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RESUMEN

El desecho de empaques plasticos no biodegradables para el empaquetamiento de
alimentos representa un problema ambiental, por lo que es una prioridad mundial
reemplazarlos con materiales biodegradables. Adicionalmente, la produccion de
bioplasticos con propiedades antimicrobianas y antioxidantes favoreceria la
conservacion del alimento. El bagazo de uva es un residuo agroindustrial
susceptible de valorizacién pues cuenta con antioxidantes fendlicos extraibles,
como: &cido fendlico, flavonoides, procianidinas y resveratrol. Las nanoparticulas
de plata (AgNPs), poseen estabilidad quimica, actividad catalitica y antibacterial. En
el presente trabajo se disefid un material de empaque biodegradable para alimentos
con propiedades antioxidantes y antimicrobianas a partir de bagazo de uva, almidén
y AgNPs. Las AgNPs se sintetizaron mediante una via verde utilizando una infusion
de Ocimum basilicum, que reduce y estabiliza las AQNP con moléculas naturales
reemplazando asi los agentes quimicos toxicos. Se aumento la concentracion final
de AgNPs, modificando la cantidad de AgNOs y material vegetal. Las AgNPs
mostraron una banda de absorcién a 420 nm, forma esferoidal y un tamafio de 16.87
+ 7.67 nm. El empaque con AgNPs mostré una fuerza de tensién de 21.19 + 1.88
N, elongacién a la ruptura de 42.51 + 4.53 %, 11.99 + 3.11 % de humedad, opacidad
de 102.8 = 0.61, luminosidad de 21.89 + 0.61, espesor de 0.32 £ 0.1 mm,
permeabilidad al vapor de agua de 1.74 + 0.08 x 10 -10 g/dia*m*Pa y capacidad
antioxidante medida por DPPH de 3.77 + 0.38 EQT, 8.18 + 1.21 EQT por ABTS y
2.26 + 0.36 mg AG/g de fenoles totales. El empaque alcanzé un 90% de inhibicién
del crecimiento fungico, a los 3, 4, y 6 dias para Aspergillus niger, Botrytis cinerea y
Penicillium sp, respectivamente. Por dltimo, el empaque alcanzé un 39.8% de
pérdida de peso al dia 25 para biodegradabilidad. Los empaques bioplasticos
formulados a partir de bagazo de uva y AgNPs poseen propiedades antifingicas y
antioxidantes por lo que pueden ser utilizados para empacar alimentos
protegiéndolos también de la luz y tentativamente alargando su vida de anaquel.

Palabras clave: empaque biodegradable, bagazo de uva, nanoparticulas de plata,

actividad antifangica, propiedades de bioplastico.



ABSTRACT

The disposal of non-biodegradable plastic packaging for food packaging represents
an environmental problem, therefore replacing them with bioplastics from
sustainable, biodegradable and value-added materials has become a worldwide
priority. The production of bioplastics with antioxidant and antimicrobial properties
could improve the food conservation. Grape bagasse is an agroindustrial waste
whose value relies on extractable phenolic antioxidants such as phenolic acid,
flavonoids, procyanidins and resveratrol. Silver nanoparticles (AgNPs) have
chemical stability, catalytic and antibacterial activity. In the present work, a
biodegradable food packaging material with antioxidant and antimicrobial properties
was designed from grape bagasse, starch and AgNPs. AgNPs were synthesized by
a green pathway using an infusion of Ocimum basilicum, which reduces and
stabilizes AgNPs with natural molecules thus replacing toxic chemical agents. The
final concentration of AQNPs was increased by modifying the amount of AQNO3 and
plant material. AQNPs showed an absorption band at 420 nm, spheroidal shape and
a size of 16.87 + 7.67 nm. The packing with AQNPs showed a tensile strength of
21.19 + 1.88 N, elongation at break of 42.51 + 4.53 %, 11.99 + 3.11 % moisture
content, opacity of 102.8 + 0.61, brightness of 21.89 + 0.61, thickness of 0. 32 + 0.1
mm, water vapor permeability of 1.74 + 0.08 x 10 -10 g/day*m*Pa and antioxidant
capacity measured by DPPH of 3.77 = 0.38 TEQ, 8.18 £ 1.21 TEQ by ABTS and
2.26 £ 0.36 mg AG/g total phenols. The packing achieved 90% inhibition of fungal
growth, at 3, 4, and 6 days for Aspergillus niger, Botrytis cinerea and Penicillium sp,
respectively. Finally, the packaging achieved 39.8% weight loss at day 25 for
biodegradability. Bioplastic packaging formulated from grape bagasse and AgNPs
possesses antifungal and antioxidant properties and can therefore be used to
package foods, protecting them also from light and tentatively extending their shelf

life.

Keywords: biodegradable packaging, grape bagasse, silver nanoparticles, antifungal
activity, properties of bioplastics.
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1 INTRODUCCION

La utilizacion de materiales plasticos para envasado de alimentos ha supuesto un
reto cada vez mas grave para el medio ambiente, principalmente dado que los
residuos generados no son biodegradables (Tavares et al., 2018). Esta problemética
relacionada al uso indiscriminado de plasticos, ha llevado a México a ocupar el 12°
lugar entre los consumidores de plastico a nivel mundial, alcanzando las 11
toneladas en el afio 2019 segun la ANIPAC (Asociacion Nacional de Industrias del
Plastico) (Otoni et al., 2017).

En los ultimos afios los bioplasticos han surgido como alternativa al uso de plasticos,
buscando reducir su consumo progresivamente. Estos materiales biodegradables
toman popularidad ya que son menos contaminantes y provienen de fuentes
abundantes en lanaturaleza (Kowalczyk & Baraniak, 2014; Tavares et al., 2018).
Consecuentemente materiales naturales estan siendo aplicados en el envasado de
alimentos, como el almidon, debido a su facil disponibilidad, bajo costo y
caracteristicas funcionales, por ello suele utilizarse como espesante, agente

gelificante y estabilizador (Charles et al., 2016).

Paralelamente parte de este choque ambiental puede ser atribuido a los residuos
originados en la industria agricola, particularmente el de frutas y verduras. La
industria vitivinicola genera 5510 toneladas de bagazo de uva al afio, segun lo
reportado por (FAO,2018). El bagazo de uva es obtenido en la transformacion de la
uva durante el proceso de elaboracion de vino, este se conforma por tallos, semillas,
piel y racimos que permanecen después del prensado de la uva y se considera una
fuente rica en compuestos fendlicos, esto debido a que se encuentran antioxidantes
hidrofilicos en el extracto de la semilla (procianidinas, y una mezcla de oligoméricos)
gue muestran tener poder antioxidante (Katiyar, 2008; Fontana et al., 2013;Yu &
Ahmedna, 2013).

Por otra parte, existe una problematica relacionada al elevado grado de incidencia

13



por ataque de hongos y levaduras en muestras de frutos rojos como la zarzamora
y frambuesa en supermercados, que van en rangos de 33 al 100 %. Los hongos con
una alta incidencia de contaminacion son Botrytis cinerea, Rhizopus (en fresa),
Alternaria, Penicillium, Cladosporium y Fusarium) (Tournas & Katsoudas, 2005).

El interés en desarrollar polimeros con base biolégica y con actividad
antimicrobiana, puedeser afrontado mediante la integracion de nanoparticulas de
plata (AgNPs). Las AgNPs tienen propiedades inhibidoras del crecimiento y
antimicrobianas, asi como una baja toxicidad, por lo que reciben una atencién

especial por parte de la industria alimentaria (Duncan, 2011).

El actual aumento en la demanda de alimento naturales y frescos por parte de los
consumidores ha obligado a empresas e investigadores a explorar distintos
materiales, buscando reducir el impacto ambiental e innovar en el mercado,
ofreciendo productos con mejoras en la calidad, frescura y seguridad alimentaria
(Sohail et al., 2018).

Existen un extenso numero de investigaciones enfocadas a la creacion de
empaques a partir de bioplasticos adicionados con residuos agroindustriales y
nanoparticulas metélicas. A diferencia de lo previamente reportado en este trabajo
se incorpor6 el bagazo de uva en su totalidad para aprovechar su actividad
antioxidante, también se adicionaron nanoparticulas de plata sintetizadas de forma
eco amigable, mediante sintesis verde, para atribuir al bioplastico actividad
antimicrobiana. Por lo tanto, la idea de este trabajo fué disefiar un material de
empaque biodegradable para alimentos con propiedades antioxidantes y
antimicrobianas a partir de bagazo de uva, almidén de maiz y nanoparticulas de

plata.
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2 ANTECEDENTES

2.1 Empaques en laindustria alimentaria

Los sistemas de envasado de alimentos tienen diferentes funciones; sin embargo, su
funcién principal es asegurar el contenido de los alimentos contra los dafios fisicos,
la pérdida o el aumento de humedad, la oxidacion y el deterioro bioldgico. La funcion
secundaria es facilitar la distribuciéon del producto al consumidor (Han et al.,
2005;0toni et al., 2017).

Los envases tradicionales contribuyeron en gran medida al desarrollo de los primeros
sistemas de distribucion de alimentos, pero ya no son suficientes. La sociedad actual
demanda alimentos minimamente procesados y con menos conservadores, por lo
gue es necesario desarrollar envases innovadores con funciones mejoradas. A lo
anterior se suma la globalizaciéon del mercado, la mayor preocupacion por la
seguridad alimentaria y la busqueda de la disminucién en el uso de plastico y sus
desperdicios (Yam, 2012).

Dentro de los materiales mas utilizados dentro del mercado del empaquetado de
alimentos y bebidas se encuentran los plasticos sintéticos, estos polimeros sintéticos
son utilizados por las numerosas ventajas que tienen, como ser inertes
guimicamente, livianos, duraderos, higiénicos y comodos, por su variabilidad de
forma y tamafio (Lopez, 2013). No obstante, una de las limitantesde estos materiales
es que no son biodegradables, lo que significa que se convierten enuna fuente de

contaminacion para el ambiente.

México produce mas de 32 millones de toneladas de plasticos al afio (Asociacion
Nacional de Industrias del Plastico, 2018). El reciclaje de éstos se encuentra limitado
debido a las dificultades técnicas y econdmicas; de hecho, menos del 3 % de los
residuosde plastico en todo el mundo se reciclan. Ademas, su incineracion puede
producir compuestos toxicos, como los furanos y las dioxinas que se producen al

guemar el policloruro de vinilo (PVC) (Otoni et al., 2017; Mohamed et al., 2020)
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La acumulacién de residuos generada por la constante eliminacion y uso extensivo
depolimeros procedentes del petréleo, ha suscitado preocupacion por los efectos
nocivos generados al medio ambiente. En este contexto, en las ultimas décadas ha
habido una demanda mundial para sustituir los plasticos convencionales por
polimeros renovables y biodegradables (Babu et al., 2013).
Esto ha motivado a los investigadores a desarrollar empaques que sean elaborados
conmateriales biodegradables que a su vez pueden ser comestibles, disminuyendo
la contaminacién ambiental y garantizando que el empaque cumpla el objetivo
principal deproteccion del alimento. Otro papel importante que se le atribuye a los
empaques se encuentra en la cadena de suministro y forma una parte importante del
proceso final. Su utilidad se basa en la capacidad de mantener la calidad, prolongar
la vida util y contribuir a la eficiencia econdmica de los materiales de envasado
(Aguirre-Joya et al., 2018).
Algo que gradualmente se ha vuelto una demanda de parte de los clientes al ir a los
supermercados, es el constante cambio y transformacion de los empaques
alimentarios, ya que en la actualidad, para que un producto sea llamativo, el empaque
debe cumplir con ciertas caracteristicas(Rodriguez Sauceda et al., 2014):

e Ser liviano, pero también resistente.

e Que proteja el contenido y que también sea visible.

e Visualmente atractivo, pero con precios bajos.

¢ Que pueda acomodarse facilmente en el anaquel e innovador.

e Firme, pero que se abra facilmente.

e De prolongada duracién y reciclable.

e Con un disefio atractivo, pero ergonémico.

e Tener en consideracion que la imagen del empaque refleja la calidad del

producto y de la compaiiia.
e Preservar el producto de las posibles acciones fisicas, quimicas y

microbiolégicas.
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2.1.1 Aplicaciones de empaques biodegradables

Los empaques biodegradables que se utilizan para elaborar peliculas y
recubrimientos comestibles, admiten la utilizacion de materiales adecuados para ser
degradados por estar expuestos a diferentes factores del medio ambiente, estos

pueden ser tanto de naturaleza aerébica como anaerébica (Escobar, 2011).

Sin embargo, se ha demostrado que las nuevas estrategias, como peliculas y
empaques antimicrobianos son mas eficaces que las técnicas de conservacion de
alimentos usadas tradicionalmente como la pasteurizacion, procesos térmicos o de
secado para proteger los alimentos, sin mermar sus propiedades organolépticas y
nutricionales (Clayton et al., 2010). Asi, las peliculas y recubrimientos
antimicrobianos comestibles que han atraido el interés de investigadores e industria
alimentaria, ya que pueden mejorar la seguridad, la calidad y la funcionalidad de
alimentos: asi como inhibir el crecimiento de microorganismos patdgenos durante

almacenamiento, transporte y manipulacion (Lagaroén et al., 2016).

Uno de los obijetivos principales de los empaques biodegradables es aumentar la
barrera natural de las frutas y verduras prolongando la vida atil de los productos
frescos. Asimismo, un hecho importante a considerar es que éstos materiales pueden
serconsumidos con seguridad como parte de los productos o bien degradarse
eliminando el impacto ambiental que causan los plasticos a base de petréleo al mismo

tiempo prolongando la vida util de los productos frescos (Aguirre-Joya et al., 2018).

2.1.2 Materiales formadores de empaques biodegradables

Los empaques y recubrimientos biodegradables deben tener al menos dos
componentes: una matriz basada en biomacromoléculas que tenga la capacidad de
crear una estructura cohesiva y un disolvente (usualmente agua). A menudo se
requiere un plastificante para reducir la fragilidad inherente a la mayoria de los
biopolimeros. Puedenincorporarse otros componentes, como reticulantes y nano

refuerzos, para mejorar las propiedades de barrera, traccion y resistencia al agua
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(Valdez, 2018).

Esta clase de empaques se producen a partir de polimeros que se clasifican en
polisacaridos, proteinas y lipidos. En la Figura 1 se muestra una lista de los polimeros
mas utilizados en la fabricacion de empaques biodegradables. Hay una diferencia
basicaentre los polisacaridos y las proteinas. Los polisacaridos son mejores barreras
contra los gases, pero pobres barreras contra el vapor de agua (Jeevahan &
Chandrasekaran, 2019).

Polimeros

Polisacaridos Proteinas

Celulosa

Gelatina Cera sintética/natural
Almidén
Proteina de soya Aceite de origen vegetal
Pectina )

Zeina Aceite de origen animal

Extracto de alga de mar

Proteina miofibrilar Aceites esenciales y extractos
Gomas g

Proteina de leche Resinas
Chitosan

Figura 1 Polimeros biodegradables usados en la fabricacién de empaques alimentarios

(Jeevahan & Chandrasekaran, 2019)

2.1.2.1 Biopolimeros

Los biopolimeros pueden definirse como polimeros que son biodegradables por la
accionenzimatica de los microbios, siendo procedentes de la agricultura y otros
recursos tienenla capacidad, tras la mezcla y el procesamiento, de dar lugar a
materiales de envasado de alimentos (Yadav et al., 2018). Su funcionalidad puede
mejorar si se combinan con otros ingredientes, como plastificantes y aditivos. Los
usos potenciales de estos materiales de envasado biopolimérico son (Tharanathan,
2003):

1. Materiales de envasado desechables
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2. Bienes de consumo rutinarios de uso cotidiano, como como platos, vasos,
contenedores, cajas de huevos, etc.

3. Servilletas desechables para el cuidado personal/almohadillas sanitarias,
pafales, etc.

4. Revestimientos de laminacion

5. Bolsas para el acolchado agricola (invernadero)

2.1.2.2 Componentes principales de biopolimeros

El polimero es el componente mayoritario de un empaque biodegradable. Las
peliculas o empaques se preparan a partir de polimeros como hidrocoloides o lipidos
y se hacen peliculas compuestas cuando estos se mezclan. Los hidrocoloides son
polimeros hidrofilicos de cadena larga (que incluyen proteinas o polisacaridos) que,
cuando se dispersan en agua, pueden formar geles o dispersiones viscosas. Aunque
todos los hidrocoloides incrementan la viscosidad, pis pueden formar geles. Las
propiedades texturales (como, cremosidad, fragilidad oelasticidad) y sensoriales
(como sensacion en la boca, opacidad, sabor) de un gel dependen del tipo de
hidrocoloide. Las propiedades sensoriales de los empaques basados en
hidrocoloides son, generalmente incoloros y transparentes, poseen menor sabor,
mientras que los empaques basados en lipidos suelen ser opacos, resbaladizos y de
sabor ceroso. Los polisacaridos tienen un fuerte enlace dehidrogeno que une otros

aditivos funcionales como colores, sabores y micronutrientes (Mohamed et al., 2020).

2.1.2.3 Empaques a base de carbohidratos

2.1.2.3.1 Generalidades de carbohidratos

Polisacaridos

Los polisacaridos, son materiales no toxicos y ampliamente disponibles en la

naturaleza;tienen permeabilidad selectiva al dioxido de carbono, asi como al oxigeno
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y pueden actuar como componentes estructurales y sustancias protectoras (Coma,
2013).

Dentro de los polisacaridos mas utilizados para la creacion de recubrimientos y
empaquesse encuentran: la pectina, el almidén, el alginato, la carragenina y la

goma xantana (Tang et al., 2012;Espitia et al., 2014).

Almidoén

Entre todos los materiales de envasado de alimentos basados en biopolimeros, el
almidén es valorado como uno de los mas favorables por su facildisponibilidad,
biodegradabilidad y bajo costo. El almidon es la principal forma de carbohidrato
almacenado en plantas como el maiz, los cereales, el arroz y las patatas. Su
composicion consiste de una mezcla de dos polimeros de a-glucosa lineal, la amilosa,
y una amilopectina ramificada. Las moléculas de amilosa estan compuestas por 200-
20.000 unidades de glucosa que forman una hélice como resultado de los angulos
de enlace entre las unidades de glucosa. La amilopectina es un polimero muy
ramificado, este tiene cadenas laterales cortas de 30 unidades de glucosa unidas a
cada 20-30 unidades de glucosa a través de la cadena (Ray & Bousmina, 2005).

Organizacion del granulo

La amilosa y amilopectina se encuentran naturalmente en forma semi cristalina, en
entidades llamadas granulos. Debido a que los granulos se sintetizan en capas, se
ha sugerido que la amilosa y amilopectina se sintetizan en tandem. Las ramas de la
amilopectina prefieren interactuar y formar una estructura cristalina que consta de
una doble hélice. Las ramificaciones a-(1-6) de la amilosa y la amilopectina
interactian con otras cadenas para formar una doble hélice. Asi, la amilosa
permanece amorfa y mezclada con amilopectina en los granulos de almidon ( Jane,
2006;Battaner, 2012) .

20



2.1.2.4 Empaques a base de lipidos

Los lipidos son compuestos que tienen la capacidad de mezclarse con disolventes
organicos no polares, pero pocos de ellos contienen una parte hidrofilica e hidrofébica
gue forma una micela. La diversidad del grupo estad formada por monoglicéridos,
diglicéridos, triglicéridos, cerebrosidos, fosfatidos, fosfolipidos, terpenos, acidos
grasos y alcoholes grasos. Se encuentran en fuentes naturales como plantas,
animales e insectos. La ceray el aceite fueron los primeros materiales utilizados para
recubrir los alimentos. Actualmente, para producir peliculas con propiedades
hidrofobicas, se utilizan como peliculas barrera en orden de actividad: ceras, gomas
lacas, acidos grasos y alcoholes, acetilglicéridos y compuestos cuya base es el cacao
y sus derivados (Debeaufort & Voilley, 2009;Aguirre-Joya et al., 2018).

2.1.2.5 Empaques a base de proteinas

Una proteina consiste en un heteropolimero de mas de cien aminoacidos
(monémeros) unidos por enlaces peptidicos. Cada uno de estos aminoacidos
contiene un carbono central unido a un grupo carboxilo, un hidrégeno, un aminoacido
y un grupo R. Las proteinas pueden encontrarse de forma natural, como proteinas
fiborosas o proteinas globulares; las globulares se enrollan sobre si mismas, y las
fibrosas se unen entre si enparalelo. El suero lactico, el caseinato y el colageno estan
dentro de las proteinas que mas se utilizan en la formacion de empaques. Debido a
su estructura Unica, las peliculas de proteinas tienen mejores propiedades mecénicas
gue los polisacaridos. Sin embargo, la resistencia mecénica es pobre y la
permeabilidad al vapor de aguade los empaques proteicos es mayor en comparacion

con los polimeros sintéticos (Mohamed et al., 2020).

2.1.3 Propiedades funcionales de un empaque comestible

El rendimiento de los empaques comestibles suele evaluarse mediante algunas

caracteristicas importantes de la pelicula como la resistencia mecanica (TS -
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resistenciaa la traccion, YM - modulo de Young, y EAB - alargamiento a la rotura), la
tasa de transmision de vapor de agua (WVTR) y color. La resistencia mecanica es
esencial paraproteger el alimento contenido de las cargas externas, asi como las
propiedades de barrera son indispensables para evitar la transmision de liquidos y
gases entre el alimento contenido y el entorno. Se afiaden plastificantes en la solucién
formadora del empaque para mejorar la flexibilidad. Las moléculas de plastificante
rompen las interacciones polimero-polimero y crean las interacciones polimero-
plastificante. Como resultado, la adicion de plastificante hace que la pelicula
comestible sea suave y flexible. Para fabricar las peliculas comestibles, se utilizan
diferentes tipos de polioles, glicoles, azucares y lipidos de calidadalimentaria como

plastificantes (Jeya, Jeevahan et al., 2020).

2.2 Nanotecnologia en empaques comestibles

La mayoria de las aplicaciones de las nanoparticulas son materiales en contacto con
alimentos, donde se encuentran nanocompuestos, empaques activos Yy
antimicrobianos. Debido a la amenaza que representa la contaminacién microbiana
de los alimentos, existe un interés creciente en desarrollar envases con propiedades
antimicrobianas que desempefien un papel importante en la prolongacion de la vida
util de los alimentos. En los dltimos tiempos, se han desarrollado materiales hibridos
para aplicaciones de envases activos, combinando polimeros organicos vy
nanotecnologia para producir materiales que son biodegradables y que poseen
propiedades antioxidantes y antimicrobianas. Estos materiales son el resultado de la
demanda actual en la investigacién de conservacion de alimentos frescos, resultando
en la utilizacion de materiales de envasado naturales con larga vida util y bajo impacto

ambiental (Lépez De la Pefia et al., 2016).

2.2.1 Nanoparticulas metélicas

Una nanoparticula se puede definir como una particula microscopica con una

dimension meo a 100 nm (Lopez De la Pefia et al., 2016). La propiedad mas
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importante y distintiva de las nanoparticulas es que presentan una mayor relacion
entre superficie y volumen.

Las nanoparticulas mas estudiadas en la actualidad son las fabricadas con metales
nobles, en particular Ag, Pt, Au y Pd. Las nanoparticulas metalicas tienen aplicacién
en catélisis, optoelectrénica, sondas biolégicas de diagndstico y dispositivos de
visualizacion. De los cuatro tipos anteriores, las nanoparticulas mas utilizadas son
las nanoparticulas de plata (AgNPs) sintetizadas a partir de iones plata, esto
principalmente a sus propiedades quimicas (estabilidad), fisicas (conductividad) y
biologicas (antibacterial y actividad catalitica) (Jain et al., 2009;Gurunathan et al.,
2015).

2.2.2 Nanoparticulas de plata adicionadas a empaques comestibles

Las AgNPs incorporadas a una matriz polimérica para crear materiales
nanocompuestos son consideradas como innovadoras en el area de embalajede
alimentos. Las AgNPs muestran buenas propiedades antimicrobianas contra ua
amplia gama de microorganismos, incluyendo bacterias, levaduras y moho. Por lo
tanto, el uso de dichos materiales con AgNP en la industria alimentaria podria ayudar
a alargar la vida util de los productos alimenticios al prevenir el crecimiento y el

deterioro de microorganismos patégenos (Mihindukulasuriya & Lim, 2014).

Ademas de su buena actividad antimicrobiana, las nanoparticulas de plata en los
envases comestibles practicamente no modifican las caracteristicas sensoriales de
los productos alimentarios, y los hacen de hacerlos mas aceptables para los
consumidores. Las fuerzas principales entre el biopolimero y las nanoparticulas de
plata se deben a lasinteracciones de Van Der Waals entre los grupos hidroxilos del
biopolimero y la carga positiva parcial de las nanoparticulas. En general, las
propiedades mecéanicas de las peliculas compuestas obtenidas mediante el proceso
de mezclado dependen de las interacciones de los compuestos y de su miscibilidad,
asi como de las interacciones intermoleculares entre las cadenas de polimeros.

Ademas, pueden producirse cambios estructurales en la matriz de la pelicula
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causados por la presencia de las sustancias incorporadas, lo que da lugar a una

estructura menos densa (Krasniewska et al., 2020).

2.2.3 Sintesis verde de nanoparticulas metalicas

Tradicionalmente, la sintesis de nanoparticulas ha implicado la produccion de
sustancias toxicas, como disolventes y tensioactivos, que pueden tener un impacto
en el medio ambiente. El fundamento de la sintesis verde es la reduccion de metales
empleando especies naturales con poder antioxidante. Durante la Gltima década,
muchos sistemas biolégicos, incluidas plantas y algas, virus, levaduras, hongos,
bacterias y células humanas, han demostrado la capacidad de reemplazar a los
agentes reductores quimicos (Moghaddam et al., 2015).

Los microorganismos pueden transformar iones metalicos inorganicos en
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Figura 2 Proceso de sintesis verde de nanoparticulas de plata. (Gébmez-Garzon, 2018)

La sintesis de nanoparticulas puede ocurrir dentro o fuera de la célula, que es como
las plantas pueden reducir iones inorganicos a nanoparticulas metalicas tanto en la
superficie de la planta como en el medio ambiente.

El mecanismo de sintesis de nanoparticulas (derivada de extractos de plantas) esta

representado principalmente por tres fases (Elumalai et al., 2019):
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1. Activacion: produccién de iones metalicos y la nucleacion de atomos

metalicos reducidos.

2. Crecimiento: Las nanoparticulas pequefias se combinan espontaneamente
para formar particulas més grandes, con una estabilidad termodinamica mejorada de

las nanoparticulas.

3. Terminacion: Se refiere a la forma al obtener las nanoparticulas.

2.2.4 Mecanismo de accién de las nanoparticulas de plata (AgNPs)

El mecanismo de accidén de las nanoparticulas de plata puede ser atribuido a su
tamafio entre 1 a 100 nm y morfologia; A medida que se hacen mas pequefas,
mejoran sus interacciones a nivel celular, y su forma esférica también potencia su
actividad antibacteriana. Las nanoparticulas se unen a la pared celular bacteriana,
provocando cambios en su estructura. EI mecanismo de accién de la nanoparticula
se lleva a cabo por la respiracién bacteriana que crea una capa protectora alrededor
de la molécula, provocando asi la muerte celular (Monge, 2009).

2.2.5 Toxicidad de las en nanoparticulas de plata

En general, se acepta que las nanoparticulas mas pequefias poseen una mayor
toxicidaddebido a su mayor superficie relativa, que permite una liberacibn mas
intensa de iones de plata reactivos. De hecho, el mecanismo de accion de las AgNP
(nanoparticulas de plata) esta impulsado principalmente por estos iones, que
conducen a la generacion de especies reactivas de oxigeno que finalmente causan
la muerte celular. Por lo tanto, cuantos menos iones de plata se liberen, mas débil

sera la toxicidad celular inducida porlas AgNPs (Rénavari et al., 2017).

La ESFA (Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria) recomienda no superar los
0.05mg/L y 0.05 mg/kg de plata en agua y en los alimentos, respectivamente (CDC;
NIOSH, 2009).
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La toxicidad de las AgNPs depende de su tamafo, concentracion y funcionalizacion
superficial La exposicion a las nanoparticulas puede producirse por inhalacion,
ingestion, inyeccién con fines terapéuticos o por contacto fisico directo. Las AgNP
inyectadas se translocan a la circulacion sanguinea y se distribuyen por los
principales 6rganos, especialmente el rifidn, el higado, el bazo y el cerebro (Kittler et
al., 2010).

Sin embargo, Greulich et al., (2011) refirieron que los granulos no pueden entrar al
nacleo celular, complejo de Golgi o reticulo endopldsmico debido a su tamafio y su
agregacion a nivel celular. Por otro lado, Kittler et al. (2010)demostré que la accion
biolégica de las nanoparticulas recién preparadas y las envejecidas (reservadas
durante 6 meses) es muy diferente debido a las distintas cantidades de iones

liberados durante su almacenamiento.

2.3 Subproductos agroalimentarios

La agroindustria es una actividad econémica que mezcla la produccion agricola y los
procesos industriales para crear alimentos o materias primas semielaboradas para el
mercado. También puede llegar a ser considerado como una seccion del sector
industrial que se ocupa de producir, transformar, almacenar y comercializar productos
provenientes del campo. Los productos industrializados con mayor frecuencia
incluyen frutas, hortalizas, raices, semillas, hojas, tubérculos y bayas. Algunos se
venden frescos, otros se procesan en mermeladas, jugos, ensaladas, bebidas
alcohdlicas como el vino, harinas, aceites, concentrados en polvo y conservadores.
Una tendencia mundial es un aumento significativo en la generacién de residuos

debido a la mayor creacién de productos comercializables (Soto et al., 2019).

Frecuentemente al utilizar las palabras residuo, desecho o subproducto dentro de un
texto pueden llegar a ser entendidas como términos son significados iguales, sin

embargo, existen diferencias entre cada una.

Por tanto, partiendo del concepto de residuo, podemos definir y clasificar estos

materiales en dos grupos: desechos y subproductos.
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Residuo: Se definen en la Ley General para la Prevencién y Manejo General de
Residuos (LGPGIR) como materiales o productos en estado solido o semisélido,
liqguido o gaseoso que son desechados por el duefio o poseedora y almacenados en
contenedores o bodegas que puedan recuperarse o ser objeto de disposicién final o

destruccion de conformidad con las disposiciones de la misma ley (PROFEPA, 2016).

Desecho: Son materiales que se crean durante las actividades de produccion y
consumo, no tienen propiedades interesantes en el contexto en el que se producen,
y por lo tanto son econdmicamente viables porque no existe tecnologia ni mercado

adecuado para su uso (Valdez, 2018).

Subproducto: Producto secundario, generalmente util, comercializable y por tanto
con valor agregado, resultado de un proceso industrial.

2.3.1 Residuos agroindustriales

De acuerdo con la (PROFEPA, 2016) un residuo es un material o producto que se
puede eliminar y recuperar. La produccion de alimentos, y en particular la agricultura,
genera grandes cantidades de residuos que pueden ser aprovechados de diversas
formas por otros sectores productivos, incluido el propio sistema productivo agricola
(Rosas et al., 2016).

Segun cifras proporcionadas por la FAO (2011) alrededor de una tercera parte de los
alimentos producidos se desperdicia. Estos dafios varian segun el sector considerado
y pueden llegar hasta el 50% para las frutas y hortalizas (Gurunathan et al., 2015).

El sector agroindustrial genera residuos que pueden ser definidos, segun Mejias et
al., (2016) como materiales sélidos o liquidos obtenidas mediante el consumo directo
de productos primarios o su industrializacion y que ya no son aplicables a los
procesos por los cuales fueron producidos, pero que pueden ser utlizados o
transformados para obtener otro producto de importancia econémica, comercial o

social.
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2.3.1.1 Aprovechamiento de residuos agroindustriales

Los desechos agroindustriales no deben contribuir a generar mas desechos y deben
utilizarse a través de 'tecnologias limpias' destinadas a reducir el impacto ambiental.
Los residuos industriales agricolas tienen dos usos. La primera es a través de la
Biotecnologia para investigacion y aplicacion en diversos campos industriales, y la
segunda es la recuperacién de energia. La Biotecnologia ha hecho posible la
biotransformacion de desechos industriales agricolas por extraccién directa,
transformacion microbiana o quimica en productos comerciales de mayor valor
agregado (colorantes en polvo, antibioticos, enzimas, etc.). y la intencion de mejorar
la calidad ambiental a través de tecnologias orientadas hacia una transformacion
sustentable de los recursos naturales (Mejias et al., 2016).

En la agricultura mexicana, los productos mas industrializados son: frutas, hortalizas,
tubérculos y bayas, semillas, raices, hojas. Algunos se venden crudos, otros se
transforman en harina, aceites, néctares, jugos, vinos, mermeladas, ensaladas y
concentrados. Termina con la industrializacion, la comercializacion y el consumo
(Valdez, 2018).

2.3.1.2 Residuos de laindustria vinicola

La uva es una de las frutas mas cultivadas en todo el mundo, con una produccion
estimada en més de 69 millones de toneladas en 2012, y nacional con una produccion
de 5510 toneladas en el afio 2018 segun estadisticas obtenidas (FAO, 2018).

En términos de superficie sembrada con uvas, México ocupa el quinto lugar en el
continente Americano (OIV, 2005). La produccién de uva en el pais se divide en tres
regiones principales: la zona Norte (Baja California y Sonora), la zona de La Laguna
(Coahuilay Durango) y la zona Centro (Zacatecas, Aguascalientes y Querétaro) (OlV,
2021).

La industria del vino produce grandes cantidades de residuos (15 y 20% del peso de
la fruta cosechada) como el bagazo. Debido a la extraccion incompleta durante la

vinificacion, el orujo de uva que sobra de este proceso tiene un alto contenido
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fendlico, con aproximadamente un 60-70% en los hollejos. El grado de extraccion
depende de la variedad de uva, la madurez de la fruta, los factores ambientales y las
técnicas y procesos utilizados en el proceso de elaboracion del vino (Kammerer et al.,
2004).

Los subproductos agricolas e industriales son fuentes atractivas de antioxidantes
naturales. Distintos subproductos han sido creados y son fuente de compuestos
fendlicos bioactivos como por ejemplo: cascara de patata, orujos de aceituna, aceite
de oliva, pepitas de uva, orujos de manzana, de vino, de uva, de zanahoria, pepitas
y pieles de citricos, hojas usadas de té, subproductos del coco etc. (A. C. da Silva &
Jorge, 2014).

2.3.1.3 Bagazo de uva

El proceso de transformaciéon de la uva produce gran cantidad de residuos,
especialmente bagazo. Este es el resultado de la fermentacion en forma de residuos
tallos, piel, pulpa, semillas y racimos, remanentes después del prensado de la uva,
como se representa en la Figura 3 (Fontana et al., 2013;Escamilla-Garcia et al.,
2017).

Durante el proceso de produccion de vino, las uvas se prensan para extraer la parte
liquida de la fruta (mosto), donde muchos de los compuestos fendlicos migran desde
el bagazo. El mosto se somete a una fermentacién natural por parte de las levaduras
gue se encuentran en la superficie de la uva. En el caso de los vinos tintos, la
maceracion delbagazo con el mosto tiene lugar simultdneamente con la fermentacién
para permitir la migraciéon de compuestos, como taninos, antocianinas y compuestos
volatiles, al vino. Durante la fermentacion del mosto, la temperatura puede ajustarse
entre 28 y 30 °C. En estas condiciones, se obtiene un mayor contenido de taninos en
el vino, con la consiguiente reduccion de los taninos residuales y otros compuestos
fendlicos en el bagazo de la uva. Sin embargo, una cantidad considerable de
flavonoles (catequinas y proantocianidinas) permanece en el bagazo, manteniendo
una importante actividad antioxidante, por lo que resulta de especial interés recuperar

los compuestos fendlicos bioactivos de estos productos (Cornejo Garcia, 2012;
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Maldonado-mufdiiz et al., 2019).
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Cascara de uval

Figura 3 Bagazo de uva roja y componentes. (Fontana et al., 2013)

2.3.1.3.1 Composicién quimica del bagazo de uva

Las semillas de uva son ricas en antioxidantes fenolicos extraibles, como el &cido
fendlico, los flavonoides, las procianidinas y el resveratrol, mientras que los hollejos
contienen abundantes antocianinas. Ademas de los antioxidantes fendlicos, este
bagazode uva también contiene una cantidad significativa de lipidos, proteinas, fibra
no digeribley minerales. Las semillas de uva contienen entre un 13 y un 19% de
aceite, que es rico en acidos grasos esenciales, alrededor de un 11% de proteinas,
un 60-70% de carbohidratos no digeribles y antioxidantes no fendélicos como los
tocoferoles y elbetacaroteno (Yu & Ahmedna, 2013).

Los tallos de uva también contienen grandes cantidades de taninos condensados
compuestos por unidades de monomero de flavan-3-ol. Los taninos condensados
son moléculas que pueden reaccionar con nucleofilos, reactivos quimicos y
electrofilos a través de reacciones de auto condensacidén. Estos polifenoles

condensados podrian convertirse en el valor afiadido para ciertos productos (Pizzi,
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2012).
Compuestos fendlicos (CF)

Los compuestos fendlicos (polifenoles) forman uno de los grupos de productos
naturales mas grandes y con mayor distribucién en el reino vegetal, estos también
incluyen una amplia variedad de moléculas con estructuras polifendlicas (es decir
varios grupos hidroxilos en anillos aromaticos) y también moléculas con un solo anillo
fendlico, como &cidos fendlicos y alcoholes fendlicos. Los fenoles contenidos en la
uva y el vino pueden clasificarse en general en tres grupos principales: (1) acidos
fendlicos (principalmente &cidos benzoicos e hidroxicinamicos), (2) flavonoides
simples (catequinas, flavonoles y antocianinas) y (3) taninos y proantocianidinas. Se
han identificado muchos fenoles en el bagazo de uva, siendo los mas abundantes las
antocianinas, los &cidos hidroxibenzoico e hidroxicinamico, los flavonoles y los

estilbenos (Fontana et al., 2013).

Los compuestos fendlicos estan involucrados en una variedad de funciones, incluida
la funcién estructural de las paredes celulares, la proteccidén contra microorganismos
e insectos, la pigmentacion de hojas y flores, el mantenimiento de la integridad a
través de la exposicion constante a ambientes estresantes como la luz ultravioleta y

la proteccién contra los cambios de temperatura (Mufioz de la Cruz-Fabiola, 2018).
No flavonoides

Los no flavonoides incluyen fenoles, acidos fendlicos, acidos cinamicos, acidos
fenilacéticos y estilbenos. Los acidos cinamicos estan presentes principalmente como
acidos hidroxicinAmicos en forma de ésteres del acido tartarico. Los mas importantes
sonel cafeico, el ferulico y el p-cumarico, que estan presentes en la vacuola de las
células de la piel y la pulpa. Las proporciones son de 2 a 100 veces mayores en la piel
gue en la pulpa, segun la variedad de uva, la concentracion disminuye durante el
desarrollo y la madurez. Entre los acidos benzoicos, el acido galico, en forma de
ésteres de flavanol (galocatequinas, epigalocatequinas), es abundante. El acido

galico es conocido por sus actividades antioxidantes, antimutagénicas vy
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hepatoprotectoras. Dentro de la familia de los estilbenos, las fitoalexinas son
sintetizadas por las plantas en respuesta al estrés o alas restricciones de diversos
tipos de sustancias; entre ellas, el resveratrol es especialmente abundante en la piel
de la uva, pero no en las hojas, y desempeia un papel importante en la resistencia a
ciertas enfermedades fangicas. La concentracion cambia segun la variedad de uva,
en el vino tinto es de aproximadamente 1.5y 3 mg/L (Mufioz de la Cruz, Fabiola,
2018) .

Flavonoides

Los flavonoides se definen como pigmentos naturales ubicados en las plantas, que
ayudan a proteger el cuerpo de los efectos nocivos de los oxidantes como los rayos
UV, la contaminacion ambiental y los quimicos que se encuentran en los alimentos.
Contiene grupos fendlicos hidroxilo y excelentes propiedades quelantes para el
hierro y otros metales de transicion, lo que resulta en excelente capacidad
antioxidante. Por esta razon, juegan un papel importante en la proteccion contra el
estrés oxidativo y tienen efectos terapéuticos en numerosas afecciones, como la

cardiopatia isquémica, aterosclerosis y cancer (Martinez-Florez et al., 2002).
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3 JUSTIFICACION

El mercado de empaques y envases alimentarios sigue en constante aumento, estos
empaques mayoritariamente son realizados por materiales como: plastico, cartén o
vidrio, los cuales tienen un tiempo de biodegradabilidad muy extenso, de hasta 2000

afos, generando graves problemas de contaminacion ambiental.

Una alternativa a los empaques producidos con los materiales antes mencionados
son los “bioplasticos”; estos son empaques biodegradables, hecho de materiales
naturales, con precios bajos y que no contaminan. El mercado de los bioplasticos, se

encuentra en auge teniendo un valor actual de 105 mil MDP a nivel mundial.

Adicionalmente surgen fuertes tendencias en la creacion de empaques alimentarios,
en los cuales se busca sean innovadores, sustentables y que prolonguen la vida de
anaquel del producto, la segunda ndat las preferencias de los consumidores,
inclindndose hacia alimentos lo masnaturales posibles, es decir que contengan la

menor cantidad de aditivos.

Por otra parte, a nivel nacional la legislacion mexicana, buscando reducir el uso de
plasticos, ha creado la “Ley de Residuos Sdlidos”, la cual entro en vigor en enero
2021, prohibiendo la comercializacion, distribucion y entrega en plasticos de un solo
uso. En cuanto a produccion vinicola, el estado de Querétaro se encuentra en el 3er

lugar a nivel nacional contando con méas de 260 hectéreas de vifiedos.

Como consecuencia de la produccién a gran escala, se obtienen grandes cantidades
de bagazo de uva (residuo obtenido del proceso de vinificacion después del prensado
de la uva), de esta manera se busca revalorizar este residuo al integrarlo a un

empague funcional brindando una actividad antioxidante.

Ademas, dentro de las tecnologias emergentes utilizadas en empaques alimenticios,
se encuentra la nanotecnologia. Las nanoparticulas de plata (AgNPs) tienen
propiedades antimicrobianas y estabilizantes. Por consiguiente, su adicion a los

empaques buscaria prolongar la vida util de los alimentos.
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4 OBJETIVO

4.1 Objetivo general

Disefiar un material de empaque biodegradable para alimentos con propiedades
antioxidantes y antimicrobianas a partir de bagazo de uva, almidon y nanoparticulas

de plata.

4.2 Objetivos especificos
. Elaborar un material de empaque que presente mayor angulo de ruptura y menor

solubilidad a base de bagazo de uva, almidon de maiz y plastificante.

. Determinar la concentracion de nitrato de plata y el material vegetal en la reaccion

de sintesis verde para la mayor produccién de nanoparticulas de plata.

. Cuantificar la capacidad antioxidante, las propiedades fisicas y mecanicas, asi
como de barrera, elasticas y de biodegradabilidad del empaque adicionado con

nanoparticulas de plata.

. Evaluar el efecto de las nanoparticulas de plata sobre las propiedades antifungicas

del empaque elaborado.
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5 MATERIALES Y METODOS

5.1 Materiales

El almidon en polvo se adquiri6 de PROLAB, Romex de Occidente S.A., el acido
acético glacial de Reactivos analiticos AyT. El agua utilizada es destilada dentro de
la Universidad Autébnoma de Querétaro y la glicerina de Gold Bell Reactivos,
Materiales y Abastos personalizados S.A. de C.V.

Para la sintesis verde de nanoparticulas de plata (AgNPs), el nitrato de plata (AgNO3)
se obtuvo de Sigma Aldrich y la albahaca (Ocimum basilicum) variedad blanca, fue
comprada de un mercado local (Mercado Josefa Ortiz de Dominguez "La Cruz",

Santiago de Querétaro, Qro).

5.2 Preparacion del bagazo de uva

El orujo de Vitis vinifera "Cabernet Sauvignon" fue donado por Tierra de Pefia,
ubicada en Carretera Bernal, Querétaro. Los residuos correspondieron a la
produccién de vino de 2021. El bagazo de uva obtenido post fermentacion, se seco
en un horno de conveccion a 60 °C durante 12 horas. A continuacion, los residuos
secos se pulverizaron hasta obtener particulas finas utilizando una trituradora
mezcladora (KRUPS GX4100) y tras este proceso, el polvo resultante se tamizé con
malla 60.

5.3 Sintesis verde y caracterizacion parcial de nanoparticulas de plata

elaboradas con extracto de Ocimum basilicum

La metodologia utilizada fue segun la descrita por (Flores, 2020; Centeno, 2021).
Las hojas de Ocimum basilicum , se lavaron con agua y jabon, posteriormente se
agrego agua destilada y se llevé a ebullicion (96 °C) durante 2 minutos como se

muestra en la Figura 4 (Ingale & Chaudhari, 2013). La reaccién se detuvo en bafio
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de hielo, y después se filtré la infusion con papel de poro fino al vacio (Whatman,
40mm) y se ajusto a el pH a 12 con acido tartarico al 10% p/v (Fagalab, México). La
solucién se esteriliz6 por calor humedo en autoclave (TFal, 22 L, México),
posteriormente se agregd una solucién de nitrato de plata para obtener una
concentracion final de 50 uM. Y por altimo se agito en incubadora (Prendo, INO 650V-

99) a 160 rpm por 24 horas protegido de la luz.

Recuperacion de
nanoparticulas

=

Agente Incubacién
Extracto + solucién ony.

reductor Solucion agitacion

natural metélica metdlica

Figura 4 Sintesis verde de nanoparticulas de plata, modificado de

(Ingale & Chaudhatri, 2013).

Las AgNPs se produjeron en base a las condiciones previamente determinadas. Una
vez sintetizadas, las nanoparticulas producidas se caracterizaron mediante
espectrofotometria UV-Vis, microscopia electronica de trasmision (TEM) vy

microscopia electrénica de barrido (SEM) (Ji et al., 2016).

5.4 Preparacién de empaque adicionado con AgNPs

El método de preparacion del empaque fue adaptado segun (Ji et al 2016), con
algunas modificaciones. Se afiadié almidon de maiz nativo, bagazo de uva secado y
molido, glicerol, acido aceético en agua destilada para formar dispersiones de almidén
y plastificante, por dltimo, se adicionaron nanoparticulas de plata (AgNPs). Se
realizaron dos tipos de empaques: el primero con bagazo de uva y los materiales de
formacion mencionados anteriormente, sin AgNPs denominado “empaque sin

AgNPs” y el segundo afiadiendo AgNPs, denominado “empaque con AgNPs”.
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La solucion se calentd a 82 °C con agitacion continua durante 10 minutos para
permitir la gelatinizacion completa del almidon de maiz. Para la formacion del
empaque, se utilizé la técnica de vaciado, después se pasé a un tapete de silicon
para finalmente secar en horno de convencion forzada (Serie Air Performance,

Dynamica, AP60, Froilabo, Querétaro, México) a 45 °C por 5 horas.

5.5 Evaluacién de la actividad antifungica de los empaques

El analisis microbioldgico se realiz6 con el método de difusion en disco de agar,
siguiendo la metodologia de Ji et al. (2016) con modificaciones. Los hongos se
recuperaron de un cultivo madre y se inocularon por picadura en cajas Petri con agar
papa dextrosa (APD), Penicillium spp y Aspergillus niger se incubaron durante 3 dias
a 30 °C, mientras que Botrytis cinérea se incub6 en obscuridad y a temperatura
ambiente (~25 °C) durante 15 dias. Las esporas se recuperaron en suspension
afiadiendo dos mililitros de 0.05 % (p/v) Tween 80 estéril a la superficie de cada placa.
La concentracidon de esporas se determiné mediante recuento en camara de
Neubauer y se inocularon a 1 x 108 esporas por extension en superficie en una placa
APD de 60 mm de didmetro. Las placas se incubaron durante 72 h como se menciond
previamente. Posteriormente, se cortaron circulos de biomasa de 7 mm de didmetro,
utilizando puntas de micropipeta estériles, de las placas con crecimiento fungico. Los
discos fungicos se colocaron sobre una lamina de empaque plastico con y sin AgQNPs,
previamente esterilizada por ambos lados mediante exposicién durante 15 min a luz
UV, colocada dentro de una caja Petri estéril. ElI control consistié en transferir los
discos de biomasa a una placa con APD estéril. Las placas se incubaron durante 72
h a 30 °C o temperatura ambiente, dependiendo de la cepa, y el crecimiento
microbiano se determiné midiendo el diametro de los circulos de cultivo fungico. El

porcentaje de inhibicion radial se calculé utilizando la Ecuacion 1.

% Tasa de inhibicion = 100 (%) (1)
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Donde R es el crecimiento radial fangico del control y r es el crecimiento radial fUngico

sobre el bioplastico.

5.6 Determinacion de propiedades fisicas de empaque

5.6.1 Propiedades mecanicas

Estos ensayos se realizaron en un texturometro TA.XT2i — Stable Micro Systems
empleando mordazas de tension A/TG. Se utilizaron probetas de peliculas de 7 x 0.7
cm, por triplicado con cada muestra. Mediante el software Texture Expert Exceed se
registraron autométicamente las curvas de fuerza (N) en funcién de la deformacion
(mm) y a partir de las mismas se calcularon los siguientes parametros:fuerza de
tension (N) y porcentaje de elongacion a la ruptura (deformacion a la ruptura dividido

entre la longitud inicial de la probeta, %)(Qin et al., 2019).

5.6.2 Contenido de humedad

El contenido de humedad se determind después de secar en un horno de conveccién
a 105 °C durante 4h. Las muestras del empaque se pesaron previamente, teniendo
un peso inicial de 8 g. Las capsulas de porcelana (crisol) se pusieron a peso
constante secando en la estufa, durante un minimo de 2 horas a 100 + 2 °C, después
se introdujeron en un desecador y se dejaron enfriar a temperatura ambiente para
finalmente ser pesadas en una balanza con precision de 0,1 mg (M1). Las capsulas
fueron introducidas en la estufa con la muestra, se secaron de 2 a 4 horas a 100°
2 °C hasta alcanzar el peso constante, transcurrido este tiempo se pasaron a un
desecador a temperatura ambiente, y por ultimo pesadas en balanza. Todo esto
basado en PROY-NOM-211-SSA1-2002.

El porcentaje de humedad sera obtenido de acuerdo a la siguiente Ecuacion 2:

M2-M3
M2-M1

% de humedad = x 100 (2)

En donde:
M1 = Peso de la capsula (g)
M2 = Peso de la capsula mas muestra himeda (g)
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M3 = Peso de la capsula mas muestra seca ()
5.6.3 Espesor de la pelicula

El espesor de cada pelicula compuesta se midié de acuerdo a lo realizado por (Wang
et al., 2019) con un medidor de espesor. Se tomaron uniformemente 10 puntos en el
centro y de la periferia de la muestra al 0.01 mm mas cercano. Se tomo el valor
promedio como el valor de espesor t de la pelicula compuesta. El espesor de la
pelicula compuesta fue determinado para proporcionar una base para otros

indicadores.

5.6.4 Propiedades de transmisiéon de luzy color

La prueba de transmision de luz realizada en la regién de luz visible y las propiedades
de color de la pelicula fue evaluado utilizando el espacio de color CIELAB mediante
un KONICA CM-3600d COLORFLEX-DIFF2, HunterLab, Hunter Associates
Laboratory, Inc.(Reston, Virginia, EE. UU.). Se midieron las coordenadas de color, L
(luminosidad), a * (rojo-verde) y b * (amarillo-azul). El instrumento fue calibrado con
una baldosa blanca estandar. Las medidas se llevaron cabo por quintuplicado en
posiciones aleatorias sobrela superficie de la pelicula. Se calcularon los valores
medios de estas cinco pruebas. La diferencia de color total (AE) fue calculada de la

siguiente manera (Formula 3):

AE = J Aa® + Ab* + AL? @)

5.6.5 Permeabilidad al vapor de agua

La permeabilidad al vapor de agua (WVP) de los empaques se midié usando el método
ASTM E96 (1995) con algunas modificaciones. Se colocaron las muestras en celdas
de permeacion de acrilico con una abertura circular de area conocida, las cuales
contenian en su interior silica gel (0 % HR). Posteriormente se pesaron las muestras

en una balanza analitica y se llevaron a una camara a 20 °C equilibrada a 75 % HR
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con una solucion saturada de cloruro de sodio.

5.7 Determinacion de actividad funcional de empaque

5.7.1 Obtencién del extracto fendlico

Los compuestos fendlicos presentes en el bagazo de uva y en los empaques
bioplasticos, se extrajeron siguiendo la metodologia reportada por Pérez-Njera et
al., (2013) con algunas modificaciones. El procedimiento de extraccion inicié pesando
66.7 g bagazo de uva molido y 0.5 g de empaque con y sin AgNPs, a los cuales se
agregaron 1000 mL de metanol-agua (80:20).

Posteriormente, fueron puestos en un agitador a 100 rpm durante 24 h, por dltimo se
centrifugaron a 5,000 rpm durante 10 minutos a 22 °C , descartandose el precipitado.

5.7.2 Determinacién de compuestos fendlicos solubles totales

Utilizando el meétodo espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu modificado por
(Escamilla-Garcia et al., 2017). Se diluyeron 50 pL del extracto en 3 mL de agua
destilada y 250 pL del reactivo de Folin-Ciocalteu (1 N) dejando reposar 5 min.
Después de este tiempo de equilibrio, 750 pL de Na2CO3 (20% v/v), 950 pL de agua
destilada fueron afiadidos a los extractos, el cual se dej6 reposar por 30 minutos en
oscuridad a temperatura ambiente. Las muestras fueron leidas a una absorbancia de
765 nm con un espectrofotbmetro. Los resultados fueron expresados como mg
equivalentes de &cido galico (EAG)/100 g de polvo seco. La curva de calibracion se

realizé con concentraciones entre 50-1000 ppm de &cido galico.

5.7.3 Capacidad antioxidante mediante ABTS

Se empled la técnica descrita por Nenadis et al., (2004). Para la activacion del radical,
12 horas antes de realizar el ensayo, se mezclaron 5 mL de una solucion acuosa de
ABTS (2,2 -azinobis3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) 7mM con 88 ul de una

solucion de persulfato de potasio (K2S208) 140 mM, esta solucion se conservo en
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un lugar obscuro antes de su uso.

Terminado el tiempo, a 500 ul de la solucion se les agregaron de 24 ml de etanol. El
extracto del empaque (60 ul) se afiadi6 a la solucién ABTS y la absorbancia fue leida
a una longitud de onda de 734 nm. en una microplaca y se leyeron después de 7
minutos en un espectrofotdmetro MultiSkan Go a 734 nm. Se generd una curva

estandar de Trolox en un rango de concentracion 50-1000 pM.

El porcentaje de inhibicion fue calculado la Formula 4.

Abs ajustada—Abs leida

% inhibicion = x 100 (4)

Abs ajustada

Donde % inhibicién es la actividad antioxidante de la muestra
Abs leida es la absorbancia de la muestra a 734 nm

Abs ajustada es la absorbancia del control (etanol 10%) a 734 nm

5.7.4 Capacidad antioxidante mediante DPPH

La capacidad antioxidante DPPH se evalu6 como lo descrito por Zhang et al., (2017).
El extracto del empaque y la solucién diluida de DPPH se mezclaron en una
proporcién de 1:39 y la mezcla se dej6 reaccionar durante 1 hora.

Después, se midié la absorbancia a 517 nm. La capacidad antioxidante del bagazo
de uva también se midié con el mismo método que el utilizado para los extractos del

empaque.

El % de inhibicion se calculara utilizando la siguiente Formula (5)

Abs control—Abs muestra

Abs control

% Inhibicion = ( ) * 100 (5)

Donde % inhibicion es la capacidad antioxidante de la muestra
Abs muestra es la absorbancia de la muestra a 517 nm

Abs control es la absorbancia del control a 517 nm
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5.8 Prueba de biodegradabilidad

La biodegradabilidad del empaque se determiné por la medicionde la pérdida de masa
del material expuesto al suelo, siguiendo el método G160-12 (ASTM, 2019). El suelo
vegetal tuvo las siguientes especificaciones N (minimo) = 1%, materia orgénica
minima = 40%, humedad maxima = 40%, pH = 6 y C/N méaxima = 18/1. Las muestras
de empaques biodegradables con y sin AgNPs fueron cortadas en cuadros de 10 x
10 mm y enterrados a una profundidad de 7.5 cm. Durante 60 dias las muestras
fueron mantenidas a temperatura ambiente en suelo, tomando una muestra de
empaque cada 5 dias (sacrificando muestra). Cada muestra fue pesada previo a ser
enterrada, asi como después de extraida del suelo. Posteriormente se determind la

pérdida de masa de acuerdo a la formula (6).

% Pérdida de peso (6)

FoPT 100
Py

5.9 Analisis estadistico
Las pruebas se realizaron por triplicado y los resultados se expresaron como la media
+ desviacion estandar. Se aplicé andlisis de varianza, seguido de una comparacion

de medias por la prueba de Tukey (p=0.05).
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6 RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Sintesis verde de nanoparticulas de plata

Al mezclar el extracto de hoja de Ocimum basilicum con la solucién acuosa del AgNO3
(nitrato de plata), este mostré una coloracion amarillo palido y comenz6 a cambiar el
color de acuoso amarillo a marron debido a la reduccién del ion plata como se puede

observar en la Figura 5, lo que indicé la formacion de nanoparticulas de plata.

Figura 5 Infusién de planta para sintesis de nanoparticulas. Fotografias mostrando cambio
de color de: a) Infusion de Ocimum Basilicum y b) Adicién de AgNOs a la infusion

La metodologia que se utilizé fue segun la descrita por (Trabajo sin publicar; Autor:
Sandoval Cérdenas, Diana Issell), de la cual se hicieron algunas modificaciones
buscando obtener una mayor concentracion final de AgNPs.

Se realiz6é un estudio preliminar utilizando dos factores a la vez como se muestra en
la Figura 6, donde los factores a modificar fueron los siguientes parametros: cantidad
de AgNOs y de materia vegetal (hojas), esto con el fin de obtener una mayor
concentracion de AgNPs.

La primera modificacibn, como se indica en la Tabla 1, fue la concentracién de
AgNOs, utilizando la concentracion de la metodologia original (LmM), ademas de un
aumento de hasta 50 mM y 100 mM. Este aumento, resultd en una mayor

concentracion de AgNPs al utilizar 50 mM de AgNOs, sin embargo al aumentar la
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cantidad de AgNOs este resulto en la inhibicion de la produccion de nanoparticulas

de plata.

Un factor a la vez

d 50 mM
—— Cantidad de { & \ _[
ANO,  \ ,
\¥ } 100 mM

Q 4ghoja/ 10 mL
2 Cantidad de ; e
materia vegetal “
o 10 g hoja / 10 mL|

Figura 6 Modificacion de parametros para sintesis verde de AgNPs.

Tabla 1 Parametros modificados en sintesis verde: Concentracion AGNOs3

Concentracién inicial Concentracién de AgNPs
AgNO (mM) (mg/mL)
3
1 0.195+0.01
50 1.641 +0.10*
100 0.089 +0.02

Los resultados se expresan como la media + la desviacion estandar *

significa diferencia significativa por la prueba de Tukey.

El segundo parametro modificado, fue la cantidad de hojas utilizadas para la infusion,
en el cual se utilizo un disefio de tres a la dos. Segun lo reportado por Veerasamy et
al., (2011) debe afnadirse suficiente extracto de hoja para reducir el nitrato de plata
presente en la solucion. Utilizando diferentes concentraciones (méximo de 50 mM)
de acuerdo a los resultados obtenidos previamente, se afiadieron dos cantidades
distintas de material vegetal (hojas de planta), para finalmente elegir la proporcién
optima de reaccion.

La Tabla 2 muestra los resultados de acuerdo a las modificaciones realizadas, en la
cual se puede observar que los mejores dos rendimientos se obtuvieron con una
concentracion de 50 mM y con las dos cantidades de material vegetal. Debido a que

no se tienen diferencias significativas entre estos dos resultados, se eligio la menor
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cantidad de material vegetal (4 g).
Entre los parametros que pueden modificar el rendimiento final de nanoparticulas,
segun (Veerasamy et al., 2011) se encuentran: cantidad de hojas para infusion, pH,

tiempo de reaccion posterior a adicion de AgNOzy temperatura.

Tabla 2 Parametros modificados en sintesis verde: Material vegetal

Concentracion AgNO, Material vegetal Concentracion de AgNPs
(mM) (9 (mg/mL)
10 4 0.3160 £ 0.016
10 10 0.2503 £ 0.018
25 4 1.2844 + 0.140
25 10 0.6658 + 0.035
50 4 1.56375 + 0.470*
50 10 1.9116 + 0.079*

Los resultados se expresan como la media + la desviacion estandar * significa
diferencia significativa por la prueba de Tukey.

6.2 Caracterizacion de nanoparticulas de plata

6.2.1 Espectrofotometria UV-Vis

La interaccion de los iones metalicos con las biomoléculas de la hoja de O. basilicum,
provoco la reduccién de los iones Ag* a Ag por los metabolitos secundarios de la
planta que a su vez son oxidados a otras especies. Aunque el mecanismo no se ha
dilucidado adecuadamente, son componentes como los polioles, aminas, fendlicos,
flavonoides y compuestos heterociclicos solubles en agua, asi como otros factores
como azucares reductores, proteinas y otros metabolitos oxido-reductores presentes
en los extractos de hojas de O. basilicum los que poseen la capacidad de reducir los
iones Ag* a Ag® (Malapermal et al., 2017).

La Figura 7 muestra el espectro de absorcidon de las AgNPs sintetizadas mediante
sintesis verde, por triplicado. Se observo un maximo de absorcion entre los 425-431

nm, caracteristico de las nanoparticulas metalicas que tienen electrones libres. Se
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han obtenido resultados similares utilizando especies vegetales, obteniendo AgNPs
mediante sintesis verde (Elumalai et al., 2019; Malapermal et al., 2017)
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Figura 7 Espectro de absorcién UV-Vis de Nanoparticulas de plata 50 mM

Como lo descrito por Sulaiman et al., (2013) las AgNPs aparecen en el rango de

longitud de onda UV-Visible en un rango de 350 a 700 nm, dependiendo del tamafio
y forma de la particula.

6.2.2 Espectroscopia Electronica de Transmision (TEM)
Las micrografias TEM indicaron que la mayoria de las AGNPs mostraron una forma

casi esférica y se encontraban predominantemente monodispersas (Figura 8c). Las

AgNPs mostraron una distribucién de tamafio medio de 16.87 =+ 7.67 nm (Figura 8d).
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Figura 8 Micrografia electrénica de transmision de Nanoparticulas de plata (AgNPs) (c) y
su distribucion de tamafio (d).

6.3 Caracterizacion empaques con y sin AgNPs

6.3.1 FTIR

La figura 8 presenta los espectros FTIR correspondientes a muestras de bagazo de
uva y empaques con y sin AgNPs. En cuanto al bagazo de uva, las bandas de
compuestos fendlicos encontradas en las uvas pueden observarse en la regién entre
880 y 1680 cm™. Las bandas en el rango 1500-1600 cm™ se atribuyeron a las
vibraciones de los enlaces C=C, tipicas de sistemas aroméaticos. Asimismo las
bandas intensa en 1750 cm es atribuible a la vibracion de estiramiento de los restos
de -COOR (es atribuible a la vibracion de estiramiento de un grupo C=0 en carboxilo
esterificado a metilo o acido carboxilico protonado O=C-0O-H) y la absorcién en torno
a 2930 cm-1 se relaciona con la vibracion de estiramiento del C-H (W. Silva et al.,
2017). Los picos observados entre 3000 y 3700 cm-1 en ambos espectros
corresponden al grupo hidroxilo con enlace de hidrégeno (O-H) debido al complejo
estiramiento vibracional que se produce de forma natural en la estructura de los
carbohidratos.

Los picos agudos obtenidos en el nimero de onda 2850 a 3000 cm-1 indican el
estiramiento del enlace C-H de los grupos CH2 en la estructura del almidon. Los picos

en el numero de onda de 1580 a 1750 cm-1 en ambos espectros se asignan a la
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desviacion del grupo OH del agua, que se debe especificamente al modo de flexion

de los grupos hidroxilos en las moléculas de agua (Dong et al., 2021).

Para los empaques con y sin AgNPs, es interesante observar que los picos
observados en los empaques con AgNPs mostraron un ligero aumento en las
intensidades de las bandas en la regiéon 950-1450 cm-1, en comparacion con el
empaque sin AgNPs. De forma similar (Roy et al., 2019; Ardjoum et al., 2021)
observaron que al adicionar AgQNPs en una matriz polimérica mostraban un aumento
en la intensidad de las bandas. Sin embargo, también se puede sefalar que los
espectros de los empaques con AgNPs no mostraron nuevas bandas, comparando
con el empaque sin AgNPs. Estos resultados sugieren que no se produjo ninguna
interaccion quimica especifica por FTIR entre los materiales de formacion del
empaque (almidén de maiz-glicerol-acido acético) / bagazo de uva y las AgNPs
afiadidas, que podra haber solo una interaccion fisica entre las nanoparticulas y las

cadenas poliméricas de la matriz.

i BAGAZO DE UVA

10 EMPAQUE CON AGNPS

Transmitancia %

EMPAQUE SIN AGNPS

3800 3600 3400 3200 3000 2800 2000

:SIJEDngiludzgé onda énl‘l'
Figura 9 Espectros FTIR de bagazo de uva deshidratado (negro), empaque sin adicién de
AgNPs (verde), empaque con AgNPs (rojo).
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6.3.2 Propiedades fisicas y de barrera

Transmision de luz y color

Los pardmetros de color, asi como la opacidad del empaque con y sin AQNPs se
resumen en la Tabla 3. De acuerdo con los valores se puede observar que en los
empaques adicionados con AgNPs, en comparacion con los que no tienen, su
luminosidad L* se ve disminuida lo que sugiere una tendencia hacia la oscuridad
(Kumar et al., 2018). Para los valores de a* y b*, se obtuvieron valores negativos de
a* al afadir AgNPs, inclinAndose hacia una coloracion verde, en cambio los
empaques sin AgNPs con valores positivos evidenciando una tendencia a la
coloracion roja, posiblemente debido a la presencia de pigmentos de las antocianinas
pertenecientes al bagazo de uva (Nogueira et al., 2019). Los valores negativos de b*
denotan inclinacion hacia colores azules, lo cual puede ser atribuido a las AgNPs
(Sulaiman et al., 2013).

Tabla 3 Valores de color incluyendo (L, a, b, AE y opacidad) de empaques con y sin AgNPs

Muestras de Sin AgNPs Con AgNPs
empaque
Imagen
L* 23.43+0.38 21.89 +0.61*
a* 0.54 0 .40 .0.267 + 0.07*
b* 10.79 +0.30 10.158 + 0.04*
AE 71.02 + 0.61 69.79 +0.38
Opacidad 98.72 +0.38 102.8 £ 0.61*

Los resultados se expresan como la media + la desviacion estandar

* significa diferencia significativa por la prueba de Tukey.
En cuanto a la opacidad, como era de esperarse se obtuvieron valores mayores al

afiadir AgNPs, debido al color original oscuro de las mismas.

Los valores de AE denotan una coloracion intensa, sin diferencia significativa. Qin et
al.,, (2019) y Nogueira et al., (2019), presentaron valores similares con poca
luminosidad, colores predominantes en rojo-verde y con tendencia a los oscuros con

bioplasticos producidos a partir de Lycium ruthenicum murray y mora azul. Estos
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resultados pueden atribuirse a la similitud de residuos o frutos utilizados, con alto
contenido de antocianinas y colores morados.

La incorporacion de bagazo de uva, asi como de AgNPs de acuerdo con diferentes
autores, en matrices de peliculas poliméricas puede ser utilizada como una estrategia
para prevenir la penetracion de la luz visible y ultravioleta, protegiendo por otro lado
los compuestos nutricionales y bioactivos contra el pH, el oxigeno, entre otros
factores que pudieran llevar a su oxidacion. Este tipo de empaques podrian ayudar a
la retencién de nutrientes, color y sabor (Shankar & Rhim, 2015; Nogueira et al.,
2019; Properties et al., 2019).

6.3.3 Solubilidad en aguay contenido de humedad

La solubilidad en agua refleja el comportamiento de los materiales utilizados en
entornos acuosos e indica la afinidad al agua que tiene. Los resultados obtenidos no
muestran diferencias estadisticamente significativas entre ambos empaques, sin
embargo estos datos son muy similares a los reportados por Kurek et al., (2019) y
Nogueira et al., (2019), con valores de 40.56 y 33.89 % , respectivamente utilizando
bagazo de uva y mora azul.

Los altos porcentajes de solubilidad obtenidos fueron menores a los mostrados por
Kurek et al., (2019) y mayores a los presentados por Nogueira et al., (2019), y se
atribuyeron al contenido de glicerol de un 30 %. Esta similitud en solubilidad, se debe
a el uso de residuos agroindustriales semejantes, con una naturaleza hidrofilica
(Bodini et al., 2020). Por consiguiente, al incrementar la cantidad del residuo en la
formulacion, incrementa la interaccién con el agua, facilitando su solubilizacion.
También puede deberse a que el residuo se comporté como plastificante, provocando
asi una disminucién de la cohesividad de la matriz y por ello aumentando la movilidad
de la cadena polimérica, lo que contribuyo a la transferencia de agua a su estructura
y a su solubilizacion (Ortega et al., 2019)

Referente a los valores de contenido de humedad, el empaque adicionado con
AgNPs tiene un valor mayor al del empaque sin AgNPs. Esta diferencia se atribuy6 a

gue la adicion de las AgNPs en la matriz polimérica aumentd su tortuosidad, lo que
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dificulto la difusion de las moléculas de agua a través de la estructura de la pelicula

Sarwar et al., (2018).

Tabla 4 Valores de contenido de humedad y solubilidad en agua de empaques

Solubilidad en agua |Contenido de humedad
Muestra de empaque (%) (%)
Sin AgNPs 38.19 + 1.38 5.53+1.2*
Con AgNPs 40.58+4.65 11.99+3.11

Los resultados se expresan como la media + la desviacion estandar * significa

diferencia significativa por la prueba de Tukey.

6.3.4 Espesor, permeabilidad al vapor de aguay fuerza de tensién

El espesor es un parametro importante que afecta directamente a la resistencia

mecénica. Loa datos mostrados en la Tabla 5 sefialan que el empaque con un mayor

espesor corresponde al bioplastico que no se le afiadieron AgNPs. Nogueira et al.,

(2022) obtuvo un valor 5 veces menor (0.11 mm) utilizando almidon de arrurruz y

bagazo de uva, similarmente Ji et al., (2016) al utilizar almidén de maiz modificado y

adicionar AgNPs obtuvo valores de 0.16 mm. Las diferencias al comparar con otros

autores pueden atribuirse a que la cantidad de solidos afiadidos fue mayor, y a la

posible aglomeracion del bagazo de uva asi como de AgNPs (Nogueira et al., 2019).

Tabla 5 Valores de espesor, permeabilidad al vapor de agua y propiedades mecanicas de

sinAgNPs | 0-54%0.1*

empaques
Espesor Permeabilidad al Fuerz;a, de Elongacion a
Muestra (mm) vapor de agua tensién la ruptura (%)
(g/dia*m*Pa) (MPa) P
Empaque

4.353 + 0.03 x10 *

18.99 + 5.59* | 36.33+4.55

Empaque

con AgNPs 0.32+0.1

1.744 + 0.08 x10

21.19+1.88 | 42.51 +4.53

Los resultados se expresan como la media + la desviacion estandar * significa diferencia significativa por la

prueba de Tukey

51



La permeabilidad al vapor de agua es un indicador vital para las peliculas y empaques
utilizadas en alimentos, las cuales deben evitar la transferencia de humedad entre
alimento y medio ambiente manteniendo sus propiedades organolépticas y
mecanicas. La incorporacion de AgNPs causé una disminucion significativa en
relacion a este parametro. Resultados parecidos utilizando almidén de arrurruz y
bagazo de uva fueron obtenidos por Nogueira et al., (2022), Ortega et al., (2017)
también reporto valores similares con almidén de maiz y AQNPs (3.9 y 1.6 g/dia*m*Pa
respectivamente). Este comportamiento se atribuyé al incremento de la tortuosidad
en la matriz polimérica, ya que la presencia de nanoparticulas metélicas reduce el
espacio intermolecular, disminuyendo asi la transmisién al vapor de agua (Srikhao et
al., 2021).

En cuanto a las propiedades mecanicas, el empaque con AgNPs obtuvo mejores
resultados relacionado con la fuerza de tensién, esto se atribuy6 a la distribucion de
las AgNPs, incrementando contacto interfacial con la matriz polimérica provocando
asi un aumento de la tensién. Los valores de elongacion a la ruptura no mostraron
diferencias significativas entre ambos empaques. Dentro de los estudios que utilizan
bagazo de uva dentro de su formulacién, Ferreira et al., (2014) realiz6 una pelicula
con quitosano y extracto de bagazo de uva, obteniendo resultados menores para la
fuerza de tensién (12.6 MPa); sin embargo, los valores para elongacion a la ruptura
(44.2 %) fueron similares a los de este estudio. Lo que indica que nanoparticulas
actuaron como agente inorganico de refuerzo en la matriz polimérica, mejorando sus

propiedades mecanicas (Ji et al., 2016).

6.3.5 Capacidad antioxidante y fenoles totales

La Tabla 6 resume los resultados obtenidos en las pruebas de capacidad antioxidante
(ABTS y DPPH), asi como de fenoles totales (Folin Ciocalteu) para extracto de
bagazo de uvay empaques con y sin AgNPs. Los datos del bagazo de uva, como era
esperado, mostraron una alta capacidad antioxidante y alto contenido de fenoles. El

empaque sin AgNPs mostré una mayor capacidad antioxidante, asi como de
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contenido fendlico, en comparacion con el empaque adicionado con AgNPs. A pesar
de que existen antecedentes en los que las AgNPs (Srikhao et al., 2021) muestran
tener capacidad antioxidante, los valores obtenidos pueden estar relacionados con el
tipo de extraccion utilizada (metandlica) debido a que el empaque con AgNPs es
menos permeable y por consiguiente la extraccion de compuestos antioxidantes se
pudo ver disminuida a comparacion del empaque sin nanoparticulas, que mostro una
mayor permeabilidad.

En conclusion, la adicion de bagazo de uva a los empaques contribuyé a aumentar
su capacidad de eliminacion de radicales libres. Esto debido a la composicion de la
uva roja, la cual es rica en polifenoles, como taninos, acidos fendlicos y flavanoles,
asi como en antioxidantes fendlicos extraibles, como acido fendlico, flavonoides,

procianidinas y resveratrol (Deng & Zhao, 2011; Yu & Ahmedna, 2013).

Tabla 6 Valores de capacidad antioxidante (ABTS y DPPH) y fenoles totales en bagazo de
uva, empaque con y sin AgNPs.

L L Empaque con Empaque sin
Composicion nutracéutica Bagazo de uva AgNPs AgNPs
Fenoles totales 61.150+0.001 | 2.266 + 0.36* 2.769 + 0.23
(mg AG/g)
ABTS EQT (mg/g) 367.0+0.01 8.184 + 1.21* 10.463 £ 0.757
DPPH EQT (mg/g) 38.68 + 3.00 3.779 + 0.38* 6.115 + 0.69
Los resultados se expresan como la media + la desviacion estandar * significa diferencia significativa por la

prueba de Tukey

6.3.6 Evaluacién de la actividad antifungica

La actividad antifingica de los empaques bioplasticos frente a patdgenos
alimentarios se investigd mediante el método de difusién en disco. Los resultados
obtenidos se muestran en la Figura 10, estos comparan el crecimiento fungico para
el control positivo (PDA) contra el empaque con AgNPs y el empaque sin AgNPs.
Tras incubacion a 30 °C durante 6 dias, ambos empaques obtuvieron porcentajes de

inhibicion muy parecidos de hasta un 91%, al dia 6 del experimento, en cambio los
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controles mostraron un crecimiento fangico indicando la viabilidad de la cepa
utilizada. Otros trabajos han probado tanto las nanoparticulas de plata (Kim et al.,
2012;0rtega et al., 2017) como agentes antifingicos y antimicrobianos, sugiriendo
gue las AgNPs interactian con los componentes de la membrana, causando dafios
y cambios estructurales que conducen a la muerte celular. Por otro lado, el residuo
utilizado (bagazo de uva) tiene antecedentes de su actividad antifingica, esto puede
ser atribuido a su contenido de fenoles, los cuales participan directamente en los
mecanismos de defensa, aumentando la permeabilidad celular y reduciendo el

crecimiento fangico (Mendoza et al., 2013).
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Figura 10 Inhibicién del crecimiento de Penicillium sp, Aspergillus niger y Botrytis cinérea
em empagues sin AgNPs (e) y con AgNPs (f).

La Figura 10 contiene los resultados del porcentaje de la pérdida de peso en funcién
del tiempo para los empaques con y sin AgNPs, para las muestras previo a ser
enterradas en suelo fértil y posteriormente a ser enterradas. El empaque sin AgNPs
tuvo una mayor pérdida de peso. Lo anterior puede atribuirse a que la adicion de las
nanoparticulas reduce el espacio intermolecular, dificultando su descomposicién.
Como han reportado diferentes autores para pruebas de biodegradabilidad en
empaques bioplasticos (Engel et al., 2019; Ferreira et al., 2020), durante los primeros
15 dias las muestras enterradas tuvieron un aumento de peso debido a la absorcion

de agua (hasta llegar a la saturacién), después su peso disminuy6 progresivamente.
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A partir de este punto se puede observar que se presenta una degradacion mas
rapida por distintas razones, una de ellas es la accion del calor, que junto con la
actividad enzimatica de los microorganismos presentes en el suelo, acortan y
debilitan las cadenas poliméricas del almidon, lo que les permite iniciar el proceso de
descomposicion (Cerruti et al., 2011). Otra razon puede ser la actividad
antimicrobiana de las AgNPs, de la misma forma, la humedad natural del suelo, mas
la afiadida al rociar con agua diariamente pudo haber reaccionado con los grupos
hidroxilo de las moléculas de almidon, provocando el debilitamiento de las cadenas,

por consiguiente, aumentando su biodegradaciéon.(Medina Jaramillo et al., 2016)
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Figura 11 Porcentaje de pérdida de peso en empaques con y sin AgNPs
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7 CONCLUSIONES

Se sintetizaron nanoparticulas de plata (AgNPs) mediante una via verde, utilizando
un extracto de albahaca y solucion de AgNOs. La cantidad adicionada de material
vegetal y de AgQNOs mostraron un efecto no lineal sobre la concentracion de AgNPs
sintetizadas, encontrando una inhibicién en la sintesis de AgNPs a partir de los 100
mM de AgNOs.

Los empaques con bagazo de uva (sin AgNPs) mostraron una mejor capacidad
antioxidante y mayor contenido fendlico, menor contenido de humedad, menor
opacidad y por ultimo un porcentaje de pérdida de peso mayor relacionado al ensayo
de biodegradabilidad en comparacion que los empaques sin nanoparticulas de plata.
La adiciobn de nanoparticulas de plata al empaque de bagazo de uva proporcioné
mayores propiedades mecanicas de fuerza de tension y de elongacion a la ruptura,
un menor espesor y menor permeabilidad al vapor de agua que el empaque sin las
nanoparticulas.

Los empaques bioplasticos formulados a partir de bagazo de uva pueden ser
utilizados para empacar alimentos protegiéndolos contra dafios mecanicos, de la luz
y alargando su vida de anaquel debido a sus propiedades antifungicas y
antioxidantes. Sin embargo, todavia se requieren realizar pruebas con diferentes
tipos de alimentos evaluando su vida util, asi como evaluar la migracién y toxicidad
de las AgNPs. Por otro lado, realizar pruebas de microscopia electronica de
transmision en ambos tipos de empaques, podria ayudar a reafirmar las conclusiones

realizadas en algunas de las pruebas.
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