COLEGIO DE POSTGRADUADOS

INSTITUCION DE ENSENANZA E INVESTIGACION EN CIENCIAS AGRICOLAS

CAMPUS CORDOBA

POSTGRADO EN CIENCIAS EN INNOVACION AGROALIMENTARIA
SUSTENTABLE

DESARROLLO DE UNA PELICULA BIODEGRADABLE DE ALGINATO
Y FECULA DE MALANGA ADICIONADA CON NISINA

MONSERRAT GUEVARA CARRION

TESIS

PRESENTADA COMO REQUISITO PARCIAL

PARA OBTENER EL GRADO DE

MAESTRA EN CIENCIAS

AMATLAN DE LOS REYES, VERACRUZ, MEXICO

2021




La presente tesis, titulada: “Desarrollo de una pelicula biodegradable de alginato y fécula de
malanga adicionada con nisina” realizada por la alumna: Monserrat Guevara Carrion, bajo la
direccion del Consejo Particular indicado, ha sido aprobada por el mismo y aceptada como

requisito parcial para obtener el grado de:

MAESTRA EN CIENCIAS
INNOVACION AGROALIMENTARIA SUSTENTABLE

CONSEJO PARTICULAR

CONSEJERA 'Y DIRECTORA DE TESIS: %%/J / '

Dra. Aleida Selene Hernandez Cazares

——

ASESORA: AL
Dra. Maria Antonieta Rios Corripio
J
l‘q"v
ASESOR: e
Dr. Juan Valente Hidalgo Contreras
ASESORA: WS

Dra. Marcela Rangel Marron

Amatlan de los Reyes, Veracruz, México, diciembre de 2021.



DESARROLLO DE UNA PELICULA BIODEGRADABLE DE ALGINATO Y FECULA
DE MALANGA ADICIONADA CON NISINA
Monserrat Guevara Carrién, M en C.

Colegio de Postgraduados, 2021

La carne de pollo es un alimento con elevado valor biolégico y al ser altamente perecedero por su
composicion nutritiva es susceptible a microorganismos patdégenos como la Listeria
monocytogenes, Salmonella spp, Campylobacter spp, y Staphylococcus aureus, Bacillus cereus. El
desarrollo de peliculas biodegradables se ha convertido en una tecnologia alternativa viable para
mantener la calidad e inocuidad de los alimentos y se reduce el impacto ambiental que generan los
empaques y embalajes sintéticos. En el presente estudio se optimizo una pelicula biodegradable de
alginato de sodio adicionada con fécula de malanga y nisina, mediante la metodologia de superficie
de respuesta Box-Behnken, se considerd tres variables independientes, el contenido de nisina (500
Ul/mL, 2500 Ul/mL y 5000 Ul/mL), el contenido de fécula de malanga (0.5, 1y 2% p/v) y el
contenido de glicerol (1, 1.5y 2% p/v). Para obtener una pelicula biodegradable éptima (OB), se
determind el espesor, humedad, solubilidad en agua, permeabilidad al vapor de agua, fuerza tensil,
fuerza de quiebre y % de elongacion y los resultados se analizaron con el software Design Expert
®. Una vez obtenida la OB esta se caracteriz6 segun sus propiedades mecanicas, fisicas y quimicas,
y se determind la migracién en simulantes alimentarios, la capacidad de retencion y cinética de
liberacion de la nisina; ademas, se evalud el efecto antimicrobiano de la OB contra Listeria
monocytogenes, in vitro con mediciones de halos de inhibicion y en carne de pollo inoculada.

La combinacidn optima de componentes encontrada para el desarrollo de la pelicula biodegradable
fue con 2369 Ul/mL de nisina, 1.9% p/v de fécula de malangay 1.09% p/v de glicerol. Las variables
respuesta significativas fueron la permeabilidad al vapor de agua, fuerza tensil y fuerza de quiebre;
lo que comprueba que la fécula de malanga otorgd mayores niveles de fuerza tensil y de quiebre.
La OB redujo significativamente la carga microbiana y permiti¢ alargar la vida util de la carne de
pollo refrigerada (6°C) hasta 15 d. La migracion total y la cinética de liberacion de la nisina en
simulantes alimentarios mostr6 que la pelicula biodegradable puede ser aplicada en alimentos
hidrofilicos y &cidos, lo que la convierten en una alternativa viable para su uso como empaque
alimentario.

Palabras clave: Pelicula biodegradable, nisina, carne de pollo, Listeria monocytogenes



DEVELOPMENT OF A BIODEGRADABLE FILM OF ALGINATE AND MALANGA
STARCH ADDED WITH NISIN
Monserrat Guevara Carrién, M en C.

Colegio de Postgraduados, 2021

Chicken meat is a food with high biological value and being highly perishable due to its nutritional
composition, it is susceptible to pathogenic microorganisms such as Listeria monocytogenes,
Salmonella spp, Campylobacter spp, and Staphylococcus aureus, Bacillus cereus. The
development of biodegradable film has become a viable alternative technology to maintain the
quality and safety of food and reduce the environmental impact generated by synthetic packaging.
In the present study, a sodium alginate biodegradable film added with taro starch and nisin was
optimized, using the Box-Behnken response surface methodology, three independent variables
were considered, the nisin content (500 IU / mL, 2500 1U / mL and 5000 IU / mL), taro starch
content (0.5, 1 and 2%) and glycerol content (1, 1.5 and 2%). To obtain an optimal biodegradable
film (OB), the thickness, humidity, solubility in water, permeability to water vapor, tensile strength,
breaking strength and% elongation were determined and the results were analyzed with the Design
expert ® software. Once OB was obtained, it was characterized according to its mechanical,
physical and chemical properties, and migration in food simulants, retention capacity and release
kinetics of nisin were determined; Furthermore, the antimicrobial effect of OB against Listeria
monocytogenes was evaluated in vitro with measurements of inhibition halos and in inoculated
chicken meat.

The optimal combination of components found for the development of the biofilm was 2369 1U /
mL nisin, 1.9% w /v taro starch and 1.09% w / v glycerol. The significant response variables were
water vapor permeability, tensile strength and breaking strength. This proves that taro starch had
highest levels of tensile and breaking strength. The OB significantly reduced the microbial load
and allowed to extend the shelf life of refrigerated chicken meat (6 ° C) up to 15 d. The total
migration and release kinetics of nisin in food simulants showed that the biodegradable film can
be applied in hydrophilic and acidic foods, making it a viable natural alternative for use as food
packaging.

Keywords: biodegradable film, nisin, chicken meat, Listeria monocytogenes
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INTRODUCCION GENERAL
Planteamiento del problema

En 2019 la produccion mundial de carne de pollo fue de 95.5 millones de ton. México es el 6to
lugar en la produccién de pollo de acuerdo con el ranking mundial con 3,476,622 toneladas; la
actividad avicola en el pais para carne de pollo tiene mayor produccion en Veracruz con 11.9%,
Jalisco con 11.2% y Aguascalientes con 10.6% (SIAP. 2020).

La carne de pollo contiene aminoéacidos, hierro, fosforo, potasio, niacina y zinc; ademas de no
contener grasas mono y poliinsaturadas (USDA, 2014). En la vida util de la carne se mantienen las
caracteristicas sensoriales, microbioldgicas, nutricionales superando la aceptabilidad de los
consumidores (Giannakourou et al., 2001). Al ser altamente nutritiva es muy susceptible a
microorganismos patdgenos para el nombre, principalmente Listeria monocytogenes, Salmonella
spp, Yersinia enterocolitica, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens y

Campylobacter spp

En la industria de alimentos, el empleo de peliculas biodegradables son una alternativa para alargar
la vida atil y obtener alimentos mas duraderos (Guzman et al., 2015). Especificamente en la
industria de la carne, por su composicién y su susceptibilidad al atague de microorganismos

patdgenos.

Una pelicula biodegradable es definida como una matriz polimérica preformada que puede ser
aplicada en la superficie de un alimento, al actuar como una barrera al intercambio de gases evita
una pérdida o ganancia de humedad lo que incide en la calidad y valor nutricional del alimento,
ademas de influir en su estabilidad quimica y microbioldgica ocasionado por manipulacion o malos

manejos de produccion (McHugh, 2000).

Pueden ser elaboradas por diferentes tipos de biopolimeros que pueden utilizarse solos o
combinados, entre los que se destaca el alginato y almidén. El alginato es proveniente de algas
pardas, tienen la ventaja de formar peliculas biodegradables flexibles, solubles en agua, con baja
permeabilidad al O,y traslicidas (Gheorghita et al., 2020). Por otro lado, el almidon es utilizado

como adhesivo 0 como materia prima de empaques biodegradables (Torres- Rapelo et al., 2014).
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Debido a su alto contenido de almidon, la fécula de malanga puede reemplazar a almidones
convencionales como papa, yuca y maiz, al contener mas del 80% (Vazquez, 2013), poder formar
geles fuertes y alta viscosidad y tener potencial para el desarrollo de peliculas biodegradables
(Sanjurjo et al., 2006). Las peliculas biodegradables permiten la adicién de diversos ingredientes
funcionales en sus matrices, como antimicrobianos, colorantes, vitaminas y antioxidantes y se

consideran peliculas activas.

Una de las ventajas de las peliculas biodegradables con antimicrobianos es la capacidad de poder
liberarlos gradualmente, lo que extiende el efecto en los alimentos (Avila-Sosa et al., 2012). Debido
a la alta demanda de productos naturales, se buscan que los antimicrobianos sean del mismo origen
lo que incluye a las bacteriocinas como la nisina (Narsaiah et al., 2015). La nisina es una alternativa

promisoria para ser empleada como agente antimicrobiano en la carne.

Las bacterias Gram-positivas que afectan a la carne son termorresistentes y soportan pH bajo. La
nisina puede mejorar la proteccion de la carne, al deteriorar o inhibir el ataque microbiano,

aumentar la vida util y reducir las pérdidas de los productos (Cano-Serna et al., 2015).

Por lo que el objetivo de este estudio es obtener una pelicula biodegradable compuesta a base de
alginato y fécula de malanga adicionada con nisina para inhibir el crecimiento de microorganismos

patdgenos en la carne de pollo.
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Objetivos
Objetivo general
Desarrollar y caracterizar una pelicula biodegradable antimicrobiana a base de alginato y fécula de

malanga adicionada con nisina para su aplicacién en carne de pollo.

Objetivos especificos
e Optimizar y caracterizar fisica y quimicamente la pelicula biodegradable de alginato y
fécula de malanga adicionada con nisina bajo el anlisis de superficie de respuesta método

Box-behnken

e Evaluar la actividad antimicrobiana de la pelicula biodegradable de alginato y fécula de

malanga adicionada con nisina sobre Listeria monocytogenes en carne de pollo.

Hipotesis
La pelicula biodegradable de alginato y fécula de malanga adicionada con nisina inhibira el
crecimiento de Listeria monocytogenes in vitro y su aplicacion en carne de pollo almacenada en

refrigeracion por 15 dias.

Seguridad alimentaria
Segun la FAO, en la Cumbre Mundial sobre la Alimentacion (1999) definieron a la seguridad
alimentaria como el acceso econémico y fisico a alimentos saludables y nutritivos a nivel familias,
paises y mundo para satisfacer necesidades nutricionales con el objetivo de llevar una vida sana y

activa.

De acuerdo con a los conceptos proporcionados aportados por la FAO, la seguridad alimentaria
consta de cuatros pilares representativos: 1) disponibilidad fisica de los alimentos, la cual debe
considerar la produccion, el almacenamiento y las importaciones; incluyendo las pérdidas post-
cosecha, asi como las exportaciones para evaluar la disponibilidad de los alimentos; 2) acceso fisico
y econdémico a los alimentos, controlando los medios de produccidn para asegurar el abastecimiento
de los alimentos en el mercado; 3) utilizacién y consumo de alimentos, el consumo se relaciona

con los requerimientos alimentarios que satisfacen a las necesidades nutricionales, de cultura,
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diversidad y las preferencias alimentarias en los hogares y 4) la estabilidad de los alimentos,
asociada a las condiciones de inseguridad alimentaria transitoria de caracter temporal o ciclico,
vinculada a campafias agricolas, ya sea por la falta de produccién de alimentos en determinadas
épocas del afio, o la disponibilidad de alimentos. El acceso a los recursos por parte de las personas
que dependen de cultivos selectos. Ademas, la existencia de almacenes juega un papel
transcendental (Oliva, 2019).

Asociado a lo anterior, esta investigacion en términos de seguridad alimentaria contribuird a la
disponibilidad fisica y estabilidad de los alimentos al desarrollar una pelicula biodegradable
adicionada con nisina con caracteristicas antimicrobianas que permita extender la vida de anaquel
de la carne de pollo. Asi mismo, dar valor agregado a cultivos no convencionales como la malanga,
la cual posee un alto contenido de fécula, polimero con potencial para la elaboracion de peliculas

biodegradables.

Innovacién
De acuerdo con Acufia (2016) la innovacion es todo cambio que genera valor. Mientras que
Formichella (2005) define a la innovacion como “la transformacion de conocimiento en productos

y servicios nuevos y explotarlos comercialmente”.

El Manual de Oslo de 2005 sostiene que innovacion es la insercién de un producto, proceso,
servicio, método nuevo o mejorado. Por lo tanto, cuando se habla de innovacion se referencia a la

generacion de valor y sus consecuencias economicas.

El manual reconoce cuatro tipos de innovacion: innovacion de producto, es el adentramiento de
un servicio nuevo o mejorado; la innovacion de proceso conlleva cambios en las técnicas o
materiales para mejorar un proceso de produccion; innovacion de mercadotecnia, introduce un
nuevo método para comercializacion lo que cambia el disefio de producto, promocién y tarifacion;
y la innovacion de organizacion busca reducir costos administrativos al introducir nuevos (Melia,
2014).

En la presente tesis de investigacion, la innovacion agroalimentaria es prioridad. Al crear un nuevo

método alternativo innovador de conservacion de la carne, mediante el desarrollo de una pelicula
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biodegradable de alginato y fécula de malanga adicionada con nisina, que permita en gran parte

dar valor agregado al tubérculo de la malanga, y alargar la vida util de la carne.

Sustentabilidad

La sustentabilidad es un balance entre el ambiente, sociedad y economia que satisfacen las
necesidades de generaciones actuales sin comprometer a las futuras generaciones, asegurando la

viabilidad de los ecosistemas (Mckeown et al., 2002).

De acuerdo con la FAO (2016) en la cumbre mundial sobre el desarrollo sustentable fue establecido
la divisién de 3 divisiones de la sustentabilidad: 1) la dimension econdmica se encarga de reducir
desperdicios de energia al generar politicas para un acceso igualitario a los recursos y erradicar la
pobreza extrema, asi como desarrollar tecnologias méas limpias; 2) la dimension social trata de
mejorar la calidad de vida de la poblacion estabilizandola, al minimizar las consecuencias de la
urbanizacion y fomentar el desarrollo rural sustentable; 3) la dimension ambiental buscan conservar
la biodiversidad, restringen el uso de agroquimicos que impactan en los ecosistemas (Martin,
2012).

La sustentabilidad de este estudio se orienta a la generacion de una pelicula biodegradable capaz
de inhibir el desarrollo de microorganismos patdgenos con la incorporacion de nisina, bactericida
antimicrobiana extraido de la bacteria acido-lactica Lactococcus lactis subesp. lactis. Desde la
perspectiva ambiental surge la necesidad de otorgara los productos alimentarios un aspecto mas
natural o ecoldgico; asi como reducir el impacto ambiental ocasionado por plasticos derivados del
petréleo. En este estudio los componentes y el método con los que se elaboren las peliculas
biodegradables son amigables con el ambiente, ya que se degradan por accién bioldgica y en corto
tiempo. En la perspectiva social y econémica existe la necesidad de dar valor agregado a los

subproductos de fuentes de cultivo no convencionales como la malanga.
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MARCO TEORICO

1. Peliculas biodegradables

Debido a los costos bajos, alta disponibilidad y propiedades fisicas los plasticos derivados del
petréleo son ampliamente utilizados; estos plasticos compuestos de carbono, hidrégeno, oxigeno,
nitrogeno y fosforo tienen un elevado peso molecular y son fabricados mediante el procesamiento
de petrdleo o gas natural (Perdomo, 2002). Para la conversion de petroleo a plastico, este debe
refinarse y ser dividido en moléculas mas pequefias para posteriormente mediante calor y presién
ser combinadas con polimeros de cadenas mas largas y asi proporcionar caracteristicas deseadas al

material (Segura et al.,2007).

Para 2019, la produccion mundial de plastico fue de 400 millones de toneladas aproximadamente,
se estima para 2030 aumente a 700 millones y para 2050 sea 1.800 millones. De todo el plastico
producido, solo el 9% es reciclado, 12% es incinerado y el 79% se encuentra desechado en la
naturaleza; anualmente, 8 millones de toneladas de plastico terminan en los océanos (Fuhr y
Franklin, 2019).

En el sector alimentario los envases y empaques han sido muy importantes al cubrir caracteristicas
y requisitos especificos, se clasifican en tres categorias: los que estan en contacto directo con el
alimento se les denomina primarios, en esta categoria se encuentran las peliculas biodegradables y
otros materiales flexibles; secundarios tienen como finalidad contener uno 0 mas envases primarios
y los terciarios distribuyen, unifican y protegen al producto en todo el lapso de la cadena comercial
(Solano-Doblado et al., 2018). Las peliculas biodegradables son matrices poliméricas preformadas
que pueden ser aplicadas sobre la superficie de un alimento o consumidas (Sharma y Rao, 2015).
En la Figura 1 se muestran sus propiedades de barrera ante el intercambio de diferentes sustancias
desde el exterior hacia el alimento y viceversa, con la finalidad de evitar la pérdida o ganancia de
humedad; ademas incide en la estabilidad quimica y microbiolégica de los alimentos (McHugh,
2000), al poder incorporar sustancias activas como antimicrobianos, lo que permite retardar o evitar
el crecimiento de bacterias, levaduras y hongos en alimentos, y asi la vida util durante el

almacenamiento y distribucion (Han y Gennadios, 2005).
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Por otro lado, se convierten en una favorable alternativa al envase convencional debido a su
naturaleza sostenible lo que lo hace amigable con el medio ambiente (Ortega y Pefia, 2019), ademas
de facilitar la comercializacion y distribucion de los alimentos (Espitia et al., 2014)

Capas de la Pelicula biodegradable

‘ Ingredientes funcionales que
pueden afadirse a las

’ peliculas biodegradables

J Antioxidantes
O Antimicrobianos

Compuestos volatiles

(aroma) s

Gases Humedad

0, /CO, /Etileno

Figura 1. Barrera de transferencias del exterior controladas por la pelicula biodegradable.
Modificado de Falguera et al. (2011).

Existen diversos técnicas y métodos para elaborar peliculas biodegradables, entre los cuales se
encuentra la gelacion térmica, pulverizacion electrohidronamica, eliminacion de disolvente y el
método de casting (vaciado en placa), dependiendo de los biopolimeros que los componen (Solano-
Doblado et al., 2018). EI método de casting consiste en la disolucién de los componentes de la
pelicula biodegradable y esta es vertida sobre una placa. El disolvente se evapora, bajo condiciones
de temperatura de 23 + 2 °C y humedad relativa de 55 = 5 %, lo que provoca que de la pelicula
biodegradable se forme, teniendo la ventaja de controlar el espesor de la pelicula biodegradable
resultante (Escobar et al., 2009).

1.1 Composicion de las peliculas biodegradables

La composicién de las peliculas biodegradables depende de la aplicacion deseada, lo cual es
determinante para las propiedades mecanicas y de barrera requeridos. Hidrocoloides, proteinas y

lipidos son los principales componentes para la formacion de peliculas biodegradables.
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Dependiendo del material base de la matriz, sera necesario agregar otros componentes como
plastificantes tales como glicerol o sorbitol para que la pelicula biodegradable no resulte quebradiza
(Dominguez-Courtney y Jiménez-Munguia, 2012). Cabe destacar que para la elaboracion de las
peliculas biodegradables se requiere de tres ingredientes principales: el biopolimero, el disolvente

y el plastificante.

Los biopolimeros mas utilizados en la elaboracion de peliculas biodegradables son alginato,
pectinas, zeina de maiz, gelatina, colageno, caseina, almidon, celulosa (Fernandez et al., 2015).
Los biopolimeros que pueden desarrollar peliculas biodegradables son aquellos de origen animal,
marino, microbiano y agricola (Figura 2). Los de origen agricola se clasifican en: hidrocoloides,

lipidos/grasas y compuestos.

En los Hidrocoloides se encuentran los polisacaridos como celulosa, carragenina, almidon,
alginato y pectina; asi como proteinas y sus derivados. Les proporcionan a las peliculas
biodegradables buenas propiedades mecénicas y de barrera a los gases (O2 y COz); no obstante, no

impiden la transferencia de vapor de agua

Los lipidos comprenden componentes de &cidos grasos, acilglicerol y ceras; confieren a las
peliculas biodegradables buenas propiedades de barrera para la humedad, sin embargo, por si solos

no tienen capacidad para formar las peliculas biodegradables.

Los compuestos son aquellas formulaciones mixtas entre hidrocoloides y lipidos que otorgan buena
resistencia al vapor de agua, buena integridad y cohesién estructural de la pelicula biodegradable;
presentan la ventaja de potenciar las propiedades de cada grupo y disminuir las limitantes
individuales (Pastor et al., 2005).

Entre los disolventes mas utilizados se encuentran el agua, el alcohol y &cido acético. Para
solubilizar al biopolimero, generalmente se limita el uso de agua (Taylor et al., 2005); sin embargo,
también se reporta el uso de alcohol para la disolucion de zeina (Montalvo et al., 2012), ya que este
componente es insoluble en agua. Esto es debido a que la zeina es particularmente rica en acido
glutdmico, leucina, prolina y alanina, lo que le confiere su naturaleza insoluble; y &cido acético
para quitosano (Albarracin-Hernandez y Valderrama-Bohorquez, 2014) ya que este polisacarido se

disuelve en solventes medianamente acidos o acidos.
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Figura 2. Fuentes naturales de biopolimeros utilizados para la formacion de peliculas
biodegradables. Modificado de Parzanese (2006).

Los plastificantes son aditivos de bajo peso molecular utilizados para reducir los enlaces
intermoleculares de las cadenas de polimeros, lo que modifica las propiedades mecanicas y produce
peliculas biodegradables mas flexibles (Campos et al., 2011). Los plastificantes mas utilizados son

glicerol, polietilenglicol, sorbitol, entre otros.

El glicerol (C3HgOz3) es un polialcohol incoloro e inodoro, estd compuesto por tres grupos hidroxilo
que le proporcionan caracteristicas higroscopicas, es decir, le otorga la capacidad de ceder o
absorber la humedad del ambiente que lo rodea. El glicerol es soluble en agua y alcoholes por su

capacidad de formar enlaces de hidrogeno (Lafuente, 2017).

El efecto del glicerol en las peliculas biodegradables mejora las propiedades mecanicas, debido a
la reduccion de los enlaces intermoleculares de las cadenas de polimeros y hacen las peliculas mas
flexibles (Campos et al., 2011). De acuerdo con Jongjareonrak et al. (2006) existe mayor
flexibilidad y elongacion, asi como una reduccién de fuerza tensil en peliculas con glicerol como

plastificante en comparacion con peliculas con etilenglicol.
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Bozdemir y Tutas (2003) mencionan que, hay una relacion proporcional con el aumento de la
concentracion del plastificante y la elongacion de las peliculas, asi como la permeabilidad al vapor
de agua, y por el contrario reduce la fuerza tensil y fuerza de quiebre. Por su parte, Khairunnisa et
al. (2018) reportan que, la disminucion de la resistencia a la traccion se debe a las concentraciones
elevadas de glicerol, de igual manera el porcentaje de alargamiento se vio afectado en peliculas de

alginato
1.1.1 Alginato

El alginato es extraido principalmente de sales sddicas, calcicas y potésicas provenientes del cido
alginico, siendo la principal macromolécula extraida de las algas pardas (Avendafio-Romero et al.,
2013). Los componentes del alginato se dividen en blogues de B-D-manurénico (M) y acido a-L-
guluronico (G) unidos por enlaces 1-4. La distribucion de los grupos de p-D-manuronico y acido
a-L-gulurénico constituyen bloques blogues G (-GGG-), bloques M (-MMM-) o en bloques
mixtos, o también llamados heteropolimeros donde los bloques G y M se alternan (-MGMG-).
Dependiendo del contenido gulurdnico, gel formado tendréa caracteristicas de flexibilidad o rigidez,
debido a la distribucion de los monomeros en la cadena polimérica, asi como la carga y volumen
de los grupos carboxilo. El alginato tiene la capacidad de formar geles, que dependiendo del
contenido de grupos gulurdnicos, los geles tendran determinadas caracteristicas de flexibilidad o
rigidez. Al haber dominancia de bloques G el gel resulta duro y fragil, contrariamente ante una

mayor cantidad de bloques M, los geles son suaves y elasticos.

Los enlaces glucosidicos B (1-4) son los que unen a los bloques MM y MG, mientras que los enlaces
glucosidicos a (1-4) unen a los bloques GG y GM (Lupo et al., 2012). Existen cavidades en medio
de los bucles de las cadenas, donde los iones de calcio pueden insertarse, lo que da lugar a cambios
en su estructura que da pie a un modelo conocido como “modelo caja de huevo” (eggs-box model)
(Avedario et al., 2013), tal como lo muestra la Figura 3, se observa el acomodo zigzagueante de
dos cadenas de alginato entrelazados con cationes de calcio, lo que estabiliza la estructura por las

uniones de acidos guluroénicos (G- Ca- G), teniendo una proporcion 4:1 (G-Ca) (Li et al., 2007).
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Figura 3. Modelo caja de huevos del alginato en peliculas biodegradables.
Modificado de Morris et al. (1978).

Las peliculas biodegradables elaboradas con alginato de sodio son muy solubles en comparacion
con peliculas a base de otros polisacaridos como carragenina (Méndez-Reyes et al., 2015), eso
puede atribuirse a su naturaleza hidrofilica; ademas, esto mismo le confiere pobres propiedades de
barrera al vapor de agua (Tapia et al., 2007). El alginato al mezclarse con diferentes polimeros
como el almiddn, amplia las funcionalidades de cada polimero como las propiedades mecanicas,
otorgandole a la pelicula flexibilidad que por si solo, el almidén no genera (Méndez-Reyes et al.,
2015). Las peliculas biodegradables de alginato evitan la pérdida de color en carne y la

transferencia de gases, ademas de prevenir la contaminacion microbiana (Gheorghita et al., 2020).

Takma y Korel (2019) encontraron que peliculas de PET (polimero plastico - polietileno
tereftalato-poliéster) combinadas con quitosano, alginato y aceite de comino negro (BCO) tienen
efecto en la calidad y vida Util de la carne de pechuga de pollo almacenada a 4°C durante 5 dias,
debido al efecto antimicrobiano del BCO contra Escherichia coli y bacterias mesoéfilas aerobias
totales. Alboofetileh et al. (2014) demostraron que la aplicacion de peliculas con aceite esencial de
mejorana (1%), alginato y arcilla retraso el crecimiento de L. monocytogenes en rodajas de trucha
almacenada en refrigeracion a 4°C hasta 6.23 log UFC / g en los 15 dias de almacenamiento en

comparacion con las muestras de control de 7.38 log UFC / g.

Oussalah et al. (2007) encontraron que una pelicula a base de alginato con aceites esenciales de
canela china (Cinnamomum cassia) inhibieron eficazmente el crecimiento de Salmonella

typhimurium y Listeria monocytogenes en jamén. Kazemi y Rezaei (2015) reportan que la adicion
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de gelatina con alginato de sodio y aceite esencial de orégano en trucha arcoiris fresca, retraso el
crecimiento de bacterias acido-lacticas, P. seudomonasspp. y Enterobacteriaceae durante 15 d de
almacenamiento comparado con el control. Mei et al. (2020) reportaron que la bacteriocina EFL4
sintetizada por Enterococcus faecalis L04, adicionada a una pelicula de alginato de sodio, redujo
significativamente el crecimiento de L. monocytogenes y mantuvo la calidad de filetes de salmén

fresco durante 8 d de almacenamiento a 4°C.

1.1.2 Almiddn

El almiddn es un polisacarido que estd compuesto por dos unidades de glucosa: amilosa (cadena
lineal de 1,4-a-D-glucopiranosa) y amilopectina (molécula ramificada conformada por unidades
de a-1,6-glucosido). Entre las principales fuentes para obtener almiddn se encuentra la yuca, papa,
trigo y maiz (Marcel et al., 2012). El almidon también puede ser nombrado segun la fuente de
extracciéon, como féculas cuando es extraido de tubérculos, rizomas o tallos (Rodriguez, et al.,
2006).

De acuerdo con la NMX-F-382-1986, la fécula se compone por granulos pequefios, ligeros y suaves
al tacto, no son solubles en agua fria y forman geles viscosos al aumentar su temperatura. Tiene un
amplio rango de aplicaciones que van desde adhesivos, manufactura de papel y empaques
biodegradables (Hernandez et al., 2008). En el Cuadro 1 se muestran el contenido de amilosa y

amilopectina en almidones y féculas mas comunmente usadas en la industria.

La amilosa es capaz de formar peliculas biodegradables fuertes, insipidas, inodoras e incoloras,
que al afadir algin plastificante, mejora sus propiedades mecéanicas especialmente las que son
elaboradas con almidones con alto contenido de amilosa; sin embargo, se ven afectadas por la
retrogradacion, debido a las dobles hélices en la amilosa y la zona cristalina de la amilopectina que
ocasionan el endurecimiento de la pelicula (Fama et al., 2005).

Cuadro 1. Contenido de amilosa y amilopectina en almidones y féculas.

Tipo de Amilosa Amilopectina
almidén o (g/100g de  (9/100 g almidon)
fécula almidon)
Trigo 28 72.0
Maiz 27 73.0
Maiz ceroso 0-1 99.0
Papa 21 79.0
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Arroz 17 83.0

Arroz ceroso 0-2 98.0
Yuca 17 83.0
Platano 11 89.0

Fuente: Aparicio-Sanguilan et al. (2005)

La gelatinizacion es el inicio del proceso de transformacién del almidén a una pelicula
biodegradable, en esta parte los granulos del almidon forman una red polimérica para
posteriormente el granulo hincharse lo que resulta en la desintegracion de los cristales (Pelissari et
al., 2019). El almidon no se solubiliza en agua fria, pero cuando se somete a energia térmica y se
le afiade un plastificante, se revierte el proceso de cristalizacion volviéndose una matriz continua.
En la Figura 4, se observa el proceso de conversion de granulos de almidon a peliculas
biodegradables: hinchamiento del grénulo, rotura de amilopectina y solubilizacion de

amilosa/amilopectina (Pelissari et al., 2019).

El hinchamiento del granulo de almidén ocurre por la adsorcién de agua ademés depende de la
temperatura, al tener una temperatura elevada la estructura del granulo colapsa, caso contrario si la
temperatura es baja este proceso puede ser revertido. Las moléculas de agua rompen los enlaces de
hidrogeno presentes en los grupos de amilopectina, solubilizando completamente las cadenas de
amilosa y amilopectina. Resulta en una pelicula de almidon al entrelazarse la amilosa y
amilopectina. Dependiendo de como se almacenen las peliculas biodegradables de almidon o si la
ruptura de amilosa/amilopectina es incompleto pueden ser propensas a la retrogradacion, es decir
que las cadenas de amilosa y amilopectina se recristalizan con el tiempo ocasionando un

reordenamiento molecular (Pelissari et al., 2019).

Si el almiddn es el unico componente en la elaboracion de peliculas biodegradables, resulta en
peliculas quebradizas (Wang et al., 2007), con limitadas propiedades mecéanicas y alta
permeabilidad al vapor de agua; por lo que, la combinacion con otros biopolimeros es necesaria
para la produccion de mejores caracteristicas, evitando asi dichas limitaciones (Enriquez et al.,
2013).

23



I II III

Granulos nativos Granulos hinchados Matriz continua
4 Ee®
G
£
a ; -
& N ’ N\
H20 A Amorphous -
'/ . ~
&% o~ SR e N Tgel N
T e \ A e Am!losa ’ e m
S Gz Amilosa %/,’f’,’f, _ ) ‘
Amo rfas SATS S G SATS S = = . ,/
i s -— ) 4 .
Cristalino = i ‘\‘ ’\
Racimos de amilopectina Racimos de amilopectina

Grupos de amilopectina interrumpidos

Estado semicristalino natural » Hidratacién / Hinchazén » ?uasl%r:]tamnento + Solubilizacién /

Figura 4. Transformacion de granulos de almidon en peliculas biodegradables.

Modificado de Pelissari et al. (2019)

Tharanathan (2003) menciona que existe una mayor dureza en las peliculas cuando hay un mayor
contenido de amilosa en el almidon. Sin embargo, al adicionar plastificantes las propiedades
mecanicas mejoran (Toongdeesoontorn et al., 2011). Vazquez-Luna et al. (2019) demostraron que
peliculas con 3% de almidon nanoestructurado con 6% de glicerol tuvieron mejor flexibilidad y
son menos fragiles que peliculas de almidon natural a la misma concentracion de glicerol.

Asimismo, demostraron al aumentar el porcentaje de almiddn el espesor igualmente aumenta.

Durante el calentamiento del almidon ocurre un aumento de la solubilidad, asociado al
rompimiento de los granulos y a la exposicion de los grupos hidréfilos (Himeda et al., 2012). Afifah
et al. (2019) reportaron que una pelicula de almidon de arrurruz (Maranta arundinacea) mezclada
carrageninay glicerol, tuvo una solubilidad de 71.02%; mientras que, al adicionar antimicrobianos
esta disminuy6 en un rango de 66.41-60.32%, dependiendo del antimicrobiano (sorbato de potasio,
benzoato de sodio y propionato de calcio). De igual manera, VVasconez et al. (2009) informaron
que la pelicula de almidon de tapioca con quitosano y sorbato de potasio tuvo una solubilidad de

24%, menor que la pelicula de almidon de tapioca con quitosano con 25%.
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La produccion y caracterizacion del almidon proveniente de fuentes no convencionales, puede
proveer materias primas con propiedades especiales para usos especificos en la industria, como el
mango (Mangifera indica L.). mapuey (Dioscorea trifida) (Rached et al., 2006), quinoa
(Chenopodium quinoa Willd) (Arzapalo-Quinto et al., 2015) y la malanga (Colocasia esculenta
(L.) Schott) (Bello-Pérez et al., 2006) por lo que, podria ser un area de oportunidad para el

desarrollo de peliculas biodegradables.
1.1.2.1 Fécula de malanga

La malanga (Colocasia esculenta) es un tubérculo comestible que pertenece a la familia de las
Araceaes originario de Asia, es una planta herbacea, hidréfila, suculenta. En México, solo Oaxaca,
Veracruz y Puebla producen malanga en 100 hectareas aproximadamente, teniendo alrededor de 2
mil 500 ton destinadas a exportacion hacia Estados Unidos y Canada, con una demanda anual de
30 mil t.

En Veracruz, al ser un cultivo no convencional, tiene poco consumo y difusion destinando su
produccion a exportacion (Mazariegos et al., 2017), lo que causa que la poblacién desconozca los
beneficios y propiedades entre los que se destaca un alto contenido de almidén (30-85% en base
seca) y proteinas (1.4-7.0%). Contiene ademas fibra (0.6-0.8%), calcio, vitamina A, C, y fésforo
(Dendy, 2001). En este sentido, las féculas extraidas a partir de raices y tubérculos utilizados como
materia prima para la elaboracion o desarrollo de nuevos productos alimenticios, es una alternativa
favorable para promover e incrementar la demanda y produccién de estos (Pacheco y Techeira,
2009).

La extraccion de las féculas de raices y tubérculos son mas faciles y menos costosos que los
almidones de cereales, al evitar procesos industrializados (Torres et al., 2013). La malanga tiene
propiedades funcionales como texturizante, espesante, aglutinante y gelificante lo que la vuelve

idonea para la elaboracion de peliculas biodegradables (Tapia et al., 2012).

Los granulos del almidén de malanga tienen una forma esférica y poligonal y la estructura de la
amilopectina se asocia con el origen boténico, al ser mas grandes pueden formar pastas con alta
viscosidad, lo que influye en las propiedades fisicoquimicas, funcionales y nutricionales (Torres et

al., 2014). Siskawardani y Hidayat (2020) determinaron que la fécula de malanga y glicerol
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influyen sobre las propiedades fisico-mecanicas de una pelicula comestible. Reportando que el
mejor tratamiento fue fécula de malanga al 3% vy glicerol al 25%, con espesor (0,15 mm),
solubilidad (23,48%), fuerza tensil (10.63 MPa) y elasticidad (60.21%).

1.2 Propiedades de las peliculas biodegradables

Los componentes con los que se elaboran las peliculas biodegradables influyen en las propiedades
que brindan (Romero y Estrada, 2011), entre las que se encuentran las propiedades de barrera, la
permeabilidad al vapor de agua, las propiedades mecénicas y las propiedades fisicas (Opticas,

solubilidad, espesor).

Una de las caracteristicas mas importantes es la propiedad de barrera, se enfoca en encontrar un
equilibrio ante el intercambio de O, CO2 y vapor de agua, siendo dependiente de la humedad
relativa del exterior de la pelicula. La mayoria de los biopolimeros son semi permeables a los gases,
como los hidrocoloides que forman redes intermoleculares convirtiéndolos en buenos materiales
para la formacion de peliculas al presentar buenas propiedades de barrera a gases y propiedades

mecanicas (Silva-Weiss et al., 2013).

La permeabilidad al vapor de agua (PVA) de una pelicula es una propiedad muy importante que
controla el transporte de agua a través de esta (Solis, 2016). Se ve afectada por la concentracion de
los plastificantes ya que estos disminuyen las fuerzas intermoleculares de los biopolimeros
haciendo las redes mas abiertas, a mayor concentracion de plastificante mayor sera la
permeabilidad (Arias-Moscoso, 2009). De igual manera hay una relacién con el espesor de las
peliculas: al incrementar el espesor la transferencia de masa sera mayor, lo que ocasiona que la

presion de vapor de agua en la superficie de la pelicula sea mayor (Trejo et al., 2001).

Las propiedades mecanicas estan relacionadas con la estructura quimica de la pelicula. La
estructura quimica de la pelicula otorga las propiedades mecéanicas de estas, la fuerza tensil es la
maxima resistencia que tiene la pelicula ante el estiramiento, es parametro mas comuan para medirlo
es MPA, la fuerza de quiebre es la fuerza necesaria para que la pelicula se rompa; mientras que la
elongacion (%) es el estiramiento que resiste la pelicula hasta el rompimiento (Yang y Paulson,
2000), en este parametro el plastificante presenta gran influencia al eliminar enlaces de hidrégeno

aumentando la movilidad de las cadenas de biopolimeros (Rosales, 2016).
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1.3 Peliculas biodegradables con propiedades bioactivas

Con el fin de alargar la conservacion o mejorar la calidad de los alimentos, se han incorporado
ingredientes bioactivos a los empaques para liberarse o ser absorbidos por el alimento. Estos
empaques ademas de proporcionar propiedades de barrera a factores externos dafiinos al alimento
lo protegen de alteraciones quimica, enzimatica y bioldgica (Gémez-Estaca et al., 2014).
Dependiendo del aditivo adicionado, las propiedades bioactivas se pueden clasificar como

vitaminas, saborizantes, firmacos, antioxidantes, colorantes y antimicrobianos (Bruna et al., 2014).

En la industria carnica se han empleado las peliculas biodegradables para reducir la pérdida de
humedad y calidad de esta evitando cambios en su color, sabor y textura, ademas de evitar la
oxidacion de lipidos y mioglobina, y una menor contaminacion de microorganismos patégenos
(Sanchez-Ortega et al., 2014). Amiri et al. (2019) encontraron que peliculas de almidén de maiz
con nanoemulsion de aceite esencial de Zataria multiflora fortificado con cinamaldehido presenta
mayor actividad antioxidante en empanadas de carne molida fresca a los 20 dias de almacenamiento
en refrigeracion. Bojorges et al. (2020) reportan que la circuma en una pelicula de alginato
aplicada a carne aumentd la capacidad antioxidante y extendio la vida dtil de la carne de cerdo 12

d, res 16 d y pollo 12 d en almacenamiento refrigerado.
1.4 Peliculas biodegradables antimicrobianas

Existe una variedad de sustancias antimicrobianas que se pueden incorporar a las peliculas
biodegradables como sorbato de potasio, aceites esenciales como el de orégano y tomillo (Solano
y de Rojas-Gante, 2012), enzimas como la lisozima (Diaz-Gonzalez, 2015) y bacteriocinas como
la nisina y pediocina (Narsaiah et al., 2015). Ortega-Toro et al. (2016) indican que los
antimicrobianos alargan la vida atil de los alimentos al evitar o reducir el crecimiento de
microorganismos. Los antimicrobianos pueden dividirse en dos grupos de acuerdo con su
mecanismo de accion: 1) los que migran hacia la superficie del alimento total o parcialmente y 2)
los que contienen los antimicrobianos en la superficie de una pelicula (Vazquez-Briones y
Guerrero-Beltran, 2013).

Al incorporar antimicrobianos a las peliculas biodegradables se espera que pueda migrar a la

superficie del alimento, esta migracion depende en gran medida de las interacciones electrostaticas
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que hay entre el antimicrobiano y el biopolimero, ademéas de los cambios fisicos y estructurales

ocasionados por los antimicrobianos (Sebti et al., 2007).

Para la difusion del antimicrobiano se debe tomar en cuenta diversas caracteristicas de la pelicula,
como el biopolimero con el que esta elaborada o el proceso de elaboracion, ademas de considerarse
las caracteristicas del alimento que se va a aplicar como el pH o la actividad de agua; incluso las
condiciones de almacenamiento como el tiempo y temperatura (Lin y Zhao, 2007). Sin embargo,
se busca que los antimicrobianos sean de origen natural al verse expuestos la poca inocuidad de los

aditivos quimicos empleados para la elaboracion de peliculas (Avila-Sosa et al., 2012).

1.4.1 Bacteriocinas

Las bacteriocinas son péptidos producidas por bacterias &cido-lacticas (BAL), no son formadoras
de esporas, tienen forma de bacilos o cocos, carecen de motilidad y durante su fermentacion
sintetizan é&cido lactico (Siamansouri et al., 2013). Son reconocidas como GRAS, no son tdxicas
ya que son inactivadas por enzimas proteoliticas, presentan accién bactericida frente a diversas
bacterias patogenas, actuando sobre la membrana citoplasmatica del microorganismo. Al ser
inactivadas por las enzimas proteoliticas no son toxicas, lo que le vale su reconocimiento como
GRAS, son bactericidas ante bacterias patdgenas teniendo accién sobre la membrana

citoplasmatica de la bacteria (Settanni y Corsetti, 2008).

Presentan distintos mecanismos de accién, distintos pesos moleculares y propiedades
fisicoquimicas (Stoyanova et al.,2012). Al ser catalogadas como seguras para consumo Yy no
toxicas, son de gran utilidad para la industria alimentaria; ademas de mostrar un alto nivel de
inhibicion (Nes et al., 2007). Al contener residuos de aminodacidos (histidina y lisina) les confiere
caracter catiénico (pH neutro); ademas ser anfipatica y tener naturaleza hidrofébica debido al

triptéfano, fenilalanina, metionia, isolecuna, prolina, alanina, leucina y valina (Yusuf, 2013).

Se han categorizado en cinco clases de acuerdo con varios aspectos de clasificacion entre los cuales
se distinguen los microorganismos productores, propiedades fisicas, estructuras quimicas, pesos
moleculares, caracteristicas génicas y bioquimicas y el modo de accion (Balciunas et al., 2013):

Existen cinco clasificaciones de los péptidos, Los lantibidticos o péptidos de clase I, tienen muy

bajo peso molecular, termorresistentes y estan conformados estructuralmente por aminoacidos no
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comunes como dehidroxilamina, dehidrobutirina, metillantionina y lantionina. Regularmente se
presentan de forma lineal tal es el caso del tipo donde la més representativa es la nisina, o de forma
globular donde pertenecen el tipo B, como el caso de la mersacidina. en la clase 11, se localizan los
péptidos termoestables, donde a su vez, esta clase ha sido dividida en cinco subclases (lla, 1lb, lic,
I1d, y lle), donde la lla actta fuertemente contra Listeria, la subclase 11b como la plantaricina, son
bacteriocinas que son formadas por dos péptidos; en la subclase llc se hallan las bacteriocinas como
la lactococcina A, que no son similares con otra bacteriocina; la clase 11d son péptidos lineales
donde se encuentra la lacticina Q y finalmente la clase Ile donde las bacteriocinas son resultado de

la degradacion de proteinas mas grandes.

La clase 11l son péptidos de elevado peso molecular, menos a 30 kDa donde la helveticina es la
bacteriocina representativa. La clase IV son péptidos de estructura compleja, regularmente
asociados a carbohidratos o lipidos. La clase V son péptidos de estructura circular que no poseen
modificaciones post-traduccionales, siendo la enterocina AS-48 la bacteriocina representativa

Las bacteriocinas desestabilizan las funciones de la membrana, por la formacion de poros.
Estructuralmente se conforman por un lado hidrofobico y otro hidrofilico, el lado hidrofébico se
sitla cerca de los lipidos de la membrana mientras que el lado hidrofilico es el encargado de crear
oligbmeros que forman poros en la membrana logrando atravesarla (Chen y Hoover, 2003),
resultado en lisis y pérdida de iones de potasio y ATP; lo que ocasiona pérdida de la regeneracion

de la membrana, energia celular y sintesis de ADN, ARN y proteinas (McAuliffe et al., 2001).

De acuerdo con lo reportado por Cleveland et al. (2001), las bacteriocinas pueden utilizarse como
iniciadores de alimentos fermentados, pueden ser afiadidas directo al producto y aplicarse como
aditivo en alimentos; para esto Gltimo deben cumplir con regulaciones (Gautam y Sharma, 2009),
para no suponer riesgo a la salud, la cepa productora debe ser GRAS y ser inhibidoras de

microorganismos patdégenos

La pediocina o nisina son ejemplos de bacteriocinas con efectos favorables contra bacterias
patdgenos en productos carnicos. Algunos estudios se enfocan en la adicion de dichas bacteriocinas
de diversas maneras, directo a la carne antes de su calentamiento o antes de su envasado y

afiadiéndolo a peliculas biodegradables (Murphy et al., 2005).
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1.4.2 Nisina

La nisina es un péptido de 34 aminoécidos con bajo peso molecular (3.4 kDa) producida por
Lactococcus lactis subsp. lactis (McAuliffe et al., 2001). De acuerdo con la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) es la Unica bacteriocina utilizada para conservar alimentos, es eficaz con el
crecimiento de Listeria monocytogenes, Staphylococcus spp, entre otras (Bouttefroy y Milliere,
2000). Govaris et al. (2010) demostraron la inactividad de la nisina frente a bacterias Gram-

negativas debido a una segunda membrana externa, carente en las Gram-positivas.

En la industria alimentaria ha sido utilizada como conservador en vino y cerveza, al evitar la
fermentacion y deterioro del producto. Existe un limite maximo de 25 mg/kg para su aplicacién en

carne establecido por los métodos estandares del instituto britanico (FDA, 2012).

Abdollanhzadeh et al. (2014) encontraron que la mezcla de aceite esencial de tomillo y nisina tiene
un efecto bacteriostatico contra L. monocytogenes aplicado a pescado picado almacenado en frio.
Por otra parte, Kara et al. (2014) reportaron que la aplicacion de nisina en hamburguesas de pollo
inoculadas con L. monocytogenes redujo alrededor de 1-2 UFC/g el crecimiento de la bacteria

almacenadas a 4°C por 7 d.

La nisina tiene un mecanismo de accion dual; mediante atracciones electrostaticas se adhiere a la
pared celular de la bacteria como se muestra en Figura 5; para posteriormente ligarse al lipido 11
evitando la correcta sintesis de pared celular, formando un poro en la membrana lo que ocasiona la
salida de ATP y otras moléculas causando la muerte celular (Hassan et al., 2012). Basch et al.
(2013) reportan que la combinacién de nisina (3000 Ul) con sorbato de potasio (0.3%), en una
pelicula de almidon (3%) e hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) lograron un mejor rendimiento al
combinarlos contra Listeria innocua que de manera separada. Ademas, los agentes

antimicrobianos, modificaron las propiedades fisicas y mecanicas de la pelicula.
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Figura 5. Mecanismo de accién de la nisina. Modificado de Cotter et al. (2005)
2. Carne de pollo

La carne es el resultado de una serie de conversiones bioquimicas después de la muerte del animal,
que durante dicho proceso las fibras musculares se adaptan a la ausencia de nutrientes y oxigeno,
modificando su metabolismo aerdébico a anaerébico. La menor generacién de ATP favorece la
produccion de acido lactico que, al acumularse disminuye el pH a neutro a 5.4-5.8 del tejido. Por
otra parte, las fibras no pueden mantener condiciones reductoras ocasionando el rigor mortis dando

pie al proceso de maduracién (Huff-Lonergan et al. 2010).

La carne de pollo es rica en hierro, potasio, fosforo, zinc, aminoacidos, omega 6 y 3 lo que la vuelve
en una en una fuente de proteina con alto valor biol6gico y nutritivo (USDA, 2014), ademas de un
contenido nulo de grasas (Martinez y Mora, 2010). En la vida util de la carne se mantienen las
caracteristicas sensoriales, microbioldgicas, nutricionales superando la aceptabilidad de los
consumidores (Giannakourou et al., 2001). La carne de pollo es dependiente de pH, actividad de
agua, carga microbiana inicial, temperatura y empaque de almacenamiento (Malave, 2006).

31



El crecimiento de microorganismos en la carne dependera de los buenos précticas de produccion,
es decir del manejo del animal vivo, la matanza y la manipulacion de las canales (Lopez y Casp,
2004), ya que en la superficie existen microorganismos que influiran en la calidad de la carne
(Sofos, 2003). La carne de pollo tiene una vida Util de 6 dias aproximadamente, pudiendo
incrementar hasta 15 dias cuando se aplica un envasado modificando su atmosfera con con 60 a
80% de COz lo que inhibe la microbiota aerobia (Doyle y Buchanan, 2013). Generalmente, son tres
tipos de microorganismos que componen la poblacion microbiana de la carne de pollo: la flora que
se transmite en el proceso de matanza de las plumas a la piel, la floral que existe naturalmente de

la piel, los que se adhieren a la piel del pollo en el procesamiento (Mead, 2005).

Al ser altamente nutritiva, la carne de pollo es muy susceptible a microorganismos patdgenos
principalmente: Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Clostridium
perfringens, Salmonella spp, Campylobacter spp y Yersinia enterocolitica lo que repercute en la
calidad de la carne al provocarle malos olores (Montville et al., 2012). En caso de Listeria, es una
bacteria que al ser termorresistente se vuelve muy infecciosa. Debe tomarse precauciones con la

manipulacion de carne cruda (Palacios-Aguilera, 2017).

2.1 Listeria monocytogenes

Es un bacilo Gram-positivo no formador de esporas, termorresistente pudiendo crecer a 4-8°C
(Cruz-Pulido et al., 2012; Castafieda et al., 2013) y tolerante a pH acidos y concentraciones altas
de NaCl (Olivares, 2009), responsable de la listeriosis al consumir alimentos contaminados por
esta bacteria. Es un patégeno anaerobio facultativo que puede multiplicarse tanto en las células
endoteliales, epiteliales, hepatocitos y fagocitos (Torres et al., 2005). Se ha observado que no puede

multiplicarse en carne empacada con atmosferas modificadas almacenadas en frio

Sogut y Seydim (2019) probaron los efectos de peliculas a base de extracto de semilla de uva (GSE)
(al 5, 10 y 15%) incorporado en la pelicula de quitosano (CH) sobre la calidad de los filetes de
pechuga de pollo envasados al vacio para L. monocytogenes inhibiéndolo en su totalidad.
Martillanes et al. (2021) encontraron que una pelicula de quitosano con extracto de salvado de
arroz con nisina con altas presiones de 600 MPa, tiene efecto antimicrobiano contra L.

monocytogenes aplicado a jamon ibérico curado loncheado almacenado por 36 h a 4°C.
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3. Interaccién empaque-alimento

Con el fin de proteger a los alimentos y conservar su calidad durante toda la cadena de
comercializacion, los empaques y envases juegan un papel muy importante al interferir entre ellos
y el entorno, sin embargo, es trascendental que el empaque sea inocuo a la salud del consumidor
(Garcia y Pedlowski, 2014). Existen metodologias para medir la interaccion del empaque y el

alimento (Restrepo, 2014).

Existe evidencias que confirman la migracion de los materiales de empaques hacia los alimentos,
partiendo de esto la migracion es la difusion o transferencia de compuestos de bajo peso molecular
hacia un alimento, influyendo negativamente en la seguridad y calidad de estos (Enguita, 2020).
Se calcula con la siguiente ecuacion:
ac 2
—~ =D (a_c)
ot dx2
Siendo C la concentracion del migrante, x la posicion y t el tiempo de exposicion. Para describir la

velocidad y su extension debe considerarse el estudio de la cinética y la termodinamica (Torre,
2017).

La migracién debe considerarse la composicion y naturaleza del empaque que permitira conocer
las sustancias a migrar; la temperatura ya que el proceso aumenta cuando la temperatura aumenta;
la forma y tamafio del empaque; el estado del alimento y el tipo de contacto que el material tendra

con él y el tiempo de contacto que varia entre horas hasta afios (Barnes et al., 2006).

Existen factores que aumentan este proceso, como el aumento de la temperatura, aumento del
tiempo de contacto o las concentraciones altas de los compuestos migrantes; existen también
factores que disminuyen el proceso de la migracion como las sustancias de mayor peso molecular

en el material de envasado, la baja difusividad del material o los alimentos secos (Torre, 2017)

La cantidad total transferida del empaque al alimento es definida como migracion global, mientras
que la cantidad de una sustancia en especifico que es transferida del envase al alimento es la

migracion especifica (Otin-Acin, 2011).
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Los estudios de migracién se pueden realizar in vivo experimentando con el tejido vivo, o in vitro
en tubos de ensayo o ambientes controlados (Pereira-Vega, 2015) utilizando simulantes
alimentarios que sustituyen a los alimentos reales y simplifican los analisis de migracion (Enguita,

2020) como se muestra en el Cuadro 2:

Cuadro 2. Simulantes alimentarios en la industria alimentaria.

Simulante alimentario Abreviatura Tipo de alimento que simulan
Etanol 10% (v/v) Simulante alimentario A Alimentos hidrofilicos
Acido acético 3% (w/v) Simulante alimentario B Alimentos  hidrofilicos  con
pH<4.5
Etanol 20% (v/v) Simulante alimentario C Alimentos  hidrofilicos  con
alcohol <20%
Etanol 50% (v/v/) Simulante alimentario D1 Alimentos lipofilicos, alimentos

sin alcohol >20% vy aceite en
emulsiones acuosas

Aceite vegetal Simulante alimentario D2 Alimentos lipofilicos con grasas
libre en la superficie

Poli (Oxido de 2,6-difenil-p- Simulante alimentario E Migracion especifica en

fenileno), tamafio de particula alimentos secos

60-80 malla, tamafio de poro 200

nm

Fuente: (Torre, 2017).
4. Métodos de superficie de respuesta

Son una serie de técnicas matematicas y estadisticas donde se modela y analiza problemas en los
que una o mas respuestas de interés son influenciadas de variables, el prop6sito de estas técnicas
son la optimizacion de la variable de respuesta, esta optimizacion se utiliza como un sistema
operativo eficiente y un proceso unitario para obtener una solucion altamente aceptable (Noshad et
al., 2011).

Thakur et al. (2017) reportaron que la concentracion de quitosano, almidén de guisante y glicerol
tuvo efectos significativos sobre las propiedades fisicas y mecanicas de la pelicula, ademas la
formulacion Optima para la elaboracion de la pelicula comestible fue 1% de quitosano, 1,5% de
almidon de guisantes y 0,5% de glicerol obteniendo peliculas con buenas propiedades fisicas y

mecanicas.
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Figura 6. Ejemplos de superficie de respuesta a) sin curvatura b) con curvatura. Tomado de:
Oviedo-Trespalacios y Pefiabaena (2015).

Bezerra et al. (2008) establecen que el dominio experimental, comprende el campo experimental a
investigar y reconoce los limites minimo- maximo de las variables experimentales en un estudio.
El disefio experimental, basicamente es todo un conjunto dé experimentos especificos, que cuenta
con una serie de combinaciones entre las variables que pueden manifestarse, dentro de dicho
experimento, para obtener respuestas. Dentro de ese conjunto de variables, pueden reconocerse;
factores o variables independientes, las cuales se definen como todas aquellas variables
experimentales que tienen la posibilidad de intercambiarse independientemente unas de otras y los
niveles de una variable hacen referencia a los valores diferentes que presentan o pueden presentar

las variables experimentales.

Por otro lado, las variables dependientes son los valores obtenidos de los resultados de los
experimentos. Y cuando se habla del residual, se hace referencia a la diferencia entre los resultados
calculados y experimentales para un conjunto dado de condiciones. Un buen modelo matematico

debe poder adaptarse a datos experimentales y exhibir valores residuales bajos.

4.1 Disefio Box-Behnken

El disefio Box-Behnken se utiliza con tres factores y tres niveles por factor como minimo (-1, 0,
+1) con el fin de poder ajustar superficies de respuesta. Sin embargo, no considera puntos en los
vértices del disefio cubico o puntos factoriales. EI nimero de experimentos requeridos procede de

la ecuacion N=2k(k—1) + np donde k es el nimero de factores y np el nimero de puntos centrales,
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los factores solo se logran ajustar a tres niveles en intervalos iguales entre los niveles (Ferreira et
al., 2007).

Dado que los disefios Box-Behnken generalmente tienen menos puntos de disefio, presentan la
ventaja de ser menos costosos de realizar que los disefios centrales compuestos con el mismo

numero de factores como se muestra en la Figura 7.

Figura 7. Disefio Box-Behnken de tres factores. Tomado de Bezerra et al. (2008).

Los disefios de Box-Behnken al no tener puntos axiales, garantiza que todos los puntos del disefio
estén dentro de la zona de operacion segura. También aseguran que no se establezcan todos los

factores se fijen en su nivel alto al mismo tiempo (Yaguas, 2016).

Rangel-Marron et al. (2019) encontraron que utilizando un disefio Box-Behnken, las variables
independientes (glicerol, alginato y acido citrico), afectaron a la fuerza de puncién y al porcentaje
de elongacion, esto debido al aumento de la concentracion de glicerol, las peliculas de puré de

papaya se volvian mas permeables al vapor de agua.
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ABSTRACT

The development of a biodegradable film based on polymers from renewable resources has become
a feasible technology to preserve the quality and innocuousness of foods. In this study, a sodium
alginate biodegradable film with added taro starch and nisin was optimized to have a highest TS
and BF and a lower WVP, under a Box-Behnken response surface design, and its antimicrobial
effect was evaluated for use as packaging material for chicken meat. The biodegradable film was
characterized with the analysis of its mechanical, physical, and chemical properties; in addition,
the total migration was also analyzed, along with its retention ability, the kinetics of the release of
nisin in food simulants and the antimicrobial ability against Listeria monocytogenes in vitro and
on inoculated meat. The resulting optimal biodegradable film (OB) was produced with 1.9% taro
starch, 1% glycerol, and 2,369 1U/mL of nisin, which displayed adequate mechanical properties
and permeability to water vapor. The OB significantly reduced the microbial load and helped
extend the shelf life of the chicken meat under refrigeration (6°C) up to 15 d. Total migration and
the kinetics of the release of nisin showed that the biodegradable film can be used on hydrophilic
and acidic foods, making it a feasible natural alternative for use as food packaging.

Keywords: Nisin, taro starch, chicken meat, biodegradable film, antimicrobial film.

INTRODUCTION
The increase in environmental awareness by consumers of foods has directed investigation towards

contributing and developing alternatives that satisfy these needs. The impact has pointed towards

48


mailto:aleyse@colpos.mx

reducing environmental pollution, particularly with the use of synthetic plastic packages and
containers. A sustainable alternative for this problem is to promote the use of polymers made from
renewable and biodegradable materials that mitigate the environmental impact (1); but that also

provide functional properties for their use as packages and containers (2).

The materials used for the formation of biodegradable films for their use with foods must be
recognized as safe (GRAS), approved by the Food and Drug Administration (FDA) and must be
biodegradable (3). Among these films are included pectin, alginate (4), cellulose, chitosan (5),
starch (1), casein, collagen (6), gelatin (7), corn zein (8), and others. Alginate is the most widely
used polymer; it provides films with resistant mechanical properties (9), while starch, an important
component in tubercle such as taro (10), also promotes viscosity due to its amylopectin (72-83%)
and amylose (17-28 %) content (11). However, adding starch as the only component in the film-
forming solution results in brittle films, with limited mechanical properties and with high water
vapor permeability, therefore its combination with other biopolymers is necessary (12).

On the other hand, film with antimicrobial activity is based on the effect on the food one intends
to enhance. In the case of antimicrobial activity, essential oils (13, 14), chitosan (5), enzymes such
as lysozyme (15) and bacteriocins as nisin (16) have been used mainly. Nisin is widely used to
inhibit the microbial growth of pathogenic bacteria such as Listeria monocytogenes, Escherichia
coli and Salmonella typhimurium and its effectiveness depends on its ability of diffusion
throughout the food product (17).

This study carried out the optimization and characterization of a biodegradable film based on
materials from renewable biodegradable resources such as alginate, taro starch and nisin for its

evaluation as an antimicrobial package for chicken meat.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1. Materials

The sodium alginate was purchased from Sigma (St. Louis MO, USA), the glycerol (Monarca
Aditivos, Mexico), taro starch was obtained from the laboratory of Food Science of Colegio de
Postgraduados, Campus Cordoba, Veracruz, Mexico, nisin (Zhejiiang Silver-Elephant Bio-
engineering Co., Ltd.) and HCI from J.T. Baker (Pennsylvania, USA). The chicken breast

(Pectoralis major) was acquired in a commercial area in the Cdérdoba, Veracruz, 24 h postmortem,
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and the strain used was Listeria monocytogenes Scott A., donated by Universidad de las Américas
Puebla (UDLAP).

2.2. Preparation of the biodegradable film

The biodegradable film was prepared using the casting method (18). The film-forming solution
was prepared by homogenizing taro starch (MS) and distilled water at room temperature (25°C)
for 20 min, with constant stirring, and then raising the temperature to 85°C for 30 min. After the
temperature was reduced to 70°C, the alginate (SA) and glycerol (G) were added, with stirring for
30 min. Nisin (Nis) (previously dissolved in HCI, 50,000 1U/mL) was added and stirred for 30 min.
After the solution cooled down (35-40 °C), it was placed under vacuum for 20 min, and 35 mL of
the solution was poured into Petri dishes, and it is placed in a dehydrator for 12 h at 41°C to form
the film.

2.3. Optimization of the biodegradable film.

To perform the optimization of the biodegradable film, the response surface method was used,
following a Box-Behnken experimental design (20). We used Nis (500-5000 1U/mL), MS (0.5-2%
wiv), G (1-2% w/v) contents as factors and the content of alginate was kept as a constant (1% w/v).

Fifteen runs were obtained with two repetitions of the central point, as shown in Table 1.

Table 1. Values of factors for the Box-Behnken experimental design.

Run (|u’\;:§ L MS@ewh) G (% wiv)
1 500 2 15
2 5000 05 15
3 2750 2 1
4 500 1.25 1
5 500 1.25 2
6 5000 2 15
7 2750 1.25 15
8 2750 1.25 15
9 5000 1.25 1
10 5000 1.25 2
11 500 0.5 15
12 2750 0.5 2
13 2750 2 2
14 2750 1.25 15
15 2750 0.5 1
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Note: nisin (Nis), malanga starch (MS), glycerol (G)

The response variables to optimize the biofilm were thickness, Moisture content, solubility in
water, water vapor permeability (WVP), tensile strength (TS), breaking force (BF) and elongation
percent (E). The effect of each independent variable over every response variable was determined
using the experimental data, adjusted as shown by Eq. 1.

Y=bo+b1x1+box2+baxst+baxi?+bsxs>+bexs’+brx1xo+bsx1xs+boxoxs (1)

where Y is the variable of response, x1 is the nisin content, x2 is the starch content and x3 is the
glycerol content; b0 is the intersection; b1, b2 and b 3 are the coefficients of the linear terms; b4,
b5 and b6 coefficients of the quadratic terms; and b7, b8 and b9 are the coefficients of the terms

of interaction.

The optimization process was generated using the Design Expert ® statistical program. For this,
square root, potency, or natural logarithm transformations were carried out when the residues
showed no normality or when the model displayed a significant lack of adjustment. Once the
optimal biodegradable film (OB) was obtained, its characterization was carried out again and all

measurements were carried out in triplicate.
2.4. Physical and chemical characterization of the biodegradable film

The thickness of the biodegradable film was measured using a micrometer (Model 25, AMES,
USA) in five random positions. The moisture content was determined by the loss in weight of the
biodegradable film after being dried in an oven at 105 °C for 24 h (21).

2.4.1. Solubility (S)

The solubility of the biodegradable film was determined following method (18). Dry biodegradable
film samples (2 x 2 cm) were immersed in 20 mL of distilled water, stirring constantly for 24 h to
finally weigh the remaining biodegradable film. The solubility of the biodegradable film (S) was
calculated by the difference in weight with the following equation and was expressed as a
percentage of solubility in water (Eq. 2).
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Wi-Wf
Wi

%S = x100 (2)

where Wi is the initial weight of the biodegradable film and Wf is the weight of the biodegradable
film after the solubility test.

2.4.2 Water vapor permeability (WVP)

The (WVP) was determined using a modification of the “glass method” of the gravimetric
technique according to ASTM E96-95. Each biodegradable film was placed in glasses and the top
was sealed using Parafilm. Each glass was placed inside a dryer containing a saturated solution of
MgCI2 (33% relative humidity) at 25°C. The glasses were weighed every 24 h for 5 days. The
PVA was determined following equations 3 and 4, and the data were expressed as g mm
kPa*h*m2(Eq. 3, 4)

viva=(zm) =5 ©

WVP :( gmm )_ VTVA

kPahm2) AP xe(4)

where, G/t: slope of weight gain vs time (g/h); A: film area (m?); AP: vapor pressure difference
between calcium chloride and sodium chloride (kPa); E: film thickness (mm).

2.4.3 Mechanical properties

Mechanical tests were carried out in a texturometer (SHIMADZU EZ-S 500 N, Japan). The tensile
strength (TS), breaking force (BF), and the percentage of elongation (E) tests were carried out using
the standard ASTM D882-95 method (19) on 2 x 5 cm strips of biodegradable film at a speed of
50 mm/s and 50 mm.

2.4.4 FTIR spectroscopy

The structural characterization of the OB what is carried out with a Fourier transform infrared
spectrometer (FTIR; Bruker model Vertex 70, Wisconsin, USA) in the attenuated total reflection
sampling mode was employed. All measurements were made in the spectral range from 4000 cm -
! to 400 cm™, using 120 scans for each sample, with a resolution of 4 cm .
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2.5. In vitro evaluation of the antimicrobial effect of the biodegradable film
2.5.1 Total migration of nisin in food simulants

The total migration of the nisin added in the OB was quantified in three different types of food
simulants, ethanol 10% (hydrophilic foods, v/v), acetic acid 3% (hydrophilic foods with a pH below
4.5, wiv), and isooctane (lipophilic foods with free fats on the surface). The proportion between
film and simulant was 6 dm?/kg, and the contact between both was maintained for 15 d at 20 °C.
The simulant was evaporated for 24-48 h on a stove at 60°C. The residue was weighed to establish
the total migration, represented as the mass of constituents released per dm? of food contact surface

(mg/dm?). The results were expressed in % of migration over time (22).
2.5.2 Retention of nisin in the biodegradable films

The mass of the nisin retained on the biodegradable film was quantified by extracting it in
methanol, where 2 x 2 cm biodegradable film samples were immersed in 100 mL methanol after
24, 48 and 72 h at room temperature and under constant stirring. The extracted nisin content was
quantified by spectrophotometry at 282 nm, using methanol as a control (22) The percentage of
retention of nisin in the biodegradable films was calculated by referring the mass of nisin extracted

in methanol to the initially incorporated nisin mass (Ec. 5).

. Nis extracted in methanol
% Retention = £ x100 (5)

g Nis incorporated

2.5.3 Kinetics of the release of nisin in different food simulants

The kinetics of the release of nisin was carried out in four food simulants: ethanol in water (10%
v/v), ethanol in water (50% v/v), acetic acid at 3% (w/v) and isooctane; each corresponding
simulant was used as a control. Samples of biodegradable film, 4 cm2 each, were placed in 100 mL
of each simulant, at room temperature and in constant stirring for different amounts of time until 5
h were completed. The absorbance of each solution was determined at 282 nm, to quantify the nisin
released into the simulant. To repair a standard curve, each food simulant was used as a control.
The ratio between the mass of nisin in time (g) (m¢) and the asymptotic value of the mass of nisin

released into the simulant (m.,) was calculated.
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To model the Kkinetics, the four-parameter Sigmoidal Gompertz model was used, with its equation
expressed as f = yO+a*exp (-exp (-(x-x0)/b)), together with a linearization to calculate the velocity

with a linear adjustment.
2.5.4 Antimicrobial activity against Listeria monocytogenes

Antimicrobial activity was determined by measurements of the inhibition halos. Biodegradable
film disks, 2 mm in diameter, were sterilized with UV light in a laminar flow cabinet for 3 h. Petri
dishes was inoculated on the surface with 20 mL of solidified Listeria agar with 10 pL of culture
containing 1.5x108 CFU/mL of L. monocytogenes Scott A. and subsequently, the medium was
covered with the biodegradable film disks and with the biodegradable control film without nisin.
The dishes were incubated at 37 °C for 24 h (23).

2.6. Applying the biodegradable film on the meat

The chicken breast was sliced into round portions, each 50 mm in diameter (10 g), and sterilized
with UV type C light with a wavelength of 253.7 nm in a laminar flow cabinet for 3 h. The meat
samples were divided into 3 lots and each sample was placed in a Petri dish, in triplicate. All lots
were inoculated with 100 pL of the L. monocytogenes strain (1.5x108 CFU/mL). In the first lot, the
inoculated meat samples without biodegradable film were placed; in the second lot, the OB was
placed on the meat sample of the same diameter (50 mm), previously sterilized. In the third lot, the
OB without nisin was placed on the meat. The dishes were sealed and evaluated at different times
0,3,6,9,12and 15 d) at 6 °C.

At each analysis time, the meat samples were removed from the Petri dishes with sterilized forceps
and homogenized with 90 mL of peptone water for 2 min. Viable cells count was performed by
serial dilutions in peptone water for subsequent seeding. The dishes were incubated at 37 °C for
24h.

2.7. Statistical analysis
The optimization process was carried out using the response surface methodology through a Box-

Behnken design with fifteen combinations chosen at random. The effect of each independent
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variable on each response variable was determined using the adjusted experimental data, through
an analysis of variance (ANOVA). The design and analysis were carried out using the statistical
program Design Expert ® (ver. 11). For the in vitro analysis of the antimicrobial effect of the
biodegradable film applied on the meat, a completely randomized design was used, with a factorial
structure in the treatments. The factors were: the storage factor (0, 3, 6, 9, 12 and 15 d) and the
biodegradable film factor (with and without biodegradable film). The means test was performed

using Tukey test, with a significance level of p <0.05.
3. Results and discussion
3.1. Obtaining the biodegradable film

The experimental responses obtained after having applied the Box-Behnken experimental design
to design the composition an alginate biodegradable film added with taro starch and nisin, are
shown in Table 2, which shows the experimental values of the independent variables of the fifteen
combinations designed; the thickness of the biodegradable film was higher when the contents of
starch and glycerol increases. The moisture was also higher when the glycerol content increases
and solubility was related to the starch content, since the less starch content, the higher the
solubility. TS and BF are directly proportional to the content of MS and the biodegradable films
that displayed the higher elasticity were those with the highest content of G.

Table 2. Experimental values used to evaluate the effects of the independent variables of the
biodegradable film.

Nis o o W(VF’
RUN (X1) (X2) (X3) Thickness Moisture Solubility mr?1/ TS BF  Elongation

IU/mL Yowiv Yowiv (mm) (%) (%) KPa h (MPa) (MPa) (%)

wiv 2

m?)

1 500 2 15 0.02 27.25 1.41 0.03 529 2193 16.56
2 5000 05 15 0.02 46.1 1.09 022 186 7.94 12.05
3 2750 2 1 0.02 9.7 1.09 0.02 414 16.84 0
4 500 1.25 1 0.01 13.81 0.82 0.04 7.45 23.72 11.29
5 500 1.25 2 0.02 32.54 1.17 023 179 751 116
6 5000 2 15 0.04 12.26 1.62 005 192 6.72 0
7 2750 125 15 0.02 37.47 1.1 0.03 356 124 13
8 2750 125 15 0.02 3231 0.97 007 41 1193 23.48
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9 5000 1.25 1 0.02 12.91 0.85 005 211 7.45 6.75
10 5000 1.25 2 0.03 44.61 1.33 004 19 7.32 15.84
11 500 05 15 0.02 43.47 1.75 034 224 834 10.44
12 2750 0.5 2 0.02 33.03 100 047 164 575 12.95
13 2750 2 2 0.02 26.66 1.15 016 253 9.24 20.36
14 2750 125 15 0.02 36.66 0.8 0.08 263 8.68 8.02
15 2750 0.5 1 0.02 23.07 100 0.01 2.9 9.61 18.51

Note: X1 is an independent variable, codified for the nisin content (Nis), X2 e is an independent variable,
codified for the starch content (MS), X3 is an independent variable, codified for the glycerol content(G).
Water vapor permeability (WVP), tensile strength (TS) and breaking force (BF).

The models of estimation for the response variables are shown un equations 6, 7 and 8, where value
R? for the response variables were used to predict these variables in the design space, for thickness
(0.7381), moisture (0.8830), solubility (0.6866), WVP (0.8890) (Figure 1a), TS (0.9296) (Figure
1b), BF (0.9729) (Figure 1c) and elasticity (0.7429). This indicates that, for humidity, WVP, TS
and BF, the adjustments to the quadratic model were adequate.

WVP = —0.2708 4+ 1.6975X, — 0.2611X, + 0.5815X5 + 2.04™° X, X , —

455675 X; X 3 — 0.2080 X, X5 + 1.917°X,% + 0.1545 X, (6)

TS = 7.8346 — 0.0017 X ; + 4.9627 X, — 4.4712X; — 4.44™* X, X , + 0.0012 X; X 5 —
0.2364 X, X3 — 7.617°X;% — 1.0051 X, — 0.2581 X,2 (7)

BF = 22.1341 — 0.0051 X ; + 15.6326 X, — 11.4328X; — 0.0022 X;X , +

0.0036 X; X ; — 2.4876 X, X5 + 1.35277X,% — 0.8076 X,* — 0.7446 X5 (8)

Predicted vs. Actual Predicted vs. Actual

Predicted WVP
Predicted TS

03 04 s
Actual WVP Actual TS
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Predicted vs. Actual

Predicted BF

Actual BF

Figure 1. Correlation between the predicted and experimental values of each model: a) WVP, R? =0.89; b)
TS, R?=0.93;yc) BF, R?=0.97.

The ANOVA for the estimation models and the P test for dependent variables WVP (0.0211), BF
(p>0.0021) and TS (p>0.0205) were significant in the model (Table 3). The biodegradable film
with the highest WVP was the one containing minimal amounts of starch and the highest amounts
of glycerol. The highest the plasticizer content, the higher the WVP will be, since glycerol reduces
the intermolecular strengths of the biopolymer, thus generating more molecular mobility,
increasing the permeability of the biodegradable film (24). This was due to the hydrophilic nature
of the starch; the water vapor permeation barrier was less and less as the concentration of the
biopolymer was reduced (25). The results obtained for WVP (0.013-0.467 g mm/kPa h m?) were
similar to those reported for a whey protein isolation, glycerol and nisin film with 0.15 g mm/ kPa
h m? (26) and on a whey protein, malic acid and nisin film with a WVP of 0.064 g mm/ kPa h m?
(27).

Table 3. Analysis of variance of the response variables

Response Source Sum of squares  df R? P- value
Thickness Model 0.0027 8 0.7381 0.1887 No significant
Residual 0.0009 6 - - -
Lack of Fit 0.0007 4 - 0.4924 No significant
Pure Error 0.0003 2 - - -
Total 0.0036 14 - - -
Moisture Model 1921.97 9 0.8830 0.0645 No significant
Residual 254.67 5 - - -
Lack of Fit 253.30 3 - 0.0081 Significant
Pure Error 1.37 2 - - -
Total 2176.64 14 - - -
Solubility Model 1.35 9 0.6866 0.4359 No significant
Residual 0.6159 5 - - -
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WVP

TS

BF

Elongation

Lack of Fit
Pure Error
Total
Model
Residual

Lack of Fit

Pure Error
Total
Model

Residual

Lack of Fit

Pure Error
Total
Model

Residual

Lack of Fit

Pure Error
Total
Model

Residual

Lack of Fit

Pure Error
Total

0.5539
0.0620
1.97
0.2312
0.0289

0.0276

0.0012
0.2600
33.89
2.57
1.46
1.10
36.46
417.67
11.63
3.42
8.21
429.31
457.68
158.35
33.80
124.56
616.04

= = = = =
EvwogoRdvpwogowIvowogow B oo v

- 0.1471

0.8890 0.0211

- 0.0833

0.9296 0.0205

- 0.5695

0.9729 0.0021

- 0.8403

0.7429 0.3130

- 0.9014

No significant

Significant

No significant

Significant

No significant

Significant
No significant

No significant

No significant

The biodegradable film that displayed the highest TS and BF was the one in which the MS content

was highest and lowest in G and Nis. That was to say that the MS content was directly proportional
to the TS and BF, as shown in Figure 2. The results obtained for TS (1.64-7.45 MPa) and BF (5.75-

23.72 MPa) (Table 1) coincide with those reported for a soy protein and nisin film with a TS of
5.11 MPa (28) and for an acetylated corn starch film, gelatin with 15% glycerol with BF of 22.25
MPa (29).

Water Vapor Permeability (g mm kPa-1h-1m-2)

Tensile Strength (MPa)

C: Glycerol (%)
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Break Force (MPa)

B: Malanga starch (%)

Figure 2. Response surface. a) WVP of MS and G; b) TS of MS and G; c) BF of MS and G, which
show the effects of the interaction of the variables.

When developing the biodegradable film, it was observed that adding more than 2% of MS to the
forming solution inhibit its formation, which means that there was a technological limitation in this
component. Films with a high content of yucca starch (1-3%) and gelatin are considerably harder

and brittle, breaking before the mechanical tests had been carried out (30).

In this sense, a biodegradable film with a low WVP was considered a decision criterion to select
the OB to avoid weight loss in meat samples. In a gelatin film reticulated by the enzyme MTGase
(microbial transglutaminase) added nisin and catechin, with a WVP of 8.3 g mm-1h-1m-2kPa-1 a
dry surface of pig meat was observed, and only prolonged its shelf life up to 7 d (31). An alginate
film with a WVP of 1.73 g mm kPa *h~*m~2 added with turmeric displayed no significant changes
in the appearance or the pH of chicken meat refrigerated for 12 d (32). Another OB selection
criterion was the significant effect that the independent variables had on the values of the response
variables. Therefore, it was established that the optimum conditions for the formulation of the
biodegradable film for the packaging was 2369 IU/mL of Nis, 1.9% of MS and 1.09% of G. In
addition, it worth highlighting that this biodegradable film was designed for the packaging of a
meat matrix, for which the variables BF, TS and WVP were determinant in the selection of an

optimal formulation.

3.2 Physical and chemical characterization of the optimal biodegradable film
The values of the physical and chemical characterization of the OB are shown in Table 4. The
experimental values were compared with the values predicted by the optimization analysis and a
higher similarity was shown, confirmed by the quadratic mean (%RMS).

59



The thickness of the OB was 0.01 mm, a lower value than reported for a gelatin film with
incorporated nisin (0.042 mm) (31); the increase in the content of total solids increases the viscosity
of the film-forming solution by increasing the density (33). Humidity was 9.13%, lower than
reported for a kafirin film applied on chicken fillets (13.20%) with a concentration of polyethylene
glycol, lactic acid, and glycerol as 5.6% 1:1:1 w/w plasticizers (34). Since the three hydroxyl
groups found in the glycerol provide it with a highly hygroscopic nature, the humidity content

increases when increasing its concentration (35).

The solubility of the OB in water was 1.03%, perhaps due to the addition of MS; the highest the
content of starch in biodegradable films, the lower the number of hydroxyl groups in the film-
forming solution, which in turn reduce water capture and biodegradable films become less soluble
(36). Additionally, a high content of amylose in the starch provides it with more intermolecular
strength (37), making the entry of water into the networks in biodegradable films more difficult.
The results obtained are significantly lower than those reported in a film made of alginate, turmeric
and glycerol that had a solubility of 100% (32).

The WVP of the OB displayed a value of 0.03 g mm™*h"*m-2kPa* due to the glycerol content. Due
to the hydrophilic nature of glycerol, it can form hydrogen bridges with the water molecules,
making the film have a higher WVP value (38). Likewise, the ramifications of the amylopectin
reduce the permeability of water vapor by introducing the vapor molecules into the matrix of the
starch (98). The values obtained were lower than those reported for an alginate, turmeric, and
glycerol film (32) with a value of 1.73 g mm*h*m=kPa™. The TS (3.43 MPa) and BF (17 MPa) of
the OB were than those reported for a taro starch film at 3% and glycerol al 25% (TS =10.63 MPa)
(36), values that coincide with a gellan gum, sorbitol, and glycerol film (BF= 17 MPa) (40). This
may be due to the hydrogen bridges in the starch chains; the amylose/amylopectin ratio induces
significant changes in the mechanical properties of the biodegradable films; the highest the
amylopectin content in the starch, the higher its tendency will be to retrograde, which causes an
elevation in TS and BF (25).

The elasticity obtained for OB was 8.17%, which coincides with reports for a Nis, WPI (whey
protein isolation), sorbitol and beeswax film with 7.25% (26). The role of the plasticizer consists
in the elimination of the hydrogen bridges and an increase in the free volume, which leads it to a
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higher mobility in starch chains. Therefore, the more glycerol was added, the highest the elasticity
of the film (41).

Table 4. Characterization of a sodium alginate biodegradable film with taro starch and nisin, effect
of the independent variables on the response variables of a biodegradable film.

Variables Predicted Experimental RMS (%)
Thickness (mm) 0.02 0.01 £ 0.002 8.7
Moisture content (%) 10.92 9.13+1.36 8.94
Solubility (%) 1.17 1.03+0.12 9.33
Water Vapor Permeability g mm-1h-1m-2kPa-1 0.03 0.03£0.01 8.43
Tensil S (MPa) 4.94 3.43+0.77 14.21
Break Force (MPa) 18.56 17.00 £0.46 3.29
Elongation (%) 5.01 8.17 £ 0.52 12.89

Note: the data are expressed as mean = standard deviation %RMS: quadratic mean, water vapor permeability (WVP),
tensile strength (TS), breaking force (BF).

The analysis of the FTIR spectra helped observe the presence of each of the components in the OB
(Figure 3A). The SA spectrum displayed absorption bands in the 1200-800 cm™ region, linked to
the presence of carbohydrates (Figure 3Ab). Bands were found in 1595 cm™, indicating a vibration
of asymmetric tension of the COO- and 1411 cm™, a symmetric vibration of COO- (42). On the
other hand, the bands on 1081 and 1022 cm™* related to the asymmetric stretching and flexing of
C-0O (43), band 947 cm™* displays the type of C-O bond (44), and finally, the C-C bond, related to
bands 887 and 815 cm 2.

The spectrum of the MS (Figure 3Ac) displayed similar bands to those in SA in the region of the
carbohydrates, it displayed absorption bands in 1149 cm™! related to the flexing of the C-OH bonds
of the hydroxyl groups, bands in 1078, 999, 925 cm™! related to the crystalline and amorphous
properties of the MS (45), and the C-C bond related to band 854 cm™. The spectrum of glycerol
(Figure 3Ad) displayed absorption bands in 1109 cm™! related to the C-O bond of C, carbon
(intermediate carbon), the signal in 1031 cm ~! related to the vibrations corresponding to the C-O
bond of C; and C3 carbons (extreme carbons), the band in 993 cm™! is assigned to vibrations in the
C-C bonds in the skeleton of G, one band in 925 cm™! related to the elongation of the C-O bond,
and finally, in 851 cm™! related to the elongation of groups O-O (46).
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The Nis spectrum (Figure 3Ae) displayed absorption bands in the region of 1650-1531 cm ™! related
to the presence of amino groups, the band in 1251 cm™! that corresponds to the deformation in the
plane of the O-H, the band in 1124 cm™' related to the CH-OH vibration, and finally, the band 1043
cm! related to the CH,-OH vibration. The spectrum of the OD displayed a similarity in
characteristic bands to the compounds used, indicating the presence of each one of them in the. On
the other hands, the presence of new bands was found in 1608, 1542 and 995 cm™!, indicating the
interactions between these groups and the way in which they fit together to form the biodegradable
film. Figure 3B shows the spectra of the OB (Figure 3Ba) and without Nis (Figure Bb), where the
similarity was observed between both spectra in their base line related to the presence of the
compounds that constitute them, with slight changes, and where the band in 1542 cm™!, related to
amino groups due to the presence of Nis in the OB, stands out. The lack of drastic changes between
both spectra suggests that the chemical stability of the OB was not jeopardized by the presence of
Nis.

1542
Fiexdon of primary amines / | a)

\
|

|

|

\_ -
N\

(

Absorbance (u.a.)
)
\
|
|
|
Y
|
5

o Py
Absorbance (u.a.)

T v T T Y T

‘ZrDZ 1000 800 600

g . Wavenumber (cm-1)
Figure 3. FTIR spectra of A) Components of the OB: a) taro starch, glycerol, nisin and sodium
alginate; b) sodium alginate; c) taro starch; d) glycerol and e) nisin in the region of 1800-800 cm—1.
B) Spectrum of the biodegradable film: a) with and b) without nisin in the region of 1800- 400
cm—1.

3.3 Evaluation of the antimicrobial effect of the biodegradable film
3.3.1 Total migration of nisin in food simulants

The total migration values in the three food simulations (ethanol 10%, acetic acid 3% and

isooctane) are shown in Figure 4. The total migration of nisin was based on the type of simulant
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used, in relation to its pH and polarity, and to the solubility of the components of the biodegradable
film (47). The nisin migration was higher in the isooctane; a migration of over 50% was observed
starting on day 6 in comparison with the other simulants. The hydrophilic components of a film
based on chitosan and bergamot oil have proven to have little affinity towards nonpolar solvents;
swelling and solubility are reduced, and the structure of the biodegradable film was maintained
(48).

While the acetic acid at 3% reached a migration of 80% on day 9. A low pH in the medium has
been found to cause the biodegradable film to swell, which favors the solubilization of the nisin
(49). In migration of 0.71 mg of silver in polylactic acid and silver zeolite films in contact with the
3% acetic acid at 20 °C for 80 h helped control the deterioration of food products and increase their
shelf life (50).
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6 9 12 15
Storage (days)

Figure 4. Percentage of migration (%) of three nisin food simulants (@ ethanol 10%, A acetic
acid 3% and A Isooctane) in a sodium alginate biodegradable film with taro starch and nisin during
15 d of storage in refrigeration.

Ethanol at 10 % as a food simulant displayed a slow migration, being gradually released until day
15 (97 %), due probably to the hydrophilic nature of the components, favoring the gradual
migration and extending the shelf life of hydrophilic foods (8). In this sense, biodegradable films
could be considered apt for use in the packaging of hydrophilic foods such as meats. Even when
results surpass legislations (10 mg/dm? for plastic materials in contact with food (51), the nisin
must be in contact with the food (17) for the antimicrobial activity to take place. In addition, the

presence of alginate in the biodegradable film produces an encapsulation effect and a gradual
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release of nisin (52), which generates a slow release to the surface of the food, where most bacterial

contamination occurs (16).
3.3.2 Extraction of nisin in the biodegradable films.

The mass of Nis extracted in methanol (analytical grade) was higher for the 24 h it remained in
contact (Table 5); therefore, we can claim that it was more efficient in this time, having extracted
42.29%=1.37. Methanol is a polar solvent. It has two positive poles and one negative pole,
conferred by oxygen, making it a hydrophilic solvent (48) and favoring the quick release of the

components of the biodegradable film.

Table 5. Nisin extracted (% retention) at different times of contact with methanol.

% Extraction
(g nisin extracted in methanol / 100g
nisin incorporated into the
biodegradable film)

Exhibition time (h) 24 48 72

Alginate biodegradable film with

Nis (2369 IU/mL), MS (1.9%)y 42.29+1.37 25.74+0.34 20.02+0.68
G (1%)

Note: the data are expressed as mean * standard deviation. Nisin, MS: taro
starch, G: glycerol. Average values and standard deviation.

3.3.3 Kinetics of the release of nisin in different food simulants

The kinetics of the release of nisin in different food simulants was shown in Figure 5a; once
adjusted to the four-parameter Sigmoidal Gompertz model, an R? of 0.9948 was obtained,
indicating that the model was adjusted to the experimental data and was apt to describe the behavior

of nisin against the food simulants.
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Figure 5. a) Kinetics of the release of food simulants under the Sigmoidal Gompertz model. b)
Linearization of the kinetics of the release. O ethanol 10%, @ ethanol 50%, A acetic acid 3%, A
Isooctane.

The highest speed of the release of Nis was found in the simulant isooctane, at a speed of 60.568
m¢m./60 min. (Figure 5b). The Nis loses effectiveness in lipophilic simulants due to its rapid
release, since it confers Nis a low solubility and quick diffusion towards the simulant (17), as Figure
4 also shows, and the shelf lives of foods are reduced. Followed by acetic acid 25.01 mi/m./60min,
the Nis molecule displays the most solubility at an acidic pH, since this molecule is acidic (49). In
ethanol 10% and ethanol 50%, the speed of release was 11.05 and 11.02 respectively. There was
an influence of the hydrophilic compounds of the biodegradable film towards the equally

hydrophilic simulant, favoring release (50).

3.3.4 In vitro antimicrobial activity against Listeria monocytogenes

The OB displayed an inhibition of 2.42 mm in comparison with the biodegradable film without
nisin (Table 6). The mechanism of action of the Nis was based on the formation of pores on the
cell membrane by electrostatic forces, since the bacteriocins are positively charged and they
interact with the phospholipids of the bacterial membranes that are negatively charged (53). An
inhibition of 2 mm was found in a tapioca starch film with added nisin (1322 1U/cm?) against
Listeria innocua (54). While an inhibition of 1.57 mm was reported in a polybutylene adipate-co-
terephtalate (PBAT) film with 3000 1U/cm? of nisin against Listeria innocua (55).
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Table 6. Inhibition of the OB against L. monocytogenes with the Kirby Bauer method

L. monocytogenes Zone of inhibition (mm)

OB 2.42 +0.66
1.96% de MS + 2369

IU de Nis + 1.09% de

G

Nisin-free No inhibition

biodegradable film

Note: the data are expressed as mean =+ standard deviation. Nisin, MS: taro starch, G: glycerol. Average values
and standard deviation.

3.4. Applying the biodegradable film on the meat

Figure 6 shows the L. monocytogenes growth curves in chicken meat inoculated during storage in
refrigeration, and it also shows that the meat samples inoculated with L. monocytogenes covered
with the BOs displayed a significant antimicrobial effect (0.971 + 0.17 CFU/g, p<.0001) by
inhibited the growth of the bacteria for 15 d under storage in refrigeration. The lot of meat samples
inoculated with L. monocytogenes were applied with biodegradable film without nisin and without
biodegradable film displayed an exponential growth of the bacteria of 6.393 £ 0.17 and 7.163 £
0.17 CFU/g, (p<.0001), respectively. Furthermore, after day 6, a loss in muscular structure was

visually found, along with the natural meat decomposition process.

In addition, in all the meat inoculated in all lots during the first 3 d of storage, no bacterial growth
or reduction was observed, perhaps because of the temperature at which it was stored (6°C). The
growth of L. monocytogenes and the process of migration of the Nis was affected by the low
temperature (56). However, the lot with meat inoculated without a film and with a film without
nisin, growth levels reached 15.32 and 15.74 UFC/mL, respectively, after 15 d of storage. As
opposed to the meat samples inoculated with OB, an inhibition was observed in the growth of L.
monocytogenes, at the same time of storage (0.38 UFC/mL), which ratifies the mechanism of action

of Nis against Gram-positive bacteria (53).
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The inhibition of the bacteria with the OB was higher to the pullulan, lauric alginate and nisin-
based film that reduced up to 7.5 UFC/cm? against L. monocytogenes in slices of ham stored at 4°C
for 28 d, with one (57), and lower than the reduction of 0.7 CFU/cm? of L. monocytogenes
inoculated in meat for 10 days at 4 ° C in tapioca starch films with cellulose nanocrystals and

Viognier grape variety extract (1).

18
16
14
12
10

UFC/g

O N B O

Storage (Dias)

Figure 6. Microbial recounts in portions of chicken meat inoculated with L. monocytogenes (10°
UFC/g) stored in refrigeration (6 °C) for 0, 3, 6, 9, 12 and 15 d. @ Meat inoculated with L.
monocytogenes wrapped in the OB), A (Meat inoculated with L. monocytogenes wrapped with the
biodegradable film without Nis), A Meat inoculated with L. monocytogenes without biodegradable
film)

Conclusions

The components of the formation of biodegradable films and the food matrix to which it will be
applied are aspects to consider obtaining the desirable characteristics. The response surface method
helped to adequately optimize the biopolymers for the development of biodegradable film for the
packaging of foods. Taro starch, as a package made from a renewable resource, displayed desirable
physical and chemical characteristics for the formation of biodegradable films (2%); however, with
a highest amount of starch, the mechanical properties of the biodegradable film will be negatively
affected, resulted in breakable biodegradable films which represents a technological limitation.
Despite this, the optimum combination of alginate, taro starch, glycerol and nisin had an

antimicrobial effect to extend the shelf life of the refrigerated chicken meat to 15 d compared to
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control. This biodegradable film could even be applied, with higher efficiency, on foods with

hydrophilic and acidic properties.
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CONCLUSIONES GENERALES
La metodologia de superficie de respuesta Box-Behnken, fue una herramienta estadistica que
permitid conocer el contenido optimo de polimeros (fécula de malanga, nisina y glicerol) con
alginato para obtener una biopelicula con excelentes propiedades mecéanicas, fisica, quimicas y con

propiedades antimicrobianas contra Listeria monocytogenes en carne de pollo.

La fécula de malanga mostro6 ser un polimero viable para formar biopeliculas en combinacion con
otros polimeros, con buenas propiedades mecanicas. No obstante, durante el estudio se evidencid

limitantes tecnoldgicas cuando se adiciona mas del 2% en la solucion formadora de biopelicula.

La nisina como componente antimicrobiano dentro de la biopelicula puede ser aplicada en
alimentos hidrofilicos y con bajos pH, la liberacion paulatina en carne de pollo permito alargar la

vida til hasta 15 d en almacenamiento en refrigeracion.

RECOMENDACIONES GENERALES
Se recomienda para futuras investigaciones:

e La pelicula biodegradable desarrollada mostro eficientes caracteristicas antimicrobianas;
no obstante, se requiere evaluar la calidad de la carne de pollo con la biopelicula como
empaque Y rectificar la vida util de la carne en fresco.

e Evaluar la migracion y la cinética de liberacion de la nisina in vitro a la temperatura de

almacenamiento de la carne.

e Evaluar otras bacteriocinas que tengan efecto sobre otros microrganismos presentes en la

carne, como es Escherichia coli y Salmonella typhimurium.

e Los rangos establecidos permitieron la optimizacion de la pelicula biodegradable, sin
embargo, al presentarse limitantes tecnoldgicas se recomienda modificar las
concentraciones de fécula de malanga y glicerol para poder obtener las curvas

caracteristicas de superficie de respuesta.
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ANEXOS

Al. Anexos del Capitulo |

A 1.1 Elaboracién de biopeliculas

Fécula de malanga (0.5-
2% p/v) en 525 mL de
agua

Incremento de la temperatura

Descenso de temperatura y adicion
del alginato de sodio

Adicion de glicerol (1-2%
p/v) en 525 mL de agua

Preparacion de solucion madre de
nisina (50,000 UI/mL). 5 g de
nisina/100 mL de HCL 0.02 N

Descenso de temperatura de
la solucién formadora de
biopelicula a 35-40°C

Vaciar 35 mL de la solucién
formadora en la caja pretri
segun el método de casting

Homogeneizacion de la de
la fécula de malangay el
agua destilada en agitacién
constante por 20 min

Se elevd la temperatura a 90°C y
se dejo en agitacion por 30 min

La mezcla se llevé a 70°C
para afiadir el alginato de
sodio, dejandolo en agitacion
contante por 30 min

Se mantuvo la temperatura a 70°C y
se afiadio el glicerol en agitacion
constante por 30 min

Se agreg6 5.25- 52.5 Ul/mL de
la solucién madre a la solucién
formadora de biopelicula, se
dejé en agitacion constante por
30mina70°C

Aplicacién de vacio de la
solucién formadora por 20 min

Deshidratar a41° C por 12 h
en un deshidratador marca
Excalibur 4900, Espafia
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Figura 1. Pasos de preparacién de biopeliculas de alginato de sodio, fécula de malanga adicionados
con nisina
A 1.2 Ecuaciones de las variables de respuesta

El efecto de cada variable independiente sobre cada variable de respuesta se muestra en las
siguientes ecuaciones, se utilizé los datos experimentales ajustados:

Espesor = 0.0444 + 5.573577X ; + 0.0129 X, + 0.0919 X5 + 4.65607¢ X, X , —
1.502276 X; X 5 — 0.0173 X, X5 + 3.5529710X,2 + 0.0034 X,* + 0.0174 X5°...

Humedad = —71.1038 + 0.0002 X ; + 6.4689 X, + 129.5746 X5 — 0.0026™° X,X , +
0.00287° X, X 5 + 4.6609 X, X; — 2.339177X,% — 7.1644 X,* — 41.3289 X,>

Solubilidad = —1.8698 + 7.655276 X , + 2.5175X, + 1.7749X; — 651576 X, X , —
1.34475 X, X 5 — 0.0342 X, X5 + 1.821978X,2 — 0.8075 X,% — 0.6343 X2

PVA = —0.2708+ 1.697>X; — 0.2611 X, + 0.5815X; + 2.04™> X, X , —
455675 X; X 3 — 0.2080 X, X5 + 1.9179X,% + 0.1545 X,

Fuerza tensil = 7.8346 — 0.0017 X ; + 4.9627 X, — 4.4712X; — 4.44™% X, X , +
0.0012 X; X 5 — 0.2364 X, X5 — 7.617°X,2 — 1.0051 X, — 0.2581 X2

Fuerza de Quiebre = 22.1341 — 0.0051 X ; + 15.6326 X, — 11.4328X; —
0.0022 X;X , + 0.0036 X; X 3 — 2.4876 X, X3 + 1.35277X,% — 0.8076 X,° — 0.7446 X,?

Elasticidad = 31.7842 + 0.0032 X ; — 13.6073 X, — 19.2781X; — 0.0027 X, X , +
0.0019 X; X 5 + 17.2832 X, X5 — 6.5877X,% — 3.1014 X,* — 0.5454 X,

A 1.3 Superficies de respuesta de las 7 variables respuesta
En la Figura 2 se muestra que el espesor aumenta cuando los contenidos de las variables
independientes aumentan.

Espesor

Espesor (mm)

Espesor (mm)
—iih
i

00
A: Nisina (UD) 4100

2300 A: Nisina (Ul)
1400

B: Almidén (%) C: Glicerol (%)
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Espesor (mm)

C: Glicerol (%)

Figura 2. Superficies de respuesta para la variable respuesta espesor que muestran las variables
independientes

Humedad
En la Figura 3 se muestra que a mayor contenido de nisina y de glicerol aumenta la humedad.

Humedad (%)

00
A: Nisina (Ul)
00

Humedad (%)

B: Almidoén (%)
11

C: Glicerol (%)

Figura 3. Superficies de respuesta para la variable respuesta humedad que muestran las variables
independientes

Solubilidad en agua
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En la Figura 4 no se muestran efectos de las variables independientes sobre la solubilidad de la

biopelicula en agua

100

80

60

40

20

Solubilidad (%)
Solubilidad (%)

¢

2 17
1 1 08 05 500 ’ 14

B: Almidén (%) C: Glicerol (%)

Solubilidad (%)

C: Glicerol (%)

Figura 4. Superficies de respuesta para la variable respuesta solubilidad que muestran las variables
independientes

Permeabilidad al vapor de agua
En la Figura 5 se muestra que la Permeabilidad al vapor de agua aumenta con el contenido de

glicerol y disminuye con el contenido minimo de fécula de malanga.

Permeabilidad (g mm kPa-1h-1m-2)
Permeabilidad (g mm kPa-1h-1m-2)
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Permeabilidad (g mm kPa-1h-1m-2)

Figura 5. Superficies de respuesta para la variable respuesta permeabilidad al vapor de agua que
muestran las variables independientes.

Fuerza tensil
La Fuerza tensil esta relacionada con el contenido maximo de fécula de malanga y los contenidos

minimos de glicerol y nisina

A\
AN

A

NN

NV’

NN

Max stress (MPa)
oW oA w

Max stress (MPa)

: Nisina (UI)

Max stress (MPa)

C: Glicerol (%)

Figura 5. Superficies de respuesta para la variable respuesta fuerza tensil que muestran las
variables independientes
Fuerza de quiebre
La Figura 6 muestra que la fuerza de quiebre aumenta con el contenido maximo de fécula y minimo
de glicerol y nisina
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Break force (MPa)

Break force (MPa)

Figura 6. Superficies de respuesta para la variable respuesta fuerza de quiebre que muestran las

variables independientes
Elasticidad

La elasticidad se ve afectada con el aumento de contenido de glicerol y el contenido minimo de

fécula de malanga

Elastic (%)

Elastic (%)

18

16
500 4400 14" C:Glicerol (%)

2300 3500~ 4100 P
5000 1

A: Nisina (UI)
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Elastic (%)

16
05 14 C:Glicerol (%)
’ : 2

B: Almidon (%)

Figura 7. Superficies de respuesta para la variable respuesta porcentaje de elongacion que
muestran las variables independientes
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A 1.4 Evaluacion de la migracion total de nisina en simulantes alimentarios (Soler, 2016).

Los tubos previamente
puestos a peso constante
se pesaron, se adiciono la

biopeliculay 15 mL de

cada simulante (etanol
10%, 4cido acético 3% e
isooctano)

Pesado de tubo de cristal
(15 mL), biopelicula'y
simulante alimentario

La migracion de la nisina
seevalu6alos6,9, 12y
; : 15d a 20°C, con 3
il repeticiones.

Finalizado el contacto
de la biopelicula con el
simulante, en cada
tiempo establecidos se
llevé a evaporacion a
60°C durante 24-48 h

Se peso el residuo
generado para
determinar la

migracion total de

nisina.
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Figura 8. Elaboracion de la migracion de nisina en simulantes alimentarios
A 1.5 Extraccién de nisina en las biopeliculas (Soler, 2016)

Se recorto muestras de
4 cm? de biopelicula

Se pusieron en contacto

con 100 mL de metanol

durante 24,48y 72 h a

temperatura ambiente y

en agitacion constante,
por triplicado

Pasado el tiempo
respectivo, la
concentracion de
nisina extraido se
cuantifico
mediante
espectrofotometria

a282nm

Figura 9. Proceso de extraccion de nisina en la biopelicula 6ptima en metanol.
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A 1.6 Cinética de liberacién de nisina en diferentes simulantes alimentarios (Soler. 2016)

Muestras de biopelicula
de 4 cm? se pusieron en
contacto con 100 mL
de simulante (etanol
10%, etanol 50%, &cido
acético 3% e isooctano)

Los frascos con la
biopelicula y el simulante
fueron cerrados para
evitar la evaporacion del
simulante

Los frascos se pusieron
en agitacion y se
evaluaron a diferentes
tiempos (cada 5 min, 10
min, 20 min y 30 min).

La liberacién de la
cinética se midié a una
absorbancia de cada
solucidn se determin6 a
282 nm.

Figura 10. Proceso de analisis de la cinética de liberacion de nisina en la biopelicula éptima en

simulantes alimentarios (etanol 10%, etanol 50%, acido acético 3% e isooctano).
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A 1.7 Evaluacién antimicrobiana de la pelicula optima, aplicacion de la biopelicula en la
carne.

Muestras de pechuga de
pollo en  porciones
redondas de 50 mm de
diametro.

Las muestras de carne
se dividieron en 3 lotes
(Carne+Biopelicula
Optima, Carne con
biopelicula sin nisina 'y
Carne inoculada con
Listeria
monocytogenes), cada
muestra se colocd en
una caja Petri, por
triplicado

Esterilizacion de las
muestras de carne en
campana de flujo
laminar con luz UV

Todos los lotes de
carne se inocularon
con 100 pL de la cepa
L. monocytogenes
para colocar la
biopelicula 6ptima
sobre la superficie y
puestos en
refrigeracion

Inoculacion de
la carne
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La biopelicula fue
retirada de la carne
en el respectivo dia

Remocién de la
biopelicula en la
carne

Para homogenizar las

muestras, se colocaron

en vasos de licuadora
previamente
esterilizados

La carne se
homogenizo por 2
min con 90 mL de

agua peptonada

De la mezcla
resultante se hicieron
diluciones con 1 mL

de agua peptonada
para disminuir la
cargar bacteriana y
obtener organismos
aislados

La dilucién 3 se
sembré en caldo de
Listeria para hacer el

recuento de células
viables

Figura 11. Evaluacién antimicrobiana de la biopelicula dptima en carne inoculada con Listeria

monocytogenes.
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