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RESUMEN

En México la produccion de zanahoria se ha reportado en mas de 331 mil
toneladas al afo; el 30 % se elimina como subproducto, de los cuales el 80 % no
tiene utilidad. La fibra cruda de zanahoria contiene 71.7 % de celulosa que puede
ser usada por la industria alimenticia para contribuir a la economia circular,
empleandola como materia prima para la elaboracién de materiales de empaque
biodegradables. El objetivo de este trabajo fue elaborar un empaque activo a base
de subproductos de Daucus carota, almidon y nanoparticulas de plata (NPAg). Se
realizaron lavados a los subproductos de zanahoria para obtener 2.05 % de
rendimiento de celulosa. Se sintetizaron NPAg identificadas por su pico
caracteristico de absorcidén a 425.2 nm, las cuales presentaron un potencial zeta
de -31.9 + 1.41 mV, reflejando la estabilidad de la suspensidn. La concentracion
de nanoparticulas se midi6 mediante emisidbn atomica con plasma de
acoplamiento inductivo (ICP-OES), siendo de 84.67 + 4.35 ppm. Las peliculas de
celulosa mostraron mayor resistencia a la tension, aunque la combinacion de
almidén y celulosa mejoré el porcentaje de elongacién. Por otro lado, la
incorporacion de las NPAg en estas peliculas mejor6 su elongacion, pero
disminuyd significativamente el mdédulo de Young. Las peliculas adicionadas con
20 - 30 % de las NPAg mostraron mayor efecto antimicrobiano contra bacterias
Gram (-) (Salmonella Typhimurium (ATCC 14028) y Escherichia coli O157:H7),
que contra Gram (+) (Listeria innocua). Esto fue debido a la interaccion de la plata
con las cargas negativas de la membrana externa. La concentracidn minima
bactericida (CMB) obtenida de las curvas de crecimiento para los cuatro
microorganismos empleados fue de 423.35 + 0.1 pug/mL correspondiente al 19.23
% de NPAg. Se concluye que es posible elaborar un empaque activo con actividad
antimicrobiana a partir de almidén modificado, celulosa extraida de subproductos
de zanahoria y NPAg.



INTRODUCCION

En la actualidad, existen diversos problemas ambientales globales, uno de
ellos y de los mas importantes es la acumulacion de plasticos; que a su vez se
desglosa en diferentes vertientes: su uso excesivo, su desecho irresponsable en
ecosistemas terrestres y acuaticos, los problemas de salud que ocasionan su
descomposicion, su acumulacion excesiva debido a la baja degradabilidad y su
produccioén requiere el uso intensivo de recursos no renovables como el petréleo.
Estos productos son muy versatiles y sin duda funcionales, aunque cuentan con
una lista importante de desventajas. Abstenerse de su uso, mejorar la gestién de
sus residuos y la concientizacion son algunas de las soluciones a este problema.
Por otra parte, el desarrollo de materiales alternativos al plastico es otra opcién
interesante y prometedora. Por lo que este trabajo es considerado el inicio del
desarrollo de un proyecto que busca hacer frente al problema con los plasticos a
través de su sustitucion.

Otra preocupacion global es el desperdicio de alimentos. El despilfarro
comienza desde las etapas tempranas de produccién y cosecha, pasando por el
transporte, su almacenamiento, distribuciéon y hasta el final del proceso, su
consumo. Este desperdicio ocasiona la acumulacion de los alimentos, su
descomposicion, emision de gases de efecto invernadero, asi como la necesidad
de producir mas, lo que implica el uso de recursos, agua, tierra, energia, entre
otros; esto se torna en un circulo vicioso interminable. Hay muchas causas del
desperdicio, desde practicas agricolas inadecuadas hasta requerimientos de
estandares estéticos de los alimentos durante su venta al consumidor. En este

trabajo nos centramos en las fechas de caducidad escritas de algunos alimentos.



No es conveniente para nuestras finanzas cuando las frutas de la despensa,
fresas, uvas, frambuesas, moras; o carnes como pollo y res se echan a perder,
pero no es posible consumir todo en cuestidon de un par de dias con tal de evitar
su desperdicio. Si fuera posible incrementar un poco mas su vida util seria ideal.

Una posible solucion a estos dos problemas ambientales, econdmicos y de
salud mundial son los empaques activos a base de recursos biodegradables y
faciles de conseguir. El objetivo de este trabajo fue el desarrollo de un empaque
activo a base de subproductos de zanahoria (Daucus carota), almidén y
nanoparticulas de plata (NPAg). Los subproductos de zanahoria tendrian un uso
alternativo y de valor agregado, evitando su desperdicio y la contaminacién que
esto ocasiona. El almidon es muy usado en este tipo de empaques por su
versatilidad y las caracteristicas ventajosas que otorga a las peliculas. Las
nanoparticulas de plata son el ingrediente activo que brinda la actividad
antimicrobiana, propiciando la conservacién del alimento. Por falta de tiempo no
fue posible evaluar la biodegradabilidad de las peliculas elaboradas, ni su
funcionalidad en los alimentos, pero sin duda, fue un avance importante
establecer una formulacion estable de empaque y conocer la actividad de las

NPAg ante diferentes microorganismos contaminantes.



1. ANTECEDENTES
1.1 Peliculas comestibles

Una pelicula comestible es un material de empaque cuya principal utilidad
es mejorar y preservar la calidad de los alimentos, funcionando como una barrera
protectora. Las peliculas consisten en una o varias capas de materiales
comestibles como polisacaridos, proteinas, grasas y/o una combinacion de estos
componentes (Anchundia y col., 2016).

Las peliculas otorgan un ambiente donde resulta mas dificil la captacion de
diéxido de carbono y oxigeno, asi como también reducen la pérdida de humedad
del alimento lo que favorece su preservaciéon. Otro beneficio importante de las
peliculas comestibles es la reduccion del uso de plasticos para empacar alimentos
(Cakmak y col., 2020). La principal diferencia entre un recubrimiento y una pelicula
comestible es que ésta ultima es preformada como una lamina y posteriormente
es colocada sobre el alimento; mientras que los recubrimientos se moldean a la
superficie del alimento y una vez solidificado forma una capa protectora (Solano
y col., 2018).

De acuerdo con su composicién, las peliculas comestibles se clasifican en
aquellas basadas en hidrocoloides, lipidos o compuestas. Las peliculas a base de
hidrocoloides se caracterizan por presentar excelente barrera a gases (O2y COz2),
buenas propiedades mecanicas, pero alta permeabilidad al vapor de agua. Las
peliculas de hidrocoloides regularmente estan compuestas de polisacaridos como
celulosa, quitosano y almidén, asi como de proteinas de origen animal y vegetal
(caseinas, albuminas, soya) (Ancos y col., 2015). Las peliculas a base de lipidos
se consideran como recubrimientos y, al estar formadas por materiales

hidrofébicos, presentan buenas propiedades de barreras contra la humedad.



Principalmente estan hechas de monoglicéridos, ceras y acidos grasos; la
desventaja que tienen es su reducida capacidad para formacion de la pelicula
(Fernandez y col., 2015). Finalmente, las peliculas compuestas resultan de la
combinacion de polisacaridos o proteinas y de lipidos, obteniendo asi las ventajas
de los distintos materiales para crear una pelicula selectiva, resistente e integra.
1.2 Empaques activos

La modificacién de las caracteristicas de los alimentos, asi como la
prolongacion de su vida de anaquel, son los principales distintivos que diferencian
a los empaques activos del resto de recubrimientos de alimentos (Solano y col.,
2018). Los empaques activos cumplen su funcion a partir de la liberacion de los
compuestos activos hacia el alimento o el medio donde éste se encuentra; de
igual forma, puede absorber las sustancias no deseadas presentes o liberadas
por el alimento y el entorno (Andrade y col., 2018).

Los principales ejemplos de peliculas activas son aquellas que poseen
capacidad antioxidante y/o actividad antimicrobiana (Yong y Liu, 2021). En el caso
de los empaques activos antioxidantes podemos encontrar los que liberan las
sustancias activas en el alimento y en el medio donde se encuentra éste; y los
empaques que absorben los compuestos oxidantes como el oxigeno y radicales
del ambiente o el propio alimento (Dominguez y col., 2018). Por otro lado, los
empaques activos que poseen actividad antimicrobiana tienen la funcion de
preservar el alimento gracias a la prevencion de la contaminacion por bacterias
(Omerovicy col., 2021). Para este tipo de peliculas los compuestos activos suelen
ser nanomateriales antimicrobianos, que ademas de conferir dicha cualidad,
permite obtener materiales de empaque mas fuertes y con una menor

permeabilidad al oxigeno (Sharmay col., 2020).



1.3 Peliculas elaboradas con polisacaridos

Los polisacaridos son los biopolimeros mas usados en la elaboracion de
peliculas comestibles; entre ellos destacan el almiddn, la celulosa y el quitosano.
Los polisacaridos son una buena opcién debido a su facil biodegradabilidad y su
adquisicion relativamente econémica (Vazquez y col., 2019). Sin embargo, las
propiedades de barrera de los polisacaridos se ven afectadas por la humedad, por
lo que regularmente se busca la elaboracion de matrices a base de la mezcla de
lipidos y polisacaridos o la combinacién de diferentes carbohidratos complejos
(Slavutsky y Bertuzzi, 2015).
1.4 Celulosa

La celulosa es el polimero mas abundante en la naturaleza y esta
conformado por unidades de anhidroD-glucopiranosa, unidas por enlaces beta
glucosidicos. Contiene regiones altamente ordenadas, cristalinas y regiones
amorfas (Amaral y col., 2020). Este polisacarido se encuentra de manera
significativa en las plantas ya que constituye en gran porcentaje la pared de
células vegetales. Ademas, la podemos encontrar en la madera, fibras naturales
como el lino y algodén, asi como en el papel donde por lo general esta en
combinacién con lignina y hemicelulosa (Lavanya y col., 2011).
Algunos de los principales métodos de obtencion de celulosa son: extraccion
mediante liquidos idnicos, que consiste en el uso de sales idnicas termoestables
que sirven como disolventes de compuestos polares, no polares, organicos e
inorganicos, por lo tanto, funcionan como disolvente de biomasa lignocelulésica.
El método Kraft consiste en la extraccion de fibras de celulosa a partir de la
disminucion del tamano de la particula, tratamiento alcalino y blanqueamiento. El

método de fraccionamiento que se utilizara en el presente trabajo se basa en



lavados con HCI, NaOH e hipoclorito de sodio para el aislamiento de la celulosa
(Szymanska y col., 2017; Zambrano y col., 2021; Silguero, 2022). El Cuadro 1
muestra algunas de las aplicaciones de la celulosa en diversas industrias, sin
mencionar su uso en la elaboracion de recubrimientos comestibles en la industria
alimenticia.

Cuadro 1. Aplicaciones de la celulosa en la industria biomédica, de la
biorremediacion, del papel y la pirotécnica.

Industria Producto Funcién Referencia
Terapias de purificacion G
o Membranas de de sangre. Ejemplos: Mikaeili y
Biomédica s Gouma,
acetato de celulosa Hemodialisis y
L > 2018
hemodiafiltracién.
Biorremediacién Peliculas de celulosa Remocion de cationes Fuentes,
de metales pesados 2018

Alternativa de agente de

Papel y carton Espinosa
Papelera refuerzo, en lugar del ’
P reforzado . g. 2019
refino convencional
Pélvora para armas, ,
. . Criollo,
Pirotécnica propulsores para Explosiva 5018

cohetes

Las nuevas tendencias tecnoldgicas e ingenieriles han optado por el uso
de nanomateriales biodegradables en la elaboracién de empaques comestibles
debido a su baja densidad y elevada area de contacto efectiva. Esto repercute
directamente en la mejora de las propiedades de barrera, mecanicas y estabilidad
térmica de las peliculas (Garcia, 2020). En especifico, los nanocristales de
celulosa poseen diametros entre 3 y 20 nm y longitudes de 100 a 600 nm
(Rebouillat y Pla, 2013). Ademas, estos nanocristales poseen grupos OH en su
superficie que sirven como sitios para realizar modificaciones tales como
oxidacién, esterificacion, entre otros, que podrian brindarles nuevas

caracteristicas y propiedades a los nanocristales (Peralta, 2021).



1.5 Zanahoria (Daucus carota)

La zanahoria es un vegetal que presenta una elevada composicion de
minerales y vitaminas, pero los componentes principales de este alimento son el
agua y los carbohidratos. De acuerdo con Hernandez y Blanco (2015), el
porcentaje de carbohidratos que se encuentra en polvos de zanahoria
deshidratada es de 63.27 %. Dentro de ese contenido y variedad de hidratos de
carbono podemos encontrar fibra cruda o fibra dietética (lignina, hemicelulosa,
celulosa, pectinas, mucilagos y gomas). La fibra cruda no se puede digerir
mediante hidrolisis enzimatica en el tracto gastrointestinal, sino que es
catabolizada por la microbiota intestinal (Tirador y col., 2011).

Diversos estudios han determinado que el contenido de polisacaridos en
zanahorias crudas es de 2.4 % del peso fresco y del 19.5% en peso seco (Englyst
y Cummings, 1988; Holland y col., 1991). Mientras que Gopalan y col. (1991),
reportaron un contenido de fibra total de 1.2 % e igualmente aluden a un
porcentaje de fibra cruda de 2.4 %. De ese porcentaje de fibra cruda que oscila
entre el 1y 3 % del peso fresco de la zanahoria cruda, Kochar y Sharma (1992)
reportan un 71.7 % de celulosa, 15.2 % de lignina y un 13 % de hemicelulosa.

La zanahoria se encuentra dentro de las mas importantes hortalizas
cosechadas a nivel mundial, siendo México uno de los principales paises
productores; habiendo producido 336,616 toneladas en 2018 (SIAP, 2022).
Querétaro se encuentra entre las cinco entidades federativas con mayor
produccién de zanahoria en el territorio nacional con una produccién de 21,524 .4
toneladas en 2018. El 30 % de esta produccién anual se considera desecho ya
que no cumple con los estandares estéticos del producto fresco; el 20 % de estos

desechos es usado para la elaboracién de zumos y la parte fibrosa que sobra es



secada y transformada en harina para la industria de la confiteria; asimismo, estos
desechos se usan como fertilizante natural en la agricultura (Traxco, 2014). El
80% restante de los residuos de zanahoria solo ocasionan la degradacion del
suelo debido a su proceso de descomposicion y podredumbre; de ahi la
importancia de encontrar alternativas de uso para estos desperdicios.
1.6 Peliculas a partir de celulosa
Las peliculas de celulosa tienen mucho potencial debido a la abundancia del
polisacérido y a su biodegradabilidad (Barrera y col., 2021). En los ultimos afios
se ha optado por la extraccion de este biopolimero a partir de diferentes fuentes
naturales, con el fin de usar el producto en diversos procesos. En el Cuadro 2, se
muestran algunas aplicaciones de peliculas comestibles que incorporan celulosa
y estan relacionadas con el presente trabajo.

Cuadro 2. Aplicaciones de recubrimientos que incluyen a la celulosa como

componente de su matriz.
Recubrimiento Aplicacion Referencia

_ Materiales electronicos y
Celulosa-Glicerol . Vany Lee, 2021
biosensores

_ Membranas degradables .
Celulosa-Quitosano-NPs- . Espinosa y col.,
resistentes a la
Ag o B 2020
bioincrustacion

Celulosa bacteriana Biopeliculas Alata y col., 2019

En las peliculas comestibles se usa ampliamente la celulosa o sus
nanoparticulas para reforzar la pelicula hecha de otros materiales como el
almidon, mejorando las propiedades de barrera y mecénicas, como la resistencia

a la tension (Gémez y Jiménez, 2021).



1.7 Almidén

El almidén es un compuesto formado por monémeros de glucosa y representa un
elemento muy importante en la dieta humana, ya que conforma la mayor fuente
de carbohidratos consumidos (Villarroel y col., 2018). Es la principal fuente de
reserva de energia en cereales y tubérculos (Benelli y col., 2019). El almidén esta
constituido por dos estructuras especificas, la amilosa que es un polimero lineal
de glucosas unidas por enlaces a 1-4 y la amilopectina que funge como el
componente principal del almidén normal, con una estructura ramificada unida por
enlaces a 1-6 (Valdivieso y Mollinedo, 2021).

Con el fin de mejorar la alimentacién del humano, se ha optado por
desarrollar alimentos con caracteristicas funcionales, es decir, alimentos
naturales y transformados que tienen un beneficio potencial para la salud, como
la prevencion de enfermedades. Tal es el caso de los almidones resistentes
desarrollados a partir de almidones nativos. Estos almidones tratados con
tecnologias industriales han sido usados en el desarrollo de alimentos prebidticos
y como intervencién dietética para personas con diabetes tipo IlI, para el
favorecimiento en la disminucion de los niveles de glucosa e insulina postprandial
al limitar la digestién del almidén gracias al aumento de la resistencia de este, por
mencionar algunos ejemplos (Lau y col., 2016).

En el Cuadro 3 se pueden apreciar algunas de las principales
modificaciones que se realizan en almidones nativos para mejorar su resistencia,

asi como ejemplos experimentales de estos.



Cuadro 3. Principales almidones modificados quimicamente y sus

caracteristicas.

Almidén Caracteristicas Referencia
e Capacidad de absorcion de agua mayor. Buena
retencion de agua.
e Resistente a retrogradacion.
Almidén e Mayor estabilidad en su estructura. Quiroz,
Ceroso e Mayor velocidad de hidratacion. 2019.
o Estable a congelacién-descongelacion.
e Aumenta la viscosidad de alimentos o bebidas
adicionados con él.
e Aumento en el poder de hinchamiento conforme
el grado de acetilacién se incrementa.
e Aumento de la viscosidad aparente.
e Disminucion de la temperatura de
gelatinizacion.
6 e Menor porcentaje de liberacién de agua (mayor ]
Q‘ﬁ';"ji’;;’,i estabilidad). Sulbaran y
acetilado e Aumento en la capacidad de sorcion (captacion col., 2018.
de agua).
e Mayor estado de agregacion y ruptura de la
estructura del granulo.
¢ Menor tamario de particula.
[}
Almidones - .
esterificados  ® Incremento de tamarno de los granulos.
con Anhidrido ® Aumento de la hidrofobicidad.
Acético, e Superficies rugosas. Lados porosos. Fonseca y
Octenil e Menores temperaturas de gelatinizacion. col., 2018.
Succinico ¢ Menores temperaturas de formacion de pasta.
Anhidro e Mayor viscosidad.
(OSA)
e Mejor hidratacion.
e Baja viscosidad.
¢ Modificacion de su color (blanqueo).
. e Minima retrogradacion. Arenas y
Almidon o Mayor temperatura de gelatinizacion. Pedraza,
oxidado o 2017.

Mayor absorcion de agua. Mayor poder de
hinchamiento.

Menor viscosidad.

Menor porcentaje de agua liberada.
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Dentro de los almidones resistentes se encuentra la categoria de
almidones modificados, que a su vez se pueden clasificar de acuerdo con el
cambio que presentan; pueden ser modificaciones quimicas, fisicas, enzimaticas
y/o genéticas (Ding, 2016). Los almidones modificados quimicamente son
indigeribles por las amilasas debido a que contienen enlaces quimicos diferentes
en virtud de acetilaciones, reticulaciones, esterificaciones, oxidaciones entre otras
modificaciones (Andrade y col., 2021). Estos cambios estructurales en algunos
almidones modificados favorecen la formacion de peliculas que pueden utilizarse
para aumentar la vida de anaquel de un alimento.

1.7.1 Almidon acetilado-entrecruzado

Los almidones acetilados presentan mayor hidrofobicidad, por lo tanto, su
solubilidad es menor. Esto a su vez se traduce en una disminucion de la capacidad
de humectacion de los alimentos recubiertos con peliculas cuya matriz es a base
de almidén acetilado; ademas, este material posee mayor resistencia a la
deformacién (Lépez, 2011).

Como se menciona en el Cuadro 3, los almidones acetilados han
demostrado tener una menor temperatura de gelatinizacién debido a que esta
modificacion permite una pronta ruptura de la estructura de la amilopectina,
facilitando la formacion del gel.

Sin embargo, para el caso de los almidones acetilados-entrecruzados se
han observado temperaturas de gelatinizacién diferentes, debido a que mientras
el proceso de acetilacion disminuye el valor de este parametro, el
entrecruzamiento lo aumenta gracias a la formacién de nuevos enlaces

intermoleculares, brindando una mayor estabilidad a la molécula; por lo que, el
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almiddn acetilado-entrecruzado presenta rangos de temperatura de gelatinizaciéon
intermedios (Arredondo, 2012).

Yue y Waring (1998) reportaron una mayor estabilidad ante la degradacién
mecanica y térmica del almidon acetilado-entrecruzado con respecto a los
almidones nativos. El uso de almidones acetilados en la elaboracién de peliculas
comestibles ha dejado en evidencia la alta permeabilidad de esta debido a las
porosidades mismas que brindan a la pelicula un aspecto opaco y rugoso.
Ademas de que dicha modificacién en los almidones retrasa su degradacion
(Singh y col., 2007).

La FDA estipula que los limites permitidos de grupos acetato en almidones
acetilados con anhidrido acético, no debe ser mayor al 2.5 %. Mientras que para
los almidones entrecruzados con cloruro de fosforilo (oxicloruro de fésforo),
trimetafosfato de sodio (STMP) y anhidrido mixto acético adipico, los limites
permitidos son 0.1 %, 1 % y 0.135 % en base al peso del almidén,
respectivamente (Tupa, 2019).

1.8 Peliculas a base de almidén

El almidon posee diversas ventajas en su uso para la elaboracién de
peliculas comestibles, es barato, accesible y biodegradable (Pagno y col., 2015).
Las principales caracteristicas de las peliculas elaboradas a partir de este
polisacarido son de una tonalidad clara y transparente, flexibles y es este
componente el que brinda soporte a la matriz de la pelicula (Anchundia y col.,
2016). La amilosa es la estructura responsable de la baja permeabilidad al
oxigeno de las peliculas; sin embargo, las propiedades de barrera a la humedad

no son las mejores debido a su alta hidrofilicidad (Miller y Krochta, 1997). Por otra
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parte, se ha demostrado que cuando el almidén posee un alto contenido de
amilosa (gracias a técnicas de ingenieria genética) resultan peliculas elasticas y
resistentes (Liu y Han, 2005). Pero a pesar de ello, regularmente las peliculas de
almiddn resultan ser quebradizas y con pobres propiedades mecanicas (Enriquez,
2012).

Las peliculas a base de almiddn han sido utilizadas principalmente para la
conservacion de alimentos debido a que permiten controlar la respiracion de los
alimentos tales como frutas y vegetales (Vazquez y col., 2019). Ademas, han sido
utilizadas en el acolchado (“mulching” en inglés) en practicas agronémicas de
cobertura del suelo que tiene el objetivo de proteger al mismo, favorecer el
crecimiento de microorganismos encargados de la mineralizacion de los cultivos
y el desarrollo de cosechas mas sostenibles (Versino y Garcia, 2018).

1.9 Plastificantes en peliculas

Los plastificantes son sustancias de bajo peso molecular, cuya funcién dentro de
una pelicula es reducir la fragilidad de ésta, asi como aumentar su flexibilidad
(Bastidas, 2016). La concentracién de este aditivo en las peliculas es de muy
importante, ya que muy bajas concentraciones promueven la fragilidad de la
pelicula, mientras que concentraciones muy altas dificultan despegar la pelicula
del molde en el que se secaron ya que el plastificante incrementa la adherencia y
elasticidad (Moncayo y col., 2016). Los plastificantes mas estudiados para la
elaboracién de recubrimientos comestibles son el glicerol y el sorbitol (Brandao y
Pena, 2012). Algunos otros que son menos usados son el xilitol e incluso el agua
residual puede funcionar como plastificante para peliculas hidrofilicas (Sanchez y

col., 2014).
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1.9.1 Sorbitol

El sorbitol es un alcohol hexahidrico de cadena abierta de seis carbonos y
seis grupos hidroxilos, cada uno unido a uno de los carbonos que conforman a la
molécula. Generalmente se encuentra en forma de un polvo cristalino, blanco,
inodoro y ligeramente dulce (Li y col., 2018). En la industria farmaceéutica se ha
usado como excipiente en las formulaciones de distintos farmacos, principalmente
debido a que es comestible y seguro (Andrade y col., 2019). En el area de
alimentos, el sorbitol, al igual que el glicerol, se usa en las formulaciones de
peliculas comestibles para mejorar o modificar la solubilidad, las propiedades de
barrera, la permeabilidad al vapor de agua, la luminosidad, el espesor, la
flexibilidad y la extensidon de la pelicula (Gonzalez y col., 2017).
1.10 Agentes antimicrobianos
Las peliculas comestibles no solo pueden servir para mantener una barrera fisica
entre los alimentos y el ambiente, también pueden contener aditivos que aporten
distintas propiedades benéficas para la salud. Hoy en dia, se ha optado por el uso
de distintos compuestos antimicrobianos (aceites esenciales, acidos organicos,
nisina, etc.) que mejoran la calidad de los alimentos alargando su vida util
(Abdollahzadeh y col., 2021). Este tipo de empaques reciben el nombre de
envases activos, pues interactian con el alimento y modifican ciertas condiciones.
Uno de sus principales objetivos es evitar el desperdicio de alimentos gracias a
los antimicrobianos que retardan el crecimiento de microorganismos patégenos
(Wyrwa y Barska, 2017).

Estudios han demostrado que los antimicrobianos incorporados en una
matriz de pelicula comestible son mas eficientes en comparacién con la

incorporacion del aditivo por si solo y directo sobre el alimento. Su concentracién

14



en la pelicula suele ser del 0.005 % al 1 % del peso de la mezcla. Por su parte,
se recomienda hacer uso de tres capas de pelicula. La primera, que esta en
contacto directo con el alimento, regula la migracion del antimicrobiano contenido
en la segunda capa; mientras que la tercera capa evita la circulacion del
compuesto activo hacia el exterior (Firouz y col., 2021).

Sin embargo, a pesar de que los aceites esenciales han demostrado una
buena actividad antimicrobiana, también se ha encontrado que la incorporacion
de estos aditivos en peliculas comestibles ocasiona la reduccién de la fuerza de
tension, lo que se traduce en una menor resistencia a la traccidon; asi como
también disminuyen el modulo de elasticidad de las peliculas (Du y col., 2009).
Ademas, Sanchez y col., (2014) encontraron una alta volatilidad (incluso a
temperatura ambiente) de los aceites esenciales en las peliculas. Por otra parte,
se ha encontrado que la nisina reduce su actividad antimicrobiana en presencia
de grasas y proteinas de los alimentos (Cano y col., 2015). Es por ello que, se ha
optado por la busqueda y el uso de otros compuestos antimicrobianos que no
afecten las propiedades fisicas y mecanicas de la pelicula. Tal es el caso de las
nanoparticulas de plata (NPAgQ) que han tenido su auge en las ultimas décadas;
demostrando una importante actividad antimicrobiana en relacién con su
superficie-volumen, cuyo diametro suele rondar entre 1 y 100 nm. Son
relativamente econémicas y con baja citotoxicidad. Se ha popularizado el uso de
las nanoparticulas en diferentes aplicaciones biomédicas, tal es el caso de su
incorporacion en resinas acrilicas en prétesis dentales, cremas para el tratamiento

de quemaduras, entre otras (Bruna y col., 2021; Xiaoxue y col., 2020).
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1.10.1 Nanoparticulas de plata (NPAQ)

Aunque no se conoce por completo el mecanismo de accion de las NPAg,
se cree que se unen a la pared celular del microorganismo por atraccion
electrostatica, causando la formacion de poros y otros cambios morfologicos
como la inactivacidn de las enzimas que participan en el ciclo respiratorio, la union
de las nanoparticulas a proteinas de azufre y la interaccion con el contenido
genético, provocando dafo celular incluso en bacterias multirresistentes (Liao y
col., 2019). Por otra parte, Lu y col. (2013) mencionan que las NPAg de 5 nm
poseen una importante actividad antibacteriana a 25 y 50 ug/mL. Agnihotri y col.
(2014) corroboran que entre menor sea el tamafo de particula es menor la
concentracibn que se requiere para obtener una actividad antimicrobiana
significativa. Por otra parte, Zarei y col. (2014) encontraron que las
concentraciones minimas inhibitorias para Escherichia coli O157:H7, Listeria
monocytogenes y Salmonella Typhimurium fueron de 3.12, 6.25 y 3.12 ug/mL,
respectivamente. Siendo de 6.25 ug/mL la concentracién minima bactericida para
los tres microorganismos.

La actividad antimicrobiana que poseen sigue un mecanismo diferente en
bacterias Gram (-) y Gram (+), principalmente debido a que las cargas negativas
de los lipopolisacaridos que componen la pared celular de las primeras favorecen
la union de las NPAg (cuya carga es positiva) a las bacterias, provocando un
mayor efecto en este tipo de microorganismos (Montes y col., 2019). Bahrami y
col. (2019) reportaron que el uso de aditivos de caracter nanométrico favorece las
propiedades de barrera (para el caso de los componentes principales de la

pelicula) y las propiedades antimicrobianas de las NPAg.
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Debido a la efectividad de las NPAg como agente antimicrobiano, resultan una
alternativa en la elaboracion de peliculas activas comestibles, sin exceder lo
establecido por Salomoni y col. (2017). Estos investigadores, basados en la
norma ISO 10993-5 encontraron que una concentracion de 10 ug/mL de NPAg
resulta ser citotoxica en fibroblastos de raton NCTC 929, células tumorales HelLa
y células HepG2, todas lineas celulares de mamiferos.

Segun lo reportado por Dong y col. (2019), cuanto menor es el tamarno de
las nanoparticulas, mas aglomeracién se evidencia. Ellos atribuyen este
fendmeno a la gran fuerza intermolecular que existe entre particulas de tamafo
muy pequeio debido a su gran area de superficie especifica de contacto, lo que
resulta en una dispersion inestable.

El potencial zeta evalla la intensidad de la fuerza de repulsion o atraccion
electrostética en la doble capa eléctrica que rodea a una nanoparticula en
solucién. Una vez que se conoce este parametro para una dispersién, emulsiéon o
suspensién es posible inferir su estabilidad, debido a que se conocen valores
limites de potencial zeta que determinan el nivel de dispersién o agregacion que
pueden presentar las particulas en cuestion (Malvern Panalytical, 2023).

En este proyecto se llevo a cabo una sintesis quimica para la obtencién de
las NPAg, donde los reactivos iniciales se transformaron mediante reacciones de
reduccion y oxidacion, como se observa en la reaccibn que se muestra a
continuacion.

12AgNO3 + 4NazCsHs07 + 6H20 — 12Ag + 4CeHsO7 + 302 + 12NaNOs

Para este tipo de procesos se requieren tres componentes esenciales: un

precursor metéalico, un agente reductor y un disolvente; para este caso se usaron
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nitrato de plata (AgNQs3), citrato de sodio (NasCsHs07) y agua, respectivamente
(Pryshchepa y col., 2020).

Los métodos quimicos para la sintesis de nanoparticulas son de los mas
sencillos de realizar; ademas tienen un muy buen rendimiento en comparacién
con los métodos fisicos. La manera en la que se obtiene la plata en su estado
metalico es mediante la reduccidn de los iones de Ag* gracias a los electrones
donados por el citrato de sodio (agente reductor). Finalmente, la plata se agrega

para formar las nanoparticulas (Almatroudi, 2020).

18



2. HIPOTESIS

La adicion de NPAg a peliculas a base de celulosa de Daucus carota y almidén
acetilado entrecruzado, permitira la elaboracién de empaques activos que pueden
preservar la calidad de los alimentos y aumentar su vida de anaquel, ya que éstas

poseen actividad antimicrobiana.

19



3. OBJETIVOS
3.1 General
Elaborar un empaque activo a base de almidén y celulosa extraida de desechos

de zanahoria (Daucus carota) adicionado con NPAg como agente antimicrobiano.

3.2 Especificos

e Extraer y cuantificar celulosa de subproductos de zanahoria para su
posterior uso en la elaboracién de peliculas activas.

e Determinar la actividad antimicrobiana de las nanoparticulas de plata
(NPAg) ante Listeria innocua (proporcionada por el laboratorio de
biotecnologia en alimentos de la Universidad Autbnoma de Querétaro),
Salmonella Typhimurium (ATCC 14028), Pseudomonas aeruginosa
(proporcionada por el laboratorio de biotecnologia en alimentos de la
Universidad Auténoma de Querétaro) y Escherichia coli (O157:H7).

e Desarrollar una formulacién eficiente de pelicula integrando la celulosa
extraida de la zanahoria, almidon acetilado-entrecruzado y NPAg.

e Evaluar la actividad antimicrobiana de las peliculas adicionadas con NPAg.

e Caracterizar las propiedades fisicas del empaque activo.
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4. METODOLOGIA

4.1 Materiales

Para la extraccion de celulosa se utilizaron desechos de zanahorias frescas
obtenidas de “Fruteria Gonzalez” (Santiago de Querétaro, Querétaro); Etanol 96
% (v/v) sin desnaturalizar (Alcoholes solubles de México, Europark 2, El Marques,
Qro., México), acido clorhidrico (HCI 34-37%, Fermont, Monterrey, NL, México) 1
My 0.5 M; hidroxido de sodio 1 M, sorbitol (>98 %), e hipoclorito de sodio al 1 %
(Sigma-Aldrich, St. Louis MO, EUA). Almidon acetilado-entrecruzado (Ingredion,
San Juan del Rio, Qro., México) y &cido acético (Meyer, CDMX, México).

Escherichia coli (O157:H7), Listeria innocua, Salmonella Typhimurium
(ATCC 14028) y Pseudomonas aeruginosa, fueron proporcionados por el
laboratorio de Biotecnologia en Alimentos de la Universidad Autobnoma de
Querétaro. Los medios utilizados fueron caldo soya tripticaseina para E. coli, S.
Typhimurium y P. aeruginosa, y caldo de enriquecimiento para Listeria innocua
(BD, Cuautitlan lzcalli, México).
Para la sintesis de NPAg y su purificacién se usaron nitrato de plata, citrato de
sodio (Jalmek, San Nicolas de los Garza, Nuevo Ledn, México), acido nitrico
(4cido nitrico 65 %, J.T. Baker, Phillipsburg, NJ, EUA), Triton X-100 (USB
Corporation, Cleveland, OH USA), tiocianato de amonio (Honeywell, Monterrey,
Nuevo Ledn, México) y sorbitol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA).

4.2. Métodos
4.2.1 Extraccién de celulosa en zanahoria

La extraccion de celulosa se realizé de acuerdo con Szymanska y col.
(2017). Se utilizé el bagazo de zanahoria que surgié como subproducto de la

preparacion de jugos de esta materia prima y se realiz6é un pretratamiento para la
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extraccién de betacarotenos. Se colocaron los residuos de zanahoria en una
solucién de etanol (96 %, v/v) en una proporcion 1:1.5 (p/v), respectivamente, y
se agitd en una parrilla (Thermo Scientific, SP131325, Waltham, MA, EUA)
durante 3 h a temperatura ambiente (=25 °C). Luego se dej6 sedimentar para
posteriormente decantar. Se realizé un segundo lavado con la misma proporcion
zanahoria:etanol, con agitacién durante 1 h.

La extraccion de celulosa se realiz6 a partir del residuo de zanahoria
utilizado para la extraccion de betacaroteno, el cual se sec6 durante toda la noche
en un horno (Felisa, FE-291, San juan de Ocotan, Zapopan, Jalisco, México) a 40
°C. Una vez transcurrido el tiempo, se pesd y se agreg6 agua caliente en una
proporcidn 1:6 residuo:agua (p/v); esta mezcla se llevé a ebullicidon por 10 min y
posteriormente se filtrd, desechando el filtrado.

A la torta se le agreg6 una solucion de HCI 1 M en proporcion 1:6 torta:HCI
(p/v), se agité durante 30 min a 85 °C y se filtrd; este paso se repitid con una
solucién 0.5 M de HCI en la misma proporcién, para posteriormente agitar a 85 °C
por 30 min en una solucién de NaOH 1 M, en la proporcion 1:6 torta:NaOH (p/v),
repitiendo este paso 2 veces mas.

Después del tratamiento alcalino se inicié el blanqueamiento, para el cual
se usd una solucién al 1 % de hipoclorito de sodio en la proporcién 1:6
torta:hipoclorito (p/v), se agitdé por 60 min a 95 °C y este paso se repiti6 con una
nueva solucién de hipoclorito de sodio al 1% y en la misma proporcién antes
mencionada. El residuo se lavd tres veces con agua destilada caliente por 1 h,
hasta obtener un pH neutro cada vez y se centrifug6 a 3214 x g a 25 °C durante

40 min (Eppendorf 5810R, SE, Hamburgo, Alemania). Se decanto el
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sobrenadante y el precipitado se secd por 12 h a 40 °C en el un horno de
conveccion forzada (Felisa).
4.2.2 Elaboraciéon de nanoparticulas de plata (NPAgQ)

La sintesis quimica de las NPAg se llevé a cabo como lo describe
Rodriguez y col. (2022) con algunas modificaciones. Se prepard una solucion de
75 mL de AgNOs 1 mM y se agité durante 30 min. Después se agregaron 24 mg
de citrato de sodio como agente reductor y se agité la mezcla por 25 min. Se
colocé la solucién en un horno de microondas Midea, Mod. MMDFO07S2WW, de
1050 W de potencia (Beijiaozhen, Foshan, China), a un 50 % de su potencial
maximo, en ciclos de 15 s hasta sumar 4 min (o hasta que la mezcla alcanzé un
color marrén oscuro), lo que indicé el término de la reaccién de reduccion y con
un reposo de 15 s entre los ciclos dentro del microondas. La mezcla se almacend
a 4 °C en la oscuridad para evitar la aglomeracién de las nanoparticulas.

4.2.3 Caracterizacién de las NPAg
4.2.3.1 Espectroscopia UV-VIS

La identificacion de las NPAg se evalud por espectroscopia UV-VIS en un
espectrofotometro Genesys 10 UV (Thermo Scientific, Waltham. MA, EUA)
realizando un barrido en el rango de 300-800 nm de longitud de onda (Real, 2019).
4.2.3.2 Tamano de particula y potencial zeta

El tamano de particula se determind utilizando un difractémetro laser
Zetasizer Nano-ZS (Malvern, Worcestershire, Reino Unido) a una longitud de
onda de 633 nm y 25 °C, equipado con un detector de retrodispersioén (173 °C).
Las emulsiones fueron previamente diluidas en agua ultrapura usando un factor

de dilucion de 1:9.
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El potencial zeta de las NPAgQ se determind usando la técnica de dispersion
de luz dinamica (DLS) con el difractébmetro Zetasizer Nano-ZS (Malvern). Este
equipo evalua la carga eléctrica que se tiene en la interfaz de las particulas
dispersas en la fase acuosa. Para la determinacion se hicieron diluciones (1:9) en
agua ultrapura (Onate y col., 2018).
4.2.3.3 Cuantificacion de NPAg mediante espectroscopia de emisién Optica de
plasma acoplado inductivamente
Se realiz6 un tratamiento previo a la cuantificacion de NPAg mediante
espectroscopia de emisién atdmica con plasma acoplado inductivamente (ICP-
OES). Esta es una técnica sensible y precisa para la deteccion de trazas de
elementos en muestras liquidas; funciona a partir de un plasma energético y
eléctricamente neutro que excita a los a4tomos de la muestra provocando la
emision de fotones (Jiménez y col., 2020).

El procedimiento realizado se basé en la metodologia descrita por Lépez y
col., (2014) con algunas modificaciones. A 20 mL de la solucién madre de NPAg
se le agregaron 0.1 mL de una solucién de &cido nitrico 0.1 M y la mezcla se
calenté por 2 min a 80 °C.

Posteriormente, se anadieron 0.2 mL de una soluciéon 1 M de tiocianato de
amonio, 0.5 mL de una solucién de Triton X-100 (30 % p/v) y la mezcla se agit6
durante unos segundos y se mantuvo a 40 °C durante 10 min. Se colocé en un
tubo conico y se centrifugd a 3214 x g durante 5 min a temperatura ambiente (=25
°C). Después de este tratamiento se formé un pellet en los tubos conicos con las
muestras, éste contenia las NPAg. Se recuperd el sobrenadante.

Se cuantificd la plata metalica (Ag®) presente en la muestra madre de

nanoparticulas y la Ag () presente en el sobrenadante recuperado anteriormente.
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De tal forma que la cantidad de plata cuantificada por la técnica ICP-OES en la
muestra madre fue la cantidad de plata total, es decir, incluyendo Ag (I) y la propia
plata metalica perteneciente a las nanoparticulas. El valor obtenido para el
sobrenadante pertenecié Unicamente a los iones Ag (), proveniente del AgNOs
que no se convirtid en nanoparticulas durante su sintesis. Al hacer la resta de
estos dos valores, se obtuvo la cantidad de plata que formaba a las nanoparticulas
que se quedaron en la pastilla.
4.2.3.4 Evaluacion del efecto antimicrobiano de las NPAg

Para la actividad antimicrobiana se realizaron curvas de crecimiento con 'y
sin NPAg mediante densidad éptica (Asoo nm). El efecto antimicrobiano de las
NPAg se evalué contra S. Typhimurium, L. innocua, P. aeruginosay E. coli. Las
bacterias se activaron durante 5 h a 37 °C, hasta alcanzar la fase logaritmica.

Luego, se inocularon 108 UFC/mL de cada microorganismo en caldo soya
tripticaseina para S. Typhimurium, P. aeruginosa y E. coli, y caldo de
enriquecimiento para L. innocua. Se agregaron NPAg a tres concentraciones (1,
5y 8 ug/mL). Las lecturas de absorbancia (Asoo nm) se registraron cada hora y se
obtuvo la concentracion minima inhibitoria (MIC), la cual representa la minima
concentracion que inhibié el desarrollo microbiano (Rodriguez y col., 2022).
4.2.4 Diseio de mezclas

El disefio de mezclas (Cuadro 4) se realiz6 con el programa Minitab 20.3
(R2010a, Natick, MA, EUA). Se desarroll6 un disefio de mezclas reticular simple,
considerando que la cantidad maxima de almidén mas celulosa seria de 3 %. El

resto de la formulacién se realizdé de acuerdo con el Cuadro 4.
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Cuadro 4. Diseno de mezclas.

Almidon (%) Celulosa (%)

3 0
0 3
0 0
1 1
2 0.5

0.5 2

0.5 0.5

4.2.5 Elaboracién de peliculas
La elaboracién de peliculas con la celulosa extraida de zanahoria se realizé como
lo reporta Corsello y col. (2015) con algunas modificaciones. Los porcentajes
manejados son respecto al volumen total de la mezcla para peliculas. Se prepar6
una dispersién de la celulosa extraida al 0.5 % (p/v) en acido acético al 0.5 %
(v/v), la cual se sonicd durante 20 min en un equipo Branson (Mod. 5510, Fisher
Scientific, Waltham, MA, EUA). Posteriormente se homogeneizé la mezcla
mediante un Ultra-Turrax (IKA, T-25 Basic, Staufen, Alemania) durante 20 min a
temperatura ambiente y 13,500 rpm (=25 °C). La muestra se mantuvo en reposo
durante 10 min y se homogeneizé nuevamente por 20 min a 13,500 rpm (=25 °C).
Después, la solucidén se mezcld en un procesador ultrasdnico (Sonics & Materials,
Vibra Cell VCX500, CT, EUA) por 20 min. Los diferentes ciclos se realizaron con
la finalidad de reducir el tamafo de particula de la celulosa extraida de los
residuos de zanahoria.

Se elabord una dispersion de almidén al 1 % (p/v) en agua calentando en
una parrilla (Thermo Scientific) a 200 °C por 30 min; transcurrido este tiempo se
adiciond sorbitol en una concentracién final de 0.5 % (p/v). La solucion de celulosa

se agregd por goteo a la solucién de almidén y se homogeneiz6 mediante

26



agitacion magnética durante 15 min a 85 °C. Posteriormente, se vertié la mezcla
en moldes de silicon redondos de 10 cm de diametro y se secaron a 35 °C durante
72 h en estufa (Thermo Scientific Mod. SP131325).
4.2.6 Caracterizacion del empaque activo
4.2.6.1 Grosor de la pelicula

El grosor se midié con un micrémetro (Mitutoyo IP65, Naucalpan de Juarez,
Edo. de Méx, México) (Wahidin y col., 2021). Se midieron 5 puntos al azar de la
pelicula para obtener un valor representativo de la muestra completa.
4.2.6.2 Solubilidad

La solubilidad de las peliculas en agua se llevoé a cabo como lo describe
Liu y col. (2020). Las peliculas se cortaron en cuadrados de 3x3 cm y se secaron
durante 30 min a 50 °C en un horno, hasta obtener un peso constante. Las
muestras secas se colocaron en 50 mL de agua destilada durante 24 h a
temperatura ambiente (=25 °C) en agitacidon constante en un agitador de balanceo
(SSM4, Stuart, Staffordshire, Reino Unido). Una vez transcurridas las 24 h, las
muestras se filtraron con papel filtro Whatman No. 4 (Little Chalfont,
Buckinghamshire, Inglaterra) y se secaron en horno (Felisa) a 105 °C durante 24

h. Se pesaron y la solubilidad se determiné mediante la Ecuacién (1).

ws (%) = “—*Lx 100 (1)

Donde WS es la solubilidad en agua, wd representa el peso seco inicial
en gramos y wt es el peso seco final en gramos.
4.2.6.3 Permeabilidad al vapor de agua

Para evaluar la permeabilidad de las peliculas se sigui6é el método descrito
por Gaona y col. (2021). En una celda de vidrio, se colocé agua destilada (HR1 =
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100 %) dejando un espacio vacio de 5 mm sobre la boca del frasco. Se colocé la
pelicula a caracterizar y se sellé con su respectiva tapa la cual permite un area de
transferencia de 0.0384 m?. La celda con la pelicula se colocé en una cadmara de
permeabilidad con control de temperatura a 30 °C que contenia silica gel (HRz2 =
0 %). Se cuantifico la pérdida de peso de la celda con la pelicula cada minuto
durante 12 h utilizando una balanza analitica conectada a una computadora
provista con el software necesario para la adquisicion de datos. La permeabilidad

al vapor de agua (WVP) se calcul6 mediante la Ecuacién (2).

WVTR
wvp = (S)*(%RH,—%RH,) *L (2)

Donde WVTR es pendiente de la curva de velocidad de pérdida de peso en
funcién del tiempo (g/s), multiplicada por el area de la pelicula (m?); S representa
la presién de vapor de saturacion (Pa) a la temperatura de analisis; % RH1 es el
valor de humedad relativa dentro de la celda, mientras que % RH2 es el valor de
humedad relativa (HR) fuera de la celda; L representa el espesor de la pelicula en
metros.
4.2.6.4 Propiedades mecanicas

Se sigui6 el método descrito por Rios-de-Benito y col. (2021). Se evalué la
resistencia a la fractura (TS), porcentaje de elongacion justo cuando ocurre la
ruptura y médulo de Young usando un Instrumento de prueba Universal (Instron
Engineering, Mod. 5543A, Norwood, MA, EUA). Las peliculas se cortaron en
rectangulos de 4 cm de largo y 1 cm de ancho y se equilibraron durante la noche
a 50 % de HR en una camara ambiental. El experimento se hizo por quintuplicado
para cada tipo de pelicula.
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4.2.6.5 Caracterizacion por espectroscopia de infrarrojo con transformada de
Fourier
Las peliculas de celulosa, almiddn, almidén-celulosa y almidon-celulosa

con NPAg fueron caracterizadas mediante FT-IR, de acuerdo con Escamilla-
Garcia y col. (2017). Las muestras se analizaron mediante un dispositivo de
deteccién de carga acoplada para un rango espectral de 400 a 4000 cm
(LabRAM IR?, Horiba Jobin Yvon, Kioto, Japén). Se realizaron 16 barridos con
resolucion de 1 cm™ y se analizaron los datos mediante el programa Spectragryph
version 1.2.16.1.
4.2.6.6 Evaluacion del efecto antimicrobiano de las peliculas

El efecto antimicrobiano de las peliculas de almidon-celulosa adicionadas con
NPAg se evalud utilizando difusidn en agar como lo describe Vignola y col.,
(2020). Para ello se cortaron circulos de los empaques activos con un diametro
aproximado de 0.7 cm, los cuales se esterilizaron previamente con luz UV. Las
peliculas se colocaron en agar soya tripticaseina para S. Typhimurium, P.
aureoginosa y E. coli, mientras que se usb agar Listeria para L. innocua,
previamente inoculados con 0.2 mL del cultivo en fase logaritmica. Las cajas se
almacenaron por 48 h a 7 °C para permitir que el agente antimicrobiano difundiera
en el medio y después se incubaron a 37 °C durante 48 h en incubadora (Fe-
132AD, Felisa, San Juan de Ocotan Zapopan, Jalisco, México). La actividad
antimicrobiana se evalué mediante la presencia o ausencia de halo de inhibicion.

Como control se utilizé papel filtro estéril.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1 Extraccion y cuantificacién de celulosa en zanahoria

El lavado con agua caliente elimind polisacaridos solubles, y los lavados
acidos eliminaron polisacaridos del tipo pectina (Szymanska y col., 2017). El
pulpeo con NaOH elimin6é hemicelulosas, lignina, ceras y resinas; mientras que el
blanqueamiento con hipoclorito de sodio elimind la lignina residual solubilizandola
(Cabascango y col., 2021). Dejando a la celulosa como residuo insoluble y
obteniendo un buen rendimiento, como se observa en el Cuadro 5.

De acuerdo con Holland y col., (1991), el 2.4 % del peso fresco de la
zanahoria corresponde a la fibra cruda, mientras que el 71.7 % de ésta es celulosa
(Kochar y Sharma, 1992), por lo tanto, el 1.72 % de la zanahoria fresca es
celulosa. Siguiendo la metodologia descrita en el apartado 4.2.1, se obtuvo un
promedio de 2.05 £ 0.00 % de celulosa extraida; el cual es mayor al 1.72 % antes
citado.

En el Cuadro 5 se presentan los valores de rendimiento obtenidos de
celulosa a partir de subproductos de zanahoria fresca. La celulosa teérica indica
los gramos de celulosa que deberian de haber resultado de la extraccién de
acuerdo con el porcentaje de 1.72 % de celulosa mencionado por Kochar y
Sharma (1992). Mientras que la celulosa experimental representa lo obtenido en
este proyecto con el método de extraccion descrito en el apartado 4.2.1,

correspondiente a un 2.5 % de rendimiento.
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Cuadro 5. Rendimiento de celulosa extraida a partir de subproductos de
zanahoria fresca.

Peso fresco Celulosa Celulosa Porcentaje
inicial (g) tedrica extraida experimental extraida experimental (%)
(9) (9)
200.93 3.46 412 2.05
100.57 1.73 2.06 2.05
100.12 1.72 2.05 2.05
100.50 1.73 2.06 2.05
191.14 3.29 3.92 2.05

Celulosa tedrica: corresponde a los gramos de celulosa que se deberian haber
obtenido a partir de los gramos de zanahoria en peso fresco, de acuerdo con la
bibliografia consultada. Celulosa experimental: gramos de celulosa obtenidos a
partir de la zanahoria fresca inicial. Porcentaje experimental: porcentaje de
celulosa extraida en este trabajo.

El porcentaje de celulosa y otros polisacaridos presentes en la zanahoria
puede variar dependiendo de las practicas de cultivo, por ello se menciona que
su porcentaje de fibra cruda varia entre 1 y 3 %. Ademas, es muy posible que el
valor excedente del promedio de 1.72 % de celulosa en zanahorias frescas, se
deba a la presencia de algunos residuos de hemicelulosas y lignina.

5.2 Caracterizacion de las NPAg
5.2.1 Espectroscopia UV-VIS

La presencia de NPAg se confirmé mediante espectroscopia UV-VIS, ya
que la sintesis de una nanoparticula metélica a partir de su sal produce un pico
distintivo con absorciones intensas en la region visible del espectro
electromagnético (Almatroudi, 2020). Duque y col., (2018) reportaron en sus

muestras picos de maxima absorbancia a los 418 nm en solucién de guayaba y a

los 440 nm en solucion de extracto de arbol de tomate.
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Ademas, Escobar (2015) reportd una absorcién a los 427.6 nm usando el
método quimico de sintesis de nanoparticulas con citrato de sodio como agente
reductor. Como se observa en la Figura 1, el pico resultante para este trabajo fue
de 425.2 nm, con lo que se puede asegurar la presencia de las NPAg con base
en la bibliografia consultada.

16 425.2 nm

1.4

1.2

Absorbancia
o o
(o)) oo —

©
~

o
o

300 350 400 450 500 550 600 650
Longitud de onda (nm)

Figura 1. Espectro UV-VIS de las NPAg obtenidas.

De acuerdo con Dawadi y col., (2021) las nanoparticulas pequenas y
esféricas absorben en una longitud de onda de 400 nm con picos estrechos,
mientras que las nanoparticulas de mayor tamafno presentan absorciones en
longitudes de onda mas largas y con picos anchos. Para este caso, se puede decir
que el tamano se mantiene dentro del rango nanométrico, pero el ancho del pico
de absorcion demuestra un tamafno de particula relativamente grande. Estos
autores mencionan también que la aparicion de picos secundarios en el espectro

o la disminucion de la intensidad de la sefal es un indicativo de la agregacion de
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las particulas entre si; en este caso no se encontraron mas picos y la intensidad
de la senal fue buena, por lo que se interpreta que las nanoparticulas no forman
grandes agregados.

5.2.2 Tamano de particula y potencial zeta

El tamafno de particula y las propiedades de la superficie son
caracteristicas relevantes que determinan la estabilidad de las nanoparticulas. A
través de estos parametros es posible determinar si las nanoparticulas son
propensas a aglomerarse y sedimentar con el paso del tiempo.

Kamshad y col., (2018) indican que una suspension se vuelve mas estable
cuando se registra un valor elevado de potencial zeta, mientras que Clogston y
Patri (2010), reportan que cuando el potencial eléctrico tiende a cero, las
particulas son propensas a agregarse. Se considera que las nanoparticulas con
valor absoluto < 10 mV del potencial zeta son practicamente neutras, mientras
que aquellas con valor absoluto > 30 mV se clasifican como altamente cargadas
(catibnicas o anidnicas), lo que les otorga una notable estabilidad.

El Cuadro (6) muestra la distribucion del tamario de particula y el potencial
zeta de las nanoparticulas preparadas. En promedio, estas particulas se
mantienen en la escala nanométrica y su elevado valor absoluto del potencial zeta
evita la aglomeracion de las nanoparticulas, traduciéndose en una suspension
estable.

El potencial zeta de las NPAg se determind usando la técnica de dispersion
de luz dinamica (DLS) con el difractometro Zetasizer Nano-ZS (Malvern). Este
equipo evalla la carga eléctrica que se tiene en la interfaz de las particulas
dispersas en la fase acuosa. Para la determinacion se hicieron diluciones (1:9) en

agua ultrapura (Onate y col., 2018).
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Cuadro 6. Tamario de particula y Potencial Zeta de las NPAg.

Tamano de particula (nm) Potencial zeta (mV)

95.58 +4.77 -31.90 + 1.41

En las muestras medidas, y de acuerdo con los resultados arrojados por el
difractdmetro laser, mas del 70 % de las nanoparticulas se mantenian dentro del
tamafo promedio, indicando uniformidad en la suspension. Por otro lado, de
acuerdo con la técnica DLS, mas del 95 % de cada muestra de NPAg se mantuvo
en el promedio del potencial zeta.

5.2.3 Cuantificacion de NPAg mediante espectroscopia de emisién atémica con
plasma acoplado inductivamente (ICP-OES)

En el Cuadro 7 se observan los resultados de la cuantificacion de las NPAg
empleadas en la formacién de peliculas y en las cinéticas de crecimiento de las
bacterias estudiadas.

Cuadro 7. Concentracion total de plata en la solucion de nanoparticulas y de

plata metalica en las NPAg.
Concentracion total de plata en la Concentracion de plata idnica en el

solucién madre de nanoparticulas sobrenadante de la solucion madre de

(Ppm) nanoparticulas (ppm)

87.19 +4.35 2.52 +0.24

Se opto por cuantificar la plata presente en el sobrenadante recuperado del
tratamiento para separar y sedimentar las nanoparticulas. Para lo anterior, se
midio la plata iénica libre que no se transformé en plata metalica, a partir de la sal
de AgNQOQ3. La concentracién de Ag0 en las NPAg, se calculé restando ambos

valores de concentracion de plata. Con la técnica ICP-OES se concluyé que la
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concentracion de NPAg fue de 84.67 + 4.35 ppm. Ranoszek y col. (2017)
determinaron que la concentracidén de iones de plata en sus soluciones de NPAg
elaboradas con citrato de sodio y/o &cido tanico fue de 100 ppm; un valor muy
cercano al obtenido en el presente trabajo.

5.2.4 Evaluacion del efecto antimicrobiano de las NPAg

Es importante resaltar que no se conoce con detalle el mecanismo de
accion antimicrobiana de las NPAg. De acuerdo con Xiaoxue y col., (2020) las
NPAg tienen la capacidad de liberar de forma constante iones de plata, lo que se
considera que es el principal mecanismo bactericida.

Khorrami y col., (2018) reportan la hipétesis de que las nanoparticulas
interfieren en el crecimiento bacteriano debido a la atraccion electrostatica con
proteinas azufradas y la afinidad con la pared celular y/o la membrana
citoplasmatica, aumentando su permeabilidad. Ademas, Ramkumary col., (2017)
mencionan que los iones Ag* liberados por las nanoparticulas, pueden provocar
estrés en las bacterias, lo cual genera un exceso de especies reactivas de oxigeno
(ROS), desencadenando un estrés oxidativo importante en las células (Sachdev
y col., 2021).

Li y col. (2019) mencionan que las NPAg por si solas también pueden
destruir bacterias pues tienden a acumularse y esta accién podria ocurrir en las
cavidades que forman parte de la pared celular, lo que claramente alteraria la
homeostasis del microorganismo.

La Figura 2 muestra las curvas de crecimiento de L. innocua (2A), E. coli
O157:H7 (2B), S. Typhimurium (2C) y P. aeruginosa (2D), ante diferentes
concentraciones de las NPAg sintetizadas, asi como un blanco para cada

bacteria.
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Figura 2. Curvas de crecimiento bacteriano en presencia de NPAg a diferentes
concentraciones (en peso) (0.00 %, 4.50 %, 19.23 %, 32.25 % y 41.66 %) para
A) L. innocua, B) E. coliO157:H7, C) S. Typhimuriumy D) P. aeruginosa.

La Figura (2A) muestra el comportamiento de L. innocua ante las NPAg y
puede deducirse que la inhibicion por las NPAg ocurrié entre 19.23 % y 32.25 %
en peso. Para las otras tres bacterias Gram (-) evaluadas, se dedujo que el
porcentaje de NPAg que ocasiond su inhibicién fue del 19.23 %. La bacteria Gram
(+) (L. innocua) resulté con mayor disminucién en el valor de Asoo a las 9 h, frente
a 4.5 % de NPAg, comparado con las otras cepas, sin embargo, aun mostr6é una
pequena Asoo frente a 19.23 % de NPAg, la cual fue inhibitoria para las otras

cepas. Por otro lado, el crecimiento de L. innocua sin NPAg fue mucho menor que
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el de las otras cepas, con lo cual puede considerarse que el efecto antimicrobiano
de las NPAg fue similar para las cuatro cepas.

Las curvas de crecimiento de la Figura 2 permiten demostrar el efecto
antimicrobiano que tienen las NPAg frente a bacterias Gram (-) y Gram (+). Dong
y col. (2019) demostraron que las NPAg de 10 = 5 nm inhiben por completo a
bacterias con una concentracion minima inhibitoria (CMI) de 1.0 pg/mL, mientras
que las particulas de 90 £ 5 nm inhibieron bacterias a una concentracion mas alta
de 11.5 pg/mL. Los autores obtuvieron tamanos de particula de 10 nm, 30 nm, 60
nmy 90 nm con una desviacion estandar de 5 nm para cada promedio, para ello,
controlaban y modificaban el valor del pH del sistema pues descubrieron que este
parametro influye en el tamarno de particula resultante.

En este trabajo se requirié una concentracién del antimicrobiano mayor al
de otros reportes, debido al elevado tamario de particula obtenido de 95.58 £4.77
nm. Como ya se menciond, a menor tamafo de particula menor concentracion
para lograr el efecto inhibitorio y/o bactericida. Esto se debe a que las particulas
de tamano muy pequefno tienen un &rea superficial especifica elevada,
favoreciendo la interaccién entre ellas y el medio. Si bien las NPAg de menor
tamano son mas eficientes como agente antimicrobiano, esto puede ocasionar su
agregacion y posterior sedimentacion con el tiempo, es decir, crean una
suspension inestable.

La Figura 3 muestra el efecto antimicrobiano de las nanoparticulas de plata

representado en términos del tiempo de duplicacién de cada bacteria.
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Figura 3. Gréficas de tiempo de duplicacion a diferentes concentraciones de
NPAg (0.00 %, 4.50 %, 19.23 %, 32.25 % y 41.66 %) para A) L. innocua, B) E.
coliO157:H7, C) S. Typhimuriumy D) P. aeruginosa.

De acuerdo con la informacion mostrada en la Figura 3 es importante

resaltar el caso de la bacteria Gram (-) P. aeruginosa, pues en su gréafico de

tiempo de duplicacién se observa una diferencia significativa comparado con el

resto de las cepas. Para P. aeruginosa no hay graficos que representen el tiempo

de duplicacién de la bacteria en las concentraciones de 19.23 % y 32.25 % (en

peso) de NPAg. Esto se debe a que las NPAg evitaron por completo su

crecimiento en estas concentraciones; a diferencia de las otras 3 cepas donde

hubo un crecimiento ligero y casi imperceptible durante las ultimas horas de las

cinéticas. Ademas, tanto la cinética de crecimiento (Figura 2D) como el gréfico de

tiempo de duplicacién (Figura 3D) de P. aeruginosa permitieron distinguir que su

crecimiento es mas lento comparandolo con el resto de las bacterias estudiadas.
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Para las cuatro bacterias no hubo una diferencia significativa en cuanto al
tiempo de duplicacion en condiciones normales y en presencia de un 4.5 % de
NPAg. La Figura 3 también permitié deducir que el tiempo de duplicacion del E.
coliO157H7 aument6 en mayor proporcion para la misma concentracion de NPAg
(19.23 % en peso) que para las otras bacterias; lo que indica un crecimiento mas
lento para E. coli. Para la bacteria Gram (+) (L. innocua) y para la bacteria Gram
(-) (S. Typhimurium), esta concentracion de NPAg inhibié de manera similar a
ambas cepas. De las Figuras (2) y (3) puede concluirse que el efecto de 32.25 %
en peso de NPAg es letal para todas las bacterias estudiadas, a pesar de algunas
discrepancias entre la cinética de crecimiento y tiempo de duplicacion.

En diversas referencias bibliograficas se explica que el efecto bactericida
que tienen las NPAg frente a bacterias Gram (-) es mejor que contra las bacterias
Gram (+). Esto se debe a la atraccion electrostatica presente entre las cargas
negativas de los lipopolisacaridos de pared celular de las bacterias Gram (-) y los
iones de plata liberados por las nanoparticulas (Montes y col., 2019). Sin
embargo, en este trabajo este efecto no se pudo comprobar de manera
inequivoca.

5.3 Disefno de mezclas

Las mezclas realizadas fueron obtenidas a traves del software Minitab 20.3
(R2010a, Natick, MA, EUA) como se describe en el inciso 4.2.6. Sin embargo, la
mezcla que demostrd peliculas mas homogéneas, con menor cantidad de
burbujas, resistentes y flexibles al momento de desmoldarlas fue la de 1 %

almiddn, 0.5 % celulosa, 0.5 % sorbitol y 30 % NPAg.
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5.4 Elaboracién de peliculas

La solucidn filmogénica se sonicd en repetidas ocasiones para disminuir el
tamano de particula de la celulosa extraida y evitar la formacioén de granulos de
diferentes tamanos y muy resistentes después del secado. La homogeneizacion
permitié ablandar los granulos, mezclarse y solubilizarse de una mejor manera en
la solucion filmogénica. La Figura 4 muestra las peliculas elaboradas. Las
peliculas de almiddn (Figura 4A) se observan homogéneas y sin grumos, flexibles
(con el mayor porcentaje de elongacion de todas las peliculas de 45.71 £ 0.5 %)
y transparentes, pues se logro ver el fondo a través de ellas.

Las peliculas de celulosa (Figura 4B) resultaron delgadas con el espesor
mas pequeno de todas las peliculas de 0.09 £ 0.01 mm, flexibles con el segundo
mejor porcentaje de elongacién de 13.755 + 3.84 %, fueron translicidas ya que
pudo pasar la luz a través de ellas, pero sin permitir ver nitidamente objetos y con
pocas manchas de un naranja mas oscuro correspondientes a la celulosa no

homogeneizada completamente, pero estas tenian una apariencia lisa.

Al SR R B ;W. C | —%

Figura 4. Peliculas formadas a partir de diferentes biopolimeros. A) almidén
acetilado- entrecruzado, B) celulosa de zanahoria, C) almidén acetilado
entrecruzado/celulosa de zanahoria.
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Por otro lado, las peliculas de almiddn acetilado-entrecruzado y celulosa
(Figura 4C) formaron una superficie resistente con el mayor médulo de Young de
1389.83 + 311.45 MPa, indicando un material con tendencia a ser fragil, sin
grumos Yy al igual que las peliculas de celulosa, se observaron puntos naranja
oscuros correspondientes a la celulosa.

Todas las peliculas que incorporaban en su mezcla la solucion de NPAg
(Figura 5) dieron como resultado peliculas homogéneas, oscuras y un tanto
fragiles; entre mayor fuera el porcentaje de NPAg, mas quebradizas y oscuras se

volvian las peliculas.

—— !

Figura 5. Peliculas de almiddén acetilado- entrecruzado /celulosa de zanahoria,
incorporadas con NPAg (% p/p). A) 20, B) 30, y C) 40.

5.5 Caracterizacién del empaque activo
5.5.1 Grosor de la pelicula

En el Cuadro (8) se muestran los resultados de grosor para cada pelicula.
Se midié el grosor de 5 peliculas para cada tipo de mezcla y a su vez, efectuar la

medicion en 5 puntos al azar de cada pelicula.
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Cuadro 8. Espesor de las peliculas producidas.

Pelicula Grosor (um)
A 0.10£0.01¢

C 0.09+£0.012
AC 0.13+£0.01°
AC20 0.16 £0.01°¢
AC30 0.17 £0.01 d
AC40 0.18 £0.01 d

A: Almidén acetilado-entrecruzado; C: Celulosa de zanahoria; AC:
Almidén acetilado-entrecruzado-celulosa de zanahoria; AC20: AC-20 %
NPAg; AC30: AC-30 % NPAg; AC40: AC- 40% NPAg. Filas con la
misma letra en superindice indican que no hay diferencia significativa,
utilizando la prueba de Tukey (p<0.05).

Las peliculas mas delgadas fueron las que contenian Unicamente celulosa,
seguidas de las de almiddn acetilado-entrecruzado y fueron aumentado el grosor
en funcion del numero de componentes y/o la concentracién de NPAg; debido a
que la cantidad de solutos era cada vez mayor (Reyes, 2013).

5.5.2 Solubilidad

Los valores altos de solubilidad determinar indirectamente un alto valor de
biodegradabilidad de las peliculas. Aunque a su vez, la baja solubilidad iria de la
mano con una buena duracién de las peliculas por su alto grado de polimerizacién,
por ende, brindarian una mayor y mejor proteccién a los alimentos (Romero,
2011).

En el Cuadro (9) se observa que las peliculas més solubles fueron las de
almidén acetilado-entrecruzado/celulosa de zanahoria con 4.21 + 0.51 %,
mientras que las menos solubles fueron las de almidén acetilado-entrecruzado
con un 2.19 + 0.21 %. Esto se atribuyé a que los almidones acetilados son

hidrofobicos (Lépez, 2011).
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De acuerdo con los resultados obtenidos y reportados en el Cuadro (9), se
puede deducir que la incorporacion de las NPAg brindé cierto refuerzo a la mezcla
de almidon acetilado-entrecruzado/celulosa de zanahoria al disminuir la
solubilidad de las peliculas (Sood y Saini, 2022), aunque es un valor poco
significativo, de acuerdo con la baja solubilidad de todas las peliculas obtenidas.

Cuadro 9. Porcentajes de solubilidad para las diferentes peliculas obtenidas.

Pelicula Solubilidad (%)
A 219+0.21¢2
C 3.43+0.35°
AC 421+051¢
AC30 3.54 £0.31b:¢

A: Almiddn acetilado-entrecruzado; C: Celulosa de zanahoria; AC: Almiddn
acetilado-entrecruzado-celulosa de zanahoria; AC30: AC-30 % NPAg. Filas
con la misma letra en superindice indican que no hay diferencia significativa

utilizando la prueba de Tukey (p<0.05).

De manera general y de acuerdo con otros reportes, se puede decir que
todas las peliculas obtenidas en este trabajo son muy resistentes a la humedad.
Goémez y col., (2020) reportaron 8 mezclas para peliculas usando como base el
almidén mas alcohol polivinilico en distintas proporciones (0 — 60 %) para mejorar
las propiedades mecanicas y de barrera del almiddn. La combinacion que obtuvo
el menor porcentaje de solubilidad fue de 24.88 + 0.62; el cual es casi 6 veces
mayor que el mas grande porcentaje de solubilidad reportado en el Cuadro (8).

Liu y col., (2020) elaboraron peliculas nanocompuestas de polisacarido de
soya soluble y nano-éxido de zinc, reforzadas con celulosa microfibrilada. De tal

modo que para su pelicula control de polisacarido de soya soluble obtuvieron un
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porcentaje de solubilidad de 82.4 + 0.5 %; al realizar la combinacién de
polisacarido de soya y nano-Oxido de zinc, la solubilidad disminuyo
significativamente hasta un 29.5 + 2.9 %, y cuando reforzaron esta ultima mezcla
con la celulosa obtuvieron un porcentaje de solubilidad aun menor de 23.4 + 1 %.

Es entendible que en este trabajo las peliculas de celulosa sean menos
solubles; debidos a que para solubilizar a la celulosa en agua y en gran parte de
los disolventes organicos, es necesario emplear urea, tiourea, o cloruro de litio,
entre otros liquidos idnicos (Zainal y col., 2020). Al combinar la celulosa con otros
compuestos, como fue el caso de las peliculas AC y AC30, incrementd un poco
su solubilidad tal y como sucedio6 con las peliculas de polisacarido de soya soluble,
nano-oxido de zinc y celulosa microfibrilada.

Sin embargo, estos valores tan bajos de solubilidad son un indicador de la
buena integridad estructural de los empaques. Ademas, Gémez y col., (2020)
también reportaron que la solubilidad de peliculas obtenidas con un solo
biopolimero fue menor al de las peliculas que combinaban distintos biopolimeros,
principalmente debido al aumento de grupos OH.

5.5.3 Permeabilidad al vapor de agua

Las peliculas de almidén acetilado-entrecruzado/celulosa de zanahoria
(AC) y AC-30 % NPAg tuvieron una mayor permeabilidad al vapor de agua (PVA),
con un valor de 4.12 x10% g dia’'m'Pa’!, mientras que las de almidén acetilado-

entrecruzado presentaron las més baja PVA (Cuadro 10).
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Cuadro 10. Valores promedio de permeabilidad al vapor de agua para cada tipo

de pelicula.
Pelicula PVA x105 (g dia'm'Pa’")
A 217 +0.04 2
C 3.36+0.16°
AC 412 +£0.15°
AC30 412 +£0.33 b.c

A: Almidon acetilado-entrecruzado; C: Celulosa de zanahoria; AC: Almidén
acetilado-entrecruzado-celulosa de zanahoria; AC30: AC-30 % NPAg. Filas
con la misma letra en superindice indican que no hay diferencia significativa

utilizando la prueba de Tukey (p<0.05).

Peliculas de almidén de mandioca con glicerol (Seligra y col., 2016) y
almidén de mandioca con glicerol y xilitol (Muscat y col. 2012), mostraron valores
de PVAde 1.80 x10°a22.80x10"°g s'm'Pa’y 1.94 x10""a 1.77 x10"0g s'm-
Pa’!, respectivamente; mientras que nuestras peliculas de almidén acetilado-
entrecruzado exhibieron una PVA de 2.51 x107'° g s'/m-'Pa!, similar al de ambas
peliculas.

Por otra parte, peliculas compuestas de metilcelulosa con etanol tuvieron
valores de 0.51x10'% a 1.08 x10'° g s'm"'Pa' (Turhan y Sahbaz, 2004) y las
peliculas de metilcelulosa con o sin nanocelulosa mostraron valores de 5.44 x10
" a7.29 x10" g s'm'Pa' (Khan y col., 2010). Las peliculas de este trabajo
conteniendo celulosa presentaron una PVA de 3.88 x101° g s''m'Pa', el cual es

similar al de peliculas de metilcelulosa con etanol.
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Cazon (2020) reportd que, en peliculas de celulosa y quitosano, asi como
de celulosa con PVOH, la PVA fue afectada por las interacciones entre la celulosa
y el otro compuesto. En este contexto, las peliculas producidas en este trabajo a
partir de celulosa en combinacion con el almidon presentaron el mayor valor de
PVA. Los autores mencionan que los altos niveles de celulosa en comparacion
con el PVOH y el quitosano propiciaron valores altos de PVA. Por lo que, si se
desea mejorar la PVA podria disminuirse la concentracidén de celulosa pues ésta
genera interacciones hidrofilicas que favorecen la permeabilidad al vapor de agua
a través de la pelicula.

Guzman y Bonilla (2021) reportan que el rango de permeabilidad para
peliculas de almidon/celulosa fue de 1.31x10°% a 1.53x10° g s'm'Pa’’, mientras
que nuestras peliculas AC (almiddn/celulosa) tuvieron un valor menor de PVA de
4.77x10%g s'm'Pa’', lo que resulta en una mejor conservacion de los alimentos,
al evitar la pérdida de humedad del producto alimenticio.

5.5.4 Propiedades mecanicas

Las propiedades mecanicas evaluadas en las peliculas fueron: porcentaje
de elongacién, resistencia a la traccion y el médulo de Young (Cuadro 11). Las
peliculas con mayor resistencia a la traccién fueron las de celulosa de zanahoria
a pesar ser las mas delgadas (25.38 = 2.57 MPa), mientras que las de menor
resistencia a la ruptura fueron las de almidén acetilado-entrecruzado (8.94 £ 0.17
MPa); valor muy similar al de las peliculas de almidén acetilado-
entrecruzado/celulosa de zanahoria con 30 % de NPAg con un valor de resistencia
a la traccion de 12.09 + 4.11 MPa.

Por otra parte, las peliculas con mayor porcentaje de elongacién fueron las

de almidén acetilado-entrecruzado y las menos elasticas fueron las de
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almiddn/celulosa. Es decir, las peliculas de almidén son muy elasticas, pero
resisten muy poca fuerza de traccion. Por lo que, mientras se les aplique un

esfuerzo pequerio, éstas resistiran bastante por su buena elasticidad.

Cuadro 11. Propiedades mecanicas para peliculas de almidén acetilado
entrecruzado con celulosa y con NPAg.

Propiedades Pelicula
mecanicas A C AC AC30
ES (um) 0.10£0.012 0.09£0.012 0.13+0.01° 0.17x0.01°¢
E (%) 4571 £0.502 13.75+3.84° 1.17+£0.71 ¢ 5.27 +4.06 ¢
MY (MPa) 258.20 +55.332 41494 +73.68° 1389.8+311.4°¢ 464.68 + 135.582
RT (MPa) 8.94+0.17 2 25.38 +2.57° 13.36 £5.152 12.09+4.11 2

A: Almiddn acetilado-entrecruzado; C: Celulosa de zanahoria; AC: Almidén acetilado-
entrecruzado-celulosa de zanahoria; AC30: AC-30 % NPAg. ES: espesor; E: elongacion; MY:
méddulo de Young; RT: resistencia a la traccion. Filas con la misma letra en superindice indican

que no hay diferencia significativa utilizando la prueba de Tukey (p<0.05).

En cuanto al Médulo de Young, se observé que nuevamente las peliculas
de almidén acetilado-entrecruzado presentan una buena elongacién y pueden
regresar a su forma original cuando no se aplican grandes fuerzas. Mientras que
las peliculas AC fueron las que resistieron la mayor fuerza longitudinal de
deformacién, sin embargo, son las que menos se deforman antes de sufrir una
ruptura. Los resultados muestran que las peliculas de almidon son muy elasticas,
pero no resisten grandes esfuerzos de traccion. Las peliculas de celulosa poseen
buenas cualidades ya que son elasticas y ademas de que resisten fuerzas de

estiramiento mayores, siendo las mas delgadas.
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Meneses (2022), muestra diferentes tipos de peliculas de almiddn con
diversas proporciones de plastificantes y agua, concluyendo que las propiedades
mecanicas mejoran al usar sorbitol y glicerina como plastificantes.

5.5.5 Caracterizacion por espectroscopia de infrarrojo con transformada de

Fourier (FT-IR)

La espectroscopia FT-IR se utilizé para evaluar la interaccion de la
radiacion infrarroja con la materia y con ello identificar sustancias quimicas y
grupos funcionales (Yagos, 2022). Se analizaron los espectros infrarrojos para
verificar la modificacién quimica y las interacciones moleculares de las peliculas
AC y AC con diferentes concentraciones de NPAg. En la Figura (5) se muestran
los espectros FT-IR de las peliculas de almidén acetilado-entrecruzado (Figura
5A), celulosa (Figura 5B) y almidén/celulosa (Figura 5C).

En las peliculas de almidon acetilado-entrecruzado, los picos de 1409 y
1368 cm'! indican vibracion simétrica de los grupos CH (alcanos), ademas, los 3
picos presentes en el rango de 1050-1300 cm indican el estiramiento del enlace
C-0. Resultados similares fueron reportados por Martinez y col., (2019) para
almidones acetilados. Por otra parte, las sefales a 1149 cm™ y 1076 cm
corresponden a estiramientos de los enlaces C-O. El pico de 995.4 cm™ es
atribuido a los estiramientos de los enlaces C-OH. Mientras que las sefales por
debajo del pico de 890.2 cm™ son caracteristicas de las vibraciones de

estiramiento de la unidad anhidroglucosa (Obando, 2022).
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Figura 6. Espectro FT-IR de las peliculas de A) almiddn acetilado-entrecruzado,
B) celulosa de zanahoria y C) almiddn acetilado-entrecruzado /celulosa de

zanahoria.

Para la celulosa, de acuerdo con Salazar (2023), las sefales alrededor de
los 1430 cm™' corresponden a la vibracién por flexion de los enlaces B-glicosidicos;
donde nosotros obtuvimos un pico en los 1408 cm. Las sefales entre los 1313 y
1360 cm' estan asociadas a los grupos OH de la celulosa y en la Figura (5B) se
observa una sefial a 1335 cm™'. También se encontr6 una sefial muy tenue a 1261
cm, vibracién relacionada con los grupos funcionales de la hemicelulosa y

lignina, lo que demuestra un tratamiento alcalino y una hidrélisis acida eficaz para
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la eliminacion de materiales lignocelulésicos. La sefial en 1016 cm™ corresponde
a la vibracién del anillo de piranosa C—O- C, mostrando que la estructura de la
celulosa permanecié intacta después de los tratamientos quimicos (Angulo y
Rendon, 2023).

El espectro de las peliculas de almiddn acetilado-entrecruzado/celulosa de
zanahoria en combinacion mostrado en la Figura 6C indica que estas peliculas
conservan muchos de los picos de las peliculas de almidon y de celulosa. Por
ejemplo, existe una sefial a 937.1 cm™ que indica vibraciones de los enlaces -
glicosidicos de la celulosa, mientras que la sefial a 646.1 cm™' corresponde al
almiddén (Orsini y Aparicio, 2021). Existe una gran similitud entre los grupos
funcionales del almidon y la celulosa; ademas, podemos concluir que no hubo una
interaccién quimica entre ambos compuestos porque en el espectro IR de esta
mezcla solo aparecen los picos caracteristicos del almidén y de la celulosa (Zotek
y col., 2023).

En la Figura 7 se observa la comparacion entre las peliculas de almidén
acetilado-entrecruzado/celulosa de zanahoria, con 20 % y 30 % de NPAg. Es
posible observar que aun se conservan los picos caracteristicos del almidén y de
la celulosa y no existen picos diferentes por la presencia de las nanoparticulas.
El dnico cambio significativo que es posible observar es el desplazamiento del
pico 1566 cm™ de AC por un pico de 1608 cm™ en AC30 el cual ademas es
ligeramente mas tenue. Resultados similares fueron reportados por Zhang y Jiang
(2019) al incorporar NPAg en sus peliculas de quitosano, ya que conforme
aumenté la concentracion de NPAg, se desplazé méas esa banda de 1560 cm!

hasta 1572 cm'.
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Figura 7. Espectro FT-IR
de las peliculas de A)
almidoén/celulosa, B)
almiddn/celulosa con 20 %
de NPAgy C)
almiddn/celulosa con 30 %
de NPAg.
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5.5.6 Evaluacion del efecto antimicrobiano de las peliculas

Las Figuras 8, 9 y 10 se muestra el efecto antimicrobiano de las peliculas
de almidon acetilado-entrecruzado/celulosa de zanahoria adicionadas con NPAg.
Las bacterias evaluadas por el método de difusion en agar fueron L. innocua
(Figuras 8A 'y 8B), E. coli O157:H7 (Figuras 9A y 9B) y S. Typhimurium (Figuras
10A y 10B).

Es importante resaltar que en la experimentacidn se opté por usar peliculas
de diferentes diametros entre las bacterias Gram (-) y la bacteria Gram (+).
Inicialmente se usaron peliculas con didmetro de 6 mm para todas las bacterias,
pero después de observar que para Listeria no se formé ningun halo de inhibicidn,
se intenté mejorar el resultado al aumentar el diametro de la pelicula, lo cual
favoreci6 la observacion de un pequero halo alrededor de la pelicula de 11 mm

de diametro.

Figura 8. Resultados del método de difusién en agar para L. innocua con A) 20
% de NPAg y B) 30 % de NPAg. Donde el disco amarillo representa el control y
el disco café es la pelicula con solucién de nanoparticulas de plata.

Figura 9. Resultados del método de difusién en agar para E. coliO157:H7 con
A) 20 % de NPAg y B) 30 % de NPAg. Donde el disco blanco representa el
control y el disco café es la pelicula con solucion de nanoparticulas de plata.
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Figura 10. Resultados del método de difusién en agar para S. Typhimurium con

A) 20 % de NPAg y B) 30 % de NPAg. Donde el disco blanco representa el

control y el disco café es la pelicula con solucion de nanoparticulas de plata.

Para L. innocua, bacteria Gram (+) Figura 8, el halo de inhibicién formado
alrededor de la pelicula fue un poco mas grande comparado con el halo formado
para las bacterias Gram (-) (E. coliy S. Typhimurium) Figuras 9y 10; pero esto se
debié al incremento del diametro de la pelicula como se mencion6 anteriormente,
pues asi hubo una mayor superficie de contacto, mejorando el resultado de
inhibicién. Al igual que en las cinéticas de crecimiento Figura 2 y en los tiempos
de duplicacion Figura 3, los tiempos de duplicacién para las bacterias Gram (-)
fueron mayores que para Listeria desde la concentracion minima de NPAg igual
a 4.5 %. Dentro de las propias bacterias Gram (-), las NPAg mostraron un mayor
efecto en E. colique en S. Typhimurium, en concordancia con (Kumar y col., 2017)
y (Rojas y col., 2020).

Para L. innocua podemos observar en la Figura 8A que el 20 % de NPAg
permitié la formacién de un halo de inhibicion de alrededor 0.5 mm, dando como
resultado 11.5 mm de inhibicién en conjunto con la pelicula de 11 mm de diametro
antes mencionada; mientras que con un 30 % de NPAg se obtuvo un halo total de
12 mm (Figura 8B).

Para S. Typhimuriumy E. coli O157:H7 se obtuvieron resultados similares,

pero fue posible apreciar un mejor efecto inhibitorio en E. coli con un halo de

53



inhibicién de 8 mm para un 20 % de NPAg (Figura 9A) y 10 mm para un 30 % de
nanoparticulas (Figura 9B). Mientras que para Salmonella los resultados fueron
los siguientes: 7 mm de inhibicidén para 20 % de NPAg (Figura 10A) y 9 mm para
30 % de nanoparticulas (Figura 10B). Recordando que para estas dos ultimas
bacterias se usaron peliculas con NPAg de tan solo 6 mm de diametro.

Con estos resultados es posible confirmar que las NPAg tienen un mayor
efecto en bacterias Gram (-) ya que para Listeria (Gram positiva) fue necesario
aumentar el tamafo de la pelicula, es decir, aumentar la superficie de contacto
del antimicrobiano para observar un efecto inhibitorio.

Ademas, fue mas dificil observar un efecto inhibitorio a través de las peliculas
que con la solucién de nanoparticulas debido a que, el transporte de estas a través
de los polimeros y estructura de la pelicula puede verse obstruido cuando las
particulas tienen un tamafo mayor de 50 nm. Sin mencionar la posible

acumulacién y aglomeracion de la plata en la pelicula (Pugazhendhiy col., 2018).
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6. CONCLUSIONES

e Se obtuvo un 2.05 % de rendimiento para la extraccién de celulosa de
zanahoria.

e Fue posible elaborar un empaque activo resistente, flexible y liso a partir
de almidén acetilado-entrecruzado y celulosa extraida de desechos de
zanahoria (Daucus carota). La mejor formulacién fue cuando se
combinaron 0.5 % de acido acético, 0.5 % de sorbitol, 0.5 % de celulosa y
1 % de almidon.

e La MIC de las NPAg sintetizadas fue de 423.35 pug/mL que correspondié al
20 % del peso total de las peliculas incorporadas con nanoparticulas y
mostraron actividad antimicrobiana contra L. innocua, S. Typhimurium
(ATCC 14028) y E. coliO157:H7.

e Las peliculas de almidén acetilado-entrecruzado/celulosa de zanahoria
mostraron muy baja elasticidad, pero cuando se adicionaron con NPAg
mejord su elasticidad, aunque disminuy6 el médulo elastico.

e Las peliculas de almidén acetilado-entrecruzado/celulosa de zanahoria
presentaron poca permeabilidad al vapor de agua, con una solubilidad

menor al 5 % (p/p).
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