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RESUMEN

Actualmente, la poblacion en el mundo es cada vez mas conscientes del impacto
ambiental que implica el uso continuo de empaques no biodegradables, por lo tanto, el
desarrollo de estos en forma degradable se ha tornado como una alternativa crucial en la
sostenibilidad. Ademas de lo anterior existen varias razones para buscar alternativas a
los plasticos derivados del petrleo como el agotamiento de los combustibles fosiles, la
alta necesidad de reducir las emisiones de carbono, la gran acumulacién de desechos
plasticos y la necesidad de crear materiales de envase con nuevas caracteristicas. Lo
que lleva a la gran utilidad de los envases activos en los que se incorporan componentes
en el envase que liberan o absorben sustancias hacia o desde los alimentos con el fin de
extender la vida Gtil de los alimentos. Se han realizado multiples investigaciones en este
sentido teniendo como principal problematica a enfrentar el equipar las propiedades
mecanicas y de barrera que los materiales de empaque tradicionales ofrecen.

El presente trabajo tiene como objetivo evaluar la eficiencia antimicrobiana de
biocompositos a diferentes grados de hidrofilicidad funcionalizados con AEO, los cuales
buscan responder a las demandas actuales de empaques biodegradables que
adicionalmente cumplan con las expectativas de resistencia mecanica y mantenimiento

de las propiedades fisicas del alimento que se pretende conservar en ellos.

Se elaboraron materiales de empaque a base de materiales biocompatibles
(poslisuccinimida, almidén, microcelulosa en diferentes niveles de acetilacién, aceite
esencial de orégano) teniendo dos agentes plastificantes de diferente grado de
hidrofilcidad (glicerol y polietilenglico). Las probetas fueron elaboradas mediante
procesos de extrusion y termoconformado, las cuales fueron evaluadas
fisicoquimicamente y en funcion a sus propiedades antimicrobianas contra bacterias
gram positivas (Staphylococcus auresus) gram negativas (Escherichia coli) y hongos
(Aspergillus niger). De la caracterizacion quimica por FTIR fue posible apreciar las
bandas caracteristicas de los materiales que las conforman destacandose un
ensanchamiento y corrimiento en la banda presente a los 3200 cm.1 atribuida a las
interacciones por enlaces tipo puente de hidrégeno que se dan entre los materiales. De
las pruebas de solubilidad fue posible apreciar que se redujo en un 12% en la muestra
de 3 h de acetilacion con respecto al testigo. En cuanto a la propiedades antimicrobianas,
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las pruebas de difusion en placa mostraron halos de inhibicion de 3 a 5 mm lo que
evidencia la sensibilidad contra Aspergillus niger y en las cinéticas de crecimiento
microbiano se presentaron reducciones significativas en el crecimiento de la ambas
bacterias estudiadas, después de las 24 h de incubacion, siendo Staphylococcus aureus
el microorganismo que mayor sensibilidad presentd ante las probetas analizadas, lo cual
es atribuido a que es un microorganismo gram positivo, del cual se ha reportado una gran
sensibilidad ante el aceite esencial de orégano, que es el agente funcionalizante de los

materiales estudiados.

Palabras clave: polisuccinimida, almidon, aceite esencial, polietilenglicol, hirofilicidad,

antimicrobiano.
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l. INTRODUCCION

Un empaque biodegradable es aquel que cumple con la funcion basica de un empaque
convencional y a su vez cumplir con la definicion de desarrollo sustentable, es decir, debe
satisfacer las necesidades de la generacion presente sin comprometer la capacidad de
las generaciones futuras de satisfacer sus propias necesidades. Para que un empaque
se considere biodegradable debe cumplir la biodegradabilidad final con la
descomposicion de un compuesto quimico organico por microorganismos en presencia
de oxigeno para dar dioxido de carbono, agua, sales minerales en cualquier elemento
presente (mineralizacion) y nueva biomasa; o bien en ausencia de oxigeno para dar

diéxido de carbono, metano, sales minerales y nueva biomasa. (Rivera et al., 2019).

En el sistema del empaque activo el producto, el envase y el entorno actian de manera
positiva para extender la vida util o lograr alguna caracteristica deseada que no se puede
obtener de otra manera, para ello, implica alguna accion fisica, quimica o biolégica para
alterar las interacciones entre el paquete el producto y el espacio libre. (Yam et al., 2005).
La aplicacion de agentes antimicrobianos en empaques activos se ha convertido en un
tema cada vez mas popular ya que presenta un tema serio en la industria alimentaria
porque los alimentos son sumamente propensos a contaminacion durante el transporte y
el almacenamiento. (Mousavi Khaneghah et al., 2018). Los aceites esenciales de plantas
aromaticas poseen un fuerte potencial antimicrobiano y antioxidante, por lo que su uso
como conservantes natural satisface la demanda de los consumidores de alimentos
sanos y seguros; pueden actuar contra los microorganismos patdégenos que causan
enfermedades en los consumidores y asi mismo la vida util de los alimentos se alargara
y la calidad se mantendra. Los aceites esenciales tienen una amplia variedad de
compuestos quimicos que realizan actividades antimicrobianas, antioxidantes,
antifingicas, antivirales, insecticidas, entre otras que los caracterizan (Cevallos &
Londoiio, 2018). La accion antimicrobiana del aceite esencial de oregano (AEO) ha sido
objeto de investigacion gue justifica su uso popular en la preparacion, conservaciéon de
alimento y medicinal. El Aceite Esencial de Oregano resulta ser eficaz contra Escherichia
coli (Oyarzabal et al., 2011), S. aureus, L. monocytogenes, entre otros microorganismos
asociados con las contaminacion de alimentos (Carhuallanqui et al., 2020). Dentro de los
envases activos, existe un término llamado envase de liberacion controlada que es
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disefiado para controlar la liberacion de sustancias especificas durante periodos
prolongados de tiempo, la liberacibn de un compuesto antimicrobiano dentro del
empaque activo seria desencadenado por un cambio en el entorno del producto o
empaque alimentario. Por lo tanto, la liberacion de una sustancia en el alimento puede
activarse mediante cambios quimicos, bioquimicos o biologicos. (Mousavi Khaneghah et
al., 2018).

La polisuccinimida (PSI), es comunmente sintetizada a través de polimerizacion térmica,
es un precursor de poliimida para la produccion de tales polimeros biocompatibles y
degradables como &cido poliaspartico y varias poliaspartamidas. El acido poliaspartico
generalmente se obtiene por hidrolisis de PSI. La polisuccinimda es uno de los polimeros
solubles en agua de interés ya que muestran biocompatibilidad y degradabilidad y tienen
potencial aplicacion en las ciencias médicas y alimenticias. (Jalalvandi & Shavandi,
2018).

La afinidad por el agua de los plasticos biodegradables derivados de almidon se debe
esencialmente a la estructura y naturaleza quimica del almidén. El almidén es un
polisacéarido conformado por dos polimeros: amilosa y amilopectina. La abundancia de
grupos hidroxilo en la amilosa le otorga propiedades hidrofilias a este polimero,
impartiéndole afinidad por el agua. (Rene Ceron, 2013). A pesar del obstaculo que
presenta este material, se ha logrado reducir la hidrofilicidad de las peliculas de almidon
mediante la modificacion y la incorporacién de otros polimeros (Vargas Pérez, 2017). Por
lo anterior, para modificar algunas caracteristicas de hidrofilicidad, se incorporé
Polietilenglicol (PEG) a la biopelicula. PEG es uno de los polimeros biodegradables
aprovados por la Adminitracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos
(FDA de EE. UU.), es un polieter compuesto de etilenglicol repetido de unidades de
(CH2CH:20)n. E PEG posee alta flexibilidad estructural, biocompatibilidad, anfifilicidad, es
carente de obstaculos estéricos y posee capacidad de hidratacion. Presenta una alta
solubilidad en la mayoria de los compuestos organicos y disolventes inorganicos ademas
de que forma una monocapa interfaz aire-agua, por lo que desempefia un papel

importante en la solubilizacidon y la permeacion. (D’souza & Shegokar, 2016).
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En el presente trabajo de investigacion se elaboraron materiales de empaque a base de
materiales biocompatibles (PSlI, almidén, mc en diferentes grados de acelitacion y AEO)
el los materiales se utilizaron dos agentes plastificantes (glicerol y plietilenglicol) con
diferentes grados de hidrofilicidad para responder a la necesidad de cambiar las
caracteristicas de higroscopicidad que se presentan en las peliculas elaboradas a base
de almidodn, para esto, se cre6 una formulacion en donde se incluye polietilenglicol el cual
es un plastificante que cumple con las caracteristicas requeridas para cambiar
moderadamente las propiedades de las peliculas con almiddn, y a su vez, que la pelicula
cumpla con una funcion activa antimicrobiana. Las probetas elaboradas se sometieron a
los analisis antimicrobianos en donde las cinéticas de crecimiento para E. coliy S. aureus
mostraron reducciones después de las 24 hr, en las siembras en placa de A. niger se
presenciaron halos de inhibicién de 3-5 mm, de igual manera se realizaron el analisis de
solubilidad de las probetas mostrandose una reduccion del 12% del porcentaje de
solubilidad en comparacion con la probeta que contenia solamente glicerol como

plastificante.
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Il. JUSTIFICACION

Actualmente, la poblacion en el mundo es cada vez mas conscientes del impacto
ambiental que implica el consumo diario en los empaques no biodegradables, por lo tanto,
el uso de empaques biodegradables se ha tornado como una alternativa crucial para usar
como herramienta en la sostenibilidad. Ademas de que hoy dia existen existen varias
razones para buscar alternativas a los plasticos derivados del petréleo como el
agotamiento de los combustibles fésiles, | alta necesidad de reducir las emisiones de
carbono, la gran acumulacion de desechos plasticos y la necesidad de crear materiales
de envase con nuevas caracteristicas. Lo que lleva a la gran utilidad de los envases
activos en los que se incorporan componentes en el envase que liberan o absorben
sustancias hacia o desde los alimentos con el fin de extender la vida util del producto,
como en este caso utilizando el aceite esencial de orégano como agente funcionalizante.
La pelicula elaborada es a base de almidon, este material presenta una importante
desventaja gracias a que posee un caracter altamente hidrofilico por lo que en la
conformacion de la pelicula también se incluye glicerol que mejora la extensibilidad de la
pelicula aumenta la flexibilidad y mejora las propiedad de barrera de vapor de agua, sin
embargo, se presentaba la necesidad de incluir un nuevo plastificante que mejorar la
caracteristica de higroscopicidad que presenta el almidon, por lo que el material
seleccionado para realizar una nueva formulacién fue el polietilenglicol que posee alta
flexibilidad estructural, biocompatibilidad, anfifilicidad, es carente de obstaculos y con
capacidad de hidratacién, ademas de que es neutro y tiene muy baja reactividad, lo que
lo hace un plastificante a fin con la formulacion ya establecida, por lo que una vez
incorporé en la nueva formulacion, esta no tendria un impacto negativo y seguiria
conservando sus propiedades antimicrobianas otorgadas por el aceite esencial de

orégano sin afectar la composicién en la aplicacion de alimentos.
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Il HIPOTESIS

Ho: La composicion del biocomposito influye significativamente en las propiedades

antimicrobianas del mismo independientemente del agente funcionalizante (AEO).

Ha: La composicion del biocompadsito no influye significativamente en las propiedades

antimicrobianas del mismo independientemente del agente funcionalizante (AEO).

V. OBJETIVOS

a. General.

Evaluar la eficiencia antimicrobiana de biocompositos a diferentes grados de hidrofilicidad

funcionalizados con AEO.

b. Especificos.

Vvi.

Obtener biocompositos a base de polisuccinimida, reforzados con
MCA vy diversos tipos de agentes plastificantes (glicerol y
polietilenglicol)

Viabilizar y caracterizar cepas microbianas de Escherichia coli,
Staphylococcus aureus y Aspergillus niger.

Preparar indculos infecciosos de las cepas seleccionadas. (Escala
de McFarland).

Evaluar las caracteristicas quimicas de los materiales base de las
probetas elaboradas.

Evaluar las propiedades antimicrobianas de los biocompositos
obtenidos (CMI).

Evaluar la solubilidad de las probetas obtenidas.
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V. REVISION DE LITERATURA

5.1. Bioempaques

Los envases biodegradables son hechos a partir de materiales que proceden de fuentes
renovables, bien extraidos de la biomasa, como la celulosa o el almidén, o bien
producidos por microrganismos como los polihidroxialcanoatos.

Con el uso de biopolimeros para el desarrollo de nuevos materiales de envase, se
consigue una reduccion de materiales poliméricos procedentes de fuentes no renovables,
como el petréleo. Un empaque biodegradable es aquel que cumple con la funcion basica
de un empaque convencional y a su vez cumplir con la definicion de desarrollo

sustentable. (Rivera et al., 2019).

5.1.1. Definicién

5.1.2. Empagques inteligentes definicion

Se defini6 empaque inteligente (EI) como un sistema de empaque basado en la ciencia
y la tecnologia que puede llevar a cabo funciones inteligentes (como deteccion, registro,
comunicaciéon y aplicacion de légica cientifica) para facilitar la toma de decisiones y
acciones correctivas para extender la vida util, aumentar la seguridad, mejorar la calidad,
proporcionar informacion y advertir sobre posibles problemas. La singularidad del El esta
en su capacidad para comunicarse. Debido a que el paquete y el alimento se mueven
constantemente juntos a lo largo del ciclo de la cadena de suministro, el paquete es el
mejor compafiero del alimento y esté en la mejor posicion para comunicar las condiciones
del alimento.

Un paquete es "inteligente" si tiene la capacidad de sentir el entorno y comunicarse con
los humanos: por ejemplo, un paquete inteligente es aquel que puede monitorear la
condicion de calidad/seguridad de un producto alimenticio y proporcionar una alerta
temprana al consumidor o al fabricante de alimentos. Es importante enfatizar que un El
es un sistema de entrega de productos que involucra no solo el paquete, sino también el

producto alimenticio, el entorno externo y otras consideraciones. (Yam et al., 2005)

5.1.3. Empaques activos definicién
Anteriormente, los materiales de empaque primario se consideraban "pasivos"”, o que
significa que funcionaban solo como una barrera inerte para proteger el producto contra

el oxigeno y la humedad.
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El embalaje activo es una solucion en la que interactian el embalaje, el producto y el
medio ambiente. Estos son los sistemas que (como resultado de las actividades quimicas,
fisicas y biolégicas) cambian activamente las condiciones de los alimentos envasados,
prolongan su sostenibilidad y, por tanto, su vida utl, y garantizan o mejoran
significativamente la calidad del producto, seguridad microbiologica y/ o propiedades
sensoriales, manteniendo su calidad. (Wyrwa & Barska, 2017).

Recientemente, se ha desarrollado una gran cantidad de nuevos materiales de envasado
que brindan una proteccion "activa" a los productos alimenticios. Empaque activo (EA) se
ha definido como un sistema en el que el producto, el envase y el entorno interactdan de
manera positiva para prolongar la vida util o para lograr algunas caracteristicas que no
se pueden obtener de otra manera. También se ha definido como un sistema de
envasado que cambia activamente la condicion del envase para prolongar la vida util o
mejorar la seguridad alimentaria o las propiedades sensoriales, manteniendo la calidad
del alimento.

Todas las tecnologias del EA implican alguna accion fisica, quimica o biolégica para
alterar las interacciones entre el paquete, el producto y el espacio de cabeza del paquete

para lograr un determinado resultado deseado. (Yam et al., 2005)

5.2. Empaques activos

5.2.1. Ventajas y desventajas

Las ventajas de la actividad microbiana de los polimeros son la no volatilidad, la
estabilidad quimica, no toxicidad, capacidad para prolongar la vida atil del producto mayor
eficiencia y selectividad, minimizando al mismo tiempo su impacto ambiental, a
comparacién con los agentes microbianos convencionales. (Guirado-moreno et al.,
2022).

Al usar Aceites esenciales como conservantes naturales, algunas de las desventajas son
el impacto sensorial y percepcion debido al fuerte sabor caracteristico de los AE. Ademas,
decido a su falta de inercia debido al fuerte sabor de los AE se puede afectar a las
preferencias del consumidos por el producto, afectando asi las propiedades
organolépticas y su aceptacion en general. (Chacha et al., 2022).

En general, los envases con activos antimicrobianos presentan multiples beneficios, entre

los que se incluyen la reduccion de los microorganismos que causan deterioro, la
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prolongacion de la vida util que conduce a la reduccion del desperdicio de alimentos, la
inhibicién del crecimiento de microorganismos patégenos que aumentan la seguridad
alimentaria y el mantenimiento de la calidad de los alimentos en términos sensoriales o
de color. , indicando un obstaculo adicional que conduce a un procesamiento mas facil
de los alimentos y, finalmente, un paso hacia un etiquetado limpio mediante la sustitucion
de conservantes artificiales por naturales o el uso de menos conservantes. (Yildirim &
Rocker, n.d.)

Tabla 1 Envase activos: ventajas y desventajas.

Empaque activo

Desventajas

Mas caro que el embalaje tradicional.
Ciertas sustancias liberadas como
resultado del envasado activo pueden
afectar la composicién de los alimentos.
En caso de dafios en el embalaje,
reacciones quimicas nocivas.

Requiere mas conocimiento y conciencia
del consumidor.

Algunos de los compuestos utilizados para
su produccién (p. eje. dioxido de azufre)
pueden ser depositados en la superficie de
frutas y debido a su fuerte olor
caracteristico, pueden causar rechazo
hacia el producto por el consumidor.
Algunos de los compuestos quimicos, por
ejemplo, el diéxido de carbono, pueden
ayudar a reducir el uso de conservantes
alimentarios prolongando la vida util del
producto, pero afecta negativamente a su

color, lo que puede tener un impacto

Ventajas

Puede controlar las condiciones internas,
reaccionando a ellas en consecuencia
beneficiosas o

emitiendo sustancias

absorbiendo aquellas que afectan
negativamente al producto.

Detecta la presencia de metabolitos de
microorganismos, puede  producirse
diéxido de carbono, amoniaco, dioxido de
azufre, sulfuro de hidrogeno, etanol y
compuestos acidos o aminas.

Permite una vida util mas larga y mantiene
intacto, incluso

el producto puede

depositarse en las propiedades
sensoriales de los productos.

Garantiza 0 mejora significativamente la
seguridad microbiolégica de los alimentos.
Puede reducir el uso de conservantes

alimentarios.
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negativo en las decisiones del Protege a los consumidores contra la
consumidor. falsificacion y manipulacion de productos
Pueden usarse de manera poco ética para alimenticios.
la adulteracion de alimentos, usar Promueve el consumo sostenible
cantidades de clase inferior o no observar Contribuye a la proteccion del medio
y/o descuidar principios estrictos de ambiente mediante el uso de
buenas practicas de fabricacion. Soluciones biodegradables y
biocompatibles.
Permite al consumidor realizar una
eleccion racional e informada,

aumentar la confianza en el producto

(Wyrwa & Barska, 2017)

5.2.2. Clasificacion

5.2.2.1. Agentes absorbedores

Los absorbentes comunes actuales son productos de un solo uso compuestos de gel de
silice o celulosa recubierta de plastico (Han et al., 2018) y generalmente no tienen
funcionalidad antimicrobiana o su actividad antimicrobiana cesa cuando se administran
todos los agentes antimicrobianos. (Guirado-moreno et al., 2022).

Los agentes absorvedores se aplican dependiendo de la aplicacién, pueden estar
asociados a la absorcién de oxigeno, humedad, etileno o diéxido de carbono. Parar
conseguir efectos especificos se utilizan sustancias como la zeolita, celulosa, carbén
activado, gel de silice, iones de hierro, acido ascoérbico, permanganato de potasio e
hidréxido de calcio. (Wyrwa & Barska, 2017)

Los absorbentes de liquidos que contienen dos o mas capas estan hechos de polimeros
sintéticos, en cuya estructura hay sustancias higroscoépicas, que absorben liquidos en
carnes y pescado. (Wyrwa & Barska, 2017)

Los eliminadores de humedad mas simples estan hechos de materiales absorbentes
como gel de silice, zeolitas, fibras de celulosa o cloruro de sodio. (Wyrwa & Barska, 2017).
Los polimeros superabsorbentes tipicos incluyen sales de poliacrilato,
carboximetilcelulosa y coopolimeros de injerto de almidon, que tienen una fuerte afinidad

con el agua. (Benbettaieb, 2014).
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Mediante el uso de captadores de oxigeno, es posible controlar el oxigeno residual dentro
del embalaje, lo que evita un mayor deterioro de la calidad de los productos envasados.
Las tecnologias de captacion de oxigeno comercializadas en el mercado se basan
principalmente en la oxidacion de polvo de hierro, oxidacion de materia colorante
fotosensible, oxidacion de &cido ascorbico, oxidacion enzimatica utilizando glucosa
oxidasa, acidos grasos insaturados o levadura inmovilizada sobre un sustrato sélido, sin
embargo, uno de los mas eficaces, se basa en la oxidacion del hierro y sales ferrosas
mediante bolsitas, almohadillas, tiras o etiquetas que contienen polvo de hierro. En la
innovacion de la tecnologia de envasado de alimentos de incorporan absorbentes de 02
en los componentes plasticos del film, bandeja o caja del envase.

Como captadores de oxigeno se utilizan compuestos facilmente oxidables (hierro en
polvo, acido ascérbico, acidos grasos insaturados e hidrocarburos insaturados), enzimas

(glucosa oxidasa y alcohol oxidasa) o colorantes fotosensibles. (Wyrwa & Barska, 2017).

5.2.2.2. Agentes liberadores

El empaque de liberacién controlada es un grupo de tecnologias que utiliza materiales de
empaque como un sistema de entrega para liberar compuestos activos (como
antimicrobianos, antioxidantes, enzimas, sabores y nutracéuticos) C

El principio de los sistemas de difusion o emisores se basa en emitir los gases deseados
al espacio superior del paquete para impactar positivamente en el alimento envasado,
retardar procesos adversos y asegurar la extension de la vida util. Los emisores de gases
mas utilizados se basan en la liberaciéon de etanol (C2H50H), di6xido de azufre (SO2) y
CO2.

Los principales sistemas de liberacion en envases activos se basan en liberadores de
antimicrobianos, antioxidantes, etileno, diéxido de carbono y sabor.

En los emisores de CO2, se encuentran disponibles sobres que utilizan acido ascérbico
y carbonato ferroso o acido ascorbico con bicarbonato de sodio para absorber el O2 y
generar un volumen equivalente de CO2. (Benbettaieb, 2014). el CO2 se aplica
ampliamente en la industria alimentaria para prolongar la vida Gtil y preservar la calidad.

En general, se preferirian altas concentraciones de CO2 para la carne fresca, el pescado,
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las aves y las frutas no climatéricas para reducir eficazmente el crecimiento de
microorganismos, lo que aumenta la fase de retraso y el tiempo durante la fase de
microorganismos logaritmicos a través de un complejo conjunto de mecanismo.

Los antioxidantes pueden integrarse en las peliculas poliméricas de embalaje como
material de recubrimiento sobre la superficie de los alimentos para limitar la oxidacion de
los componentes grasos. Los antioxidantes naturales serian una alternativa viable a los
antioxidantes sintéticos ya que son biodegradables y son materiales seguros, hoy en dia,
los investigadores se centran en incorporar antioxidantes naturales en peliculas basadas
en biopolimeros para aplicaciones alimentarias.

Lograr una liberacion controlada adecuada de agentes en AP es fundamental para
mantener la concentracién de sustancia activa por encima de la concentracion minima
inhibidora contra microorganismos patdogenos o de deterioro durante la vida uatil del
producto, desde este punto de vista, se han sugerido diferentes estrategias basadas en:
peliculas multicapa, mezcla inteligente de biopolimeros, entrecruzamiento de matrices,
tecnologia de encapsulaciéon e incorporacion de diversos tipos de &cidos grasos. (Soltani
Firouz et al., 2021).

Los emisores de dioxido de carbono se utilizan a menudo con captadores de oxigeno. En
tales sistemas, el oxigeno absorbido por un eliminador de oxigeno se reemplaza
directamente con di6xido de carbono.

El grupo mas numeroso de emisores esta formado por sustancias antimicrobianas que
se utilizan en el interior de los envases. Estas sustancias pueden afadirse a los envases

de diferentes formas, como:

e Bolsitas o tapetes con compuestos antimicrobianos volatiles.

e Sustancias activas incrustadas en la estructura del polimero.

e Sustancias activas aplicadas a la superficie del polimero.

e Sustancias activas inmovilizadas sobre el polimero mediante enlaces ionicos y
covalentes.

e Peliculas de embalaje, que tienen propiedades antimicrobianas. (Wyrwa & Barska,
2017).
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5.2.2.3. Capacidad antioxidante

En los envases activos se utiliza un método que evite la oxidacién de alimento mediante
la liberacién controlada de sustancias activas naturales o sintéticas. (Chacha et al., 2022)
Son de particular interés los antioxidantes obtenidos de fuentes naturales como especias
y hierbas debido a los beneficios para la salud y seguridad en comparacién con los
antioxidantes sintéticos. Los antioxidantes naturales contienen compuestos fendlicos los
cuales donan &tomos de hidrogeno para apagar los radicales libres mientras permanece
estable debido a la deslocalizacion del anillo aromatico se los electrones desapareados.
(Nwakaudu et al., 2019). (Chacha et al., 2022)

Los Aceites esenciales poseen sustancias activas antioxidantes y se pueden obtener a
partir de especias y hierbas. Por lo anterior, los AE son considerados como antioxidantes
naturales o agentes antibacterianos para preservar y mejorar la calidad general de la
carne y sus productos. (Chacha et al., 2022).

Los antioxidantes naturales pueden interactuar con el producto alimenticio y el espacio
libre del paquete, lo que protege a lo productos alimenticios contra la oxidacion.

El empaque activo que incorpora antioxidantes al polimero representa una alternativa
para los sistemas de captacion de oxigeno ya que permite la liberacion controlada de
antioxidantes. Los agentes activos contenidos en el envase pueden actuar por
mecanismo de liberacién: donde el agente activo migra a los alimentos mediante difusién
y particion y luego el efecto disminuye con el tiempo, contacto directo: donde el efecto
deseado se consigue a través de la superficie de contacto sin difusion, y por evporaciéon-
liberacion: que ocurre dentro del espacio libre de los envases sin contacto entre el envase

y el alimento. (Benbettaieb, 2014).

5.2.2.4. Capacidad antimicrobiana

La utilizacion de agentes antimicrobianos en los envases de alimentos es beneficiosa
para prevenir el crecimiento de microbios y bacterias que se pueden encontrar en los
alimentos envasados o en los materiales de envasado y, por lo tanto, aumenta la vida util
de los productos alimenticios. Las investigaciones realizadas en este campo muestran
que las peliculas antimicrobianas son mas efectivas en comparacion con la adicion
directa de agentes antimicrobianos a los alimentos porque la combinacion de agentes

antimicrobianos se libera lentamente desde la superficie de la pelicula del empaque a los
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productos alimenticios con la concentracion requerida para prevenir el crecimiento
microbiano. (Soltani Firouz et al., 2021).

La capacidad antimicrobiana se refiere a la capacidad del material de inhibir el
crecimiento de bacterias. Los sistemas de envasado antimicrobianos estan disefiados
para inhibir el crecimiento de microrganismos patdégenos y deteriorados en envases
activos. (Yildirim & Rocker, n.d.).

Los aceites esenciales extraidos de plantas como el cilantro, el clavo, el romero, el
orégano, la hierba de limon, el arbol del té, la albahaca y el hinojo tienen un gran impacto
en la inhibicion del crecimiento de microorganismos. Esto crea un buen potencial en su
uso como aditivos antimicrobianos para aplicaciones de envasado de alimentos. (Soltani
Firouz et al., 2021).

Los Aceites esenciales poseen sustancias activas, con caracteristicas antibacterianas y
antioxidantes gracias a los terpenoides, terpenos, fenilpropenos y otros compuestos con
azufre y nitrdgeno que se han encontrado en los componentes quimicos antibacterianos
de los AE. (Chacha et al., 2022).

Los envases antimicrobianos de alimentos actldan para extender la fase de retraso y
reducir la fase de crecimiento de los microorganismos, extendiendo asi su vida util y

manteniendo la calidad y seguridad del producto. (Benbettaieb, 2014).

5224.1. Estado del arte actividad antimicrobiana

En los sistemas de envasado antimicrobianos se han incorporado en la Ultima década
agentes antimicrobianos como aceites esenciales, acidos organicos, bacteriocinas,
enzimas, metales y 6xidos metélicos, asi como sus nanoparticulas, en diversas matrices
poliméricas y se demostré que estas peliculas antimicrobianas son eficaces contra una
amplia gama de patégenos transmitidos por los alimentos y microorganismos de
descomposicion en medios de laboratorio y aplicaciones alimentarias reales. (Yildirim &
Rocker, n.d.).

Se describieron los principales modos de accion con respecto a la actividad
antimicrobiana de los Aceites Esenciales o sus componentes principales: cambios en la
morfologia de la célula (cinamaldehido, eugenol y timol), alteracion de la membrana
citoplasmatica (carvacol, eugenol, timol y orégano), alteracion de la membrana externa

en bacterias Gram negativas (tomillo), cambios en las propiedades de la membrana

XXV



(carvacol, timol y romero), alteracion del potencial de membrana (carvacol, timol, canela,
cilantro, y orégano), alteracion de la homeostasis del pH intracelular (carvacol), alteracién
de la respiracion celulra (canela y orégano), inhibicion de enzimas particulares (alicina,
cinamaldehido y eugenol), inhibicion de la division celular (cinamaldehido) cambios en el
transcriptoma (alicina y timol), cambios en el proteoma (carvacol y timol) y cambios en la

produccion de toxinas (carvacol y orégano). (Maisanaba et al., 2016).

5.3. Deterioro alimentario por flora contaminante

Los contaminantes son sustancias que no han sido afadidas intencionadamente a los
alimentos, pero que se encuentran en los mismos como resultado de las distintas etapas
que siguen a lo largo de toda la cadena alimentaria: produccion, fabricacion,
transformacion, preparacion, tratamiento, acondicionamiento, envasado, transporte y
almacenamiento; o como consecuencia de la contaminacién medioambiental.

Una enfermedad o infeccién transmitida por alimentos es cualquier enfermedad
gastrointestinal resultante de la ingestion de alimentos contaminados alterados por una
entidad patdgena, como bacterias, hongos, virus, mohos, protozoos o parasitos.

Podria haber innumerables géneros microbianos que pueden estar involucrados en el
deterioro de los alimentos: moldes, levaduras fermentativas y oxidativas,
pseudomonasdaceas, neisseriaceas, enterobacterias, micrococcaceas, bacterias de
acido lactico y corineformes.

Dependiendo de las categorias de alimentos, prosperan microorganismos especificos, lo
gue provoca deterioro y las consiguientes enfermedades transmitidas por los alimentos.
Dependiendo de la naturaleza de los alimentos sometidos, los microorganismos
provocaran cambios en la apariencia, sabor, olor y otras cualidades de los alimentos.
Estos procesos de deterioro incluyen:

* Putrefaccion: En alimentos enriquecidos con proteinas, en presencia de microbios
proteoliticos, una mezcla de aminoacidos, aminas, amoniaco y H2S.

* Fermentacién: donde los microbios sacaroliticos actuaron sobre los alimentos con
carbohidratos para producir una mezcla de acidos organicos, alcoholes y gases.

* Rancidez: se puede observar en alimentos ricos en lipidos que estan putrefactos con
indicacion de olor desagradable con produccion de acidos grasos y glicerol debido a la

accion de microbios lipoliticos. (Majumdar et al., 2018).
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5.3.1. Principales agentes corruptores de alimentos

Segun el origen del contaminante, existen diferentes tipos: bioldgicos, quimicos y fisicos.
Todos los alimentos son suceptibles de ser contaminados con cualquiera de estos
origenes.

Contaminantes bioldgicos. Los contaminantes biolégicos en alimentos son sustancias
producidas por seres vivos. Aqui se incluye la contaminacion bacteriana, la
contaminacion viral o la contaminacion por parasitos que se transmiten por la saliva, los
excrementos de las plagas, la materia fecal o la sangre. Los agentes infecciosos suelen
ser: bacterias, virus, protozoarios, toxinas, parasitos, hongos, entre otros.
Contaminantes quimicos. Son sustancias quimicas que entran en contacto con el
producto y pueden llegar a ser nocivos o téxicos a corto, mediano y largo plazo. Las
fuentes de contaminacion quimica mas comunes en alimentos son: productos de
limpieza, pesticidas, herbicidas, plaguicidas, metales pesados, plasticos, conservantes,
toxinas naturales.

Contaminantes fisicos. Son aquellos objetos presentes en ellos que no deben
encontrarse alli. Algunos de los principales contaminantes fisicos son: huesos, astillas,
espinas, cascaras, plasticos, cristales, porcelana, trozos de madera y metal, objetos

personales, cabellos, ufias, materiales de envasar o empacar, plagas como insectos.

5.3.2. Agentes patdgenos corruptores de alimentos

5.3.2.1. Staphylococcus aureus

La intoxicacion alimentaria por estafilococos se encuentra entre las causas mas
frecuentes de gastroenteritis en todo el mundo. Es resultado de la ingestion de una o mas
enterotoxinas estafilocécicas preformadas en los alimentos contaminados con
estafilococos. Los agentes etioldgicos de la intoxicacién por estafilococos son miembros
del género Staphyloccoccus, del que predomina Staphylococcusd aureus. Esta forma de
intoxicacién alimentaria se considera una intoxicacion y no implica infeccion ni
crecimiento de bacterias dentro del huésped. (Park & Seo, 2019).

Los alimentos contaminados con una o mas enterotoxinas, producidas por algunas
especies y cepas de estafilococos, desarrollan S. gastroenteritis.

S. aureus posee propiedades de resistencia Unicas que facilitan su contaminacién y

crecimiento en los alimentos, es uno de los patbgenos humanos que no forman esporas
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y es resistente al estrés ambiental y puede sobrevivir en periodos prolongados en un
estado seco.

La temperatura de crecimiento de S. aureus oscila entre 6 y 48°C, su crecimiento 6ptimo
es de 35y 41°C. La tolerancia al pH varia de 4 a 10, con un crecimiento optimo entre pH
de6av.

Hoy en dia, la mayoria de las fuentes de intoxicacion por Staphylococcus son humanos
que contaminaron los alimentos durante la preparacion, ademas, tambien puede
itroducirse a través de equipos contaminados utilizados en el procesamiento de
alimentos. (Park & Seo, 2019).

Los estafilococos crecen en medios comunes, caldo o agar simple, pH = 7, temperatura
optima de 37°C. Las colonias son formadas en placa después de 18-24 horas de

incubacion, en las que aparecen redondeados, lisos y brillantes. (Feitosa et al., 2017).

5.3.2.2. Escherichia coli

Escherichia coli es un miembro de la familia bacteriana Enterobacteriaceae, es el
habitante comensal mas frecuente del tracto gastrointestinal de humanos y animales de
sangre caliente, asi como uno de los patégenos mas importantes. Vive en una asociacion
mutuamente beneficiosa con sus huéspedes y rara vez causa enfermedades. Sin
embargo, también es uno de los patégenos humanos y animales mas comunes, ya que
es responsable de un amplio espectro de enfermedades. (Allocati et al., 2013).
Escherichia coli normalmente coloniza el tracto gastrointestinal de los bebés humanos
pocas horas después del nacimiento. Por lo general, E. coli y su huésped humano
coexisten con buena salud y en beneficio mutuo durante décadas. (Kaper et al., 2004).
Entre los patdgenos intestinales hay seis categorias bien descritas: E. coli
enteropatégena (ECEP), E. coli enterohemorragica (ECEH), E. coli enterotoxigénica
(ECET), E. coli enteroagregativa (ECEA), E. coli enteroinvasiva (ECEI) y E. coli
difusamente adherente (ECDA).

Las infecciones urinarias son las infecciones extraintestinales por E. coli mas comunes y
son causadas por E. coli uropatogena (ECUP). (Kaper et al., 2004).

Las cepas de ECEP causan diarrea principalmente en nifios, particularmente en
condiciones de mala higiene, asi como en animales. ECEH es un patdgeno tipicamente

transmitido por los alimentos que causa colitis hemorragica. Los ECET son los patégenos
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mas comunes que causan diarrea del viajero con diarrea acuosa de leve a grave en
humanos de todas las edades. Las cepas de ECEA estan asociadas con diarrea
persistente en humanos y han sido reconocidas como la causa de varios brotes de
enfermedades diarreicas en todo el mundo. ECDA causa diarrea particularmente en
nifios. (Allocati et al., 2013).

5.3.2.3 Aspergillus niger

Aspergillus niger es un hongo ascomiceto filamentoso que esta omnipresente en el medio
ambiente y ha sido implicado en infecciones oportunistas de humanos. Ademas de su
papel como patégeno humano oportunista, A. niger es econémicamente importante como
organismo de fermentacion utilizado para la produccion de acido citrico.

A. niger es un hongo filamentoso que crece aerobiamente sobre materia orgéanica en la
naturaleza se encuentra en el suelo y basura, en abono y en material vegetal en
descomposicion. Aspergilli. A. niger puede crecer en un amplio rango de temperatura de
6 a 47 °C con una temperatura relativamente alta 6ptimo entre 35 y 37 °C. El limite de
actividad del agua para el crecimiento es 0,88, que es relativamente alto en comparacion
con otras especies de Aspergillus, A. niger puede crecer en un rango de pH
extremadamente amplio: 1,4-9,8.

Se dividié el género Aspergillus en grupos segun el color de las conidiosporas. Apergilli
con esporas de color marrén a negro constituyen el grupo A. niger, aunque los miembros
de este grupo varian cpnsiderablemente, solo unos pocos difieren tan claramente de los
gue la mayoria pueden clasificarse facilmente como especies separadas (por ejemplo, A.
carbonarius, A. japonicus, A. ellipticus, A. heteromorphus y A. aculeatus) la mayoria
marrén. Los Aspergillus negros pertenecen al otro gupo de especies, los cuales son
dificiles de distinguir siendo A. ficuum, A. phoeni-cis, A. niger, y A. awamori las mas
destacadas.

Otro grupo potencial de toxinas, conocido como ocratoxinas, comprende al menos siete
metabolitos secundarios estructuralmente similares, de los cuales la ocratoxina A (OA)
es el mas téxico. Los hongos de almacenamiento conocidos principalmente por su
produccion de OA incluyen Aspergillus ochraceus, Aspergillus alliaceus, Aspergillus
ostianus, Aspergillus mellus, Aspergillus niger y Aspergillus carbonarius. (Schuster et al.,
2002).
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5.3.3. Actividad bactericida/ bacteriostatica

La actividad bactericida es la capacidad de matar a mas del 99.9% de las bacterias,
mientras que la capacidad bacteriostética es la capacidad del biomaterial para inhibir el
crecimiento de bacterias. Las dos tienen gran importancia clinica.

La Concentracion Minima Bactericida (CMB) es la concentracion mas baja de Aceite

Esencial para matar el 99.9% o mas de un inoculo de bacterias. (Maisanaba et al., 2016).

5.3.4. Cuenta minima inhibitoria.
La cuenta minima inhibiitoria es la concentracion més baja de un agente antibacteriano
expresada en mg/l (L g/mL) que, en condiciones in vitro estrictamente controladas,

previene por completo el crecimiento visible de la cepa de prueba de un organismo.
Se utilizan los siguientes métodos para determinarla

1. Métodos de dilucion.

e Enagar.

e En medio liquido micrométodo/ microdilucion macrométodo/ macrodilucion.

2. Métodos en gradiente

e Tiras impregnadas con un gradiente de concentracion predefinido de antibiético.
(Kowalska-krochmal & Dudek-wicher, 2021).

La Cuenta Minima Inhibitoria (CMI) se determina como la concentracion mas baja de

Aceite Esencial que crea una zona de inhibicion visible. (Maisanaba et al., 2016).

La Concentracion Minima Bactericida (CMB), se define como la minima concentracion de
antimicrobiano que elimina a mas del 99.9% de los microorganismos variables después
de un tiempo determinado de incubacion (generalmente 24 horas). (HORNA QUINTANA
et al., 2012).
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VI.  MATERIALES Y METODOS
La obtencion de los materiales base utilizados se llevd a cabo en el laboratorio de
Inocuidad Y Empaques en el Departamento de Ciencia y Tecnologia de Alimentos
(DCTA) en la UAAAN, las probetas se elaboraron en el laboratorio de * y * en el Centro
de Investigacion en Quimica Aplicada, la Espectroscopia Infrarroja por Transformadas de
Fourier (FTIR) se realiz6 en el laboratorio de Caracterizacion en el DCTA en la UAAAN,
la evaluacion de las propiedades antimicrobianas y de solubilidad se llevaron a cabo en

el laboratorio ** en el DCTA en la UAAAN. La metodologia se realizo en cuatro etapas:
6.1. Etapa No. 1 Obtencion de los materiales base.

6.1.1. Obtencién de polysuccinimida
La Polysuccinimida fue obtenida mediante policondensacion térmica del acido
Aspartico de acuerdo con la siguiente metodologia proporcionada por *:

- Colocar de 30-100g de acido aspartico en un vaso de precipitado de 500 mL de
capacidad.

- Llevar una parrilla de calentamiento a 250-300°C manteniendo en constante
agitacion con ayuda de una espatula.

- Retirar de la parrilla cuando el acido aspartico se torne a un color rosa coral y dejar
enfriar a temperatura ambiente.

- Enseguida, tomar una muestra de 3g del resultante y someterla a una serie de
lavados dentro de un embudo con papel filtro que consisten en: 5mL de &cido
clorhidrico al 0.1%, posteriormente 5mL de agua destilada, después 15mL de
solucion saturada de bicarbonato de sodio, y por ultimo, 5mL de agua destilada.

- Al terminar los lavados llevar a secar la muestra con el papel filtro a 60°C por 24
horas.

6.1.2. Obtencién de la microcelulosa
La microcelulosa se obtuvo al someter las fibras de lechuguilla a un procedimiento que
consistia en lo siguiente:
- Secar las fibras de lechuguilla aproximadamente por 6 horas, transcurrido el
tiempo, cortarlas de manera uniforme de un grosor de aproximadamente 1cm con

ayuda de tijeras o de guillotina.
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- Levar las fibras a una solucion de &cido sulfurico (H2SO04) al 4% vy agitar
constantemente durante 1 hora a temperatura ambiente, terminado el tiempo,
realizar lavados a las fibras hasta conseguir un pH neutro.

- Realizar una cloracion con Cloruro de sodio (NaClO) al 3.5% con agitacion
constante durante 1 hora a 30°C. Terminado el tiempo, realizar lavados a las fibras
hasta conseguir un pH neutro.

- Someter las fibras a un tratamiento alcalino con Hidroxido de sodio (NaOH) al 5%
manteniendo en agitacion constante por 2 horas a una temperatura de 60-70°C.
Transcurrido el tiempo realizar 4 lavados con agua destilada.

- Realizar una segunda cloracion con Cloruro de sodio (NaClO) al 0.5%, mantener
en agitacion constante durante 1 hora a temperatura ambiente. Terminado el
tiempo realizar lavados con agua destilada hasta llegar a un pH neutro.

- Retirar el exceso de agua a las fibras y llevarlas a un horno de secado * a 60°C
durante 24 horas.

- Una vez que las fibras estén secas, realizar una molienda de por medio de un
molino * ellas hasta conseguir un polvo fino.

La microcelulosa obtenida se sometié a una acetilacion en la que se sigui6 la metodologia
obtenida de *:

Depositar en un matraz bola de 500mL una muestra de 18g de la microcelulosa tratada,
4.23qg de acido tartarico y 450mL de acido acético. Conectar el matraz bola un refrigerante
de espiral con un recipiente de agua con hielo y colocar sobre una parrilla de
calentamiento para someter la mezcla a ebullicién a 120°C. (El tiempo de acetilacion tuvo
tres variaciones las cuales fueron durante 1 hora, 3 horas y 5 horas para conseguir
caracteristicas diferentes en las probetas elaboradas).

Pasado el tiempo, vaciar la solucion a un embudo con papel filtro para realizar lavados a
la microcelulosa acetilada con agua destilada hasta conseguir un pH neutro. Enseguida
llevar a secar la microcelulosa a 60°C durante 24 horas.

6.1.3. Obtencion AEO

El AEO fue proporcionado por el CIRENA (Centro de Investigacion en Recursos Naturales
de Salaces Jiménez Chihuahua) y fue obtenido mediante arreste de vapores y

caracterizado como una muestra alta en timol, por medio de una cromatografia de gases.
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6.2. Etapa No. 2 Elaboracioén de las probetas

Con los distintos materiales base se elaboraron 5 mezclas diferentes para realizar 5
probetas diferentes variando el tiempo de acetilacion de la Microcelulosa empleada, las
mezclas realizadas se transportaron a CIQA para elaborar las probetas en dos 2 etapas,
las cuales fueron: extrusion, en la que se obtuvo una masa en forma de tira larga por
medio de * y después se paso al termoconformado, para darle forma de placa mediante
una prensa caliente y una prensa fria.

6.2.1. Composicion de las probetas

Las probetas elaboradas consistieron en 5 tratamientos diferentes en los que en su
composiciéon se diferenciaba las horas de acetilacion a la que fue sometida la
microcelulosa empleada como material base, ademas se uso6 un testigo en el que no se
afadio polietilenglicol como agente plastificante, las especificaciones de la proporcion de
los materiales empleados para cada probeta se encuentran en la tabla *.

Tabla 2. Proporcién de los materiales para cada tratamiento de probeta elaborada.

Material Proporcion

Probeta 1 mc Probeta 2 (vc Probeta 3 mc Probeta4 wmc Probeta5 (e

sin acelitar) 1hr acetilacion) 3hr acetilacion) 5hr acetilacion) 5hr acetilacion)
Microcelulosa (Mc) 22% 22% 22% 22% 22%
Polisuccidimida 22% 22% 22% 22% 22%
Almidoén 22% 22% 22% 22% 22%
Glicerol 27.45% 27.45% 27.45% 27.45% 30.05%
Polietilenglicol 3.05% 3.05% 3.05% 3.05% -
Aceite Esencial de 3.5% 3.5% 3.5% 3.5% 3.5%

Orégano (AEQO)

e Elaboraci{on propia

6.2.2 Extrusion
Las condiciones de la extrusion consistian en meter cargas de 13g de mezcla durante 3
minutos dentro del equipo a 60rpm y una temperatura de 150°C, una vez cumplido el

tiempo, se sacaba el material del equipo para enseguida meter otra carga hasta terminar
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todo el material de cada probeta. Se realizaba limpieza del equipo para pasar de una

mezcla de probeta a otra para evitar contaminacion.

6.2.3 Termoconformado

Se utiliz6 cargas de 30g de muestra obtenida de la extrusidon para elaborar cada probeta,
el material se depositaban uniformemente dentro de las placas y se pasaban a las
prensas; primero en una prensa caliente pero sin presion para fundir el material a 300°F
durante 5 minutos, después se sometia a 25T de presidén en esta misma prensa durante
7 minutos, una vez cumplido el tiempo se cambiaba las placas a una prensa fria en donde
se sometian a 25T de presion durante 10 minutos, por ultimo, se retiraban las placas de

la prensa y se colocaban en una mesa para retirar la probeta de las placas.

6.3. Etapa No. 3 Caracterizacién quimica de los materiales base

6.3.1. Espectroscopia infrarroja por transformadas de Fourier (FTIR)

Se realiz6 la determinacion quimica de las materias primas y de las probetas obtenidas
por el entrecruzamiento realizado en el extruder mediante espectroscopia infrarroja por
transformadas de Fourier con un equipo PerkinElmer UATR Two del laboratorio de

caracterizacion de la UAAAN.

6.3.2 Grados de sustitucion de la Mc acetilada

Para determinar los grados de sustitucion se siguid la metodologia proporcionada por *.
Se utilizo 1 g de muestra de microcelulosa acetilada la cual se coloc6 en un matraz de
250 mL al que se le afiadieron 50 mL de etanol al 75% en agua destilada. Se coloco el
tapdn al matraz y se agité levemente con las manos en movimientos circulares, se llevo
a calentamiento a 50°C durante 30 minutos, se enfrié a temperatura ambiente y se afladié
40 mL de KOH 0.5M. Se calcul6 el exceso de élcali con HCI 0.5 M utilizando fenolftaleina
como indicador. La solucion valorada se dejé reposar durante 2 horas y transcurrido el
tiempo se tituld cualquier alcali adicional que pudiera haberse lixiviado de la muestra.

Se utiliz6 una muestra de blanco utilizando la microcelulosa sin haber sido sometida a
acetilacion para usar los datos en la formula empleada.

El porcentaje de acetilo se calcul6 con la siguiente formula:
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% acetilo

(V usado en la titulacién del blanco — V usado en la titulacion de la muestra)

_ * M HCL x 0.043 +100
g de muestra

6.4. Etapa No. 4 Evaluacién de las propiedades antimicrobianas y solubilidad

6.4.1. Antimicrobianas

Los materiales preparados se sometieron a pruebas de actividad antimicrobiana,
mediante la prueba de la escala de Mcfarland contra un microorganimos gram positivo
(S. aureus) y uno gram negativo (E. coli) y difusion en placa contra un hongo (Aspergillus
niger). Todos los microorganismos de importancia alimentaria. Las cepas provenian de
la coleccién del laboratorio de Inocuidad y Empaques dentro del Departamento de Cienci
y Tecnologia de Alimentos, previamente caracterizadas macroscopicamente mediante
una siembra en placa en agar selectivos para cada uno de los microorganismos en
cuestién utilizando Eosina Azul de Etileno (EMB), para E. coli; Infusién Cerebro Coraz6n
(BHI), para S. aureus y agar papa dextrosa para A niger, ademas fueron caracterizados
microscépicamente mediante su observacion en microscopio Optico de acuerdo a los

lineamientos para la tincion de Gram. Las pruebas cuentan de las siguientes fases:

6.4.1.1. Preparacion de un in6culo infeccioso equivalente al tubo nimero 4 de la
escala de McFarland y medicién de suspensiones bacterianas en opacidad.

Las bacterias Escherichia coli y Staphylococcus aureus fueron reactivadas en el medio
de enriquecimiento infusién cerebro corazén BD Bioxin para las dos bacterias: se colocé
0.001 mL para cada una de las cepas con una asa bacteriolégica calibrada en un tubo de
ensaye con 7 mL de caldo preparado, esta operacion se realizd 5 veces por cada bacteria
para obtener 5 tubos de Escherichia coli y 5 tubos de Staphylococcus aureus los cuales
se llevaron a incubacién a 37°C durante el tiempo necesario en el que se alcanzara la
absorbancia requerida equivalente al tubo niumero 4 de la escala de McFarland (0.6815
nm). Esta medicion se realizé en un espectrofotometro Genesys 10 UV-Vis a 540 nm.
Cuando los tubos con el inoculo infeccioso alcanzaron un nivel de absorbancia de 0.6815
nm, se prepard por separado, 5 tubos equivalentes a las 5 repeticiones por cada

tratamiento realizado para inocular con Escherichia coli y 5 tubos equivalentes a las 5
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repeticiones por tratamiento realizado para inocular con Staphylococcus aureus, cada
tubo contenia 7 mL de medio de medio de enriquecimiento infusion cerebro corazon
ademas de una muestra de placa de 0.01 g, ademés de que se dejo reposar los tubos
con la infusion cerebro corazon y la muestra de la placa por 24 antes de inocular (en total
se obtuvieron 25 tubos para inocular con E. coliy 25 para inocular con S. aureus), ademas
se prepararon 5 tubos con muestra de placa pero sin inoculo infecciosos para usar como
testigo al medir la absorbancia.

Pasadas las 24 horas de reposo de los tubos, se inoculo cada uno con el inoculo
infecciosos agregando 0.07 mL de este en el tubo correspondiente con la placa, las
especificaciones con el contenido de cada tubo se presentan en la tabla *, (las cantidades
presentadas corresponden a cada tratamiento de las bacterias empleadas para el

analisis, es decir, se realiz6 una serie de tubos para E. coli y otra para S. aureus).

Tabla 3. Formulacién para tubos con inoculo infeccioso de E. coliy S. aureus con

muestra de placa para medicion de cinética de crecimiento.

Muestra de placa Infusién cerebro Inoculo
Tratamiento  Repeticion corazén infeccioso con
absorbancia de
0.6815 nm
1 1 7 mL 0.7mL
2 7 mL 0.7mL
3 7 mL 0.7mL
4 7 mL 0.7mL
5 7 mL 0.7mL
2 1 7 mL 0.7mL
2 7 mL 0.7mL
3 7 mL 0.7mL
4 7 mL 0.7mL
5 7 mL 0.7mL
3 1 7 mL 0.7mL
2 7 mL 0.7mL
3 7 mL 0.7mL
4 7 mL 0.7mL
5 7 mL 0.7mL
4 1 7 mL 0.7mL
2 7 mL 0.7mL
3 7 mL 0.7mL

XXXV



4 7 mL 0.7mL
5 7 mL 0.7mL
5 1 7 mL 0.7mL
2 7 mL 0.7mL
3 7 mL 0.7mL
4 7 mL 0.7mL
5 7 mL 0.7mL

* Elaboracion propia

Se llevaron a inocular todos los tubos preparados a 37°C en una incubadora * y se

estuvieron haciendo mediciones de opacidad en un espectrofotometro Genesys 10 UV-

Vis a 540 nm durante cada hora las primeras 12 horas, después cada 24, 48, 72 y 96

horas de incubacion.

6.4.1.2. Siembra en placa en agares selectivos y medicién de los halos de

inhibicion.

Para la siembra en placa y la medicidn de los halos de inhibicion se siguio la metologia

aportada por (Bernal R. & Guzmén, 1984).

Siembra de la muestra.

Sumergir un aplicador estéril de algodon dentro de una suspension del
microorganismo en estudio. No se deben de usar microorganismos sin diluir.
Enseguida sacar el aplicador de la suspensién sin sacarlo por completo del tubo y
rotarlo contra las paredes del ismo tubo para retirar el exceso del indculo.
Sembrar el inoculo de manera uniforme por la superficie del medio de cultivo con
el aplicador. Hacer la siembra en tres direcciones. Evitar que los inéculos a utilizar
estén muy concentrados o muy diluidos.

Dejar secar la superficie del medio sembrado de 5-20 minutos, durante el secado
la caja debe permanecer con la tapa cerrada.

Colocar las probetas sobre la superficie del agar ayudandose de un dispensador
o de pinzas estériles; con ellas, presionar las probetas ligeramente sobre el agar
para asegurar el contacto uniforme.

Depositar 6 discos alrededor y 1 en el centro (Fig *), dejar un espacio de
aproximadamente 2 cm entre disco y disco de manera uniforme; para evitar que

las zonas de inhibicion queden imbricadas. Colocar los antibidticos que difunden
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bien en la parte externa y los que producen halos de inhibicién producen pequefia
en las partes externas.

- Incubar inmediatamente las cajas o dentro de los proximos 30 minutos a 35°C. No
someter a temperaturas mas altas ya que algunas cepas de Staphylococcus
resistentes a la Meticilina pueden no detectarse. No incubas en camara de COx.

- Leer las cajas después de haber pasado de 16-24 horas de incubacion.

Medicion de los halos de inhibicion.

La zona de inhibicion se mide sobre una superficie obscura bajo una luz reflejada. Medir
el diametro de la zona de inhibicién incluyendo los 6mm del disco, colocando una regla
sobre el respaldo de la caja Petri manteniendo esta cerrada. Un resultado de 6 mm indica
que no hay zona de inhibicién. Si se usé agar sangre en la prueba se debe hacer la
medicion sobre la superficie removiendo la tapa de la caja Petri.

El punto final de inhibiciébn completa del crecimiento se estima a simple vista, a excepcion
de las sulfonamidas y para algunas especies de Proteus.

Si se requiere que el resultado sea rapido, se puede medir el diametro de la zona de
inhibicion después de 6-8 horas de incubacion, no obstante, estas lecturas se deberan

confirmar al término de incubaciéon de 18 horas.

6.4.2. Evaluacion de la solubilidad de las probetas

El porcentaje de solubilidad se determin6 segun lo reportado por Hernandez-Centeno et
al. (2021) con modificaciones. Para las pruebas se utilizé 1 g de muestra, la muestra se
coloc6 en un vaso de precipitado el cual contenia 15 mL de agua destilada, se llevo a
agitacion constante durante 6 horas a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo de
agitacion, el resultado se deposité en un papel filtro previamente secado en estufa de
conveccion forzada a 110° C durante 2 horas y se esper6 a que la mezcla estuviera
completamente filtrada, después se llevd a secado por 2 horas en una estufa de
conveccion forzada. Terminado el proceso se registraron los pesos. Las pruebas se

realizaron por triplicado.
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Para calcular el porcentaje de solubilidad se uso la siguiente formula, en donde se usaron
los datos de los pesos del papel filtro despues de haber sido secado durante 2 horas y
del restante del papel filtro con la muestra secado durante dos horas.

El porcentaje de solubilidad se calculé con la siguiente ecuacion:

% solubilidad = peso papel filtro con muestra seca

—peso del papel filtro secado sin muestra * 100
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VIl.  RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Caracterizacion quimica de los materiales base

Los materiales base elaborados fueron analizados por Espectroscopia Infrarroja por
Transformadas de Fourier para realizar la caracterizacion quimica, también se realizaron
los andlisis FTIR para cada tratamiento de las probetas elaboradas. Los resultados de la

caracterizacion quimica se presentan a continuacion.

7.1.1. Espectroscopiainfrarroja por transformadas de Fourier (FTIR)

FTIR Polisuccinimida elaborada.
Los resultados del FTIR realizado a la polisuccinimida se muestran en la siguiente gréafica:

Gréfica resultados de caracterizacion quimica de la polisuccinimida por analisis
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Figura 1. Gréfica resultados de caracterizacion quimica de la polisuccinimida por analisis
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En los resultados del FTIR realizado a la polisuccinimida elaborada, la banda de
relevancia en este caso es la banda en los 1700 cm”(-1), la cual es correspondiente a los
grupos carbonilo, estos se forman al reaccionar el acido aspartico lo que da la formacion

de la succinimida.

De acuerdo a lo reportado en la literatura de (Decana, 2015) las sefales 1795y 1703
cm? se asignan a los estiramientos simétrico y asimétrico del C=0 del anillo imida,

respectivamente.

FTIR microcelulosa acetilada

La microcelulosa elaborada a partir de fibras de lechuguilla en el presente experimento
fueron sometidas a acetilacion con tres tratamientos diferentes en el que variaba las hora
de acetilacion, los resultados de la caracterizacion quimica de la microcelulosa empleada
se muestran a continuacién, incluidos los resultados de la microcelulosa que no fue

acetilada.
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Figura 2. Grafica de resultados de la caracterizacién quimica por FTIR a la

microcelulosa acetilada y sin acetilar.

En la figura 3 se observa la grafica obtenida de los resultados del FTIR realizado a la
microcelulosa acetilada, donde la banda ubicada en alrededor de los 1700 cm
correspone a los grupos acetilo, se logra apreciar un estiramiento debido a la diferencia
en la intensidad conforme aumentan las horas de acetilacion. Ademas, en la banda
ubicada alrededor entre los 3300 y 3500cm™ correspondiente a los grupos hidroxilo O-H
se observa una disminucién en la intensidad debido a la sustitucién por grupos acetilo en
la microcelulosa empleada por el proceso de acetilacién al que fue sometida. Lo que
indica que la microcelulosa fue correctamente acetilada.

De acuerdo a lo reportado en la literatura de (Cheng et al., 2018) en donde los picos
aparecieron entre las bandas de 1735 cm™* y 1245 cm -1, fueron asignados a los

estiramientos de los grupos C=0 y CO de los grupos acetilo, lo que confirma que el
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proceso de acetilacion fue exitoso. El aumento en el valor de los grados de sustitucion
aumento la intensidad de absorcion de C=0 e indujo un cambio hacia los nimeros de
olas mas altos. Mientras tanto la disminucion de la intensidad de los OH en la banda de

estiramiento indico una acetilacion parcial de las muestras.

FTIR probetas elaboradas.

Se realizé la caracterizacion quimica de las 5 probetas elaboradas correspondientes a 5
tratamientos diferentes, en los que variaba las horas de acetilacion de la microcelulosa
empleada, ademas de una probeta testigo donde no se utilizo glicerol. Los resultados del

andlisis FTIR se muestran enseguida.

Transmitancia relativa

\
C-H

OH c=0
3370-3290 _?_%’f-l')l% 1 g = d l
4000 3000 2000 1000

Numero de onda (cm™)

Figura 3. Grafica con resultados de la caracterizacion quimica de las probetas por
medio de FTIR: T1; Mc 0 hr acetilacién, T2; Mc 1 hr acetilacién, T3; Mc 3 hr acetilacion,

T4; Mc 5 hr acetilacion, T5; 5 hr acetilacion y sin PEG.

En la figura 5 se muestran los resultados de los analisis FTIR realizados a cada probeta

por tratamiento elaborada, en ella se puede apreciar un estiramiento en la banda ubicada
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en los 3370-3290 cm”\(-1) correspondiente a los OH de los grupos hidroxilo, de igual
manera, se aprecia un ligero estiramiento en la banda ubicada en 2900 cm”(-1) por el
estiramiento de CH de los alcanos, es correspondiente a los grupo metilo ..., en la banda
ubicada en los 1717 cm”(-1) correspondiente a los grupos carbonilo

7.1.2. Grados de sustitucion de la Mc acetilada

Los resultados en cuanto a los grados de sustitucion y el porcentaje de acetilo obtenidos

por titulacién se muestran a continuacion.

Tabla 4. Grados de sustitucion y % de acetilacion de la microcelulosa acetilada (media

+ desviacién estandar)

Muestra GS % acetilo
OH mmmmmmmmemeeees e
1H 0.4167 + 0.1258P 10.030 + 2.7080°
3H 0.5733 + 0.0750% 12.863 + 1.70423b
SH 0.8667 £ 0.16502 18.777 £ 2.86302

2y b valores con diferentes literales del superindice en la misma columna indican
diferencias estadisticamente significativas (P<0.05) entre tratamientos. OH, microcelulosa

sin acetilar; 1H, acetilada por 1 h; 3H, acetilada por 3h; 5H, acetilada por 5h.

En la tabla 4 se muestran los resultados de los porcentajes de acetilacion y de los grados
de sustitucion realizados a las muestras de microcelulosa acetilada empleada para
elaborar las probetas en el presente experimento, tanto los grados de sustitucion como
el porcentaje de acetilacion no se presentaron en cantidades tan altas como las que se
esperaba, esto se ocurrid ya que se utilizé el acido acético como agente acilante, sin
embargo, este funciona mas como agente activador segun la literatura reportada y no es
el agente acilante adecuado; la funcién que cumple este es permitir la entrada de los

grupos acetilo y la sustitucion de los grupos hidroxilo.
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7.2. Evaluacion de las propiedades antimicrobianas y solubilidad
Como parte de la evaluacion de la efectividad del presente experimento, se realizo las
pruebas antimicrobianas de las probetas y el % de solubilidad para comprobar la

efectividad de la formulacién implementada en un uso como empagqgue activo.

7.2.1. Antimicrobianas

Se realizaron las pruebas antimicrobianas a las probetas elaboradas frente a
microorganismos gram positivo (Staphylococcus aureus), gram negativo (Escherihia coli)
y un hongo Aspergillus niger. Para las pruebas frente a las bacterias se utilizé la prueba
de medicion de la opacidad de acuerdo a la escala del tubo 4 de McFarland midiendo la
absorbancia de los tubos a 540 nm en un espectrofotometro Genesys 10 UV-Vis. Para
las pruebas contra Aspergullus niger se realizé la siembra en cajas Petri y se midieron
los halos de inhibiciéon para medir su eficacia.

7.2.1.1. Opacidad de acuerdo al tubo namero 4 de la escala de McFarland

Cinética de crecimiento E. coli.

Cinética de crecimiento E. coli
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Figura 4. Cinética de crecimiento de E. coli frente a las probetas elaboradas: Testigo;
mc sin acetilar, PEG 1; mc acetilada por 1 hr, PEG 2; mc acetilada por 3 hr, PEG 3; mc

acetilada por 5 hr, Glicerol; mc acetilada por 5 hr sin PEG.

De la figura 6 es posible apreciar la cinética para el crecimiento de la muestra de E. coli,
donde es posible apreciar que el testigo presenta un crecimiento sostenido desde la
primer hora de incubacién y presentando diferencias estadisticamente significativas con
con el resto de las muestras analizadas, la cuales evidencian reducciones de 0.3 ciclos
logaritmicos en promedio con respecto al testigo, siendo la muestra que contiene glicerol
como agente plastificante la que presenta el menor crecimiento seguido de la que
contiene microcelulosa acetilada por 5 h, dicho comportamiento puede deberse a que el
glicerol es referenciado como un agente antimicrobiano por si mismo, por lo cual pudo
haber potenciado dicho efecto en sinergia con el AEO.

Cinética de crecimiento de S. aureus

Cinética de crecimiento S. aureus
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Figura 5. Cinética de crecimiento de S aureus frente a las probetas elaboradas:
Testigo; mc sin acetilar, PEG 1; mc acetilada por 1 hr, PEG 2; mc acetilada por 3 hr,

PEG 3; mc acetilada por 5 hr, Glicerol; mc acetilada por 5 hr sin PEG.
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De la figura 7 es posible apreciar la cinética de crecimiento para S. aureus en presencia
de los materiales en estudio, donde es posible apreciar que las probetas funcionalizadas
con AEO presentaron diferencias estadisticamente significativas con respecto al testigo
con reducciones de hasta 0.7 ciclos logaritmicos destacandose las muestras conteniendo
glicerol como agente plastificante y la que contiene PEG y microcelulosa acetilada por 5
h. Comparando los resultados de la inhibicion del crecimiento de E. coli con los de S.
aureus es posible apreciar que el segundo evidencié mayor sensibilidad, esto obedece a
la naturaleza de su membrana celular ya que es un microorganismo gran positivo, los

cuales han sido reportados como altamente sensibles al AEO.

7.2.1.2. Halos de inhibicién

Para comprobar la capacidad de las probetas contra Aspergilulus niger, se realizé la
siembra de este en cajas Petri, se depositaron placas de tamafio y espacio uniforme entre
ellas y se llevaron a incubar el tiempo necesario que en este caso fue de 32 horas para
que se lograra diferenciar los halos de inhibicién y medirlos. Las muestras se realizaron
por triplicado por cada tratamiento, los resultados del promedio de cada muestra se

presentan mas adelante.

Tabla 5. Resultados del promedio de los halos de inhibicion de los diferentes
tratamientos frente a Aspergillus niger, T1; mc con 1 hora de acetilacibn mas PEG, T2;
mc con 3 hr de acetilacion mas PEG, T4; mc con 5 hr de acetilacion mas PEG, T4; mc

con 5 hr de acetilacion sin PEG.

Tratamiento Halo de inhibicion
1 0.5 mm
2 0.4 mm
3 0.5 mm
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4 0.3 mm

En la tabla 5 se muestran los resultados de los halos de inhibicion, todos los resultados
fueron un tanto similares, sin embargo, se logra apreciar que para el tratamiento 1 y el
tratamiento 3 los cuales corresponden a los que en la formulacién existia PEG ademas
de la mc acetilada por 1 hr y 5 hr respectivamente, estos fueron los dos mejores

tratamientos que presentaron capacidad antimicrobiana contra Aspergullis niger.

7.2.2. Solubilidad de las peliculas elaboradas

Las probetas obtenidas de cada tratamiento se sometieron a una prueba de solubilidad
mediante la metodologia porporcionada por *, en donde se colocé una muestra de 1 g en
50 mL de agua a agitacion constante durante 2 horas y se filtr6 el restante para obtener
resultados, las pruebas se realizaron por triplicado y se promediaron los resultados de
cada tratamiento. Los resultados de dichas prueba se muestran a continuacion:

Tabla 6. Resultados de la solubilidad de las probetas de los 5 tratamientos diferentes:
T1; Mc 0 hr acetilacion, T2; Mc 1 hr acetilacién, T3; Mc 3 hr acetilacion, T4; Mc 5 hr

acetilaciéon, T5; 5 hr acetilacion y sin PEG.

Tratamiento % Solubilidad
1 50.3333333
2 53.3
3 47.9
4 57.13333333
5 60.1

En la anterior tabla 6, se puede apreciar claramente la diferencia entre tratamientos de
acuerdo a los porcentajes de solubilidad, presentandose asi que el tratamiento con menor
porcentaje de solubilidad fue el 3 el cual estaba conformado por microcelulosa acetilada
durante 3 hr y una relacion de 90%-10% en cuanto a los plastificantes glicerol y
polietilenglicol respectivamente. Este resultado se comparé directamente con el

tratamiento niumero 5 que en su composicion estaba la microcelulosa acetilada por 5
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horas y una relacion de3l 100% de plastificante del glicerol, ya que este tratamiento
presento el nivel mas alto de porcentaje de solubilidad, los resultados para la solubilidad
de las probetas elaboradas con la nueva formulacion en donde se afiadié una relacion de
90%-10% de glicerol-polietilenglicol fueron satisfactorios por el hecho de que en los
tratamientos 1-4 bajo el nivel de solubilidad que era uno de los objetivos principales que
se buscaba al afiadir el nuevo plastificante. Como se menciond anteriormente, el
tratamiento numero 3 fue el tratamiento con menor porcentaje de solubilidad lo que lo
convierte en el mejor tratamiento de acuerdo a esta caracteristica, presentandose asi una
reduccion del 12% de la solubilidad en las peliculas al incorporar polietilenglicol en

compafiia del glicerol como plastificante.

Para comprobar la capacidad de las probetas contra Aspergilulus niger, se realizd la
siembra de este en cajas Petri, se depositaron placas de tamafio y espacio uniforme entre
ellas y se llevaron a incubar el tiempo necesario que en este caso fue de 32 horas para
que se lograra diferenciar los halos de inhibicién y medirlos. Las muestras se realizaron
por triplicado por cada tratamiento, los resultados del promedio de cada muestra se

presentan mas adelante.

Tabla 7. Resultados del promedio de los halos de inhibicion de los diferentes
tratamientos frente a Aspergillus niger, T1; mc con 1 hora de acetilacién mas PEG, T2;
mc con 3 hr de acetilacion mas PEG, T4; mc con 5 hr de acetilacién mas PEG, T4; mc

con 5 hr de acetilacion sin PEG.

Tratamiento Halo de inhibicion
1 0.5 mm
2 0.4 mm
3 0.5 mm
4 0.3 mm
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En la tabla * se muestran los resultados de los halos de inhibicion, todos los resultados
fueron un tanto similares, sin embargo, se logra apreciar que para el tratamiento 1 y el
tratamiento 3 los cuales corresponden a los que en la formulacion existia PEG ademas
de la mc acetilada por 1 hr y 5 hr respectivamente, estos fueron los dos mejores

tratamientos que presentaron capacidad antimicrobiana contra Aspergullis niger.

VIIl.  CONCLUSIONES

Se realizé un biococomposito a diferentes grados de hidrofilicidad usando como
materiales base almidén, microcelulosa a diferentes grados de acetilacion para cambiar
su hidrofilicidad, polisuccinimida, glicerol y polietilenfglicol como nuevo plastificante para
cambiar también el nivel de hidrofilicidad otorgado por el almidon, ademas de utilizar el
aceite esencial de orégano como agente funcionalizante, lo que lo convierte en un
empaque activo con capacidad antimicrobiana.

Se realizaron las pruebas antimicrobianas para probar la efectividad de las placas contra
un microorganismo gram positivo como S. aureur, uno gram negativo como E. coli y un
hogo como A. niger, se obtuvieron resultados satisfactorios para las 3 pruebas
antimicrobianas mostrando mas sensibilidad S. aureus ya que es un microorganismo
gram positivo, ademas de mostrar unos buenos halos de inhibicién contra A. niger, de
igual manera, se obtuvo una pausa en la cinética de crecimiento con E. coli.

Para comprobar si los grados de hidrofilicidad habian mejorado se realiz6 la prueba de
solubilidad en la que se obtuvieron de igual manera resultados satisfactorios ya que sa
comparacion de la anterior formulacién donde se usaba solamente el glicerol, en la nueva
formulacién donde se afiadio polietilenglicon, se logré disminuir a un 12% la solubilidad
en el tratamiento 3 donde se implementd microcelulosa acetilada a 3 horas.

Por lo que se concluye que los resultados obtenidos de acuerdo a las pruebas fueron

satisfactorios cumpliendo las necesidades del presente trabajo evaluado.
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