .
T0,5 42,56 130,55 el
T1 16,01 143,7 & 1500 o —ros
RO,5 32,38 94,78 g -
R1 17,34 104,81 N ] e ™05
TRO,5 14,61 100,16
TRl 17,01 112,5 -40 -10 20 50 80 110 140 170 200

Temperature (*C)
Figura 5-11. Termogramas de las peliculas obtenidos por
DSC.

La temperatura de transicion vitrea (Tg) no demostr6 un comportamiento térmico estable
debido a que esta propiedad depende de muchos factores que influyen principalmente en
la movilidad de las cadenas del polisacarido y en la estructura de la fase del sistema (48).
Sin embargo, los resultados presentaron un pico endotérmico centrado en las
temperaturas entre 89 a 144 °C. El efecto endotérmico se puede atribuir a la pérdida de
peso por la evaporacion del agua y de las trazas de disolvente (49). La temperatura de
cristalizacion mas alta es causada por la inclusién de los aceites esenciales, asi como al

aumento de sus concentraciones (12).

Efecto del almacenamiento en las propiedades fisicas de las peliculas de quitosano

Espesor. El espesor no fue afectado por los cambios de humedad ni de temperatura.
Durante el almacenamiento, el espesor de las peliculas con inclusibn de aceites
esenciales disminuyo las diferencias entre los espesores de las peliculas evaluadas

durante el almacenamiento (Fig. 5-11).
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Figura 5-12. Efecto de las condiciones de almacenamiento sobre el espesor de las peliculas.

Contenido de humedad. Se registraron valores de contenido de humedad mas altos,
cuando la incrementé la humedad de almacenamiento (Figura 5-12). Se deduce que las
peliculas de quitosano se comportaron como una membrana hidréfila. Durante el
almacenamiento, las moléculas de agua interactuaron con las moléculas catiénicas de la
matriz polimérica. Este fenbmeno aumenté la capacidad de retencion y la absorciéon de
agua y por consiguiente, el contenido de humedad de las peliculas (29, 36, 50). A pesar
gue el almacenamiento aumenté el contenido de humedad, no se registraron diferencias
significativas entre los dos diferentes tipos de peliculas y el tiempo de almacenamiento
de dos y cuatro semanas.
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Figura 5-13. Efecto de las condiciones de almacenamiento sobre el contenido de humedad de las peliculas.
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Méaximo esfuerzo de tension y porcentaje de elongacion. No se registraron
diferencias significativas del maximo esfuerzo de tension entre las peliculas evaluadas
(28, 31, 36, 51). Sin embargo, el porcentaje de elongacion de las peliculas fue afectado
por la humedad de almacenamiento (Fig. 5-13). Estos resultados se relacionan con el
aumento del contenido de humedad de las peliculas, el cual ejerci6 un efecto de
plastificacién en las peliculas (30, 36).

Por otra parte, las peliculas sin almacenamiento presentaron un porcentaje de elongacion
menor (52). Sin embargo, el tiempo de almacenamiento no evidencié un efecto

significativo sobre esta propiedad.
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Figura 5-14. Efecto de las condiciones de almacenamiento sobre el maximo esfuerzo de tension de las

peliculas.

Méaxima fuerza de puncién y deformacién por puncion. Estas propiedades mecanicas
dependieron de las condiciones de almacenamiento. Cuando el tiempo y la humedad
aumentaron, la pelicula de quitosano se torné mas fragil, registrando valores menores de
resistencia a la puncion y de deformacion por puncién (Fig. 5-14 y Fig. 5-15). Por otra
parte, los resultados demostraron que el aumento de la temperatura produjo una
disminucion en los valores de deformacién por puncién. Este ultimo fenébmeno puede ser
atribuido a la transformacién gradual de los grupos amino del quitosano en grupos

acetamida (31).
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Figura 5-15. Efecto de las condiciones de almacenamiento sobre la deformacion por puncion de las

peliculas.
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Figura 5-16. Efecto de las condiciones de almacenamiento sobre la deformacion por punciéon de las

peliculas.

Capacidad de retencion de agua. Los resultados indicaron que la capacidad de
retencion de agua disminuyd con el aumento de la humedad y del tiempo de
almacenamiento (Figuras 5-16). El almacenamiento de las peliculas de quitosano a altas
humedades provocé el aumento del contenido de humedad de las peliculas y
consecuentemente, el descenso de la capacidad de retencion de agua. Segun Murray &
Dutcher(50), las peliculas de quitosano estan en un estado de hidrogel porque atrapan
las moléculas de agua cuando se exponen al aire con alta humedad relativa, lo cual

genera cambios en la microestructura del polimero (53).
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Figura 5-17. Efecto de las condiciones de almacenamiento sobre la capacidad de retencion de agua de las

peliculas.

Microscopia electronica de barrido. Los resultados de los ensayos se registraron en la
Figura 5-17 (a, b, c, d, e, f). Los resultados registraron que las condiciones de
almacenamiento no maodificaron notoriamente la superficie ni la estructura interna de las
peliculas. Las pelicula control, sin la adicion de aceites esenciales, se caracterizaron por
tener una estructura homogénea, compacta y sin grietas. En contraste, las peliculas de
quitosano con la inclusion de EOs, poseian una estructura no homogénea incluso

después de cuatro semanas de almacenamiento.
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d)
Figura 5-18. Micrografias de la seccién transversal de las peliculas de quitosano almacenadas. a) C T5H93S2
(3000x); b) C T20H60S2 (1000x); ¢) TR1 T33H93S2 (3000x); d) TR1 T5H60S4 (3000x); €) TR1 T33H60S4
(1000x), f) TR1 T33H93S4 (1000X).

Calorimetria diferencial de barrido (DSC).

Los resultados no demostraron un efecto notorio de la temperatura y de la humedad de
almacenamiento sobre la Tg. Sin embargo, las peliculas con inclusion de los aceites
esenciales registraron valores mayores incluso durante el almacenamiento (Tabla 5-1).
Segun Cervera et al.(54), la temperatura de transicion vitrea depende de la cristalinidad,
la cantidad de agua, el grado de desacetilacion del quitosano y las interacciones
macromoleculares. Asi que, los cambios conformacionales en la microestructura de la
pelicula y el contenido de agua podrian haber modificado las propiedades térmicas de las
peliculas, especialmente en las peliculas con la inclusion de los aceites esenciales
(Figuras 5-18 y 5.19).



122

Evaluacion del comportamiento de peliculas comestibles de quitosano almacenadas
bajo condiciones controladas

Heat Flow (mW)

-11

-13

-15

17

-19

-21

-23

-25

-27

50 80 110 140

Temperature (°C)

170

Without Storage
—— TS HE0
—— TS He3
rrrrrrrrr T20H60
AAAAAAAAA T20H93

T33H60

T33H93

at Flow {mW)
i
=
>
3

He:
o
o
=)
=

-21,00

-23,00

-25,00

-27,00

50 80 110

Temperature (°C)

140

Without Storage

T3 HE0

TSHo3
--------- T20 HBO
......... T20HI3

T33H6O

T33H93

Figura 5-19. Termogramas de las peliculas control

©.

Figura 5-20. Termogramas de las peliculas con

inclusién de la combinacion TEO:REO 1:1.

Tabla 5-2. Resultados del andlisis de DSC para las peliculas almacenadas.

Tg(°C) | Tc(°C)
Cond|C|one§ de Humedad
almacenamiento
Temperatura 60 | 93 60 | 93
5 C 12,88 31,80 113,15 82,37
TR1 33,95 49,35 105,09 96,97
20 C 10,38 14,51 106,42 99,13
TR1 41,22 37,09 116,34 106,59
33 C 9,34 17,28 88,57 64,54
TR1 8,49 33,96 110,42 84,36

5.6 Conclusiones

La inclusibn de aceites esenciales afectdé notablemente la estructura interna de las

peliculas de quitosano, sin embargo no fueron observados cambios notorios por efecto

del almacenamiento.

Por otra parte, el incremento de la humedad de almacenamiento aument6 el porcentaje

de elongacion, sin embargo disminuyé la fuerza maxima de puncién, la deformacién por

puncion y la capacidad de retencion de agua. Las peliculas almacenadas a bajas

temperaturas reportaron mayores valores de capacidad de retencion de agua y

porcentaje de elongacion. Este comportamiento pudo deberse a cambios quimicos, tales
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como las interacciones moleculares entre la matriz polimérica y el agua contenida en el

aire circundante y a la reacetilacion de los grupos amino del quitosano.

La modificacion de las propiedades fisicas de las peliculas de quitosano cuando fueron
almacenadas a un porcentaje de humedad alto, asi como su caracter hidrofilo limita

considerablemente su aplicacién en el campo de empaqgues para alimentos.
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0.Efeito da inclusao de 06leos
essenciails e do armazenamento
sobre a cor de filmes de

guitosana.

6.1 Resumo

Este trabalho teve como objetivo determinar o efeito da inclusdo de 6leos essenciais
(EOs) e do armazenamento na cor dos filmes de quitosana (CH) para os parametros de
L*, a*, b* e AE. As dissolugdes do polimero foram preparadas usando quitosana,
polissorbato 80 e glicerol em solugbes aquosas de acido latico. Os 6leos essenciais de
tomilho (TEO) e alecrim (REO) foram incluidos em concentracbes de 0,5:1 e 1:1 p/p
(EOs:CH), assim como suas combinacbes 50/50 (TEO:REO). Os filmes foram
armazenados a temperaturas de 5, 20, 33°C e umidade relativa de 60, 75, 93% durante
guatro semanas. Os parametros da cor foram determinados por refletdncia com
componente especular incluido (RSIN) e por refletdncia com componente especular
excluido (RSEX), usando seis padrbes de fundos diferentes. A adicdo de Oleos
essenciais e o armazenamento alteraram estes parametros. Além disso, as variaveis
resposta também sdo influenciadas pelo padrdo de fundo utilizado. A maioria dos
resultados obtidos determina que a inclusdo e o aumento da concentracdo de 6leos
essenciais, assim como o aumento do tempo, da temperatura e da umidade incrementam
a diferenca de cor (AE) pela leve diminuicdo do pardmetro L* e ao leve incremento do

parametro b*.

Palavras-chave: quitosana, polimeros modificados, aditivos alimentares.
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6.2 Abstract

The aim of this study was determine the effect of the thyme and rosemary essential oils
(EOs) inclusion and the storage on the chitosan (CH) films color for the parameters L*, a*,
b* and AE. The film forming solution was prepared by dissolving chitosan, polisorbate 80
and glycerol on aqueous lactic acid solutions. The thyme (TEO) and rosemary (REO)
essential oils were included in 0.5:1 and 1:1 v/p (EOs:CH), as well as their combination
50:50 (TEO:REO). The films were stored at temperatures of 5, 20, 33°C and relative
humidities of 60, 75, 93% during four weeks. The color parameters were determined by
reflectance with included specular component (RSIN) and reflectance with excluded
specular component (RSEX) using six different standard backdrops. The essential oils
addition and the storage changed some evaluated parameters. Furthermore, the
response variable was also influenced by the standard backdrops. Most of the results
provides that the inclusion and the concentration increasing of the essential oils, as well
as the increasing of time, temperature and humidity also incremented the color difference
(AE) for the slight decrease of the parameter L* and the slight increase of the parameter
b*.

Keywords: chitosan, modified polymers, food additives.

6.3 Introducéo.

A quitosana (CH) (poli-(1,4)-2-amino-2-desoxi-D-glicose) é obtida a partir de um processo
de desacetilacdo da quitina (poli-(1,4)-2-acetamida-2-PD-desoxi-glicose) pelos métodos
enzimaticos ou quimicos. Os avancos recentes tém-se centrado na inclusdo de
compostos quimicos nas embalagens que melhoram as propriedades dos filmes de CH
[1-6]. Os dleos essenciais séo incluidos nas matrizes poliméricas de CH para melhorar as
suas propriedades antimicrobianas e antioxidantes [7, 8]. A natureza nao polar do 6leo
essencial e as interagfes entre os componentes do 6leo e da matriz polimérica podem

gerar uma diminuicdo do brilho e da transparéncia das peliculas, devido a rugosidade da
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superficie apresentada pelo fendmeno de floculagdo das gotas de 6leo durante a

secagem [7, 9, 10].

As condi¢des de armazenamento como a umidade, a temperatura e o tempo, modificam
as propriedades fisicas dos filmes [11, 12]. Isto pode ser devido a recristalizacdo das
moléculas de CH, a perda de umidade e de plastificante na matriz polimérica, a lenta
reacetilacdo dos grupos amino e as variacdes do volume livre [13-15]. Além disso, as
propriedades como luminosidade diminui e o valor de b* aumenta, devido as reacdes de

obscurecimento ndo enzimatico [16].

A aplicacdo dos Oleos essenciais e dos recobrimentos da quitosana nos alimentos
prolonga a sua vida Util até em onze dias em peito do peru embalado ao vacuo e em dois
dias em frango cozido embalado ao vacuo. Esses compostos demonstraram efeitos
antimicrobianos e antioxidantes sem afetar negativamente as propriedades sensoriais
[16, 17]. [16, 17]. Além disso, a aplicacdo de recobrimentos em alimentos previne a
descoloragdo durante o armazenamento [18-24], porém a maioria dos estudos n&o
reportam mudancas na cor [20-24]. SO alguns estudos reportam que a luminosidade
muda, por exemplo, quando sdo aplicados sobre a casca de ovo e a superficie de filé de
salmé&o [18, 19]. No entanto, outros estudios determinaram que a aplicagédo de quitosana
favorecesse os atributos sensoriais de qualidade de morangos recobertos, tais como a
aparéncia externa, a aceitabilidade visual e a reducdo do obscurecimento das amostras,
além de diminuir as mudancas da cor na pele de maméao e aumentar a luminosidade da

casca de ovos durante 5 semanas de armazenamento [25-27].

Alguns autores tem identificado que os filmes de quitosana séo altamente transllcidos,
porém alguns deles apresentam uma aparéncia ligeiramente amarelada [28, 29]. Quando
0s recobrimentos comestiveis sdo aplicados sobre a superficie dos alimentos, a cor &
medida usando mecanismos de refletancia [30-32]. Segundo Lee & Powers [33], as
mudancas de cor de resinas no modo de transmitancia pode ser grosseiramente

estimadas no modo de refletancia [33].

Quando a cor de materiais transltcidos é medida por reflexdo, o fundo sobre o qual sé&o
aplicados e a sua espessura podem influenciar consideravelmente a cor que € observada

[34-36]. Segundo Sanchez-Zapata et al. [35], a cor do paté do atum somente muda
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guando é medida sobre superficies de ceramica y plastico brancos para as menores

espessuras.

A cor é importante porque afeta diretamente a aceitabilidade dos consumidores [37]. No
caso de filmes comestiveis, é necessério realizar a caracterizacdo colorimétrica, porque
se predisse os efeitos da aplicacdo de filmes comestiveis na cor dos alimentos

revestidos.

O objetivo desse artigo foi determinar o efeito da inclusdo de 6leos essenciais de tomilho
e alecrim e das condi¢gbes do armazenamento a temperatura de 5, 20 e 33°C e umidade
relativa de 60, 75, 93% durante quatro semanas nha cor dos filmes de CH sobre um

padrdo de fundo amarelo.

6.4 Experimental.

Preparacao dos filmes. A solugéo foi preparada em meio aquoso de acido latico (1,0%
v/v). Quitosana, marca Kitoflokk™, grau de acetilagado médio (80%) e baixo peso
molecular e viscosidade baixa (13 cP), foi adquirida de NorwegianChitosan, Aspertunet,
Norway e foi adicionada numa concentracdo 2%, p/v [38] usando um equipamento Ultra-
Turrax®. Essa disolucao foi seguidamente filtrada na temperatura ambiente para remover
as impurezas, usando um filtro qualitativo Boeco® (BoeckelCo., Hamburg, Germany) e foi

esterilizada a uma temperatura de 121°C durante 15 minutos.

A dissolucédo foi misturada com 4% de polissorbato 80 e 16% de glicerol, quantidades
baseadas no peso do polimero em solugdo. Os 6leos essenciais de tomilho (TEO) e
alecrim (REO) foram incluidos em proporc¢des de 0,5:1 ou 1:1, baseadas no peso do
polimero em solugéo (EOs:CH). Os tratamentos com a mistura de 6leos essenciais esses
foram inclusos na proporcdo 50/50 (TEO:REO). Cada dissolucéo foi homogeneizada a
30,000 rpm durante 5 minutos usando um equipamento Ultra-Turrax® e desgaseificada
numa camara de vacuo em temperatura ambiente. Os filmes foram preparados com uma
solucédo de 10 gramas por cada placa de petri de 10 cm de diametro (aproximadamente

1,27 mg CH/cm2). Os filmes controle foram preparados seguindo 0 mesmo protocolo,
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mas sem a adicdo dos EOs. Apos, as dissolugbes foram secadas a 30 °C durante 65

horas.

pH. pH das solu¢cbes foram determinados usando um medidor padrdo de pH (Orion
920A, Sigma-Aldrich, CA, EUA).

Armazenamento. Os filmes obtidos da mistura dos 6leos esséncias (TR1) de tomilho e
alecrim (combinac6es 50/50) foram armazenados a temperatura (T) de 5, 20 e 33°C e
umidade relativa (H) de 60, 75, 93% durante quatro semanas (S). Os filmes controle
foram preparados identicamente, mas sem a adi¢cdo dos 6leos essenciais (C).
Espessura. A espessura foi determinada usando um micrbmetro digital com uma
precisédo de 0,001 milimetros (Coolant Proof Micrometer 293,
Mitutoyo Measuring Instruments, Kanagawa, Japan). Os valores foram calculados como
a média de 10 medi¢cbes em cada filme.

Umidade. A umidade foi determinada medindo a perda de peso apds a secagem em
estufa a 110°C até peso seco constante.

Determinacdo da cor dos filmes de quitosana. Os parametros de cor foram
determinados por reflexdo utilizando-se um colorimetro COLORQUEST XE (Hunterlab,
Reston, VI, USA) com iluminante D65 e observador a 10°. As medi¢Bes foram feitas por
refletAncia com componente especular incluido (RSIN) e por refletancia com componente
especular excluido (RSEX). Os valores L* (luminosidade), a* (intensidade de vermelho e
verde) e b* (intensidade de amarelo e azul), AE (diferenga de cor) foram obtidos como a
média de dez medicbes em cada filme. Para a determinacdo dos parametros, os filmes
foram sobrepostos a seis padrdes de cores diferentes: amarelo (L* = 93,2; a* = -8,28 e b*
= 33,23), branco (L* = 91,99; a* = -0,75 e b* =1,8), vermelho (L* = 40,35; a* = 39,66 e b*
=10,99), rosa (L* = 83,15; a* = 17,39 e b* = 3,23), verde (L* = 56,84; a* = -21,82 e b* =
9,31) e verde maca (L* = 89,44; a* = -10,55 e b* = 13,01). Além disso, essas variaveis

foram analisadas apenas para o fundo amarelo.

Andlise Estatistica Multivariada. Essa analise foi efetuada usando-se o pacote
estatistico Statgraphics® Centurion XV (StatPoint Technologies Inc, Warrenton, Virginia,

USA). As diferencas entre as médias foram considerados significativos quando p<0,05.



134 Evaluacién del comportamiento de peliculas comestibles de quitosano almacenadas
bajo condiciones controladas

6.5 Resultados e Discussoes.

Os pH foram registrados no rango de 4,95 - 5,36 . A adicdo dos 6leos essenciais ndo

modificaram o pH das dissoluc¢des.

As espessuras dos filmes foram medidas no rango de 0,063 - 0,104 mm e foram
apresentadas na Figura 6-1. A espessura da pelicula depende da sua composi¢éo [39].
A inclusdo dos Oleos essenciais diminuiu significativamente a espessura dos filmes.
Esses resultados concordam com os resultados de Gonzalez Sanchez et al. [40], que
concluiu que a espessura foi influenciado pela composicdo da pelicula. No entanto, eles
sdo opostos aos resultados de Hosseini et al. [41] que ndo reportaram diferencas nas

espessuras das peliculas.
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Figura 6-1. Espessura e umidade dos filmes.

Efeito da adi¢c&o dos 6leos esséncias nas propriedades colorimétricas dos filmes.

O efeito da adicédo de 6leos essenciais, do aumento da concentracdo destes 6leos e do
patrdo de fundo utilizado no pardmetro a* foram apresentados na Fig. 6-2a e na Fig. 6-
2b. Para os padrbes vermelho e cor-de-rosa, a inclusdo dos Oleos essenciais e o
aumento da concentracdo diminuem a intensidade do paréametro a*. Contudo, para 0s
padrdes amarelo, branco, verde e verde macd o comportamento é oposto. Este

comportamento ainda apresenta-se por RSIN e por RSEX.
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As letras indicam diferencas significativas entre os tratamentos (p <0,5). a*: intensidade de vermelho e
verde, C: mostra controle, tipo y concentracdo de 6leos essenciais: tomilho (T), Alecrim (R), mescla
tomilho e alecrim (TR).

Analisando-se os resultados dos valores de b* (Figura 6-3a e figura 6-3b), para o
padrdo amarelo nos filmes de tomilho 1:1 (AE:CH), este valor aumenta. Mas nos filmes
de alecrim 0,5:1 (AE:CH) diminui RSIN e por RSEX. Para o padrdo verde maca, nos
filmes de alecrim e na mescla de tomilho e alecrim, o valor b* diminui por RSIN, mas por
RSEX o valor b* aumenta com a inclusédo da mescla de tomilho e alecrim. Para o padréao
cor-de-rosa, o valor b* por RSIN aumenta nos filmes de tomilho 0,5:1 (AE:CH) e na
mescla TR1:1 (AE:CH), mas por RSEX se mantém estavel. Para os padrdes verde e

vermelho, o valor b* por RSIN e por RSEX diminui nos filmes com incluséo de alecrim
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(AE:CH), assim como nos filmes de tomilho 1:1 (AE:CH). Para o padrdo branco, o valor

b* aumenta com a inclusdo de 6leos essenciais.

Estes comportamentos diferentes podem ocorrer devido ao tipo de 6leo utilizado. Du et
al. [30] encontraram diferentes efeitos sobre alguns pardmetros de cor quando 6leos
essenciais de canela e cravo foram incluidos. A incluséo de 6leo essencial de tomilho e o
aumento de sua concentracdo incrementam levemente o matiz amarelo dos filmes sem

alterar sensorialmente a aparéncia geral [7].
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As letras indicam diferencgas significativas entre os tratamentos (p <0,5). b*: intensidade de amarelo a
azul, C: mostra controle, tipo y concentragao de 6leos essenciais: tomilho (T), Alecrim (R), mescla tomilho
e alecrim (TR).

Além disso, a inclusdo de 6leos essenciais diminuiu os valores de L*, na maioria dos

casos. Somente para os padrbes vermelho (RSIN e RSEX) e verde por RSEX este
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comportamento foi oposto (Figura 6-4a e Figura 6-4b). Resultados similares foram
obtidos por Du et al.[30] e por Moradi et al. [31], em que 0 aumento da concentracao de
Oleos essenciais de canela e extrato de uva diminui a luminosidade e a transparéncia dos
filmes. Sanchez-Gonzalez et al. [32], afirmaram que a inclusdo de 6leo essencial de
tomilho diminuiu o brilho superficial pelo incremento da rugosidade e das irregularidades
devido & migracéo do Oleo a superficie.

Igualmente, a inclusdo e o aumento da concentragdo de 6leos essenciais incrementam a
diferenca de cor (AE). S6 para o padrao verde este comportamento foi oposto (Figura 6-
5a e figura 6-5b). Este fendbmeno é atribuido a leve diminuicdo do parametro L* e ao leve

incremento do parametro b* [33].
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As letras indicam diferencgas significativas entre os tratamentos (p<0,5). AE: diferenca de cor, C: mostra
controle, tipo y concentragdo de éleos essenciais: tomilho(T), alecrim (R), mescla tomilho e alecrim (TR).

Efeito do armazenamento nas propriedades fisicas dos filmes

Espessura. A espessura ndo foi afetada por mudancas na umidade ou temperatura.

Durante o periodo de armazenamento, ndo foram encontradas diferencas significativas

na espessura dos filmes apds a segunda semana de armazenamento. No entanto, foram

apresentadas diferencas significativas entre as espessuras dos

armazenamento e dos filmes armazenados (Figura 6-6).

flmes sem
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Figura 6-10. Efeito do armazenamento na espessura dos filmes de quitosana.

C: mostra controle, TR1: mescla dos 6leos essenciais de tomilho e alecrim proporcéo 1:1 em relagéo a
guitosana, S: semana de armazenamento, T: temperatura de armazenamento, H: umidade de

armazenamento.

Umidade. A umidade aumentou com o0 aumento do tempo e a umidade de

armazenamento (Figura 6-7). O filme de quitosana agiu como uma membrana hidrofilica.

Durante o armazenamento, as moléculas de &agua interagem com as moléculas

catibnicas da matriz do polimero. Este fenbmeno aumento da capacidade de retencao e

absorcéo de agua e, portanto, a umidade dos filmes [12, 46, 47].
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Figura 6-11. Efeito do armazenamento na umidade dos filmes de quitosana.

C: mostra controle, TR1: mescla dos 6leos essenciais de tomilho e alecrim propor¢éo 1:1 em relagéo a
quitosana, S: semana de armazenamento, T: temperatura de armazenamento, H: umidade de

armazenamento.

Observou-se ligeira diminuicdo da luminosidade nos filmes com inclusdo da mistura dos

Oleos essenciais, ainda quando os filmes foram armazenados durante quatro semanas.

No entanto, este comportamento foi oposto para o padrdo vermelho. Além disso, os

valores foram registrados maiores valores de L* para RSIN comparados com RSEX
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(Figura 6-8). O aumento do tempo, da temperatura e da umidade de armazenamento
diminuiram os valores de L* em todos os padrdes testados (Figura 6-8). No patrdo
amarelo, a luminosidade né&o registrou diferencas significativas entre as umidades de

75% a 93%, nem entre a segunda e a quarta semana de armazenamento (Figura 6-9).
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Figura 6-12. Efeito do armazenamento sobre L*.

A s letras indicam diferengas significativas entre os tratamentos (p<0,5). L*: luminosidade, C: mostra controle,
TR1: mescla dos 6leos essenciais de tomilho e alecrim propor¢éo 1:1 em relagédo a quitosana, S: semana de
armazenamento, T: temperatura de armazenamento, H: umidade de armazenamento, RSIN: refletédncia
especular incluida, RSEX: refletancia especular excluida.
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Figura 6-13. Efeito do armazenamento sobre L* no fundo amarelo.
L*: luminosidade, C: mostra controle, TR1: mescla dos 6leos essenciais de tomilho e alecrim proporgédo 1:1
em relagdo a quitosana, S: semana de armazenamento, T: temperatura de armazenamento, H: umidade de
armazenamento, RSIN: refletancia especular incluida, RSEX: refletancia especular excluida.
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Os filmes de quitosana tornaram-se mais obscuros pela diminuicdo da luminosidade.
Este efeito provavelmente é devido aos cambios na estrutura molecular e na compaosicao
guimica da quitosana [24, 34]. Estes resultados foram similares aos obtidos por Duan et
al. 2008 [35], que concluiram que um acrescentamento do tempo e da temperatura

durante o armazenamento tornaram as solucfes de quitosana mais obscuras.

O aumento do parametro a* indica um aumento da intensidade vermelha dos filmes e a
diminuicdo do parametro a* indica um aumento da intensidade verde. Para os padrdes
vermelho e cor-de-rosa, a inclusdo dos 6leos essenciais diminuiu a intensidade do
parametro a*. Contudo, para os padrbes amarelo, branco, verde e verde maga o
comportamento é oposto (Figura 6-10). Além disso, a maioria dos filmes reportou um
aumento ocasionado pelo aumento do tempo, da temperatura e da umidade durante o
armazenamento. Porém, algumas vezes este comportamento foi diferente nos padrbes
de fundo da cor vermelha e da cor-de-rosa (Figura 6-10). No patrdo amarelo, o
parametro a* registrou diferencas significativas entre as umidades de 60%, 75% a 93%,
na temperatura de 33°C, além de registrar diferencas significativas entre os tempos SO,

o o 1
S2 e S4, nas temperaturas 20°C(TR1) e 33°C (Figura  6-11).
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Figura 6-14. Efeito do armazenamento sobre a*.

A s letras indicam diferengas significativas entre os tratamentos (p<0,5). a*: intensidade de vermelho e verde,
C: mostra controle, TR1: mescla dos 6leos essenciais de tomilho e alecrim proporgéo 1:1 em relagdo a
quitosana, S: semana de armazenamento, T: temperatura de armazenamento, H: umidade de
armazenamento, RSIN: refletancia especular incluida, RSEX: refletancia especular excluida.
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Figura 6-15. Efeito do armazenamento sobre a* no fundo amarelo.

a*: intensidade de vermelho e verde, C: mostra controle, TR1: mescla dos 6leos essenciais de tomilho e
alecrim proporcéo 1:1 em relagdo a quitosana, S: semana de armazenamento, T: temperatura de
armazenamento, H: umidade de armazenamento, RSIN: refletdncia especular incluida, RSEX: refletancia
especular excluida.

Os fatores como a composi¢do do filme, o tempo, a temperatura, a umidade e a
refletdncia afetaram significativamente o parametro b* (Figura 6-12). Segundo
Fernandez-Sainz et al. [48] 0 aumento do parametro b* nos filmes armazenados sugere
gue os filmes se tornem mais amarelos pelo escurecimento ndo enzimatico. As
pesquisas desenvolvidas na area determinaram que a velocidade da reacao relaciona-se
com a composi¢do do material, & temperatura, ao conteido da umidade e ao pH. Cuq et
al. [50] concluiram que o efeito do obscurecimento ndo enzimatico foi mais severo depois
da primeira semana do armazenamento e até a quinta semana. Além disso, a velocidade
do obscurecimento foi maior quando a umidade relativa e a temperatura foram mais
altas. Contudo, algumas pesquisas nao registraram diferencas significativas nas
propriedades de cor ainda armazenadas durante 16 semanas [46].

Esse estudo revelou que ha diferencas significativas no parametro b* pela inclusdo de
Oleos essenciais e da exclusdo da refletancia especular com excecdo nas medicdes
sobre o fundo branco. Além disso, o aumento do tempo e a temperatura de
armazenamento aumentou o parametro b*. O aumento da umidade de armazenamento
aumentou os valores do parametro b*. No entanto, nos fundos verde, amarelo e

vermelho, o efeito da H75 foi significativamente maior que o efeito da H93.
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No patrdo amarelo, o parametro b* registrou diferencas significativas entre a composi¢ao

dos filmes, as temperaturas 5, 20 e 33°C, as umidades de 60%, 75% a 93%, nas

temperaturas de 20 e 33°C, além de registrar diferencas significativas entre os tempos
S0, S2 e S4, nas umidades de 75 e 93% (Figura 6-13).
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Figura 6-16. Efeito do armazenamento sobre b*.

A s letras indicam diferencgas significativas entre os tratamentos (p<0,5). b*: intensidade de amarelo a azul, C:
mostra controle, TR1: mescla dos 6leos essenciais de tomilho e alecrim propor¢éo 1:1 em relagéo a
quitosana, S: semana de armazenamento, T: temperatura de armazenamento, H: umidade de
armazenamento, RSIN: refletdncia especular incluida, RSEX: refletancia especular excluida.
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Figura 6-17. Efeito do armazenamento sobre b* no fundo amarelo.

b*: intensidade de amarelo a azul, C: mostra controle, TR1: mescla dos 6leos essenciais de tomilho e alecrim
proporcéo 1:1 em relagdo a quitosana, S: semana de armazenamento, T: temperatura de armazenamento, H:
umidade de armazenamento, RSIN: refletancia especular incluida, RSEX: refletancia especular excluida.
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A inclusdo de 6leos essenciais aumentou significativamente a diferenca de cor (AE). No
entanto, ndo registrou diferenca sobre o fundo branco (Fig. 6-14). O aumento do tempo
de armazenamento aumentou a diferenca de cor. Porém, no fundo vermelho as
medicoes de diferenca de cor foi significativamente maior na S2. O aumento da
temperatura de armazenamento aumentou a diferenga de cor. Porém, no fundo verde
maca a de diferenca de cor foi significativamente maior na T20. A menor diferenga de cor
foi registrada na H60 e n&o registrou-se diferenca significativa entre o efeito H75 e H93.

No patrdo amarelo, o parametro b* registrou diferencas significativas entre a composicao
dos filmes, as temperaturas 5, 20 e 33°C, as umidades de 60% e 75%, e entre 75% e
93% na temperatura de 33°C, além de registrar diferencas significativas entre os tempos
S0, S2 e S4, nas umidades de 93% (Figura 6-13). A diminuicdo do parametro L* e o
incremento do parametro b* foram os fatores que afetaram o célculo e 0 a resposta

dessa propriedade [45].
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Figura 6-18. Efeito do armazenamento sobre AE.

A s letras indicam diferengas significativas entre os tratamentos (p<0,5). AE: diferenca de cor, C: mostra
controle, TR1: mescla dos 6leos essenciais de tomilho e alecrim proporcéo 1:1 em relagdo a quitosana, S:
semana de armazenamento, T: temperatura de armazenamento, H: umidade de armazenamento, RSIN:
refletancia especular incluida, RSEX: refletancia especular excluida.
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Figura 6-19. Efeito do armazenamento sobre AE no fundo amarelo.
AE: diferenca de cor, C: mostra controle, TR1: mescla dos 6leos essenciais de tomilho e alecrim proporcao
1:1 em relagdo a quitosana, S: semana de armazenamento, T: temperatura de armazenamento, H: umidade

de armazenamento, RSIN: refletancia especular incluida, RSEX: refletancia especular excluida

6.6 Conclusoes

Os resultados desta pesquisa demonstraram que os parametros da cor mudaram com a
inclusdo de 6leos essenciais de tomilho e alecrim e as suas combinagfes, assim como
com o armazenamento. Quando os Oleos essenciais sdo incluidos nos filmes,
incrementa-se a intensidade amarela (b*) e diminui-se a luminosidade (L*). Igualmente, o
armazenamento diminuiram os valores de L*, mas aumentariam os valores de a* e b* na
maioria dos casos, o qual ocasiona uma diminui¢cdo do brilho superficial e um aumento
dos matizes amarelo e vermelho. Além disso, a inclusdo e o aumento da concentragéo
de Oleos essenciais incrementam a diferengca de cor (AE) pela leve diminuicdo do
parametro L* e ao leve incremento do parametro b*.

Estes resultados sugerem que os filmes ndo conservam as propriedades da cor estaveis
nem com a modificagcdo da sua composicdo nem com 0 armazenamento. Estes
comportamentos limitam as possiveis aplicacbes de quitosana como filme ou

recobrimento para a industria de empaques de alimentos.
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7.Conclusiones y

recomendaciones

7.1 Conclusiones

El objetivo del presente trabajo de investigacion fue obtener y caracterizar peliculas de
quitosano evaluando el efecto combinado con la inclusiébn de aceites esenciales de
romero y tomillo sobre las propiedades de las peliculas durante el almacenamiento bajo

condiciones controladas.

Durante la revisién de literatura, se encontré que en los Ultimos afios se evidencia un
aumento del nUmero de investigaciones enfocadas en la obtencion de nuevos materiales
con propiedades fisicas, quimicas y antimicrobianas especificas. Se han propuesto
métodos innovadores como la inclusiébn de compuestos quimicos, asi como tratamientos
fisicos y enziméticos en las peliculas de quitosano para modificar estas propiedades.
Estos tratamientos generan cambios estructurales debido a las diferentes interacciones
moleculares presentadas entre los compuestos que estan contenidos en las peliculas de
quitosano. Los avances en esta area han contribuido a aumentar la oferta de soluciones
frente a los retos que afronta las aplicaciones en el campo de los materiales durante los

ultimos arios.

Durante el inicio de la etapa experimental, se evallo el efecto de la cantidad de quitosano
y de la inclusién de aceites esenciales de tomillo y romero de 1% y 2% en base a la
cantidad de quitosano adicionada, sobre las propiedades fisicas y microbioldgicas de
peliculas almacenadas a temperatura media de 15°C y humedad constante de 60%. Los
resultados obtenidos sugirieron que las propiedades de pelicula son independientes a la
concentracion de quitosano en solucién, siempre y cuando cada pelicula contenga la
misma cantidad del polimero. Por otra parte, la inclusion de aceites esenciales y el

tiempo de almacenamiento incidieron sobre algunas propiedades fisicas de las peliculas
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evaluadas como color y propiedades mecanicas, sin afectar su espesor ni su capacidad

antimicrobiana.

Resultados similares fueron obtenidos con la inclusion de aceites esenciales de tomillo y
romero a concentraciones de 0,5:1 e 1:1 v/p (EOs:CH), asi como sus combinaciones
50:50 (TEO:REO).

La inclusion de aceites esenciales en las peliculas de quitosano no evidencié capacidad
para inhibir el crecimiento antimicrobiano de las cepas evaluadas. Este fendbmeno pudo
deberse a que el quitosano, sélo es capaz de inhibir los microorganismos que estan en
contacto directo con los sitios activos de este polimero. Sin embargo, los resultados
demostraron que la capacidad de inhibicion del aceite esencial de tomillo fue mayor que
la capacidad de inhibicion del aceite esencial de romero, asi como la accién de un ligero
efecto sinérgico entre los aceites para la solucion que inhibe el crecimiento de la cepa S.
enteritidis. Finalmente, los agentes antimicrobianos utilizados fueron mas efectivos contra

S. aerus que contra las bacterias Gram-negativas como E. coli.

Algunas propiedades fisicas fueron modificadas por la inclusién de aceites esenciales. En
la mayoria de los casos, la adicibn de EOs no afecta las propiedades mecanicas (TS,
%E, PS, PD) o el comportamiento térmico (DSC). Sin embargo, la adiciébn de aceites
esenciales puede disminuir significativamente el espesor y el contenido de humedad
debido a la pérdida de estructura y a las interacciones moleculares entre la matriz
polimérica y los aceites esenciales. Por otra parte, la inclusion de aceites esenciales tiene
un efecto opuesto en las propiedades de solubilidad al agua e capacidad de
hinchamiento, ya que estas propiedades aumentan con la inclusién y el aumento de la

concentracion de los aceites esenciales.

Adicionalmente, la humedad y el tiempo de almacenamiento alteraron algunas
propiedades fisicas. Este fendbmeno puede haber ocurrido por los cambios fisicoquimicos
tales como el fendmeno de hinchamiento de la pelicula en contacto con aire a altas

humedades relativas y a la reacetilacion de los grupos aminos del quitosano. Por esta
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razon, las propiedades como contenido de humedad, TS y %E, incrementan, mientas la

resistencia al agua, la capacidad de hinchamiento, PS y PD decrecen.

Por otra parte, los pardmetros de color tales como L*, a*, b* y AE fueron modificados
debido a la adicion de aceites esenciales, a las diferentes condiciones de
almacenamiento y el patrén de fondo utilizado para las mediciones de color por RSIN e
por RSEX. En algunos casos, los valores de L*, a* e b* aumentaron o disminuyeron por
la inclusion de aceites esenciales dependiendo del aceite esencial incluido y el patron de
fondo. La disminucion de los valores de L* posiblemente ocurrié por el incremento de la
rugosidad y de las irregularidades debido a la migracion del aceite esencial a la
superficie.

Durante el almacenamiento, factores como la inclusion de la mezcla de aceites
esenciales y los aumentos del tiempo, de la temperatura y de la humedad disminuyeron
los valores de L*, a* e b* en la mayoria de los casos. Las peliculas de quitosano se
tornaron mAas oscuras y con una mayor saturacion del tono amarillo debido a la
disminucion de la luminosidad y al aumento del parametro b*, respectivamente. Este
fendmeno se atribuye posiblemente a los cambios en la estructura molecular y en la
composicion quimica de las peliculas y al fendmeno de pardeamiento no enziméatico. Sin
embargo, este estudio revel6 que no existen diferencias significativas del parametro b*

entre las peliculas almacenadas a humedades de 75% e 93%.

Finalmente, los incrementos de La diferencia de color (AE) fueron atribuidos a la

diminucion del parametro L* y al incremento del parametro b*.

7.2 Recomendaciones

Este estudio permiti6 comprender el efecto de la inclusién de aceites esenciales y del
almacenamiento en las propiedades de las peliculas de quitosano evaluadas. Sin
embargo, aun se deben desarrollar investigaciones que permitan aplicar tecnologias que

disminuyan los costos de produccién de las peliculas, asi como el tiempo de obtencién
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de estas. Existen procesos mas eficientes como la extrusion para la obtencion de
empagques rigidos, semirrigidos, bolsas, entre otros. El escalamiento de estos procesos
podra asegurar su aplicacion en la industria y la rentabilidad de la produccion de
empaques.

Adicionalmente, existen limitaciones técnicas para la aplicacion de quitosano como
recubrimiento o peliculas sobre alimentos debido a su comportamiento fisicoquimico,
especialmente por su caracter hidrofilico y los cambios en las propiedades fisicas durante
el almacenamiento. Se hace necesario investigar alternativas para incluir compuestos de
caracter hidrofébico que aumenten la resistencia al agua de las peliculas. Por otra parte,
se sugiere que las aplicaciones que se propongan en el area de empaques, no involucren
alimentos con alto contenido de humedad superficial, asi como condiciones de

almacenamiento a humedades relativas mayores a 75%.

Finalmente, las peliculas de quitosano pueden ser usadas como empaques primarios y
en conjunto con empaques secundarios que las protejan de ser expuestas a humedades
altas o cambios abruptos de humedad. Adicionalmente, se pueden emplear atmésferas
inertes 0 modificadas que mantengan constante la humedad dentro del empaque y que
aseguren la calidad del empaque primario de quitosano y en consecuencia la calidad del

alimento.
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