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RESUMEN

El empaque de alimentos permite protegerlos de posibles riesgos, asegurar su
calidad, aumentar su vida de anaquel, asi como minimizar pérdidas. Debido al
aumento de la demanda de los consumidores por materiales mas sustentables en la
elaboracion de empaques, se propone el uso de biopolimeros como alternativas para
reducir el impacto de los plasticos en el ambiente. La celulosa y quitosano son
bipolimeros atractivos para la elaboracion de peliculas debido a su gran abundancia,
biodegradabilidad y baja toxicidad. El objetivo del presente trabajo es elaborar
peliculas a base de quitosano (Q), celulosa (C) y nanocristales de celulosa (NC). Se
evaluaron las propiedades fisicoquimicas, mecanicas y de barrera de estas peliculas,
asi como su biodegradabilidad. Las peliculas de C:Q y C:NC:Q, comparadas con las
de Q, presentaron menor humedad (20.07 £ 1.02 y 17.19 = 1.11 %), solubilidad en
agua (17.44 + 0.57 y 19.80 = 1.62 %) y luminosidad (87.67 £ 0.17 y 89.80 + 0.66),
tuvieron valores mas altos en cuanto a su espesor (615.93 + 30.03 y 632.70 + 15.1
Mm) y rugosidad (Rg: 2.23 + 0.35 y 490 £ 0.98 nm), y presentaron una
biodegradabilidad mayor. Comparando las peliculas de C:Q y C:NC:Q, las que se
elaboraron con los NC presentaron una mejora en sus propiedades de barrera (PVA:
1.05 £ 0.15 x 10*> g m* st Pa!). No se observaron diferencias significativas en las
propiedades mecanicas. de las tres peliculas. Por medio de la espectroscopia de
infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR) se comprobaron las interacciones
moleculares del quitosano con la C y los NC. Gracias a su biodegradabilidad y
propiedades de barrera mejoradas, las peliculas desarrolladas podrian ser utilizadas
como un sustituto de materiales no sustentables utilizados en el empaque de
alimentos.



1. ANTECEDENTES

1.1 Empacado de alimentos

El empacado de alimentos se utiliza para proteger al alimento de posibles riesgos
fisicos, quimicos y biolégicos que se presentan durante su almacenamiento y
distribuciéon (Karmaus y col., 2018). El empacado es clave para asegurar la calidad y
seguridad del alimento, proporcionar mayor vida de anaquel y a su vez minimizar
pérdidas (Mphahlele y col., 2020; Wang y col., 2020).

El plastico es el material mas usado en el empacado de alimento (bolsas, botellas,
charolas, etc.), ya que permite mantener la calidad y seguridad del alimento desde el
momento de su empacado hasta que llega al consumidor final, debido a su gran
disponibilidad y bajo costo, caracteristicas mecanicas como alta tension y resistencia
a la tension, asi como las caracteristicas fisicas deseadas en cuanto a suavidad,
ligerezay transparencia (Geueke y col., 2018). Los plasticos mas utilizados para este
fin son, polietilén tereftalato (PET), cloruro de polivinilo (PVC), polietileno de alta
(PEAD) y baja densidad (PEBD), polipropileno (PP), poliestireno (PS) y poliamida
(Cherif Lahimer y col., 2017).

De acuerdo con Espitia-y col. (2014), menos del 5% de todos los plasticos son
reciclados. Estos materiales requieren cientos de afios para degradarse en sus
componentes basicos después de su uso debido a su resistencia a la degradacion
microbiana, entre otras causas. Millones de toneladas de plasticos son depositados
en rellenos sanitarios, incrementando cada afo las dificultades para eliminar los
desechos. El impacto ambiental causado por la industria del empacado es alto;
en particular, la fabricacién de empaques plasticos para alimentos genera una gran
cantidad de desperdicio, debido a su corta vida util (Leceta y col., 2013). Otra
desventaja es que la industria del plastico es altamente dependiente del petroleo y,
en consecuencia, el incremento en los precios del petrdleo y del gas natural puede

tener un gran impacto econémico en el mercado del plastico (Azeredo y col., 2016).

Actualmente la demanda de los consumidores por materiales mas sustentables, que



permitan reducir la cantidad de desechos plasticos ha ido en aumento; por lo anterior,
ha habido un gran interés por parte de la industria para producir materiales mas
amigables con el ambiente, que sean biodegradables, renovables y de un costo

competitivo (Ibrahim y El-Khawas, 2019).

1.2 Peliculas y/o recubrimientos biodegradables

La industria alimentaria esta desarrollando constantemente nuevas tecnologias en el
area de materiales de empaque que aseguren la calidad de los alimentos y que éstos
sean seguros para su consumo (Gouvéa y col., 2015; Hamad y col., 2018). Para
reemplazar el uso del plastico en la industria del empaque, es necesario desarrollar
nuevos tipos de materiales biodegradables que puedan ser facilmente producidos a
partir de recursos renovables, a bajo costo -y con buenas propiedades

termomecanicas, fisicoquimicas y antimicrobianas (Vinod y col., 2020).

Como alternativas se presentan las peliculas y los recubrimientos elaborados con
biopolimeros; las primeras son delgadas capas de materiales biopoliméricos, las
cuales una vez formadas, pueden ser colocadas sobre o entre componentes
alimenticios o utilizarse para la elaboracion de empaques; mientras que un
recubrimiento comestible esta formado como una cubierta sobre un alimento (Atarés
y Chiralt, 2016).

1.2.1 Propiedades fisicoquimicas de las peliculas

Para lograr mantener la integridad del empaque durante la manipulacion y
almacenamiento del producto, es necesario que los materiales de empaque tengan
propiedades fisicas y mecanicas deseables (Garavand y col., 2017). Las propiedades
mecanicas de las peliculas (resistencia a la tension, elongacion, deformabilidad,
modulo elastico, entre otras) dependen principalmente de su estructura quimica y
de su capacidad de formar interacciones moleculares entre las cadenas

poliméricas que las componen, manteniéndolas unidas (Thakur y col., 2019).

La caracterizacion de peliculas como materiales de empaque debe incluir su analisis



estructural y la medicion de sus propiedades. Muchas técnicas pueden ser utilizadas
para esto, tales como microscopia de fuerza atdbmica (AFM) y espectroscopia
infrarroja con transformada de Fourier (FTIR). Ademas, se deben estudiar
propiedades mecéanicas como la resistencia a la tension. La solubilidad, color,
permeabilidad al vapor de agua y biodegradabilidad son otras propiedades. que
también deben ser analizadas para el desarrollo de un nuevo empaque_ (Calderon-
Aguirre y col., 2015; Sahraee y col., 2019).

1.3 Polimeros biodegradables

Los polimeros biodegradables o biopolimeros han sido estudiados para su uso como
alternativa a los materiales tradicionales utilizados en la elaboracion de empaques
de alimentos, debido a que las tasas de biodegradacion reportadas de estos
materiales biopoliméricos, a diferencia de los plasticos, son de meses e incluso dias
(Azeredo y col., 2016). En el afio 2009 los biopolimeros eran usados s6lo en una
pequefia fraccidon (<1%) en el mercado de plasticos; sin embargo, se espera que su
uso aumente a 20% para el 2020, por lo-que se prevé una mayor demanda de este

tipo de materiales (Van Den Broek y col., 2015).

Los biopolimeros pueden ser clasificados en tres categorias de acuerdo a su
origen y produccién. La primera incluye a los polimeros que son directamente
extraidos o removidos de la biomasa, como polisacaridos (almidén, celulosa,
quitosano, pectinas), proteinas (caseina, colageno, soya) y lipidos. La segunda
categoria son los polimeros producidos por microorganismos o bacterias modificadas
genéticamente, principalmente polihidroxialcanoatos (PHAS). El tercer grupo esta
formado por aquellos polimeros sintetizados quimicamente que utilizan monémeros
obtenidos de recursos agroindustriales, por ejemplo el acido polilactico (PLA) vy el
alcohol polivinilico (PVA) (Valdés y col., 2014; Moustafa y col., 2019).

En la actualidad se ha intensificado el interés en el desarrollo y la aplicacién de
peliculas basadas en biopolimeros de una gran variedad de productos agricolas o
desechos de alimentos, debido a la preocupacion acerca de la sobreexplotacion de



recursos naturales limitados, como los combustibles fosiles, y del alto impacto
ambiental de los empaques fabricados a partir de materiales no biodegradables
(Kabir y col., 2020). Estas peliculas son adecuadas para las caracteristicas generales
del producto en cuanto a calidad y apariencia, pero también para la salud publica; 1o

cual aumenta el interés del consumidor (Grumezescu y Holban, 2018).

Entre los diferentes polimeros biodegradables utilizados en la elaboracion de
peliculas, los polisacaridos han surgido como uno de sus principales componentes
debido a su gran abundancia y baja toxicidad. Las peliculas a base de estos
compuestos generalmente son faciles de elaborar, - presentan propiedades
mecdénicas ad hoc y se degradan en un periodo corto de tiempo (Sousa y Goncalves,
2015).

1.3.1 Quitosano

El quitosano es un heteropolisacarido catiénico compuesto de unidades de
glucosamina y N-acetilglucosamina unidas mediante enlaces B-1,4 glucosidicos; en
Su composicion quimica se encuentran grupos funcionales como aminas primarias
(NH) y grupos hidroxilo primarios y secundarios (OH) (Negm y col.,, 2020). El
quitosano se produce por la desacetilacibn de la quitina, que es el segundo
polisacarido mas abundante después de la celulosa, siendo el principal componente
estructural del exoesqueleto de artrépodos, al igual que de las paredes celulares de
hongos y levaduras. El exoesqueleto de cangrejos y camarones, obtenidas de
residuos de la industria pesquera, son la principal fuente de quitina (Salari y col.,
2018).

El quitosano es un compuesto soluble en soluciones acidas, no téxico, biodegradable
y biocompatible. Debido a sus propiedades cationicas, el quitosano reacciona
con especies cargadas negativamente, lo cual le confiere importantes ventajas para
incorporar modificadores de las  peliculas, tales como compuestos
funcionales (antimicrobianos, antioxidantes, nutrientes, nutracéuticos) (Grande-

Tovar y col., 2018). Ademas, posee propiedades antimicrobianas al interactuar con



la pared celular bacteriana, la membrana celular y sus constituyentes citoplasmaticos

a traves de interacciones electrostéaticas (Chao y col., 2019).

Este compuesto tiene la capacidad de formar peliculas y recubrimientos, por lo que
su uso se ha extendido para proteger, mejorar la calidad y aumentar la vida de
anaquel de alimentos frescos y procesados (Chaudhary y col., 2020). Las peliculas
a base de quitosano son econdmicas, translicidas y permeables al vapor de agua;
sin embargo, presentan baja permeabilidad de CO2z y Oz, no son termoplasticas y no
pueden ser extruidas, moldeadas o estiradas como los materiales de empaque
convencionales (Kerch, 2015; Van Den Broek y col., 2015). Estas desventajas del
guitosano son atribuidas a su naturaleza hidrofilica; una forma de mejorar las
propiedades mecénicas y de barrera de las. peliculas elaboradas con este
polisacérido es adicionando agentes de reforzamiento como pueden ser proteinas
(soya, colageno, gelatina) o polisacaridos (almidén, alginato, celulosa) (Kusmono y
Abdurrahim, 2019).

1.3.2 Celulosa

La celulosa es un homopolisacarido lineal con unidades repetidas de D-glucosa las
cuales interactian entre si a través de enlaces B-1,4; también hay fuertes enlaces de
hidrogeno intramoleculares o intermoleculares entre las unidades de glucosa
adyacentes en la misma cadena o en diferentes cadenas a través de los grupos

hidroxilo disponibles en los monémeros de glucosa (Sharma y col., 2019).

La celulosa es la fuente de biomasa mas abundante en el planeta y uno de los
principales componentes de las fibras naturales; la mayor parte de la pared celular
vegetal de frutas, vegetales, hojas, troncos y cortezas de arboles esta compuesta por
celulosa, hemicelulosa y lignina, las cuales representan del 35-50 %, del 20-35% y
del 10-25% del peso seco de la biomasa, respectivamente (Grumezescu y Holban,
2018; Kaisangsri y col., 2019). La fabricacién de peliculas a base de celulosa les
confiere grandes oportunidades para ser utilizadas como alternativas en el empacado

debido a que es un material renovable, biodegradable y de bajo costo



(El Halal y col., 2015; Wang y col., 2019). La Figura (1) muestra la estructura
jerérquica de la celulosa. Las paredes celulares estan compuestas por macrofibras
de celulosa rodeadas por hemicelulosa y lignina, formando asi una fibra compuesta;
las macrofibras se componen de microfibrillas que, a su vez, estan formadas con
nanofibrillas de celulosa (Kim y col., 2015; Abdul Khalil y col., 2016).

. Celulosa amorfa

Pared celular

Nanocristal de

Macrofibra

Cadana decalufosa
Subunidac Nanofiballa Microfibrilia Microfibrilia

simple vista lateral

Figura 1. Estructura jerarquica de la celulosa (Kimy col., 2015).

1.4 Residuos agroindustriales como fuente de celulosa

La cantidad de residuos producidos por el aumento en la actividad del sector agricola
representa una fuerte amenaza al ambiente. Los residuos agroindustriales pueden
obtenerse a partir de arboles o plantas como el bagazo de cafia de azlcar, el maiz,
residuos de la palma, entre otros (Navas y col., 2015). Hay dos tipos de residuos
resultantes de la cosecha de productos agricolas: residuos del campo y residuos del

proceso. Los residuos del campo se utilizan para cubrir la tierra y protegerla de la



erosion por la lluvia y el viento, asi como de la radiacion solar y evitar la pérdida de
humedad. Los residuos del proceso, en su mayoria, son depositados en el suelo

hasta que se queman, generando contaminacion ambiental (Mohlala y col., 2016).

Los principales residuos fibrosos producidos por la actividad agricola se conocen
como fibras de celulosa, y tienen un alto potencial para ser utilizados como materiales
de refuerzo en la elaboracion de empaques debido a que presentan ventajas como
una menor densidad, bajo peso, buena adhesion con la matriz polimérica a la que se
incorporen, amplia abundancia, biodegradabilidad y bajo costo (Hamidon y col.,
2019; Jiang y col., 2020). Asumiendo que el 40% de la produccion termina como
residuo y que al menos 10% de éste puede ser obtenido como fibras, millones de

toneladas métricas de fibras estarian disponibles afio-con afio (Dunganiy col., 2016).

1.4.1 Olote de maiz

1.4.1.1 Produccion de olote de maiz

El maiz (Zea mays) es uno de los productos alimenticios més producidos en el mundo
y de mayor importancia. A nivel nacional, para el ciclo primavera-verano 2018 se
obtuvo una produccion de 13.4 millones de toneladas de maiz, de las cuales,
alrededor de 60% corresponde a consumo forrajero y el restante 40% a consumo
humano, industrial .y semilla (SIAP, 2018). Como un subproducto de la produccién
del maiz (al separar el grano de la mazorca), se estima que globalmente se generan
164 millones de toneladas de olote al afio (170 kg olote / Ton maiz) (Cérdobay col.,
2013; Takaday col., 2018).

1.4.1.2 Composicion del olote de maiz

De acuerdo al estudio realizado por Pointner y col. (2014), el contenido en peso de
hemicelulosa, celulosa y lignina en el olote de maiz fue 44.4%, 38.8% y 5.2%,
respectivamente; resaltando como los dos compuestos principales a la hemicelulosa
y la celulosa. Otros compuestos presentes también en el olote son grasas (0.3%),
almidon (0.67%), proteina (4.26%) y cenizas (2.88%). Takada y col. (2018),
reportaron porcentajes similares para la hemicelulosa y celulosa (41.4% y 36.3%,



respectivamente) presentes en el olote; sin embargo, el contenido de lignina
cuantificado fue mayor (18.8%).

1.4.1.3 Usos de olote de maiz

El olote de maiz puede ser utilizado como forraje para rumiantes, fertilizante, soporte
para disminuir la erosién en la tierra, como sustrato para la produccion de xilanasa y
en algunos casos como agente reforzante en materiales de construccién. Sin
embargo, al ser un residuo del proceso agricola, su utilizacién en estos ambitos es
limitada, lo cual ha conducido a su quema 0 a su esparcimiento en la intemperie,
generando un problema de contaminacion ambiental (Mohlalay col., 2016; Liu, Wu,
y col., 2020).

1.5 Extraccién de celulosa

Para obtener las fibras de celulosa es necesario tratamientos fisico-quimicos
alcalinos y acidos que rompan el complejo de celulosa, hemicelulosa y lignina (El
Halal y col., 2015). Antes de la extraccion.de celulosa, algunos protocolos consideran
el uso de solventes como el tolueno o el etanol para remover los lipidos y resinas;
sin embargo, estudios sugieren que estos pretratamientos son innecesarios, ya que
el hidréxido de sodio y el hipoclorito de sodio usados durante el proceso de extraccion

remueven los compuestos indeseados (Andreu-Hayles y col., 2019).

El método mas comun para disolver la lignina y la hemicelulosa es por medio de un
tratamiento alcalino con hidroxido de sodio seguido de una etapa de blanqueamiento
con _hipoclorito de sodio. De igual manera, procesos mecanicos como
homogeneizacion de alta presiéon, microfluidizacién, ultrasonicacién, etc. son
frecuentemente empleados para extraer celulosa. Ademas de estos tratamientos
tradicionales de pulpeo se pueden utilizar métodos biolégicos o enzimaticos, los
cuales se basan en la habilidad de ciertos microorganismos y las enzimas que éstos
secretan para atacar directamente la hemicelulosa y asi facilitar su posterior

remocion (Trache y col., 2017; Youssef y El-Sayed, 2018).



1.6 Nanocristales de celulosa

Las aplicaciones de la nanotecnologia se han enfocado en la caracterizacion,
fabricacion y manipulaciéon de nanomateriales, que son aquellos cuyas dimensiones
se miden en escala nanométrica (Pathakoti y col.,, 2017). Estos materiales,
comparados con los materiales de empaque convencionales, presentan una mejora
en sus propiedades de barrera, mecéanicas y termoestabilidad, ademéas de ser
biodegradables (Majid y col.,, 2018; He y col., 2019). Al combinar estructuras
nanomeétricas con otros biopolimeros (polisacaridos o proteinas) .se forman
nanocompuestos, los cuales mejoran la eficacia de los materiales de empaque de
alimentos (Bajpai y col., 2018; Sothornvit, 2019).

Los materiales nanoceluldsicos han generado un gran interés debido a la posibilidad
de producir materiales a partir de multiples fuentes sustentables (Lindstrom, 2017).
Existen dos tipos de nanocelulosa aislada de fibras de plantas: nanocristales y
nanofibras. Los nanocristales son aislados por medio de la extraccién de los dominios
cristalinos a partir de materiales celuldsicos, tienen una estructura rigida de forma
fibrilar y el proceso principal para su obtenciébn es por medio de tratamientos
mecanicos e hidrdlisis &cida utilizando acido sulfdrico (Calvino y col., 2020).

La extraccién de nanocristales de celulosa se puede realizar a través de distintos
métodos como hidrdlisis enzimatica, que es un tratamiento biolégico para la digestion
de las fibras de celulosa por medio de enzimas (celulasa, endoglucanasa,
celobiohidrolasa, etc.) que rompen los enlaces de hidrogeno entre las microfibras;
otra forma de extraccion es a través de tratamientos mecanicos como
ultrasonicacion, molienda de bolas u homogeneizacion a alta presion, entre otros.
Sin embargo, para reducir el consumo de energia derivado de estos procesos
mecanicos es recomendado llevar a cabo un pretratamiento como la hidrdlisis acida,
en la cual, se utilizan acidos como el sulftrico, acético o fosférico que hidrolizan las
regiones amorfas de las fibras celuldsicas permitiendo asi que las regiones cristalinas
formen una dispersion coloidal estable de nanocristales (Abdul Khalil y col., 2016;
Sharmay col., 2019).



Los nanocristales, aun a bajas concentraciones, se pueden utilizar como un
nanomaterial reforzante de una matriz polimérica, debido al tamafio nanométrico y a
la mayor éarea superficial expuesta; ademas, de acuerdo a la literatura, las
dimensiones nanométricas no son motivo para la pérdida de la biodegradabilidad del
material (Mu y col.,, 2019). Es importante sefialar que para obtener. los
nanocompuestos con las caracteristicas fisicoquimicas deseadas, es necesario
elaborar dispersiones homogéneas y que éstas presenten una buena interaccion
entre sus componentes (George y Sabapathi, 2015). Debido a las ventajas en cuanto
a biodegradabilidad, bajo costo y propiedades mecanicas Yy fisicoquimicas
adecuadas, las peliculas desarrolladas a base de quitosano, celulosa y nanocristales
de celulosa podrian ser utilizadas como un sustituto de materiales no sustentables
como el plastico y el aluminio, utilizados en la envoltura y empaque de alimentos y

otros productos (Ferrer y col., 2017).

1.7 Plastificantes

Los plastificantes son compuestos de bajo peso molecular altamente utilizados en la
elaboracién de las peliculas con la finalidad de mejorar sus propiedades mecénicas,
de barrera y funcionales, ya que permiten reducir las interacciones entre las cadenas
poliméricas de la matriz, lo cual les confiere una mayor flexibilidad y menor

temperatura de transicion vitrea (Vieira y col., 2011; Sabbah y col., 2019).

El plastificante que se incorpora a la matriz debe ser compatible con su estructura
polimérica'y tener una solubilidad similar en el solvente utilizado, para asi optimizar
las interacciones intermoleculares entre las cadenas poliméricas y el plastificante, las
cuales se dan a través de enlaces de hidrogeno. Se ha reportado que los polioles
como el glicerol, sorbitol, polietilenglicol, manitol y xilitol son particularmente
eficientes en su uso como plastificantes (Sedayu y col.,, 2019). La naturaleza
higroscopica del glicerol contribuye a que tenga un mayor efecto plastificante
comparado con los otros plastificantes, debido a que este compuesto penetra a
través de las cadenas poliméricas de la matriz, debilitando la interaccion entre éstas

y aumentando la flexibilidad y extensibilidad de las peliculas (Sudermany col., 2018).
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2. HIPOTESIS

La combinacion de celulosa y nanocristales de celulosa extraidos del olote de maiz
(Zea mays, ssp. mays) y el biopolimero quitosano permitirA obtener peliculas
biodegradables y compostables, con propiedades fisicoquimicas, mecanicas y de

barrera mejoradas.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Elaborar y caracterizar peliculas a base de quitosano, celulosa y nanocristales de

celulosa obtenida de olote de maiz (Zea mays, ssp. mays).

3.2 Objetivos Especificos

Extraer celulosa a partir de olote de maiz (Zea mays, ssp. mays).

Obtener y evaluar nanocristales de celulosa a partir de maiz.

Elaborar peliculas a base de quitosano, celulosa y nanocristales de celulosa de
maiz.

Determinar las propiedades mecanicas y de barrera de las peliculas elaboradas a
partir de la celulosa y los nanocristales de celulosa, en mezcla con quitosano.
Evaluar las interacciones de los nanocristales de celulosa con quitosano.
Analizar el efecto de los nanocristales de celulosa en las propiedades
fisicoquimicas de las peliculas.

Evaluar la biodegradabilidad y compostabilidad de las peliculas elaboradas.
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4. METODOLOGIA

4.1 Materiales

Olote de maiz (Zea mays, ssp. mays) proveniente de Chilcuautla, Hidalgo, hidroxido
de sodio (pellets, J.T. Baker, Edo. Méx., México), hipoclorito de sodio (5.38%,
Cloralex, Monterrey, México), acido sulfurico (97.0%, J.T. Baker), acido acético
glacial (99.7%, J.T. Baker), quitosano (peso molecular medio, grado de
desacetilacion: 90%, Chemsavers, Bluefield, Virginia, EUA), glicerol (99.5%, J.T.
Baker).

4.2 Métodos
4.2 1 Extraccion de celulosa

La extraccion de celulosa de olote de maiz se realizé siguiendo la metodologia de
Melikoglu y col. (2019) con algunas modificaciones (Figura 2). El olote se sec6 en un
horno (Binder, Mod. WTB DB 115, Tuttlingen, Alemania) a 50 °C durante 24 h y fue
molido en un molino de cuchillas (Fertimon, Mod. MO5.5HP, México); las particulas
se molieron nuevamente en un molino eléctrico (Krups, Mod. GX4100, Solingen,

Alemania) para reducir el tamafio de particula a alrededor de 2.83 mm (malla no. 7,
Tyler Standard, Ohio, EUA) (Bono y col., 2009; Rodsamran y Sothornvit, 2015).

Figura 2. Secado y molienda del olote.

Se agreg6 3.3 g del olote molido en 100 mL de una solucion de NaOH al 10% (p/v),
la mezcla se calenté a 55 °C durante 3 h con agitacién constante en una patrrilla de
agitacion (Barnstead Thermolyne, Dubuque, lowa, EUA); el residuo insoluble se filtrd
y se lavd con agua destilada hasta o btener un pH neutro y se secé en un horno
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(Binder, Mod. WTB DB 115, Tuttlingen, Alemania) a 60 °C durante 24 h (Figura 3).

Figura 3. Diagrama general del tratamiento alcalino del olote.

Aunque la mayor parte de la lignina fue eliminada con el tratamiento alcalino, el resto
de la lignina fue removida al colocar el residuo seco en una solucion de NaCIO al 1%
(v/v) y calentarlo a 95 °C durante 1 h con agitacién constante. Este paso se repetio
dos veces; posteriormente, el residuo se filtr6 y se lavé con agua destilada hasta

obtener un pH neutro y se seco en un horno a 60 °C durante 24 h (Figura 4).

Figura 4. Diagrama general de la etapa de blanqueamiento del olote.

4.2.2 Producciéon de nanocristales de celulosa

Para la produccion de nanocristales a partir de celulosa se siguié el método de
hidrdlisis acida reportado por Melikoglu y col. (2019) con algunas modificaciones
(Figuras 5 y 6). Una muestra de 10 g de celulosa seca, previamente extraida, se
agreg6 a una solucién de 200 mL de H2SOa4 al 45% (v/v), la mezcla se calent6é a 50
°C durante 45 minutos con agitacién constante. Para detener la hidrélisis se afiadié

agua destilada helada en proporcion 1:5 (suspensiéon:H20, v/v) y la mezcla se agit6é
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sin calentamiento durante 10 minutos.

Posteriormente, se centrifug6 a 4° C, 4000 rpm durante 5 minutos en una centrifuga
(Eppendorf, Mod. 5810 R, Hamburgo, Alemania) repitiendo este paso 4 veces para
remover el acido. El residuo insoluble resultante se diluyé con agua destilada y se
dializ6 a temperatura ambiente durante 24 h en una bolsa de dialisis de punto de
corte 12 kDa (Sigma-Aldrich, San Luis, Misuri, EUA). La suspension de nanocristales
se sonic6 a 25 °C durante 10 minutos en un ultrasonicador (Branson, Mod. 5510,

Danbury, Connecticut, EUA).

45 min

Figura 5. Diagrama general de la produccién de nanocristales de celulosa (parte 1).

La solucion resultante se-mezclé utilizando un Ultra-Turrax (IKA, Mod. T25 Basic S1,
Staufen, Alemania)-a 9500 rpm durante 2 minutos y, finalmente, la suspension se
agrego a una solucion de NaClO al 1% (v/v) y se mantuvo con agitacion constante
durante 1 h y.se centrifugé (4° C, 4000 rpm, 5 minutos), repitiendo este paso 4 veces

para obtener un pH neutro y se seco en un horno a 60 °C durante 24 h.

= BNaCIO 1% Lavado I
1h £

Figura 6. Diagrama general de la produccién de nanocristales de celulosa (parte 2).
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4.2.3 Rendimiento de celulosa y de nanocristales de celulosa
Se calcul6 el porcentaje de rendimiento de la celulosa y de los nanocristales de

celulosa extraidos utilizando la Ecuacion 1:
Rendimiento (%)= ~2¢ x 100 (1)
(o]

donde Pc es el peso de la celulosa (g), Pnc es el peso de los nanocristales de celulosa

(9) y Po es el peso del olote (Q).

4.2.4 Elaboracién de peliculas de celulosa, nanocristales de celulosa y quitosano
Se prepararon tres diferentes tipos de peliculas por-a técnica de vaciado en cajas
Petri siguiendo la metodologia de Salari y. col. (2018) de acuerdo a las
concentraciones mostradas en el Cuadro 1, las cuales se basaron en estudios
reportados en la literatura (Escamilla-Garcia, Reyes-Basurto, y col., 2017; Mujtaba y
col., 2017; Tang y col., 2018; Claro y col., 2019).

Cuadro 1. Concentracion de los diferentes componentes de cada pelicula.
Concentraciones % (p/ v)

Pelicula Celulosa Nanocristales de  Quitosano
celulosa
C:Q 15 0 1
C:NC:Q 1.2 0.3 1
Q 0 0 1

C: Celulosa, NC: Nanocristales de celulosa, Q: Quitosano

La solucion de quitosano (Q) fue preparada al disolver el polvo de quitosano en una
solucion de acido aceético al 0.5% (v/v) bajo agitacion constante a 100 °C durante 1
h. La celulosa (C) y los nanocristales de celulosa (NC) fueron dispersados en una
solucion de acido acético al 0.5% (v/v) bajo agitacion constante durante 1 h (Figura
7ay 7b).
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Figura 7. Preparacion soluciones de a) quitosano, b) celulosa.

Posteriormente, la solucién de Q fue afiadida a las soluciones de C y de C:NC en
proporcion 1:1 (v/v) y como plastificante se agrego glicerol al 1% (p/v), el mezclado
se realizo bajo agitacion durante 90 minutos. Para una mejor homogeneizacion, las
soluciones fueron tratadas con Ultra-Turrax (IKA, Mod. T25 Basic S1, Staufen,) a
9500 rpm durante 2 minutos y, finalmente, se vaciaron en cajas Petri y se secaron a
70 °C durante 24 horas (Figura 8). Debido a la insolubilidad en agua de la C y los

NC, algunas propiedades fisicoquimicas de las peliculas pueden verse afectadas.

Figura 8. Diagrama general de la elaboracion de las peliculas.

4.2.5 Caracterizacion de las peliculas

4.2.5.1 Contenido de humedad

El contenido de humedad (CH) de las diferentes peliculas se determiné de acuerdo
al método descrito por Gutiérrez (2018). El peso seco de las peliculas se obtuvo al
cortar muestras de cada pelicula en cuadros de 2 x 2 cm, calentarlas en un horno a
105 °C durante 24 h y pesando cada una en una balanza analitica (Sartorius, Mod.
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BA 110 S, Bohemia, Nueva York, EUA). Para el peso humedo se cortaron cuadros
de 2 x 2 cm de cada pelicula y se pesaron. EI CH se calcul6 con la Ecuacion 2:

h'Ps

CH (%) = Pph x100 )

donde P es el peso humedo (g) y Ps es el peso seco (g).

4.2.5.2 Solubilidad en agua

La solubilidad en agua (SA) se determind de acuerdo al método descrito por
(Gutiérrez, 2018) (Figura 9). Muestras de cada pelicula se cortaron en cuadros de 2
X 2 cm y los pesos iniciales se registraron. El contenido inicial de materia seca de
cada pelicula (Pi) se determin6 al secar cada una de ellas en un horno a 105 °C
durante 24 h, hasta peso constante. Para determinar el peso de la materia seca no
solubilizada, los cuadros de la pelicula se sumergieron en 50 mL de agua destilada
y se almacenaron a 25 °C durante 24 h. Después de esto, se filtraron a través de un
papel filtro previamente desecado y pesado, y las peliculas no disueltas se secaron
a 105 °C durante 24 h hasta peso constante (Pf). La solubilidad de cada pelicula se

calculd con la Ecuacion 3:

Pi - Pf

SA (%) = ==

x 100 3)

donde Piy Pf son los pesos inicial y final de cada muestra (g), respectivamente.

Figura 9. Diagrama general del analisis de solubilidad de las peliculas.
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4.2.5.3 Permeabilidad al vapor de agua

La permeabilidad al vapor de agua (PVA) se determiné siguiendo la metodologia
descrita por Escamilla-Garcia y col. (2013). Para esta prueba se utilizaron celdas de
permeabilidad con un didmetro interno de 3.2 cm, una altura de 15.3 cm entre la
celda y la tapa del desecador (ho) y una altura de 8.2 cm entre la pelicula.y el
contenido de la celda (hi) (Figura 10).

~

HR1: 92.5% hOI

- l g P
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P

HR2: 75%
Pw2
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Figura 10. Diagrama de la permeabilidad al vapor de agua.

Dentro de las celdas se coloco una solucion saturada de KNOs (HR =92.5%,a T =
25 °C), posteriormente se recortaron las peliculas en una forma circular (® =4 cm)y
se colocaron en la superficie de la celda. Finalmente, las celdas de permeabilidad se
colocaron en un desecador el cual contenia una solucién saturada de NaCl (HR =
75%, T = 25°C y se registraron las variaciones de peso de las celdas de
permeabilidad hasta llegar a peso constante, la permeabilidad al vapor de agua

(PVA) se obtuvo a partir de la Ecuacion 4:
L

- AW*
PVA= 2+ — (4)

donde AW es la variacion del peso de la celda de permeabilidad (g), t es el tiempo
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que dura la prueba (s), A es el area de contacto de la pelicula comestible (m2), L es

el espesor de la pelicula (mm) y AP es la diferencia de presiones (Pa).

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

reportadas por Gennadios y col. (1994):

«HR
Pw1=Po T(; (5)
« HR
Pu2=Po* —2 (6)
PVA'R'T*h;
Pws = Pr-(Pt-Py1) PP (7)
PVA*R*T*hg
Puws = Pr-(P1-Py2) P1° (8)
Perm, = Permeancia,* 2w 9)
PW3'Pw4
PVA: = Perm.* (20)
I:’w1'F’w2

donde Pw1 es la presion parcial dentro de la celda de permeabilidad, Pwz es la presion
parcial dentro del desecador, Pws y Pws son la presion debajo y sobre la pelicula,
respectivamente, D es la difusividad del vapor de agua a través del aire (2.81956
m?/dia, 25°C), R es la constante de los gases (8.314 J mol! K1), T es la temperatura
a la cual se realiza el experimento (298 K), Pt es la presién atmosférica (82 kPa en
Querétaro), Po es la presion del vapor de agua a la temperatura de la prueba (3.167
kPa) y Permeancia experimental (Permeanciam) es la pendiente de la curva de

variacion de peso contra tiempo.

4.2.5.4 Determinacion del espesor

El espesor de las peliculas se midié con un micrémetro (Mitutoyo, Mod. 293-344-30,
lllinois, EUA) (Figura 11) en diez posiciones aleatorias diferentes a lo largo de la
superficie de las peliculas. Los valores se reportaron como la media + la desviacion

estandar de tres replicados.
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Figura 11. Medicion del espesor de las peliculas.

4.2.5.5 Propiedades mecanicas

La resistencia a la tension en el punto de quiebre (RT) fue medida con un
texturémetro (Brookfield, Mod. CT3, Middleborough, Massachusetts, EUA) (Figura
12) y el programa TexturePro CT 1.6 (Brookfield). Las peliculas fueron cortadas en
rectdngulos de 80 x 25 mm los cuales se colocaron entre dos abrazaderas, con una
separacion inicial de agarre de 97.9 mm. Se establecié una carga de activacion de 4
N y las peliculas fueron distendidas a una velocidad de 0.3 mm/seg. La RT fue
calculada al dividir la carga maxima (N) entre el area transversal (m?) de acuerdo con
la Ecuacion 11 (Nur Hazirah y col., 2016).

C

RT (MPa)=

(11)

donde C es la carga maxima (N), A es el ancho de la muestra (mm) y E es el espesor

de la pelicula (mm).

Figura 12. Analisis de RT de las peliculas.
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4.2.5.6 Color

Los siguientes parametros de color de las peliculas L* (donde L* = O indica negro y
L* = 100 indica blanco), ta* (rojo a verde), tb* (amarillo a azul), fueron evaluados
utilizando un colorimetro (Konica Minolta, Mod. CR-400, Ramsey, Nueva Jersey,
EUA) con una fuente de iluminacion D65 en angulo de vision de 10°, estandarizado
con una placa blanca de referencia (L* = 90.9, a* = 0.021 y b* = 0.0376). Las peliculas
fueron colocadas en esta placa y las mediciones se realizaron en cinco posiciones
diferentes a lo largo de su superficie (centro y partes externas) evitando los bordes.
Las diferencias de color (AE), medidas como la magnitud del vector resultante de los
tres componentes: diferencia de luminosidad (AL), diferencia de cromaticidad rojo-
verde (Aa) y la diferencia de cromaticidad amarillo-azul (Ab), fueron calculadas

siguiendo la Ecuacion 12 (Gutiérrez y col., 2015):

AE= J (Aa)?+ (Ab)*+(AL)? (12)

donde Aa=ai—a, Ab=bj— by AL =L;— L. El subindice i es el valor de referencia de

cada parametro.

4.2.5.7 Microscopia de Fuerza Atomica (AFM).

Las caracteristicas topogréaficas de las peliculas se determinaron utilizando un
microscopio de fuerza atomica (Veeco, Mod. diMultimode V, Santa Bérbara,
California, EUA), aplicando el método de contacto y utilizando puntas de Si
(Cantiléver RTESP, Bruker, EUA) con una frecuencia de resonancia de 286-362 kHz
y una constante de resorte de 20-80 N m1. Se analizaron muestras de 0.5 x 0.5 cm
y tres areas de 1 x 1 ym fueron escaneadas a una velocidad de 1 Hz con un
resolucion de 256 x 256 pixeles (Escamilla-Garcia y col., 2017). El analisis de las
imagenes y los parametros de rugosidad Ra y Rq se obtuvieron utilizando el

programa Gwyddion 2.54 (Czech Metrology Institute, Republica Checa).
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4.2.5.8 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)

Los espectros FTIR se obtuvieron utilizando un espectrofotémetro IR? Module
(Horiba Jobin Ybon, Kioto, JPN) equipado con un objetivo ATR de diamante, a una
resolucién de 4 cm, un rango de 400 — 4000 cm™ y haciendo 32 escaneos por
lectura. Los espectros se analizaron a través del programa Spectragryph. 1.1
(Spectroscopy Ninja, EUA).

4.2.5.9 Biodegradabilidad de las peliculas

Se evaluo la biodegradabilidad de las peliculas siguiendo el método de ASTM G21-
09 (ver Anexo A.1), el cual se ha aceptado como una prueba estandarizada para
evaluar la biodegradabilidad de materiales, utilizando cinco hongos que tuvieron a
las peliculas como sustrato: Aspergillus niger, Penicillium pinophilum, Chaetomium
globosum, Gliocladium virens y Aureobasidium pullulans fueron utilizados al incubar
los subcultivos a 30 °C durante 20 dias en un agar enriquecido con sales (la
composiciéon por litro de este medio fue: 15 g de agar, 0.7 g de K2HPO4, 0.7 g de
KH2PO4, 0.7 g de MgSOa4-7H20, 1.0 g de NH4NOs, 0.005 g de NaCl, 0.002 g de
FeS0O4-7H20, 0.002 g de ZnSO4:7H20 y 0.001 g de MnSO4-H20).

Una vez que los hongos esporularon, suspensiones individuales de esporas se
prepararon al verter 10 mL de una solucion acuosa estéril de Tween 80 (0.05 g/L) en
cada subcultivo, se rasp6 su superficie y se vacio la carga de esporas en un matraz
con 45 mL de H20 estéril. Las esporas se lavaron tres veces y se diluyeron con una
solucién estéril enriquecida con sales hasta obtener una suspension de 1 x 108 + 0.2
x 108 esporas/mL (determinada en un microscopio 6ptico con una camara Neubauer)
y finalmente se mezclaron volimenes iguales de cada suspensiéon para obtener una

mezcla de esporas.

Se colocaron cuadros de pelicula de 2.5 x 2.5 cm en cajas Petri que contenian agar
enriquecido con sales. La superficie de las peliculas fue inoculada con 1 mL de la
mezcla de esporas. Las cajas se incubaron a 30 °C y 85 % HR durante 28 dias;

durante este periodo se realizé una inspeccion visual del crecimiento de los hongos
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y en el dia 28 se otorgd una calificacion de acuerdo al Cuadro 2. Como control
positivo se utilizaron cuadros de papel filtro y como control adicional se incluyo la

evaluacion de la biodegradabilidad de cuadros de pelicula sin la mezcla de esporas.

Cuadro 2. Escala para la evaluacion del crecimiento de hongos durante la prueba
de biodegradabilidad.

Observacion del crecimiento * Escala
Ninguno 0
Trazas de crecimiento (<10 %) 1
Crecimiento ligero (10 — 30 %) 2
Crecimiento mediano (30 — 60 %) 3
Crecimiento abundante (60 % - completamente cubierto) 4

* Corresponde al porcentaje de superficie de pelicula cubierta por los hongos.

4.2.5.10 Compostabilidad de las peliculas

La compostabilidad de las peliculas se evalud utilizando el método descrito por
Gutiérrez (2018) con algunas modificaciones. Discos de 0.6 cm de diametro de cada
pelicula fueron cortados, el contenido inicial de materia seca de cada uno (Pi) se
determind al secar los discos en un horno a 105 °C durante 24 h, hasta peso

constante.

Se prepar6é composta vegetal y se coloco en contenedores, posteriormente los discos
fueron enterrados a una profundidad de 10 mm aproximadamente (en cada
contenedor se enterraron cuatro discos de peliculas: C:Q, C:NC:Q, Q y PF) (Figura
13). En los dias 4, 8 y 12 después del dia de inicio (dia 0), donde fue posible, el
contenido final de materia seca de cada disco fue obtenido (Pr). Las pruebas se

llevaron a cabo a temperatura ambiente y condiciones de humedad (60 — 70 %).

El porcentaje de compostabilidad se calculo utilizando la Ecuacion 13:
Pf

Compostabilidad (%) = Pil;i x 100 (13)

donde Piy Ps son los pesos inicial y final de cada disco (g), respectivamente.
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Figura 13. Ensayo de compostabilidad.

4.2.6 Analisis estadistico

Todas las pruebas se realizaron por triplicado y los resultados se expresaron como
la media + desviacidén estandar. Los datos se sometieron a andlisis de varianza de
un factor y se analizaron por comparacién de medias mediante la prueba de Tukey

(p < 0.05) utilizando el programa SigmaPlot 14.0 (Systat, Chicago, lllinois, EUA).
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5. RESULTADOS

5.1 Extraccion de celulosa y de nanocristales de celulosa

En la Figura 14 se observan las caracteristicas fisicas del olote (O) al ser sometido a
los diferentes tratamientos hasta obtener los nanocristales de celulosa (NC).
Después de la molienda, el tratamiento alcalino redujo considerablemente el
contenido de materia en un 72.60 + 1.98 % y volvié amarillento al producto; con el
hipoclorito de sodio nuevamente hubo una reduccion del contenido de materia (en
un 24.89 + 4.38 %), pero las fibras se volvieron blancas. Al terminar-con la hidrélisis
acida la solucion de NC tenia una apariencia oscura, pero al agregar otra vez
hipoclorito de sodio, los NC obtenidos se blanquearon.

Molienda Alcalino Blangueamiento Hidrélisis acida

Figura 14. Tratamientos aplicados al olote para la obtencién de nanocristales de
celulosa.

5.2 Rendimiento de celulosa y nanocristales de celulosa

Los rendimientos que se muestran en el Cuadro 3 corresponden a la extraccion de
C y NC a partir del O. Estos resultados mostraron que la C obtenida fue alrededor de
una quinta parte de la composicién del O, ya que de los 55 g iniciales de materia se
obtuvieron 11.30 = 1.30 g de celulosa; por otro lado, a partir de estos 11.30 g de C
se extrajeron 2.63 £ 0.39 g de NC con lo que se infiere que la hidrdlisis acida reduce

a una cuarta parte la materia presente en la C.
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Cuadro 3. Rendimiento de la extraccion de celulosa y nanocristales de celulosa a
partir del olote.

Muestra Rendimiento (%)
C-O 21.28+1.31
NC-O 570+£1.71

Los resultados de reportan como la media
la desviacién estandar. C = Celulosa,
NC = Nanocristales de celulosa, O = Olote.

5.3 Elaboracion de peliculas de celulosa, nanocristales de celulosay quitosano

Las concentraciones elegidas para las peliculas de C y NC se basaron en estudios
gue demostraron que la elaboracion de. ° suspensiones de fibras
naturales:nanocristales de celulosa en proporciones alrededor de 80:20 (% p/p),
producen peliculas con propiedades fisicoquimicas mejoradas (Claro y col., 2019).
Por otro lado, una concentracion de 30 % (p/p) de NC con respecto al peso seco del
guitosano en la suspension filmogénica mejora las propiedades mecénicas de las
peliculas resultantes (Mujtaba y col., 2017). En otro estudio se observé que utilizando
una relacion 1:1 de quitosano:glicerol se obtienen peliculas con adecuadas

propiedades fisicoquimicas (Escamilla-Garcia, Reyes-Basurto, y col., 2017).

Como se puede observar en la Figura 15, las peliculas de cada formulacién
mostraron diferencias en su aspecto. Las de C:Q mostraron una mayor
homogeneidad comparadas con las de C:NC:Q, las cuales presentaron en ciertas
zonas una._aglomeracion de particulas, lo cual dio a estas peliculas una
heterogeneidad no deseada. Por otra parte, las peliculas de Q eran transparentes y
ligeramente amarillentas en la periferia (parametro no determinado
cuantitativamente), a diferencia de las de C:Q y C:NC:Q que eran opacas Yy
presentaban uniformemente un color amarillo. Todas las peliculas resultaron flexibles

y faciles de manipular.
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Anverso

Reverso

Figura 15. Apariencia de las peliculas.elaboradas, se muestran por ambas caras.
C = Celulosa, NC = Nanocristales de celulosa, Q = Quitosano.

5.4 Caracterizacion de las peliculas

5.4.1 Propiedades fisicas de peliculas biodegradables.

El contenido de humedad (CH) en las tres peliculas elaboradas presento diferencias
significativas (p<0.05) entre ellas, como se muestra en el Cuadro 4. De los resultados
obtenidos se observa que la pelicula con mayor CH es la elaborada a partir de Q
(33.35 = 1.20 %); sin embargo, al adicionar tanto C como NC, este parametro
disminuyé (20.07 £ 1.02 % y 17.19 + 1.11 %, respectivamente). Los valores de la
solubilidad en agua (SA) de las peliculas de C:Q y C:NC:Q no fueron
significativamente diferentes (p>0.05) entre ellos (Cuadro 4), pero si hubo un
incremento significativo en la SA de la pelicula de Q (35.73 + 6.27 %) con respecto a
las otras dos peliculas, 17.44 + 0.57 % para C y 19.80 = 1.62 % para NC. Las
muestras de las peliculas que contenian NC no mostraron cambios fisicos al
transcurrir 24 h sumergidas en agua, a diferencia de aquellas de C:Q y Q que si
presentaron diferencias en su coloracion (Figura 16a y 16b).
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Figura 16. Apariencia de las peliculas a) antes y b) después de sumergirse durante
24 henagua. C = Celulosa, NC = Nanocristales de celulosa, Q = Quitosano.

Los valores de permeabilidad al vapor de agua (PVA) de las peliculas elaboradas
muestran que la pelicula de C:Q present6 el valor mas alto (1.57 + 0.10 x 102 g m?
st Pal), mientras que la pelicula de Q tuvo el valor mas bajo (0.78 + 0.20 x 102 g
ms?t Pal); ademas, cabe resaltar que la incorporacion de los NC a la formulacién
de la pelicula mejoré sus propiedades de barrera al disminuir el valor de PVA con
respecto a la de C:Q (Cuadro 4). Entre los valores de PVA de las tres peliculas se

observaron diferencias significativas (p<0.05).

Cuadro 4. Contenido de humedad (CH), Solubilidad en agua (SA) y Permeabilidad
al vapor-de agua (PVA) de las diferentes peliculas evaluadas.

Pelicula CH (%) SA (%) PVA x 10*? (g m? st Pal)
CQ 20.07 £ 1.022 17.44 £ 0.572 157+0.102
C:NC:Q 17.19 +1.11° 19.80 £ 1.622 1.05 +0.15°
Q 33.35+£1.20° 35.73 +6.27° 0.78x0.20°¢

Los resultados se reportan como la media + la desviacion estandar. Letras iguales en la
misma columna indican que no hay diferencia significariva (p>0.05).
C = Celulosa, NC = Nanocristales de celulosa, Q = Quitosano.

5.4.2 Espesor y Resistencia a la tension

Los valores de espesor (E) y resistencia a la tension (RT) se presentan en el Cuadro
5. La pelicula con menor espesor fue la elaborada con Q (474.97 £46.27 um) y al
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adicionar C y NC, el espesor de éstas aumenta significativamente (615.93 + 30.03
um y 632.70 = 15.41 pm, respectivamente). Las peliculas C:Q y C:NC:Q no
presentaron espesores significativamente diferentes (p>0.05). Los valores de
resistencia a la tensién (RT) de las tres peliculas no presentaron diferencias
significativas (p>0.05) entre ellos, lo que significa que estas peliculas resisten la
misma fuerza antes de romperse. La pelicula con el valor mas alto de RT fue la
elaborada con Q (1.09 + 0.25 MPa).

Cuadro 5. Espesor (E) y Resistencia a la tension (RT) de las diferentes peliculas.

Pelicula E (um) RT (MPa)
C:Q 615.93 £ 30.03? 0.79 £ 0.232
C:NC.Q 632.70 + 15.412 0.84 £0.132
Q 474.97 + 46.27° 1.09 + 0.252

Los resultados se reportan como la media * la desviacién estandar.Letras
iguales en la misma columna indican que no hay diferencia significativa

(p>0.05). C = Celulosa, NC = Nanocristales de celulosa, Q = Quitosano.

5.4.3 Color

En el Cuadro 6 se presentan los parametros de color a* (valor croméatico de rojo a
verde), b* (valor cromatico de amarillo a azul), L* (luminosidad) y AE (diferencia de
color total) obtenidos de las peliculas elaboradas. De los valores presentados se
puede observar que todas las peliculas tuvieron valores negativos para el parametro
a* y que la pelicula C:Q mostré una tendencia significativamente mayor (p<0.05)
hacia los valores negativos (-1.88 + 0.02) con respecto a las de C:NC:Qy Q (-0.95 +
0.02 y -0.96 + 0.00, respectivamente) que no presentaron valores signicativamente
diferentes entre ambas (p>0.05). Todas las peliculas presentaron diferencias
significativas (p<0.05) en el parametro b*; sin embargo, la pelicula de Q fue la que

tuvo un valor menor (7.42 £ 0.01).

Dentro del pardmetro de luminosidad (L*) las tres peliculas elaboradas tuvieron

diferencias significativas en sus valores (p<0.05) y se puede observar que la adicion
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de la C y los NC disminuyd este valor al compararlo con el de la pelicula de Q. Las
mas grandes diferencias en el color (AE) de las peliculas se presentaron en las de
C:Q y C:NC:Q con respecto a la de Q, aunque las tres fueron diferentes

significativamente (p<0.05).

Cuadro 6. Parametros de color: valor cromatico (a* y b*), luminosidad (L*) y
diferencia de color (AE) de las peliculas evaluadas.

Pelicula a* b* L* AE
C:Q -1.88 £ 0.022 19.09 £ 0.012 87.67 £0.172 19.42 + 0.042
C:NC:Q -0.95+0.02° 19.18 + 0.02° 89.80 + 0.66" 19.21 + 0.04°
Q -0.96 + 0.00° 7.42 +0.01° 97.69 £ 0.04¢ 10.08 £ 0.03°¢

Los resultados se reportan como la media * la desviacién estandar. Letras iguales en la
misma columna indican que no hay diferencia significativa (p>0.05).

C = Celulosa, NC = Nanocristales de celulosa, Q = Quitosano.

5.4.4 Caracteristicas topograficas por Microscopia de Fuerza Atdbmica (AFM)

Los pardmetros de rugosidad Ra y Rq se presentan en el Cuadro 7, donde se observa
que la pelicula de Q present6 el valor mas bajo de rugosidad (Ra: 0.95 + 0.09 nmy
Rqg: 1.20 £ 0.07 nm), aunque no se observé una diferencia significativa (p>0.05) con
respecto a la pelicula de C:Q en los valores de Ra (1.80 £ 0.31 nm) y Rq (2.23 £ 0.35
nm). La pelicula con'los NC presento los valores de rugosidad mas altos (Ra: 3.97 +
0.85 nmy Rq: 4.90 £0.98 nm) y estos fueron significativamente diferentes (p<0.05)

al compararlos con los obtenidos en las otras dos peliculas.

Cuadro 7. Parametros de rugosidad (Ra y Rq) de las peliculas evaluadas.

Pelicula Ra (nm) Rq (nm)
C.Q 1.80 +0.312 2.23 £ 0.352
C:NC.Q 3.97 £ 0.85° 4.90 + 0.98°
Q 0.95 + 0.092 1.20 £ 0.072

Los resultados se reportan como la media + la desviacion estdndar. Letras
iguales en la misma columna indican que no hay diferencia significativa

(p>0.05). C = Celulosa, NC = Nanocristales de celulosa, Q = Quitosano.
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En la Figura 17 se observan las micrografias de las peliculas en un area de 1 pm x
1 umy se presenta una escala de color dorado degradado que implica la altura (color
mas claro mayor altura), con esto se puede mostrar que entre mayor gama de
tonalidades doradas se presente en la micrografia, menor uniformidad tiene la
superficie de la muestra. La pelicula de Q (Figura 17c) fue la que presentd la
superficie mas lisa ya que la tonalidad que se aprecia es en su mayoria oscura,
mientras que en las peliculas de C:Q (Figura 17a) y C:NC:Q (Figura 17b) se
observaron diferentes tonalidades en sus superficies, lo cual coincide conlos valores

mayores de rugosidad presentados en el Cuadro 7 .

a)

#l 24nm

0nm

0,16 ym

0,00 ym

Figura 17. Micrografias de las peliculas (1 um x 1 ym) de a) celulosa, b)
nanocristales de celulosa y ¢) quitosano.

5.4.5 Espectroscopia FTIR
En la Figura 18a se muestra el espectro de FTIR de la celulosa extraida del olote y

se pueden apreciar los picos caracteristicos de este polimero: una banda en 3313
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cm? de la vibraciéon de tensién O-H, una banda por vibraciéon de tensién —C-H
localizada en 2933 cm?, en 1639 cm* una banda por el enlace O-H del agua
absorbida, la banda que corresponde al —CH2 del tijereteo esta en 1422 cm, una
banda en 1319 cm de aleteo —CHz, la banda de la vibracién de tensién del anillo de
piranosa C-O-C en 1031 cm™ (Bonardd y col., 2018; Galiwango y col., 2019). Los
picos observados alrededor de esta Ultima banda (1160 y 940 cm™!) se atribuyen a

los grupos arilo presentes en las fracciones residuales de lignina (Evans y col., 2019).

En las Figuras 18b y 18c se observan los espectros FTIR de las peliculas de
quitosano a las que se les afiadi6 celulosa y nanocristales de celulosa,
respectivamente. Los picos caracteristicos del quitosano se encuentran en 1648,
alrededor de 1550 y en 1411 cm y corresponden al-estiramiento de C=0 (amida 1),
a la flexion N-H (amida Il) y al estiramiento de HN-CO (amida Ill), respectivamente.
El pico de absorciéon en 1030 cm! es debido al estiramiento de C-O; los dos picos
en 2920 y 2850 cm estan relacionados con el grupo amino y picos en el rango de
3600 a 3200 cm™ corresponden a bandas de estiramiento O-H y N-H. Es bien sabido
gue las bandas de absorcion caracteristicas de los NC aparecen en 3000 a 2800 cm~
! (estiramiento C-H de grupos CHz y CHz) y en 3455 a 3230 cm! (estiramiento O-H)
(Salari y col., 2018; Valizadeh y col., 2019).

5.4.6 Ensayo de biodegradabilidad

En la Figura 19 se observa que al transcurrir los 28 dias del ensayo de
biodegradabilidad, hubo un gran crecimiento de los hongos en la pelicula de C:Q
(Figura 19a) y en el control positivo (Figura 19d), por lo que ambas peliculas se
sefialaron con el niumero 4, lo cual significa cobertura completa. La pelicula con NC
(Figura 19b) se marcé con el nimero 3 porque presento solo alrededor del 50 % de
su superficie cubierta por hongos, y la pelicula con menor crecimiento fue la de Q

(Figura 19c¢), marcada con 1.

Ademas del crecimiento fungico otro cambio fisico observado a lo largo del ensayo
fue el color de las peliculas; en el caso de las de C:Q y C:NC:Q, estas pasaron de
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amarillo a marrén oscuro; la de Q que en un inicio era casi incolora, en el dia 28
presentaba una coloracion amarilla. EI control negativo, que eran peliculas sin
suspension de esporas, (Figura 19e) del papel filtro al final del ensayo presentd un
ligero crecimiento blanco con apariencia algodonosa y las peliculas de C:Q y C:NC:Q

tuvieron un oscurecimiento en su periferia.

La progresion a lo largo de los dias del ensayo de la biodegradabilidad de las
peliculas se muestra en la Figura 20 del Anexo A.2. En el caso del papel filtro (Figura
20d), desde el dia 10 ya se observaba una amplia cobertura de esporas sobre su
superficie; mientras que para la pelicula de C:Q (Figura 20a) no fue sino hasta el dia
20 que los hongos la cubrieron; el crecimiento fungico-en la pelicula C:NC:Q (Figura
20b) comenzo el dia 20 y en la pelicula de Q (Figura 20c) no se visualizaron esporas

sobre su superficie sino hasta el dia final del ensayo.

Figura 19. Biodegradabilidad de las peliculas de a) celulosa, b) nanocristales de
celulosa, ¢) quitosano y d) papel filtro observada en el dia 0 y dia 28 después de la
inoculacién de la mezcla de esporas. Como control negativo se colocaron
e) peliculas en medio sin inocular. Los nimeros abajo de cada imagen
corresponden a la escala de crecimiento descrita en el Cuadro 2.
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5.4.7 Compostabilidad de las peliculas

El porcentaje de compostabilidad de las tres peliculas con respecto al control (papel
filtro) fue significativamente menor (p<0.05), pero los valores entre ellas no tuvieron
una variacion significativa (p>0.05), tal como se observa en el Cuadro 8. Después de
4 dias de compostaje las muestras de las peliculas empezaron a cambiar de color,

volviéndose mas oscuras; ademas que para el dia 12 aumentaron su fragilidad.

Se reporté una compostabilidad del 100% para el PF debido a que en la ultima
medicion no se pudo recuperar material para pesar, ya que al intentar tomar el circulo
de la muestra ésta se desintegraba, haciendo imposible su manipulacién para el

registro de su peso final.

Cuadro 8. Porcentaje de compostabilidad de las diferentes peliculas evaluadas.

Pelicula Compostabilidad (%)
C:Q 37.35+1.882
C:NC:Q 43.75 £7.182
Q 40.79 £ 19.362
PF 100.00 + 0.00°

Los resultados se reportan como la media * la
desviaciOn estandar.Letras iguales en la misma columna
indican que no hay diferencia significativa (p>0.05).

C = Celulosa, NC = Nanocristales de celulosa,

Q = Quitosano, PF = Papel filtro
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6. DISCUSION

6.1 Extraccion de celulosa y de nanocristales de celulosa

Para la extraccion de los nanocristales de celulosa (NC) se requieren de dos pasos
principales: la purificacion de la celulosa (C) y la separacion de los NC. El método
mas utilizado para disolver la lignina y la hemicelulosa que rodean las fibras de C es
el tratamiento alcalino en el cual las fibras naturales se tratan con una solucion
acuosa de concentracion conocida de hidréxido de sodio a una temperatura y tiempo
establecidos, hasta que las fibras se vuelven amarillentas. La funcion de este
tratamiento es modificar la superficie externa de la pared celular de las fibras al
remover de ella impurezas (grasas, ceras, pectina) y componentes no celuldsicos
como la lignina y hemicelulosa, que son solubles en soluciones alcalinas y que al ser
menos densos pueden ser separados facilmente con una posterior centrifugacion
(OQuarhim y col., 2019).

La modificacion que lleva a cabo el tratamiento alcalino es la alteracion del enlace
OH en la red estructural de las fibras al ionizar los grupos hidroxilos de los
componentes no celuldsicos hasta convertirlos en alcoxidos [Fibra-OH + NaOH —
Fibra-O-Na* (alcoxido) +H2Q], de este modo se da una separacién de las regiones
interfibrilares de las fibras de C y la solubilizacién, para su posterior remocion, de la
lignina y la hemicelulosa. Debido a este proceso de purificacion, la alcalinizaciéon de

los materiales celul@sicos aumenta la cristalinidad de sus fibras (Ng y col., 2015).

Después- del tratamiento alcalino, el blanqueamiento es un paso necesario para
remover los materiales residuales (en su mayoria lignina) de las fibras, proceso
conocido como deslignificacion. El objetivo del blanqueamiento es degradar los
grupos cromoforos (al oxidar el anillo aroméatico) presentes en la lignina y eliminar los
subproductos resultantes de esta degradacion, para asi blanquear el material. Este
proceso generalmente se lleva a cabo sometiendo a las fibras de C a un tratamiento
con una solucion acuosa de hipoclorito de sodio, bajo calentamiento y se puede

repetir las veces necesarias hasta que las fibras se vuelvan completamente blancas
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(Trache y col., 2017).

Una insuficiente remocién de lignina por un blanqueamiento deficiente podria causar
una menor eficiencia en la posterior hidroélisis acida para la obtencién de NC, debido
a que una cantidad significativa de residuos no celulésicos podria impedir la accion
del acido en las fibras de C, afectando la pureza y cristalinidad de los NC (Ng y col.,
2015). Las microfibras de C puras obtenidas de los tratamientos anteriores, tienen
una estructura altamente ordenada y regiones cristalinas con -algunas zonas
desordenadas (amorfas). Cuando estas microfibras se someten a tratamientos
guimicos y mecanicos, las regiones cristalinas pueden ser extraidas, resultando en
la formacion de NC, los cuales son particulas rigidas con forma fibrilar que
comparados con las fibras de celulosa, que poseen una mayor cantidad de fracciones
amorfas, estos NC exhiben una fuerza especifica, mayor area de contacto y

propiedades cristalinas Unicas (George y Sabapathi, 2015).

El tratamiento quimico comunmente utilizado es la hidrdlisis acida, que se lleva a
cabo al mezclar la C pura con una solucién acuosa de un acido fuerte (generalmente
acido sulfarico), para remover los dominios amorfos que estan distribuidos de forma
regular a lo largo de las microfibras. La principal funcion quimica del &cido empleado
es su habilidad de liberar iones hidronio (HsO*) que penetran en las regiones amorfas
de las microfiboras de C e inician la protonacion del oxigeno de los enlaces
glicosidicos entre dos unidades de glucosa, lo cual lleva a la hidrélisis de estos
dominios. Gracias a la diferencia entre las cinéticas de hidrélisis de las regiones
cristalinas y amorfas, debido a la variacibn que presentan en su nivel de
ordenamiento molecular y a que las primeras son insolubles en el acido, se puede
dar una hidrdlisis selectiva, para no afectar los dominios cristalinos. Ademas, este
tratamiento puede hidrolizar los residuos de pectina y hemicelulosa al degradar estos
polisacaridos en azucares simples. Al final del proceso, la suspension turbia se
somete a repetidos lavados (3-4 veces) por medio de centrifugacién y una posterior
didlisis con el fin de eliminar el acido residual, grupos sulfato no reactivos, sales

neutralizadas y azucares solubles. (George y Sabapathi, 2015; Trache y col., 2017).
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La combinacion del tratamiento quimico con un proceso mecénico posterior permite
la produccion de NC de menor tamafio y con una mayor cristalinidad. Al someter la
suspension de NC a un tratamiento de ultrasonicacion, las fuerzas hidrodinamicas
de las ondas de ultrasonido pueden romper los débiles enlaces de los agregados de
NC, separandolos y generando asi una dispersion homogénea. Es posible que al
finalizar la hidrdlisis, la dimensién de los nanocristales en cuanto a su longitud no sea
uniforme; esto se puede solucionar al aplicar una homogeneizacion a los NC para

asi obtener un tamafio uniforme y una menor longitud (Ng y col., 2015).

6.2 Rendimiento de celulosa y de nanocristales de celulosa

Diversos autores reportan contenido de celulosa -alrededor del 30 % en la
composiciéon quimica del olote (Coérdoba y col.,-2013). Este valor difiere del
rendimiento de C obtenido en este trabajo (=21 %), esta discrepancia se puede
atribuir a que a lo largo del proceso de extraccién por medio del tratamiento alcalino

y el posterior blanqueamiento, se perdié materia en los constantes lavados.

Respecto al rendimiento de la extraccion de nanocristales a partir del olote (O) por
medio de la hidrélisis &cida y la ultrasonicacion, algunos autores reportan
rendimientos del 6 % (Ditzel y col., 2017), valor similar al obtenido en este trabajo
(=5.7 %); sin embargo, otros autores reportan rendimientos del 57 % utilizando otros
tratamientos mecanicos, esta diferencia puede deberse a que el efecto de las ondas
de ultrasonido no es selectivo, lo cual significa que se eliminan tanto las regiones
amorfas como las cristalinas, por lo que los rendimientos obtenidos de NC son

menores al 10 % (Trache y col., 2017).

6.3 Elaboracion de peliculas de celulosa, nanocristales de celulosa y quitosano

Una gran cantidad de biopolimeros se han estudiado para el desarrollo de peliculas
gue puedan tener aplicacion en el empacado de alimentos. Ejemplos de estos
biopolimeros son el quitosano y la celulosa. A pesar de que la estructura cristalina
de la C es una propiedad muy importante que convierte a este polisacarido en una

materia prima interesante para el desarrollo de nuevos biomateriales, esta
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cristalinidad forma una fuerte red de enlaces de hidrogeno intra e intermoleculares
gue hacen que la C sea insoluble en agua y otros solventes comunes, lo que limita
Su uso como unico componente en la elaboracion de peliculas. Es por esto ultimo
gue diversas investigaciones han evaluado el uso de la C como un agente de
reforzamiento que pueda modificar las propiedades funcionales de peliculas
elaboradas a base de otros polisacaridos, como el Q (Cazoén y col., 2020).

Al igual que la C, el Q es insoluble en solventes polares, ya que la solubilidad
depende de su grado de N-acetilacion y de su peso molecular; sin embargo, puede
ser facilmente disuelto en soluciones acuosas acidificadas con'un pH menor a su
pKa que es 6.3 (cuando los grupos amino libres estan completamente protonados),
aunque concentraciones mayores al 2 % de Q. pueden generar soluciones muy
viscosas. Para la elaboracion de las peliculas de Q por el método de vaciado en caja
es necesario disolver el Q en agua ligeramente acidificada y, si se requiere, afadir
un plastificante; después, la solucion se vierte en una superficie plana (caja Petri) y

el solvente es evaporado (Cazén y-col., 2017).

Para mejorar la funcionalidad de las peliculas, el Q debe ser mezclado con otros
biopolimeros como polisacaridos, proteinas y lipidos; en general, las mezclas con
polisacaridos tienenventajas comparadas con las mezclas con proteinas y/o lipidos,
tales como que tienen un costo menor, la materia prima es mas abundante y tienen
una mayor termoestabilidad y solubilidad en agua. Ademas, al afiadir nanocristales
de celulosa como agentes de reforzamiento en soluciones de polisacaridos como C
y Q, pueden aumentar las propiedades mecanicas, de barrera y térmicas de las
peliculas elaboradas a base de estas soluciones, debido a que los NC tienen
interacciones fuertes entre ellos por sus enlaces de hidrégeno y estos mismos
enlaces promueven la interaccion entre los NC y la matriz polimérica (Azeredo y col.,
2016; Kumar y col., 2020).

Durante el secado en horno, las altas temperaturas y la evaporacion del agua son

factores que reducen las distancias entre los NC lo que promueve un mayor contacto
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molecular y causa su aglomeracién. La explicacién a esto es que la naturaleza
hidrofilica de los NC puede inducir la formacion de enlaces de hidrogeno una vez que
sus grupos hidroxilo en la superficie externa se aproximan entre ellos de 0.25 a 0.35
nm. Bajo estas situaciones, es dificil que se produzca el efecto del reforzamiento de
los NC en matrices poliméricas después de su secado en horno debido a que los
fuertes enlaces intermoleculares formarian un material sélido con propiedades y
caracteristicas en cuanto a dureza semejantes a una piedra o al marfil; por lo tanto,
los NC aglomerados serian dificiles de ser dispersados en la solucion.de la matriz
polimérica, tal como se observé en las peliculas C:NC:Q, que en ciertas zonas
mostraron aglomeracion de NC (Ng y col., 2015).

Otra forma de modificar las caracteristicas fisicoquimicas de las peliculas elaboradas
a base de polisacaridos, es con la adicion de un plastificante como el glicerol
(hidrofilico). Generalmente, los plastificantes son afiadidos para disminuir las fuerzas
intermoleculares a lo largo de las cadenas poliméricas, lo cual da flexibilidad al
material y disminuye la temperatura de transicion vitrea (temperatura en el cual un
polimero cambia de un estado rigido y quebradizo a otro blando y flexible) (Sabbah
y col., 2019).

6.4 Caracterizacion de las peliculas

6.4.1 Contenido de humedad

Un material hidrofilico gana o pierde humedad para alcanzar el equilibrio con su
ambiente. Debido a la naturaleza hidrofilica de las peliculas elaboradas, éstas
interactan con la humedad que les rodea; entre mayor sea el nimero de grupos
hidroxilo expuestos, mayor es la afinidad de las moléculas de agua hacia el material,

aumentando en consecuencia su contenido de humedad (CH) (Cazoén y col., 2020).

El valor de CH obtenido es similar al reportado en la literatura para matrices de
polisacaridos que ronda alrededor del 20 % (Liuy col., 2020). Comparando las
peliculas de C:Q y de Q, hubo una clara disminucion en el CH de las primeras, esto
se puede deber a que las interacciones que se dan a traves de enlaces de hidrégeno
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entre la C y el Q bloquean los grupos hidroxilo que se asocian con el agua del
ambiente, reduciendo asi el CH. Al afiadir NC también hubo una disminucion
significativa del CH debido a las razones mencionadas anteriormente y a que su
estructura cristalina dificulta el acceso del agua dentro de la matriz formada (Nur
Hazirah y col., 2016).

6.4.2 Solubilidad en agua

La solubilidad en agua (SA) de una matriz polimérica se define como la cantidad de
material desplazado de la pelicula hacia la fase acuosa; si la estructura polimérica
tiene menor organizacion molecular se espera un mayor porcentaje de SA. Algunos
autores reportan valores de SA para peliculas de Q adicionadas con NC del 21 %, el

cual es similar al obtenido en este trabajo (Deng y. col., 2017).

La SA de las peliculas de C y NC con respecto a las de Q fue significativamente
menor debido a que el entrecruzamiento quimico dentro de una matriz polimérica
hidrofilica dificulta su SA. Ademas, la adicibn de NC restringe la difusion de las
moléculas de agua dentro de la estructura polimérica, debido a su alto grado de
cristalinidad y, en consecuencia, retarda la SA de los materiales. Por lo tanto, ya que
los NC inducen un aumento en la cohesién entre todos los componentes de las
peliculas, lo que a su vez reduce los grupos hidroxilo disponibles para interactuar con
el agua, la SA es inversamente proporcional a la concentracion de NC (Liu y col.,
2019).

6.4.3 Permeabilidad al vapor de agua

Controlar las tasas de transmisién de vapor de agua de un material de empaque es
un factor critico para lograr la calidad, seguridad y amplia vida de anaquel requeridas
para productos sensibles a la humedad. La permeabilidad al vapor de agua (PVA)
indica la cantidad de agua que permea por unidad de areay tiempo (g/m s Pa) y toma
en cuenta la diferencia de presiones y el espesor del material evaluado. Las peliculas
hechas a base de polisacaridos como el Q, generalmente son bastante hidrofilicas,
por lo que tienen propiedades de barrera deficientes (Sabbah y col., 2019).
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Las peliculas de C:Q y C:NC:Q presentaron valores de PVA semejantes a los
reportados por Cazoén y col. (2017) (6.6 x 1013 — 1.6 x 101Y) ; sin embargo, autores
reportan que las peliculas de Q tienen una PVA de 3.65 x 1010 (Salari y col., 2018),
valor que difiere significativamente del obtenido en el presente trabajo (7.8 x 10-13),

Se esperaba que con la adicién de los NC se redujera la PVA, debido a las
interacciones formadas entre la matriz polimérica y los NC, las cuales reducen la
disponibilidad de grupos hidrofilicos, disminuyendo sus interacciones con moléculas
de agua y, por consiguiente, reduciendo la tasa de transferencia de-vapor de agua.
Lo anterior si sucedi6 al comparar las peliculas de C:Q y C:NC:Q, ya que la PVA de
esta ultima fue menor; sin embargo, la pelicula de Q presenté un valor de PVA aun

mas bajo, lo cual no es congruente con lo reportado enliteratura (Cazény col., 2017).

Es importante sefialar la relacion directamente proporcional que existe entre el
contenido de humedad y la PVA y que se pudo observar en los valores obtenidos en
este estudio, en el caso de las peliculas de C:Q y C:NC:Q, donde la pelicula con un
mayor CH también tenia un valor de PVA mayor (Sanchez Aldana y col., 2015). Este
fendmeno no se observo en la pelicula de Q por lo que, aunado a lo mencionado
anteriormente, se puede concluir que las mediciones del valor de PVA se realizaron

de manera incorrecta.

6.4.4 Espesor

El principal factor que determina el espesor (E) de una pelicula es el total de sélidos
presentes en la solucién filmogénica previa, entre mayor sea la concentracion de
sélidos, el espesor de la pelicula también sera mayor, lo cual se observo en las
peliculas de C y NC comparadas con las de Q; sin embargo, debido a que el
contenido de solidos totales no varié entre las peliculas de C:Q y C:NC:Q, no hubo
diferencia significativa entre sus E. Es importante sefalar que los E de las peliculas
elaboradas fueron unas 10 veces mayores al de peliculas sintéticas de polietileno de
baja densidad que varia de 15 a 50 ym y también difirieron con respecto al de otras
peliculas biodegradables a base de polimeros que puede ir de 110 a 250 pum
(Sanchez Aldanay col., 2015).
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La diferencia anterior de E pudo deberse a la variacion del polisacarido empleado, el
método de elaboracion de la pelicula o los volumenes utilizados, ya que para obtener
peliculas con E similares, es necesario utilizar volimenes de suspension iguales con
el mismo contenido de solidos totales. Cabe agregar que el E puede afectar las
propiedades de barrera de los materiales, particularmente la de permeabilidad al
vapor de agua debido a las diferencias entre la presion de vapor debajo de la pelicula

y aquella de la humedad sobre su superficie (Escamilla-Garcia y col., 2017).

6.4.5 Resistencia a la tensién

La resistencia a la tension (RT) es una propiedad que permite evaluar la capacidad
del material de resistir el rompimiento al ser sometido-a una elongacién (Mahajan y
Deshmukh, 2015). Diversos autores reportan un incremento en la RTal afiadir NC a
las matrices poliméricas; la mejora en esta propiedad se debe a la formacion de
fuertes interacciones y enlaces de hidrégeno entre los nanocristales y la matriz
polimérica; adicionalmente, la presencia del glicerol como agente plastificante ayuda
a incrementar la dispersion y la interaccién entre todos los componentes del material
(Kassab y col., 2019).

En las peliculas elaboradas no se observo una diferencia significativa en sus valores
de RT, lo que implica que la adicién de los NC no mejoro las propiedades mecanicas,
lo anterior pudo deberse a la heterogeneidad de la pelicula de C:NC:Q por la
aglomeracién de los NC en ciertas zonas; esta aglomeracion induce puntos de estrés
en la matriz polimérica que son susceptibles a ser menos resistentes a la elongacion
y, por lo tanto, la pelicula llega a su punto de quiebre con una menor fuerza. Otros
parametros también pudieron afectar las propiedades mecénicas del material con
NC, entre ellas el método de extraccion del NC o la forma de preparar la solucion
filmogénica (Ferreira y col., 2018).

6.4.6 Color
El color del material de empaque es un factor importante que el consumidor toma en

cuenta al momento de la eleccidén de un producto. Los cambios en la coloracion de
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las peliculas dependiendo su composicion pueden ser descritos utilizando diferentes
parametros de color. El parametro a* hace referencia al valor cromatico de rojo a
verde y el parametro b* corresponde al valor cromético de amarillo a azul, es decir,
la tendencia a valores positivos de a* indican que las peliculas tienden al color rojo,
mientras que valores positivos del parametro b* indican la tendencia hacia una
coloracion amarilla. Al incorporar los NC los valores de a* y b* se incrementaron, lo
cual indica que la pelicula de C:NC:Q es mas rojiza y amarillenta; por otro lado, la
pelicula de Q presentd el valor mas bajo de b*, lo que implica que esla que tiene una
coloracion azul mayor; estas observaciones concuerdan con lo reportado por otros

autores (Salari y col., 2018; Liu y col., 2020).

Un valor mas alto en la luminosidad (L*) indica que la pelicula es méas clara y
transparente. Las peliculas con C tuvieron un valor menor de L*, ya que la formacion
de enlaces entre la matriz polimérica de Q y otros compuestos disminuye el valor de
L* de las peliculas, por lo tanto, estos resultados indican que la pelicula de Q tiende
a ser mas blanca (Gutiérrez y col.; 2015). Otro parametro utilizado para describir la
coloracion de las peliculas es la AE, la cual indica el grado de diferencia de color total
con respecto a la placa blanca de referencia. La AE de las peliculas con C y NC fue
significativamente mayor. con respecto a la de Q, y entre ambas la de NC tuvo un
valor menor, lo anterior corrobora lo mencionado sobre que la pelicula de Q es la
mas blanca de las tres elaboradas, ya que entre menor sea el valor de AE la pelicula

tiende a ser mas blanca (Salari y col., 2018).

6.4.7 Caracteristicas topograficas por Microscopia de Fuerza Atdmica (AFM)

La técnica de AFM recolecta informacién de la morfologia de la superficie de peliculas
MAas que por visualizacion, por sensacion, y esta informacién es obtenida a través de
la medicion de los cambios de magnitud de la interaccién entre la sonda y la
superficie de la muestra (Garcia y col., 2018). La topografia de las peliculas se evalu6
a través de dos pardmetros de rugosidad: Ra (promedio aritmético de los valores
absolutos de las alturas medidas a partir de la linea central) y Rq (valor cuadratico
medio de las desviaciones de las alturas) (Escamilla-Garcia y col., 2017).
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La pelicula de Q mostro la superficie menos rugosa, lo cual coincide con lo reportado
por otros autores (Escamilla-Garcia y col., 2013). Las peliculas aumentaron su
rugosidad al incorporar otros componentes como la C y los NC a la matriz polimérica.
El incremento significativo de la rugosidad al agregar los NC pudo deberse a la falta
de homogeneidad de la pelicula elaborada por la formacion de agregados
nanocristalinos (Ng y col., 2015).

6.4.8 Espectroscopia FTIR

Se utilizé espectroscopia FTIR para investigar las interacciones intermoleculares de
la matriz polimérica de quitosano al afiadir celulosa y nanacristales de celulosa. En
los tres espectros se presentaron picos en la region 850 a 640 cm™ que se asumen
son caracteristicos de la composicion quimica del- olote. Al afadir el quitosano
aparecieron sus picos caracteristicos del grupo amino en 2920 cm™ y los de las
amidas en la regién de 1650 a 1410 cm™ y desaparecieron bandas de la celulosa de
2933y 1319 cm* (Salari y col., 2018).

El amplio pico en la regiéon de 3500 a 3300 cm™ se atribuye a la vibracién de
estiramiento del enlace de hidrégeno O-H indicando fuertes interacciones entre los
NCy el Q a través de enlaces de hidrégeno. Las bandas en la region de 1650 a 1410
cm! tuvieron una mayor intensidad en la pelicula de C:NC:Q; ademas el pico de 1030
cm?® también presentd una intensidad mayor con la adicién de los NC. Estos
resultados indican que la unién entre el Q y los NC se da a través de interacciones
electrostéticas y enlaces de hidrégeno (Deng y col., 2017).

Se  esperaria que la intensidad del pico de la regiéon de 3500 a 3300 cm
incrementara progresivamente de acuerdo a la forma de la C (pura y NC); esto se
debe a que el area superficial expuesta de las fibras aumenta con la reduccion de la
dimensiéon de las fibras, generando una mayor cantidad de grupos hidroxilo
expuestos en la superficie; por lo tanto, el efecto de reforzamiento de las fibras de
celulosa aumentaria gradualmente con el procesamiento de las fibras al proveer una

mayor cantidad de sitios activos para el enlace de hidrogeno entre laC y otro
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polimero como el Q (Ng y col., 2015).

6.4.9 Ensayo de biodegradabilidad

La biodegradacion es definida como un evento que ocurre a través de la accion de
enzimas y/o la descomposicion quimica inducidas por microorganismos (hongos,
bacterias). La biodegradacion de biopolimeros como celulosa, quitosano, almidén y
proteinas, provenientes de recursos naturales, involucra el rompimiento hidrolitico o
enzimatico de los enlaces de hidrogeno del polimero. Los productos resultantes de
este proceso incluyen CO2, CHs, agua, biomasa y otras sustancias naturales. Es
importante resaltar que la biodegradabilidad es un prerrequisito esencial para la
compostabilidad, es decir, un material que es compostable se considera también
biodegradable; sin embargo, no necesariamente un-material biodegradable puede

ser denominado como compostable (Zhong y col., 2019).

La prueba realizada demostré que las peliculas de C:Q y C:NC:Q, y en menor medida
la de Q, actuaron como sustrato de la mezcla de hongos, lo cual indicé que las tres
formulaciones producen materiales biodegradables. El retraso en el crecimiento de
los hongos sobre la superficie de las peliculas se debi6 a la presencia del Q, que es
un agente antifingico que provoca la permeabilizacion de la superficie celular de
numerosos hongos- por medio de interacciones electrostaticas entre las cargas
positivas de los grupos amino protonados del Q y las cargas negativas de las
moléculas en la superficie celular; en general, la permeabilizacion desencadena la
pérdida de material intracelular lo que lleva a la muerte celular y, por lo tanto, la

inhibicion del crecimiento fangico (Verlee y col., 2017; Fernandez-Bats y col., 2018).

Diversos estudios han resaltado que la adicion de NC a matrices poliméricas mejora
su capacidad de biodegradacion, debido a que se incrementa la hidrofilicidad de la
pelicula por la naturaleza hidrofilica de los NC. En el caso de la degradacion
enzimatica, los microorganismos que acttan durante el proceso son hidrofilicos, por
lo tanto, hidrolizan los enlaces de los NC aumentando la porosidad de la matriz
polimérica, lo cual favorece la tasa de biodegradacion del material. La cristalinidad y
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el tamafio de los NC influyen en la tasa de biodegradacion, ya que las regiones
cristalinas son mas resistentes a la hidrolisis, esto se observd en la pelicula de
C:NC:Q, en donde el crecimiento fungico tardé en comenzar (hasta el dia 20) y al
final de la prueba, el material no fue cubierto por completo por los hongos, a
diferencia de la pelicula de C:Q, donde el crecimiento comenzo desde el dia 10.y al

final tuvo una cobertura total de hongos (Ferreira y col., 2018).

6.4.10 Compostabilidad de las peliculas

Cuando termina la vida util de los bioplasticos, una de las formas méas utilizadas para
su desecho es por medio de su compostaje. Frecuentemente, se asume que los
polimeros naturales como la celulosa y el quitosano son biodegradables y amigables
con el ambiente; sin embargo, los materiales biodegradables no necesariamente son
compostables, es decir, que tengan la capacidad de desintegrarse en pequefios
fragmentos y que los productos de esta degradacion no representen un dafio al
ambiente en términos de ecotoxicidad (Gutiérrez, 2018; Kalita y col., 2020). El
compostaje también es definido como-un proceso natural en el que la materia
organica puede ser descompuesta por microorganismos (hongos y bacterias)
presentes en el medio, los cuales hidrolizan y metabolizan las macromoléculas para

convertirlas en diéxido de carbono, agua y humus (Luzi y col., 2015).

Algunas normas internacionales establecen que cualquier material es considerado
como compostable si después de seis meses bajo condiciones de compostaje a 58
°C su pesao inicial disminuye en un 90 %; otros estandares consideran compostables
a los homopolimeros y mezclas de polimeros que reducen en 180 dias su peso inicial
enun-60% y 90 %, respectivamente, ademas que al menos 10 % del peso seco
original del material debe tener un tamafio de particula menor a 2 mm después de

doce semanas de compostaje (Gutiérrez, 2018).

En este estudio no se observaron diferencias significativas entre los porcentajes de
compostabilidad de las diferentes peliculas a pesar que algunos autores sugieren

gue la incorporacion de agentes de reforzamiento como los NC incrementa el
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volumen molar de las peliculas a base de polisacarido debido a la gran cantidad de
grupos hidrofilicos que tienen en los extremos de sus cadenas poliméricas, haciendo
mas facil que los microorganismos presentes en la composta penetren en su
estructura polimérica provocando una tasa mas alta de compostabilidad. Las
diferencias de color y fragilidad observadas al aumentar el tiempo de compostaje se
debieron a la erosion polimérica provocada por el ataque de los microorganismos
(Gutiérrez y col., 2019). En el Anexo A.3 se muestra la Figura 21 con los datos de la

pérdida de peso a lo largo del tiempo de compostaje.

Otros estudios han reportado que peliculas con NC (30 % p/p) tienen una
compostabilidad por debajo del 5 % a los 15 dias del compostaje; este valor es
considerablemente menor al obtenido en el ensayo, pero se debe a la diferencia en
la concentracién de los NC afiadidos a las soluciones filmogénicas (Salehpoury col.,
2018). En el caso de las peliculas de Q, autores reportan una compostabilidad del 15
% a los 12 dias; la diferencia entre este dato y el obtenido en la experimentacion
puede deberse a que las condiciones de compostabilidad variaron de un estudio a

otro (Suriyatem y col., 2018).
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7. CONCLUSIONES
Los rendimientos obtenidos a partir del olote de maiz por medio de los tratamientos
alcalino, de blanqueamiento e hidrdlisis acida fueron menores a los reportados en

otras investigaciones.

Se observé que las peliculas con los NC fueron las que menor homogeneidad
tuvieron en su apariencia. Comparadas con las peliculas de Q, las de C:Q y C:NC:Q
presentaron menor contenido de humedad, menor % de solubilidad en agua y menor
luminosidad, tuvieron valores mas altos en cuanto a su espesor y rugosidad, y

presentaron una biodegradabilidad mayor.

Al comparar las peliculas de C:Q y C:NC:Q, se observo que la adicion de los NC
disminuy6 el valor de PVA y el contenido de humedad, lo cual le confiere al material

mejores propiedades de barrera, y aumentd la luminosidad de las peliculas.

Por medio de la espectroscopia FTIR se.comprobd la interaccion del quitosano con
la celulosa y los NC, al observarse una mayor amplitud de la banda en la region de
la vibracion de los grupos O-H y una mayor intensidad de los picos de los grupos
C=0, HN-CO y C-0O, indicando que las interacciones de los diferentes componentes
de las peliculas se dio ‘a través de interacciones electrostaticas y enlaces de

hidrégeno.

Debido a las ventajas en cuanto a biodegradabilidad, bajo costo y propiedades de
barrera mejoradas, las peliculas desarrolladas a base de quitosano, celulosa y
nanocristales de celulosa podrian ser utilizadas como un sustituto de materiales no
sustentables como el plastico y el aluminio, utilizados en la envoltura y empaque de

alimentos y otros productos.
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ANEXOS
A.1 Norma ASTM G21-09 para la evaluacion de la biodegradabilidad de las peliculas

Designation: G21 —09

Standard Practice for

Determining Resistance of Synthetic Polymeric Materials to

Fungi?

Thitx sizndard is Beed under the aed desigralion G21; B number

Tollowing the 0 Indicalss e yesrod originsl

sdopiion o, i the case of peviskon, the year of e revision. hmmnpnmumtuutreuorhsl respprevval. A supemsoript
epsilon («) indicales an edilonisl change since the lest revision of reapproval.

1. Scope

L1 This practice covers determination of the effect of fungi
on the properties of synthetic polymeric materials in the form
of molded and fabricated articles, tubes, rods, sheets. and film
materials. Changes in optical, mechanical. and electrical prop-
erties may be determined by the applicable ASTM methods.

1.2 The values stated in 51 units are to be regarded as the
standard. The inch-pound units given in parentheses are for
information only.

1.3 This standard does aof purport fo address all of the
safety coacerns, i any, associoted with itz wse. [t is ohe
resporsibility af the wser of this slandard fo establish appro-
priate safety and health practices and determine the applica-
Eiliry of regulatory limitations prior fo use.

L Referenced Documents

2.1 ASTM Standards:

D149 Test Method for Dielectric Breakdown %oltage and
Dielectric Strength of Solid Electricaldnsnlating Materials
at Commercial Power Frequencies

D150 Test Methods for AC Loss, Chameteristics and Per-
mittivity (Dielectric Constant) of Solid Electrical Insula-
tion

D257 Test Methods for DO/ Resistance or Conductance of
Insulating Materinls

D495 Test Method for High-Voltage, Low-Current, Diry Arc
Resistance of Swlid Electrical Insulation

D618 Practice for Conditioning Plastics for Testing

4638 Test'Method for Tensile Propeies of Plastics

D747 Test Method for Apparent Bending Modulus of Plas-
tigs by Means of a Cantilever Beam

D785 Test Method for Rockwell Hardness of Plastics and
Electrical Insulating Materials

! This practice is under the jarisficon of ASTM Commitise (03 o0 Weathering
md Dursbility and is the dimcl resporsibility of Sshoommiliss G304 on
Biiogical Deleriorstion.

Curmeal edition appeovesd Dec. 1, M09 Publishad March 2010 Originally
approved B 1961, Lasl previoss cdiim appeoved in 2002 (31924 - DG,
Hedesignaled G21 i 1970 (Reapproved 19900 DN 10L1SHMG002] 09,

? For refereaced ASTM simndands, wisil the ASTM websile, wens msim o, of
coalsct ASTM Cusinmer Ssrvice o service@astmog. For Axurd Book of ASTM
Siaeans volume Infmation, sfer o he SWndant’s DonImen! SUMMEry pegs on
e ASTM websiie,

D003 Test Method for Hage and Luminous Transmittance
of Transparent Plastics

D708 Test Method for Fensile Properties of Flastics by
Use of Microtensile Specimens

E96EMM Test Methods for Water Vapor Transmission of
Materials,

E30E Practice for Computing the Colors of Objects by
Using the CIE System

2.2 "TAFPI Swuandard:

Test Method T 451-CM-484 Flexural Properties of Paper®

23 Federal Standands:

FED ST 191 Method 5204 Stiffness of Cloth, Directional;
Self Weighted Cantilever Method?

FED STDr 191 Method 5304 Stiffness of Cloth Drape and
Flex; Cantilever Bending Method®

3. Summary of Practice

3.1 The procedure described in this practice consisis of
selection of suitable specimens for determination of pertinent
properties, inoculation of the specimens with suitable organ-
isms. exposure of inoculated specimens under conditions
favorable to growth, examination and rating for visual growth,
and removal of the specimens and observations for testing,
either before cleaning or after cleaning and reconditioning.

Mome | —Since the procedure involves handling end working with
fungi, il is recommended that persoonel tmined in microbiology perform
the porion of the procedure involving handling of orgenisms and
imoculaled specimens.

4. Significance and Use

4.1 The synthetic polymer portion of these materials is
usually fungus-resistant in that it does not serve as a carbon
source for the growth of fungi. It is genemlly the other
components, such as plasticizers, cellulosics, lubricants, stabi-
lizers, and colorants, that are responsible for fungus attack on
plastic materials. To asses materials other than plastics, use of
this test method should be agreed upon by all parties involved.
It is important to establish the resistance to microbial attack

* awallabie From Tichrical Assoctalion of the Pulp and Paper Indusiry (TAPPIL
umgy Pﬂmrsum..\lm:rm T3 30092, hisprieew
Crder Desx., Radg. 4 Secson 1, 700
Robbins uL.rmm-. B wm S04, Al NPODS.

Copyright & ASTH Inlemabional, 100 Basr Harbaor Deve, PO Box 0, Was! Conshofocken, Fay 19423 2050, Uniled Elales.

oy ight A5 TW e e
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Ay G21-09

under conditions favorable for such attack, namely, a temper-
tore of 2 to 383°C (35 to 100°F) and a relative humidity of &0
o 100 .

4.2 The effects to be expected are as follows:

4.2.1 Sorface atack, discoloration, loss of transmission
(optical ), and

4.2.2 Removal of susceptible plasticizers, modifiers, and
lubricants, resulting in increased modulus (stiffness). chanpes
in weight, dimensions, and other physical properties. and
deterioration of electrical properties such as insulation resis-
tance, dielectric constant, power factor, and dielectric strength.

4.3 Often the chanpes in electrical properties are due prin-
cipally to surface growth and its associated moisture and to pH
changes caused by excreted metabolic products. Other effects
include preferential growths caused by nomuniform dispersion
of plasticizers, lubricants. and other processing additives.
Attack on these materials often leaves ionized conducting
paths. Pronounced physical changes are observed on products
in film form or as coatings, where the ratio of suwface to
volume is high. and where nutrient materials such as plasticiz-
ers and lubricants continue to diffuse to the surface as they are
utilized by the organisms.

4.4 Since attack by organisms involves a large element of
chance due to local accelerations and inhibitions, the order of
reproducibility may be rather low. To ensure that estimates of
behavior are nod too optimistic, the greatest observed degree of
deterioration should be reported.

4.5 Conditioning of the specimens, such as exposure to
leaching, weathering. heat treatment, etc_, may have significant
effects on the resistance to fungi. Determination of these effects
is not covered in this practice.

5 Apparatus

5.1 Glassware—Olass or plastic vessels are suitable for
holding specimens when laid flat. Dependingoa the size of the
specimens, the following are suggested;

5.1.1 For specimens up to 75 mm (3 in bin diameter, 414 by
4% in. (100 by 100 mm) plasfit boxes” or 150-mm (6-in.)
covered Petri dishes. and,

5.1.2 For 75 mm {3 in) and larger specimens, soch as
tensile and stiffness strigs. large Petri dishes, trays of borosili-
cate glass_ or baking dishes'ap to 400 by 500 mm (16 by 20 in.)
in size, covered with squares of window glass.

5.2 Incubator—Incubating equipment for all test methods
shall mainigin atemperature of 28 o 30°C (824 1o 36°F) and
a relative, humidity not less than 85 %. Automatic recording of
wetand dry-bulb temperature is recommended.

6. Reagents and Materials

&1 Purity of Reapenis—Reagent grade chemicals shall be
used in all tests. Unless otherwise indicated, it is intended that
all reagents shall conform to the specifications of the Commit-
tee on Analytical Reagents of the American Chemical Society,

* Avallshle [romm Tri-Stale, Inc., Henderson, K'Y

where such specification are available® Other grades may be
used., providied it is first ascertained that the reagent is of
sufficiently high purity to permit its use without lessening the
accuracy of the determination.

6.2 Purity of Warer—Unless otherwise indicated, references
to water shall be understood to mean distilled water or water of
equal or higher purity.

6.3 Nutricat-%alts Apar—Prepare this mediom by dissolv-
img in 1 L of water the designated amounts of the following

reagents:
Polnssiam dihydrogen orhophosphate (KH,PO,) aTg
Magnasium sulala (Mg, TH:O) aTg
Ammanium nitrale (MH N0 10g
Eadiam chiorde [MaCl 0o0s g
Famous sufale (FeS0, THRO) Qo2 g
Zinc sellate (ZnS0, TH,O) ooz g
Marganous sullaie [MnS0,-HaO) 0o g
Agar 1=0g
Polnssiem monchydrogen orhophosphals (K3HPO) aTg

6.3.1 Sterilize the test mediom by austoclaving at 121°C
(250°F) for 20 min. Adjpest the pH of the mediom by the
addition of 0.019 MaOH solution so that after sterilization the
pH is between 6.00and6.5.

6.3.2 Prepare sufficient medium for the required tests.

6.3.3 Nufrizai— Salts Broth— Prepare using the formula in
6.3, omitting the ngar. Broth may be flter sterilized to avoid the
precipitation of the salis that occurs with autoclaving,.

G4 Mived Fungus Spore Sispersion:

Mome 1—Since o number of other orgenisms may be of specific intzmst
For cerzin final assembli=s or components, soch other pome coltwres of
‘organizms may be ossd i agmed upon by the purchaser and the
memmfacturer of the plastic. Refeence {1)7 illustrates such o chaice.

&.4.1 Use the following test fungi in preparing the culiures:

Furgl ATCC Mot MYCO Mol
Aspamiius nigar DEdT 386
Panigium pleghium® " ;o
Chaglomiym ginhosum B20E 450
GHEham vrmns DE4E 35
AurotmsHLm puluins 15238 o

“pvaliabls foom Amaran Typa Cuflurs Colaction, 12301 Pandmen Driva,
Rncicdlia, WD 20252,

" avaliahis Trom Wyoological Senices, FO. Bax 1056, Crowlonisvlis, IN 47033

“Historically known as P funicuiosm.

6.4.1.1 Maintain culturesf of these fungi separately on an
appropriate medium such as potato dextrose agar The stock
cultures may be kept for not more than four months at
approximately 3 to 10°C (37 o 50°F) Use subcultures
incubated at 28 to 30°C (32 to 86"F) for 7 to 20 days in
preparing the spore suspension.

6.4.12 Prepare a spore suspension of each of the five fungi
by pouring into one subculture of each fungus a sterile 10-ml.
portion of water or of a sterile solution containing 0.05 2. of

® Respeal Chemivaly, Amerioan Chemico! Sociery Specificaionr , American

and Natisaa! Formulary, U S. Phermacestical ConvenSon, Inc. (LUSPC), Rockville,
M.
T The hobiface mumbers given i pareaihesss pefer i & lisl of references al e

end of the praciioe.
® Hastorically known a5 P fusk-plone
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a montoxic wetting agent such as sodium dioctyl sulfosucci-
nate. Use a sterile platinum or nichrome inoculating wire to
pently scrape the surface growth from the culture of the test
OrpAnism.

6.4.2 Pour the spore charge into a sterile 125-ml. glass-
stoppered Erlenmeyer flask containing 45 ml of sterile water
amd 10 to 15 solid plass beads, 5 mm in diameter. Shake the
flask vigorously to liberate the spores from the fruiting bodies
amd to break the spore clumps.

6.43 Alternatively, the spore charge can be poured into a
sterile glass tissue grimder and pently pround to break up the
spore clumps and liberate the spores from the firuiting, bodies.

6.4.4 Filter the shaken or ground suspension through a thin
layer of sterile glass wool im a glass funnel into a sterile flask
in order to remove mycelial fragments.

6.4.5 Centrifuge the filersd spore suspension aseptically,
and discard the supernatant liguid. Resuspend the residue in an
aliguot of sterile water and centrifuge.

6.4.6 If large mycelia fragments or clumps of agar were
diskodged during the harvesting, wash the spores in this manner
three times to remove possible nutrient canryover from the
original cultures. Dilwte the final washed residue with sterile
mutrient-salis solution (see Mote b in such a manner that the
resultant spore suspension shall contain 1 000 000 = 3000000
spares/mL as determined with a counting chamber.

6.4.7 Repeat this operation for each organism used in the
test and blend equal volumes of the resultant spore suspension
to obtain the final mixed spore suspension.

6.4.8 The spore suspension may be prepared fresh each day
or may be held in the refrigerator at 3 to 10°C (37 to 50°F)/for
not more than four days.

7. Viahility Control

7.1 With each daily group of tests place eachoof three pieces
of sterilized filter paper, 25 mm (1 in.) square, on hardened
nutrient-salts agar in separate Petri dishes Inoculate these with
the spore suspension by spraying the suspension from a
sterilized atomizer” so that the entire/surface is moistened with
the spore suspension. Incubate these 328 to 30°C (82 o 36°F)
at a relative humidity not less than &5 % and examine them
after 14 days’ incubation. There shall be copious growth on all
three of the filler paper coatrol specimens. Absence of such
egrowth requires repetition of the test.

B Test Specimens

8.1 The simglest specimen may be a 50 by 50-mm (2 by
2-in_) piece, a 50:mm {2-in.) diameter piece, or a piece {rod o
tubing) ablesst 76 mm (3 in_) long cut from the material to be
tested. Completely fabricated parts or sections cut from fabri-
cated parts may be used as test specimens. O such specimens,
observation of effect is limited to appearance, density of
rowth, optical reflection or transmission, or manual evaluation
of change in physical properties such as stiffness.

£.2 Film-forming materials such as coatings may be tested
in thie form of Alms at least 50 by 25 mm (2 by | in.) in size.

"[im.‘&u.]&] Eomizer oF auivelend has been found salisEciony for tis
purpose.

Such films may be prepared by casting on glass and stripping
after cure, or by impregnating (completely covering) filter
paper or ignited glass fabric.

8.3 For visual evaluation, three specimens shall be inocu-
lated. If the specimen is different on two sides, three specimens
of each, face up and face down, shall be tested.

Mome 3 —_In devigng & t=st pregram intended to reveal guantitatve
changes oocwming during and afier fungal attack, an sdequale mumber of
specimens should be evaluated to establish o valid value forthe original
progerty. I five replicale specimens sre meguired o esablish atensile
strength of 2 Glm material, the same number of specimens shell be
rmoved and testsd for esch sxposure period. It is logbeexpected that
values of physical properfizs at various stages & fungal@tinck will be
variahle; the values indicating the grestest degmdation se the most
significant (see 4.4). Reference (2) may be'used s a guide.

9. Procedure

9.1 Inoculation—Powr sufficient’ nutrient-salts agar into
suitable sterile dishes (see 5.V} io provide a solidified agar layer
from 3 to & mm,(Veto ¥ in) in depth. After the agar is
solidified, place, thé, specimens on the surface of the agar
Inoculate the surface, incloding the surface of the test speci-
mens, with the compesite spore suspension by spraying the
suspensionfrom a sterilized atomizer” so that the entire surface
is mavistened with the spore suspension.

92 dncubation Condifions:

920 facubation—Cover the inoculated test specimens and
imcubate at 28 to 30°C (82 to 85°F) and not less than 85 %
relative humidity.

Mot 4 Cevered dishes containing nutrisnl agar are considered 1o
hawe the desired humidity. Covers on large dishes may be sealed with
musking tape.

922 facubmtion Doration—The standard length of the test
is 28 days of incubation. The test may be terminated in less
than 2% days for samples exhibiting a growth rating of two or
more. The final report most detail the actoal duration of
incubation.

9.3 Observation for Visible Efects—IF the test is for visible
effects only, remove the specimens firom the incubator and mte
them as follows:

Obsersad Growth on Specimans {Eponks-

g ar Fating
Naon-Spomiating. o Bath)

Mong 0

Tracas of {less than 10 %) 1

Light growéh [10 10 30 %) 2

Modiam growth (30 i 50 %) 3

Heawy growth (50 % bo complate covaraga) 4

Mot 5—A rating of trace or no growth (one or less) must be confirmed

by microscopic observation perticularly since non-sporalating growth may
not be readilly observed without the aid of 2 microsoope. The report should
notz the magnification of the microscope nsed to confirm the ohservation.

9.3.1 Traces of growth may be defined as scattered. sparse
fungus growth such as might develop from a mass of spores in
the original inoculum, or extraneous contamination such as
fimgermarks. insect feces, etc. Continwous cobwebby growth
extending over the entire specimen, even though not obscuring
the specimen, should be rated as two.

Nom 6—Considersble physical change in plastics may oocur without

m!'l'h‘-nﬂ-
Froiomd by PO winte s v 25 T
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much visual growth, hence some meamere of changs in physical property
selected from those cited in the appendix is recommended.

0.4 Effect on Physical, Optical, or Electrical Properties—
‘Whash the specimens free of growth, immerse in an agueous
solution of mercuric chloride {1 + 1000) for 5 min, rinse in ap
waber, air dry ovemnight at room temperature, and recondition
at the standard laboratory conditions defined in Practice D&1E,
10618+ 1°C (73 = 2°Fpand 50 = 2 % relative humidity, and
test according o the respective methods used on coatrol
specimens {see the appendiz).

Mom: T—Far cerinin elecirical ests, snoh 5= insulation snd orc mss-
tence, specimens may be tesed in the unwashed, humidifisd condition.
Tzt walues will be affecied by surface provwth and it ssociated moisturs.

10. Report

10,1 Report the following information:
10.1.1 Cwkganisms or organism wused,

10.1.2 Time of incubation (if progressive),
10,13 ¥isuoal rating of fungus growth according to 9.3, and

10.1.4 Tabulation of progressive change in physical, optical,
or electrical property against time of incubation. Give the
numiber of chservations, the mean, and the maximum observed
change.

11. Precision and Bias

11.1 A precision and bias statement cannot be made for this
practice at this time.

12. Keywords

12.1 fungal bicsusceptability; fungal’ decay? microbiobogical
assay; microbiological susceptability

AFPFENDIX

(Monmandatory Information)

X1:. TEST METHODS FOR EVALUATION OF EFFECT OF FUNGE ON SYNTHETIC POLYMERIC MATERIALS

X1.1 For evaluation of the effect of fungi on mechanical,
optical, and electrical properties, the following ASTM and
other test methods are recommended.

o 0T 85 ol e Tl ol
Fron o by 10 wiated o i 82 T

TABLE ¥1.1 Recommended Tesi Methods

Fropaty Tesl Mothods
Tansla stungth
D638, DESZ, Dd TOBD63801708
Elfinass OTeT 0747
TAPF| Tast Mothod T 451-WM-45%
Fod. Sid. No. 101, Mathod So044
(Clark Sifiness Tasl)
Fad. Sid. No. 101, Method 52064
(Contlevar Bend Mathod)
Humirass
OTax*07aEs
bl Iransmission ENE*E8
DAGIEA01003
‘Wialer vapor ranamiEsion EDSEDeM EQEEEM
Diglectric strongth CH4 T4
Disleciric oonstant-powear facior [sdB= g i =
Insulaiion oesrinesy
AT ressianoe D4050405

“ Theso dasigrations ralar 1o tha lost mathods ghan In Soaotion 2
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A.2 Biodegradabilidad de las peliculas (progresion)

Dias después de la inoculacion
5 10 15 20 25 28

Figura 20. Progresion de la biodegradabilidad de las peliculas de a) celulosa, b)
nanocristales de celulosa, c) quitosano y d) papel filtro observada en los dias 5, 10,
15, 20, 25 y 28 después de la inoculacion de la mezcla de esporas.
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A.3 Pérdida de peso de las peliculas en composta

0.007 A

0.006 -

0.005 A

0.004 -

0.003 A

Peso (9)

0.002 -

0.001 A

0.000 -

0 4 8 12

Dias de compostabilidad

Figura 21. Pérdida de peso de las diferentes peliculas a lo largo del proceso de
compostaje (12 dias). C = Celulosa, NC = Nanocristales de celulosa,
Q = Quitosano, PF = Papel filtro.
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