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Resumen

Este estudio consistio en sintetizar y caracterizar peliculas de quitosano — almiddén con
extracto de Melicoccus Bijugatus evaluando el tipo de solvente y la parte de la planta
utilizados. El extracto de hoja y de fruto del Melicoccus Bijugatus se obtuvo por medio del
método Sohxlet. Las peliculas fueron elaboradas con &cido acético y acido férmico sin
extracto para usarlas como referencia y con extracto al 0.5, 5 y 10%. Las peliculas sin
extracto elaboradas con &cido acético resultaron traslucidas, flexibles con coloracion
amarillenta siendo mas intensa en las elaboradas con acido férmico. Las peliculas de
quitosano — almidon elaboradas con &cido acético y extracto de hoja presentaron una
coloracion verde claro atribuida a la clorofila mientras que en las peliculas con extracto de
fruto fue percibida una coloracion naranja claro atribuida a la composicion fendlica, en
especial a la naringenina; ambas son traslicidas, flexibles y conforme va aumentando la
concentracion se presenté un aumento del espesor, lo que las hizo menos flexibles y opacas,
las peliculas elaboradas con acido formico adquieren estas mismas caracteristicas, pero con
una coloracion mas intensa. En las pruebas de contaminacion previa, se concluyd que en la
mayoria de los casos mejor6 de manera notable la tolerancia a los microorganismos
ambientales con respecto a la pelicula de referencia, sin embargo, para realizar las pruebas
antimicrobianas se realiz6 un proceso de pasteurizacion previa. En las pruebas
antimicrobianas se observo que las peliculas con mejores resultados son: QAfH5 y QAfH10.
Las peliculas se sometieron a pruebas fisicas de espesor, pH, propiedades Opticas
(transparencia y opacidad), Espectroscopia Ultravioleta — visible (UV — vis), Microscopia
Electrénica de Barrido (MEB), Analisis Termogravimétrico (ATG), Espectroscopia Infrarroja
por Transformada de Fourier (EITF), Resonancia Magnética Nuclear (RMN), Cromatografia
de Gases acoplado a Espectrometria de Masas (CGEM).
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Abstract:

This study consisted of synthesizing and characterizing chitosan-starch films with Melicoccus
Bijugatus extract, evaluating the type of solvent and the part of the plant that was used. The leaf
and fruit extract of Melicoccus Bijugatus was obtained by the Sohxlet method. The films were
elaborated with acetic acid and formic acid without extract to be used as reference and with 0.5, 5
and 10% extract. The films without extract elaborated with acetic acid turned out to be
translucent, flexible with yellowish coloration being more intense in those elaborated with formic
acid. The chitosan-starch films made with acetic acid and leaf extract showed a light green color
attributed to chlorophyll, while in the films with fruit extract a light orange color attributed to the
phenolic composition, especially naringenin, was perceived; both are translucent, flexible and as
the concentration increases, there was an increase in thickness, which made them less opaque, the
films made with formic acid acquire these same characteristics, but with a more intense
coloration. In the previous contamination tests, it was concluded that in most cases the tolerance
to environmental microorganisms with respect to the reference film was significantly improved,
however, to carry out the antimicrobial tests, a prior pasteurization process was carried out. In the
antimicrobial tests it was observed that the films with the best results are: QAfH5 and QAfH10.
The films were subjected to physical tests of thickness, pH, optical properties (transparency and
opacity), Ultraviolet-visible Spectroscopy (UV-vis), Scanning Electron Microscopy (SEM),
Thermogravimetric Analysis (ATG), Fourier Transform Infrared Spectroscopy (EITF), Nuclear
Magnetic Resonance (RMN), Gas Chromatography coupled to Mass Spectrometry (CGEM).
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Objetivos.

Objetivo general.

Se elaboraron peliculas delgadas a partir de Quitosano — Almidon con efecto antimicrobiano al
integrar extracto de hoja y extracto de fruto del Limoncillo (Melicoccus bijugatus) observando la

influencia del tipo de solvente y la concentracion del extracto.
Objetivos especificos.

++ Obtener el extracto de limoncillo (Melicoccus Bijugatus) por medio del método de
extraccion Sohxlet.

% Sintetizar peliculas de quitosano almiddn, agregando extracto de limoncillo en cantidades
de 0.5, 5y 10 % (v/v).

¢ Realizar pruebas de contaminacion previa y antimicrobiana a las peliculas contra diversos
microorganismos tales como bacterias mesofilicas aerobias, coliformes totales y hongos.

 Realizar pruebas fisicas de espesor, pH, propiedades dpticas (transparencia y opacidad),
Espectroscopia Ultravioleta — visible (UV — vis), Microscopia Electronica de Barrido
(MEB), Anélisis Termogravimétrico (ATG), Espectroscopia Infrarroja por Transformada
de Fourier (EITF), Resonancia Magnética Nuclear (RMN), Cromatografia de gases
acoplado a Espectrometria de Masas (CGEM).

Metas

++ Obtener el grado de Maestro en Ciencias en Ingenieria Quimica.
++ Asistir a un congreso nacional / internacional.

«» Publicar un articulo en una revista arbitrada o indizada.
Hipotesis

El uso de un solvente con un bajo nimero de carbonos para disolver el quitosano, potencia el
efecto antimicrobiano del mismo. La adicion del extracto de hoja y extracto de fruto del
limoncillo (Melicoccus Bijugatus), por su alto contenido fendlico, mejora considerablemente el

efecto antimicrobiano asi como diversas propiedades de las peliculas de quitosano-almidén. Con



las pruebas de caracterizacion se espera observar la influencia en el espesor, en el pH, en las
propiedades Opticas (transparencia y opacidad), la capacidad antioxidante, morfologia,
estabilidad térmica y grupos funcionales del extracto en la actividad antimicrobiana de las

peliculas.



Introduccion

Actualmente para obtener recubrimientos mas eficientes, se recurre a la mezcla de dos o mas
polimeros formadores de peliculas con el objeto de aprovechar las distintas caracteristicas
funcionales de cada uno de los componentes. Algunos trabajos de investigacion han reportado
recubrimientos compuestos de quitosano — almidon de arroz [1] y quitosano — almidon de maiz
[2], al aplicar estos recubrimientos se buscan fusionar las mejores caracteristicas de estos
materiales. Para optimizar las propiedades mecéanicas de las peliculas como deformacion,
resistencia a la ruptura, adhesividad y de barrera, se han realizado diversos estudios en los cuales
se ha evaluado la adicién de otros biopolimeros como almidén de papa [3], harina de arroz y

harina de platano [4].

El quitosano es un copolimero compuesto de unidades de 2-acetilamina-2-desoxi-p-D-(+)-
Glucopiranosa y 2-amino-2-desoxi-p-D-Glucopiranosa [5]. Su principal fuente es la quitina, la
cual es sometida a un proceso de desacetilacion en un medio alcalino, las condiciones de
temperatura, presion, concentracion y tiempo determinan el peso molecular del polimero y su

grado de desacetilacion.

Se ha mostrado una gran actividad antimicrobiana del quitosano, contra una amplia variedad de
microorganismos patdgenos y alterantes, incluyendo hongos, y bacterias Gram-positivas y Gram-

negativas [6].

Para las aplicaciones tanto de envasado como de recubrimiento, el control de permeabilidad al
agua y a gases (oxigeno y didxido de carbono) son caracteristicas que tienen mucha influencia en
la estabilidad de los alimentos durante el almacenamiento [7]. Por lo que se utiliza exitosamente

como empaque Yya que estas peliculas son transparentes, durables, flexibles y dificiles de romper.

El almiddon es el segundo biopolimero mas abundante y la materia prima mas usada en la
elaboracion de peliculas biodegradables, debido a que tiene buenas propiedades mecanicas, es
hidrosoluble, intrinsecamente antiestatica, renovable, abundante y versatil ya que se puede
modificar quimicamente. Se usan principalmente para disminuir el intercambio gaseoso ya que
actla como barrera a gases como el CO, y O,; asi como de aromas entre el medio ambiente y el
alimento [8]. El caracter hidrofilico de estas peliculas les confiere un aspecto quebradizo causado



por altas fuerzas intermoleculares, empleandose plastificantes como el glicerol, para aumentar la
flexibilidad de las peliculas debido a su capacidad de reducir los enlaces de hidrdgeno internos

entre las cadenas de los polimeros mientras aumentan el espacio molecular.

Los agentes antimicrobianos naturales derivados de fuentes tales como los extractos de plantas,
han sido reconocidos y utilizados durante siglos. Sin embargo, en los ultimos afios la

investigacion acerca de las propiedades antimicrobianas de estas sustancias ha aumentado.

Los extractos consisten en la fraccion no volatil de los principios activos, es decir, aquellos que
por no ser volatilizables o ser inestables con la temperatura, no se pueden obtener mediante
destilacién, sino que se obtienen mediante diversas técnicas de extraccion como son: HPLC,
extraccion en fluidos supercriticos, arrastre de vapor, extraccion por solucion, extraccion por

centrifugacion.
Contribucion de la investigacion

En este trabajo de investigacién se buscO evaluar la influencia del tipo de solvente y la
concentracion del extracto de hoja y extracto de fruto del Melicoccus Bijugatus (debido al
contenido fendlico encontrado en estos extractos), sobre peliculas de quitosano - almidén en la
inhibicion de bacterias y hongos (Mesofilicos aerobios, coliformes totales y colonias de hongo
Sclerotinia sclerotiorum (blanco), Penicillium digitatum (verde) y Aspergillus Niger (negro), se
sabe que los fenoles, son potentes antimicrobianos y no se ha demostrado hasta este momento
que esta sustancia produzca efectos cancerigenos sobre seres vivos, esto haria finalmente del
empleo de los extractos como uno de los métodos antimicrobianos mas seguros. Se realizaron
pruebas fisicas de espesor, pH, propiedades Opticas (transparencia y opacidad), Espectroscopia
Ultravioleta — visible (UV — vis), Microscopia Electronica de Barrido (MEB), Analisis
Termogravimétrico (ATG), Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (EITF),
Resonancia Magnética Nuclear (RMN), Cromatografia de Gases acoplado a Espectrometria de
masas (CGEM). Obteniendo en peliculas elaboradas con acido formico y extracto de hoja en
concentraciones de 5 y 10%, un mayor efecto antimicrobiano, mostrando una coloracion y
rigidez intensa en comparacion con las peliculas elaboradas con acido acético asi mismo estas
peliculas. En la caracterizacion de MEB presentaron un aspecto superficial no liso, asociada al

acido férmico.



Innovacion.

El limoncillo es un fruto sobre el que comienza a investigarse al respecto y los resultados
obtenidos han demostrado que este fruto tiene propiedades antibacterianas. Hasta el momento no
hay publicaciones donde se analice el efecto antimicrobiano combinado del limoncillo y sabiendo

de sus propiedades se busca mezclarlo con un componente ya demostrado como antimicrobiano

como es el quitosano.



Capitulo 1.- Marco Tedrico.

1.1. Quitosano

El quitosano es un heteropolisacarido que se encuentra en casi un tercio del total de la pared
celular de algunos hongos [9] e insectos y en el caparazén de los crustaceos. Sin embargo su

principal fuente de obtencion es mediante la desacetilacion alcalina de la quitina [10].

Es uno de los pocos polisacaridos cationicos naturales, considerado no tdxico y como un

polimero bioldgicamente compatible con los seres vivos [5].

Para cualquier polimero, la solubilidad y la viscosidad dependen de su peso molecular (M) ,
pero para el quitosano su efecto se extiende a sus propiedades bioldgicas, por lo que la
determinacion de su masa atdbmica adquiere una gran importancia, esto debido a que le confieren
al polimero capacidad antimicrobiana, antifungica y antioxidante. Si se logra conocer el peso
molecular y la conformacion de las moléculas del biopolimero, se pueden estimar una gran
cantidad de propiedades reoldgicas y mecanicas, como su coeficiente de friccion y de
sedimentacion [11]. En este proyecto se usé el quitosano de peso molecular medio de la marca
Sigma Aldrich.

El contenido de nitrégeno del quitosano es aproximadamente del 6.89 %, el grupo amino libre en
la estructura del quitosano le proporciona un comportamiento marcadamente basico, ademas le
confiere ciertas caracteristicas fisicoquimicas de gran interés industrial tales como

biodegradabilidad y biocompatible [10].

Sus grupos amino permiten que se solubilice facilmente en medios acidos, confiriéndole una
innumerable cantidad de aplicaciones, como recubrimiento de semillas, sistemas liberadores de
fertilizantes, agente bactericida y fungicida para la proteccion de plantulas en la agricultura, se
usa en la produccion de suturas quirdrgicas, en la produccion de gasas y vendajes, cremas
bactericidas para el tratamiento de quemaduras en la medicina, como coagulante primario para
aguas residuales, como floculante para la remocion de coloidales sélidas y aceites de pescado,
captura de metales pesados y pesticidas en soluciones acuosas en tratamiento de aguas, en la

fabricacion de cépsulas para adelgazar, como aditivo bactericida en jabones, shampoos, cremas



de afeitar, cremas para la piel, pasta dental, etc., agente hidratante para la piel en cosméticos, y
como biosensores para glucosa en sangre humana y para la deteccion de fenoles en aguas de
desecho en plantas industriales [12]. También es util en el tratamiento de aguas, usado como
coagulante eficaz para el tratamiento de agua para consumo humano, dado que presenta

resultados de remocidn para turbidez que superan el 96 % [13].

Es normalmente soluble a un pH menor de 6 y los factores que se deben tener en cuenta cuando
se solubiliza son, el grado de desacetilacion y la distribucién de los grupos acetilo y amino a lo
largo de la cadena. El grado de ionizacién es importante también y generalmente el quitosano se

disuelve alrededor de un valor de 0.5 [14].

CHoOH

CH20H

Figura 1.1 Estructura quimica del quitosano [12].

Las soluciones de quitosano con alto grado de desacetilacion muestran grandes cambios en la
permeabilidad media del vapor de agua (WVP), la resistencia a la traccion de peliculas (TS),
elongacion (E), y materia total soluble (TSM) debido al tipo de pH y acido que hizo el bajo grado
de desacetilacion.

Los sistemas de solvente de quitosan — acido acético muestran baja permeabilidad media del
vapor de agua (WVP), y alta integridad, altos valores de materia total soluble (TSM), y bajos
valores de elongacion (E) y materia total soluble (TSM) comparado con otros acidos organicos
[15]. De obligado conocimiento para la caracterizacion de este polimero, ya que influyen sobre

sus propiedades fisicoquimicas, biologicas y funcionalidad [16].

El mejor solvente para solubilizar el quitosano es el acido formico, el mas utilizado es el &cido
acético ya que no se observan variaciones en la estructura de las peliculas, también es soluble en
acido clorhidrico, acido nitrico y acido citrico, es insoluble en acido sulfurico y fosférico
[171[18].



El quitosano como agente antimicrobiano presenta varias ventajas sobre otros tipos de envases
activos, ya que posee una mayor actividad antibacteriana, un espectro de accién mas amplio, una

tasa de inhibicion mayor, y menor toxicidad para las células de mamiferos [19].

Debido a su amplio espectro de accion, ya sea en forma de solucion, pelicula comestible, polvo
agregado directamente en la preparacion de alimentos procesados u otras formulaciones, se ha
utilizado como preservante en la industria de alimentos de origen animal, en donde se aprecia que
el quitosano es capaz de inhibir y/o disminuir el crecimiento de los principales microorganismos

patdgenos de alimentos de origen animal.

En este contexto el quitosano posee propiedades Unicas que lo hacen un ingrediente ideal para el
desarrollo de peliculas comestibles y su aplicacion en sistemas alimentarios como agente
antimicrobiano, ya que presenta una baja toxicidad, con un DL50 = 16 ml/kg, valor que sitGa al

quitosano en un nivel similar a la aztcar y lo hace menos toxico que la sal [20].

El quitosano muestra diferentes propiedades de pelicula cuando se usan diferentes solventes y
grados de desacetilacion para preparar las soluciones formadoras de peliculas.

Las peliculas de quitosano son bioadherentes [21], altamente biocompatibles [22] transparentes e
incoloras [23][24].

Por tanto, debido a la abundancia, versatilidad y facilidad de aplicacion del quitosano, este
biopolimero se convierte en un compuesto prometedor para su aplicacion como agente

antimicrobiano en alimentos.

En general se reconoce que levaduras y mohos son los microorganismos méas sensible al

quitosano, seguido por bacterias Gram-positivas y Gram-negativas [25].

Las peliculas de quitosano han demostrado tener un efecto antimicrobiano de amplio espectro,
que ha sido explicado a través de varios mecanismos de accion, contra microorganismos que
comunmente contaminan alimentos de origen animal como bacterias del tipo Escherichia Coli,
Listeria monocytogenes, Pseudomonas spp, Salmonella, Staphylococcus aureus, entre la
principales, identificadas como los mas potentes patdgenos asociados con enfermedades
alimentarias [26][27].



Las propiedades antimicrobianas de soluciones y peliculas de quitosano reportan en varios
estudios, una gran capacidad de disminuir la multiplicacién de una amplia variedad de bacterias

principalmente, presentes en alimentos de origen animal (Tabla 1.1).

Tabla 1.1 Actividad antimicrobiana del quitosano sobre microorganismos contaminantes de

alimentos de origen animal.

Microorganismo Alimento Referencia

Bacterias

Coliformes Carne de vacuno Darmadji y Izumimoto (1994) Altieriet al. (2005)

Queso mozzarella

Escherichia Coli Carne de vacuno Darmadji y lzumimoto (1994) Park et al. (1999), Younet
Salchichas al. (2000, 2001)
Carne de cerdo Lee et al. (2003)
Tocino y kebabs de cordero  Raoet al. (2005)

Filete de bacalao GOmez-Estaca et al. (2010) Leleuet al. (2011)
Huevos
Escherichia Coli Jugo de pollo Lahmeret al. (2012)
0157

Gram-positivas y Carne de cordero y salami  Kanattet al. (2008)

Gram negativas

Ademas de su accion antimicrobiana en alimentos, se ha descrito su accion in vitro sobre
patdgenos contaminantes de productos carnicos y cecinas mencionando entre los principales:
Escherichia Coli O157:H7 [28], causante de graves complicaciones como la colitis hemorragica
y el sindrome urémico hemorragico, y que su mayor fuente de infeccion son los alimentos de

origen animal, principalmente carne de vacuno molida y leche cruda [29][31].

Sin embargo, hay otros autores que describen resultados diferentes, debido a que la actividad
antimicrobiana del quitosano y su concentracion minima inhibitoria varia considerablemente con
el tipo de quitosano (o, B-quitosano), grado de desacetilacion [32], peso molecular [33][34],
organismo blanco y las condiciones del medio en el que se aplica, particularmente pH, fuerza

ionica y presencia de solutos susceptibles de reaccionar con quitosano a través de interacciones



intermoleculares, que puedan bloquear parcial o0 completamente la reactividad del grupo amino
activo [35].

1.2. Almiddn

El almidon se encuentra entre los polimeros mas abundantes, solo superado por la celulosa y la
quitina. Es el principal carbohidrato de almacenamiento de energia de las plantas como cereales,
leguminosas y tubérculos [36][37]. Debido a su disponibilidad, biodegradabilidad y bajo costo, el

almidon puede ser utilizado en la industria alimenticia, farmacéutica, textil y del papel [38].

El almidon de arroz presenta bajos contenidos de grasa, fibra cruda y proteina lo que lo convierte
en sustituto ideal para ser aplicados en jarabes y pastas. Al igual que presenta altas temperaturas
de gelatinizacion. Presenta porcentaje de absorcion de agua, poder de hinchamiento y capacidad
de rehidratacion lo que lo convierte en una materia prima que podria ser empleado en productos
que requieran retener agua y en preparaciones que necesiten un buen poder de rehidratacion

como el caso de productos liofilizados en polvo y/o instantaneos.

Al igual presenta una mejor estabilidad a la refrigeracion en relacion con la exudacion de agua
(sinéresis) por lo cual puede ser empleado como agente espesante. Finalmente, presenta un menor
grado de retrogradacion por lo que puede ser empleado en formulaciones donde se requiera un

bajo poder de dureza en el almacenamiento [39].

El almiddn de arroz consta de una molécula que tiene dos polisacéaridos que son generalmente el
20% es amilosa y el 80% amilopectina, cuya proporcion influye notablemente en las propiedades
y usos de este material. También contiene alta cantidades de acido glutamico, acido aspartico, y

pequefias cantidades de lisina [40].

Para mejorar estos inconvenientes y proporcionar mejores propiedades funcionales, usualmente,
el almidon es combinado con otros polimeros naturales para formar peliculas. Debido a su
capacidad formadora de peliculas, biocompatibilidad y actividad antibacteriana, el quitosano es
utilizado para este propésito [41].
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1.3. Melicoccus Bijugatus

El Melicoccus Bijugatus también es conocido como quenepa, genip (inglés), quenette (francés), y
comunmente en México como lima espafiola, limoncillo o guaya, es nativo de la zona norte de
Ameérica del Sur, y se ha cultivado y naturalizado extensamente a través de los trépicos (Figura
1.2). La madera es Util en la manufactura de muebles y molduras. El area de distribucion natural
original de la guaya o limoncillo se encuentra en Colombia, Venezuela y las Guyanas. Se ha
naturalizado por medio del cultivo a través de las indias occidentales, en el sureste de México,
América central, gran parte de América del sur tropical y las islas Galapagos. También se cultiva

en las areas mas calidas de las zonas templadas, tales como el sur de la Florida y California.

AMERICA DEL NORTE 3>

S\‘* *“’C‘ CO""’O de I\ JES Océano Atlantico
\o\ "x Mex"co ,J’ 'e ~

20°N.

£ b
CENTRAL ‘I ﬁ\f ‘

—-—-—-—-\—cr
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;_ IArea de naturalizacion N

Figura 1.2 Distribucién natural y de naturalizacion aproximados del limoncillo, Melicoccus Bijugatus.

Las flores blanco verduzcas, fragantes y pequefias aparecen en agrupaciones (en forma de
panicula, florescencia racimosa) al final de la rama. La florescencia tiene lugar de abril a mayo y
las frutas maduran en junio extendiéndose hasta septiembre, las frutas (drupas), las cuales crecen
en agrupaciones, tienen un exocarpo (el exterior) coriaceo de color verde o amarillo verduzco,
contienen una y ocasionalmente dos semillas grandes, cada una cubierta de fibras y una capa (la
porcion comestible) de color salmén y gelatinosa. Se reproducen por medio de las semillas y por
medio de injertos [42]. Los extractos de semillas, tallos y hojas han sido evaluados mediante
pruebas de analisis de determinacion de fenoles totales, actividad de busqueda de radicales libres,
analisis de azUcar usando Cromatografia de Gases y andlisis antimicrobiano contra bacterias

Gram-positivas, Gram-negativas, levaduras, Pseudomona Aeruginosa, Bacilus Cereus,
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Staphylococcus Aureus, Escherichia Coli y Candida Albicans,en pulpa y semillas, encontrdndose
en el tejido de las semillas y pulpa una alta actividad de radicales libres, fenoles totales, y

actividad antimicrobiana [43].

Melicoccus Bijugatus Jacq., es un arbol dicotiledoneo de la familia de las sapindaceas también
conocida como familia de la sapindus. Los frutos de Melicoccus Bijugatus (Figura 1.3) estan
relacionadas con las especies de frutas asiaticas mas comunmente conocidas como longan
(Dimocarpus Longan Lam), litchi (Litchi Chinensis L.) y rambutam (Nephelium Lappaceum L);
[44]. A pesar de que las frutas se consumen con fines médicos y dietéticos, la investigacion sobre
la fitoquimica de la fruta, especialmente los metabolitos secundarios y sus actividades bioldgicas

asociadas, es casi inexistente.

Tanto los fenoles como los azUcares se han investigado debido a la prevalencia de estos tipos de

compuestos en las frutas.

Figura 1.3. Melicoccus Bijugatus.

12



Tabla 1.2 Caracteristicas del limoncillo, Melicoccus Bijugatus.

Nombre comudn
Tipo
Familia

Origen

Clima

Suelo

Altura maxima

Fruto

Usos

Multiplicacién

Hojas

Caracteristicas

especiales

Guaya, guaya, guayum, maco, quenepa, papamundo o limoncillo.
Arbol frutal

Sapindéaceas

Natural de la zona intertropical de América

Climas secos 0 humedos con precipitaciones de 750 a 2500 mm, y
requiere una estacion seca marcada para florecer y producir de
manera satisfactoria.

Crece en una amplia variedad de suelos, pero prefiere suelos
profundos, fértiles, de origen calcéreo. Prospera incluso en suelos
empobrecidos.

30 metros de altura.

Drupa redonda de 2-4 cm de diametro de cascara verde delgada y
quebradiza principalmente en su temporada de maduracion y se
agrupan en grandes ramos de hasta 10cm de longitud.

El uso principal son sus frutos, que se consumen frescos o se hacen
conservas Y frutas enlatadas, principalmente en América Central y del
Sur. En Colombia y Venezuela, por ejemplo, se consume fresco e
incluso se utiliza para preparar bebidas refrescantes enlatadas.
Semillas.

Hojas alternas en forma de espiral, de 8 a 12 cm de longitud los
superiores y 3 a 6 cm las inferiores, planadas, con 4 a 6 foliolos
opuestos de unos 5 a 10 cm de longitud cada uno.

El arbol es hospedero de la mosca negra de los citricos
(Aleurocanthus Woglum), pero varios parasitoides (Prospaltella Spp,
Eretmocerus Serius, Amirus Hesperidium) proporcionan un control

efectivo de esta plaga.
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Un extracto es una disolucion de los principios activos de una planta en un determinado medio
que actua de disolvente. En todos los extractos hay un minimo de principios activos.

Dependiendo de la planta con la que esté hecho tendra unos beneficios u otros.

Para elaborar los extractos se puede utilizar la planta al completo o las partes que tienen mas

concentracion de principios activos. Para extraerlos se usan métodos con calor o en frio.

Las principales diferencias entre tipos de extractos vegetales se dan por el medio en el que estan
disueltos. Segun esta clasificacion podemos encontrar extractos glicélicos, hidroalcoholicos o

tinturas y oleosos [21].
1.3.1.  Acido acético

El &cido acético (Figura 1.4) es un liquido incoloro como el agua, con olor penetrante y que irrita
la piel. A 16.75 °C se solidifica, adquiriendo un aspecto similar al hielo, por lo que el acido
acético anhidro puro se llama también acético glacial. Toda vez que no aumenta de volumen al
solidificarse, puede guardarse sin cuidado en recipientes que hayan de soportar bajas
temperaturas. El 4cido acético ebulle a 118.1 °C. Su densidad a 20 °C es 1.05 g/cm®. El anhidro
acético es también un liquido incoloro, de olor muy penetrante, que provoca inmediatamente el
lagrimeo y origina ampollas sobre la piel. Su punto de ebullicion es de 136 °C. Es dificilmente

soluble en agua, pero reacciona con ella después de un tiempo y da lugar al acido acético.

Una gran parte del acido acético se emplea en las industrias alimenticias, en forma de esencia de
vinagre (&cido acético al 80%) y se usa para conservar frutos, pescados, etc. Ademas se emplea
en un gran namero de sintesis organicas, como la obtencion de la aspirina, de colorantes, del

acido cloro acético, etc. [45].

O

H3C OH

Figura 1.4 Estructura del &cido acético.
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1.3.2.  Acido férmico

El 4cido formico (Figura 1.5) es un &cido organico de un solo &omo de carbono, lo que lo
convierte en el acido organico més simple de todos. EIl término férmico, proviene del latin
formica, que significa hormiga. Este quimico se puede encontrar en la naturaleza como puede ser

en muchas plantas, animales e insectos, tal es el caso de la hormiga.

El &cido formico fue aislado por primera vez en 1671 por el naturalista inglés John Ray.
Basicamente lo obtuvo machando un montén de hormigas rojas, para posteriormente, destilar el
liquido. Actualmente este quimico es obtenido de otra manera, es derivado del monodxido de

carbono.

Este quimico se presenta en forma liquida, es incoloro y tiene un olor picante. También, es

soluble en agua ya que su cadena carbonada es muy corta y facilmente ionizable.

El 4cido formico es un agente mutageno quimico, es decir, es un compuesto quimico que es
capaz de alterar las estructuras del ADN de manera brusca. El acido formico ebulle a 101 ° C. su
densidad es de 1218.3 Kg/m® [46].

O
I

H " OH
Figura 1.5 Estructura del &cido férmico.
1.3.3. Glicerol
El glicerol (Figura 1.6) es un polihidroxialcohol ampliamente utilizado en las industrias quimica,

farmacéutica y cosmética en virtud de sus propiedades humectantes, antisépticas, higroscopicas y

espesantes.

Se trata de un liquido incoloro, viscoso y casi inodoro, que posee una temperatura de ebullicion
de 290 °C y una temperatura de fusion de 17.9 °C. Su fuerza de tension superficial es menor que
la del agua, pero mayor que la de muchos disolventes organicos; es soluble en agua y alcohol e
insoluble en éter y cloroformo. El glicerol puede ser obtenido de lipidos complejos, por sintesis
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organicas, mediante la fermentacion de los carbohidratos 0 a partir de derivados sintéticos
resultantes de la refinacion del petroleo [47].

Desde los ultimos afios de la década de los 40 y debido al descubrimiento de los surfactantes
sintéticos, el glicerol ha sido producido a partir de epiclorohidrina obtenida del propileno (y éste
a su vez de combustible fosil) [48]. Se agrega una pequefia cantidad de glicerol a las peliculas
con el objetivo de mejorar las propiedades de barrera y mecénicas. El glicerol actia como
plastificante para incrementar la flexibilidad del producto [49].

HO OH
OH

Figura 1.6 Estructura del glicerol.

1.3.4. Bacterias, hongos y levaduras.

Debido al crecimiento lento y baja competitividad, los hongos se manifiestan en los alimentos
donde el crecimiento bacteriano es menos favorable. Estas condiciones pueden ser bajos niveles
de pH, baja humedad, alto contenido en sales o carbohidratos, baja temperatura de
almacenamiento, la presencia de antibioticos, o la exposicion del alimento a la irradiacion. Por lo
tanto pueden ser un problema potencial en alimentos lacteos fermentados, frutas, bebidas de
frutas, especias, oleaginosas, granos, cereales y sus derivados y alimentos de humedad intermedia

como las mermeladas, cajetas, especias, etc.

La sobrevivencia de los hongos y levaduras a pH acidos se pone de manifiesto al inocularlos en el
medio de cultivo acidificado a un pH de 3.5. Asi mismo, la acidificacion permite la eliminacion
de la mayoria de las bacterias. Finalmente, las condiciones de aerobiosis y la incubacion a una
temperatura de 25 £ 1 ° C dan como resultado el crecimiento de colonias caracteristicas para este

tipo de microorganismos.
1.3.5. Aislamiento de cepas

En la naturaleza, la mayoria de los microorganismos no se encuentran aislados, sino integrados

en poblaciones mixtas. Para llevar a cabo el estudio de estos microorganismos y de sus
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propiedades, es necesario separar unos de otros y trabajar con especies aisladas, obteniendo

cultivos puros.

Un cultivo puro es aquel que contiene un solo tipo de microorganismo y que procede
generalmente de una célula; el crecimiento de ésta origina, en un medio sélido, una masa de

células facilmente visible que recibe el nombre de colonia.

Para obtener cultivos puros a partir de una poblacion microbiana mixta, se utilizan las

denominadas técnicas de aislamiento, que fueron desarrolladas durante el siglo X1X [50].
1.4. Antecedentes.

Lozano y col. (2017), en su investigacion encontraron que las peliculas elaboradas con extractos
gue contienen antioxidantes tales como antocianinas, betalainas, timol, carvacrol y resveratrol,
mejoraron ciertas propiedades y mostraron actividad antimicrobiana contra que microorganismos
en pruebas de inhibicidn de crecimiento de mesofilicos aerobios, coliformes totales y hongos, en
las pruebas de pH, medicidn de espesor, pruebas de propiedades épticas como transparencia y
opacidad, analisis mecanico dinamico y temperatura de transicion vitrea mostrando una mejor
actividad antimicrobiana que las peliculas usadas como referencia sin ser necesaria la previa
esterilizacion de los materiales [1]. Lozano y col. (2018), analizaron las propiedades de la misma

serie de peliculas elaboradas con extractos con extractos naturales [51].

Liu y col. (2009) [52] reportaron un estudio con peliculas elaboradas con almidén de maiz y
quitosano mostrando que la mezcla entre estos dos polisacaridos mejora sus propiedades como la
permeabilidad al vapor de agua y la elongacion, en contraste con peliculas desarrolladas con solo
uno de los componentes estructurales. Estos dos polisacaridos interactGan a través de sus grupos
funcionales mediante puentes de hidrogeno para la formacion de peliculas adicionadas con

glicerol como plastificante (Figura 1.7).
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Figura 1.7 Esquema de la interacciéon entre los grupos funcionales de quitosano y almidén en la
formacion de peliculas [52].

Romero y col. (2011), evaluaron la actividad antibacteriana, microestructura, propiedades
mecénicas y de barrera de peliculas de almidon de platano en dos cepas de bacterias,
determinando la solubilidad, las propiedades mecanicas y de barrera al vapor de agua [53]
Sanchez y col. (2012), elaboraron y caracterizaron peliculas de almidon de yuca [54], Lopez y
col. (2018), elaboraron peliculas biodegradables de almidon de maiz termoplastico y [55] y
Lozano y col. (2017) (2018), realizaron pruebas antimicrobianas, opticas y mecénicas a peliculas
de quitosano y almidén de arroz con extractos naturales y encontraron que estos polimeros
combinados con los extractos efectivamente inhiben o reducen el crecimiento de
microorganismos del contacto humano y ambienta, la presencia de los extractos disminuyé los
porcentajes de transmitancia, asi como los valores de transparencia, al tiempo que aumentaron

sus valores de opacidad, proporcionando mejores propiedade de barrera a la luz UV-vis [1][51].

Park y col., (2002) [24] prepararon peliculas de quitosano utilizando tres pesos moleculares
diferentes y cuatro disolventes de é&cido organico sin plastificante, encontraron que las
propiedades mecanicas y de barrera de peliculas de las peliculas pueden ser controladas a través
de la eleccion molecular adecuada peso del quitosano y solvente. Las peliculas con propiedades

adaptadas que pueden ser Utiles en la alimentacion, embalaje y aplicaciones médicas.

Kim y col., (2006) [15] reportaron la investigacion de dos tipos de quitosanos con diferente grado
de desacetilacion disolviéndolos en acido formico, acido acético, lactico y propionico para

preparar peliculas de quitosano.
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El quitosano mostré diferentes propiedades de la pelicula con los diferentes solventes y grados de
desacetilacion que fueron utilizados para preparar peliculas. Observando que a medida que
aumentaba el pH y permeabilidad al vapor de agua de las peliculas de quitosano tendian a

disminuir, mientras que la resistencia a la traccion aumentaba significativamente.

Bystrom y col. (2008), caracterizaron los fenoles en el fruto por medio de las técnicas de
Espectroscopia Ultravioleta — visible (UV - vis), Cromatografia de liquidos por matriz de
fotodiodos (CLMF), Cromatografia de liquidos acoplado a Espectrometria de Masas (CLEM)
[56], Bystrom y col. (2009), investigaron sobre la actividad fendlica, de azlcares, antimicrobiana
y radicales libres en fruta, encontrando altos indices de polifenoles en la pulpa del fruto por
medio de pruebas como Espectroscopia Ultravioleta — visible UV — vis, Cromatografia de gases
acoplado a Espectrometria de Masas (CGEM), actividad antimicrobiana y Resonancia magnética
nuclear (RMN) [43]. Bystrom y col. (2012), investigaron sobre los posibles efectos en la salud de
la fruta del Melicoccus Bijugatus mediante la realizacion de pruebas fitoquimicas y
etnobotanicas, confirmando la presencia de los polifenoles como el acido cumarico y catequinas
[57].

Danis y col. (2016) realizaron la evaluacion fitoquimica de las hojas encontrando indices mas
altos de polifenoles en los extractos de las hojas que en los extractos de fruto encontrados por
Bystrom en el 2009 [58].
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Capitulo 2.- Metodologia experimental.

Este trabajo se desarrolld en los laboratorios de sintesis del Centro de Investigacion en
Petroquimica asi como en el Laboratorio de Alimentos, perteneciente al Tecnoldgico Nacional de

México — Instituto Tecnologico de Ciudad Madero.

La caracterizacion térmica y morfolégica se desarrollé en el laboratorio del Centro de

Investigacion de Materiales Avanzados (CIMAYV), Chihuahua.

A continuacion, se indican los materiales usados durante la sintesis y la evaluacion de la
actividad antimicrobiana de las peliculas asi como la metodologia que se sigui6 en las diversas

técnicas de caracterizacion utilizadas.
2.1. Disefio experimental.
La parte experimental de este trabajo se dividid en tres partes:

1. Obtencion del extracto de hoja y fruto de Melicoccus Bijugatus, y sintesis de las peliculas.

2. Aislamiento de cepas, realizacion de pruebas de contaminacién previa y pruebas
antimicrobianas.

3. Caracterizacion de las peliculas mediante medicion de espesor, medicion de potencial de
hidrégeno, Espectroscopia Infrarroja de Transformada de Fourier (EITF), Espectroscopia
Ultravioleta — Visible (UV - Vis), Microscopia Electrénica de Barrido (MEB), Analisis
Termogravimétrico (ATG), Resonancia Magnética Nuclear (RMN) y Cromatografia de Gases

acoplado a Espectrometria de Masas (CGEM).

2.2. Materiales:

Para la obtencidn del extracto de hoja y extracto de fruto de Melicoccus Bijugatus se ocupo el

siguiente reactivo:

Reactivo

Etanol pureza minima 99.7 % marca Fermont
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Para la sintesis de peliculas de quitosano-almidén con extracto de Melicoccus Bijugatus se

ocuparon los reactivos que se enlistan a continuacion:

Reactivo

Quitosano 85% desacetilado peso molecular medio marca Sigma-Aldrich.
Almidén de arroz marca Sigma — Aldrich.

Acido acético glacial al 100% marca Fermont.

Acido férmico al 95% marca Fermont.

Glicerol al 99.7% grado reactivo marca Fermont.

Extracto de hojas de Melicoccus Bijugatus sin tallo.

Extracto de fruto de Melicoccus Bijugatus.

A las peliculas control y peliculas de quitosano-almidon con extracto de hoja y extracto de fruto
de Melicoccus Bijugatus se les realizO pruebas de contaminacién previa y pruebas

antimicrobianas, los reactivos usados en este ensayo fueron los siguientes:

Reactivo

Agar para método estandar marca Bioxon.

Agar dextrosa — papa para hongos marca Bioxon.

Agar bilis rojo violeta para coliformes totales.

Acido tartarico marca Mallinckrodt Chemical pureza 100% activo analitico.

Colonias de hongo Sclerotinia sclerotiorum (blanco), Penicillium digitatum (verde) y Aspergillus
Niger (negro).

Agua destilada marca Fermont.

Agua de ciruela de la refresqueria La Michoacana.

Muestra de queso marca La Hacienda.

Material de manejo para pruebas microbioldgicas (cajas Petri, asas bacterioldgicas, pipetas y
tubos de dilucion)

Para la caracterizacion del equipo de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) del extracto de hoja

y extracto de fruto de Melicoccus Bijugatus se uso el siguiente reactivo:

Reactivos

Cloroformo deuterado 99.8 % atom conteniendo 1 % (v/v) TMS como referencia marca Sigma-
Aldrich.

2.3. Obtencion del extracto por el método Soxhlet

La muestra solida del Melicoccus Bijugatus se pulverizd colocandose en un cartucho de algodén

puro de celulosa, el cual es un material poroso, situandolo en la cdmara del extractor Soxhlet (ver
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Figura 2.1). Se calento el disolvente extractante situado en el matraz, condensando sus vapores,
los cuales caen gota a gota sobre el cartucho que contiene la muestra, extrayendo los analitos
solubles. Cuando el nivel del disolvente condensado en la camara alcanzo la parte superior del
sifon lateral, el disolvente con los analitos disueltos, asciende por el sifén y retorna al matraz de
ebullicion. Este proceso fue repetido hasta completar la extraccion de analitos de la muestra y se

concentrd el extracto de componentes fenolicos del Melicoccus Bijugatus en el disolvente.

Figura 2.1 Dispositivo de extraccion Soxhlet.

El extracto de hoja y extracto de fruto de Melicoccus Bijugatus fue filtrado y agregado a las

peliculas a temperatura ambiente, siendo compatible con la matriz de la pelicula.

2.4. Sintesis de peliculas control de quitosano-almidon y peliculas de quitosano — almidoén

con extracto de hoja y extractor de fruto de Melicoccus Bijugatus.

Las peliculas control de quitosano — almidén con acido acético y quitosano — almiddén con acido
foérmico se sintetizaron por dispersion. La solucion de quitosano-almidon con &cido acético (1 %,
v/v) agitandose constantemente durante 24 horas. La solucion de quitosano-almidon (2 %, p/v)

con &cido férmico se prepard utilizando las mismas concentraciones.
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La solucion de almiddn (2%, p/v) se prepard mediante calentamiento a 90 + 2° C (temperatura de
gelatinizacion) durante 20 min, agitando constantemente. Posteriormente, la solucion se enfrié

hasta alcanzar la temperatura ambiente, bajo agitacion constante [59][60].

Las peliculas de quitosano - almidon con extracto de hoja y extracto de fruto de Melicoccus
Bijugatus se sintetizaron mezclando 40 mL de la solucién de quitosano (2 %, p/v) con 40 mL de
la solucion de almidon (2%, p/v) adicionando glicerol al 0.25% (v/v) del total de la mezcla, se
incorporo el extracto de hoja 06 el extracto de fruto de Melicoccus Bijugatus, segun sea el caso, en
una cantidad al 0.5, 5y 10%, v/v (del peso total de la mezcla). Cada mezcla fue vertida en una
bandeja de poliestireno bajo condiciones controladas de temperatura y humedad, asi como
protegido de la luz natural y artificial. Aproximadamente 15 dias después se formaron las

peliculas.

En la Tabla 2.1 se indica la nomenclatura usada para las peliculas control de quitosano — almidon

y las peliculas de quitosano — almidon con extracto de hoja y extracto de fruto.

Tabla 2.1. Nomenclatura de las peliculas.

Numero de pelicula Nomenclatura Numero de pelicula Nomenclatura

1 QAa 8 QAf

2 QAaF0.5 9 QAfF0.5

3 QAaF5 10 QAfF5

4 QAaF10 11 QAfF10

5 QAaH0.5 12 QAfH0.5

6 QAaH5 13 QAfH5

7 QAaH10 14 QAfH10

Los nimeros indican el porcentaje de extracto afiadido del peso total de la matriz. Donde QAa= quitosano — almidon
con acido acético, QAf= quitosano — almidén con acido férmico, QAaF= Peliculas con &cido acético y fruto a
diferentes concentraciones, QAaH= Peliculas con &cido acético y hojas a diferentes concentraciones, QAfF=
Peliculas con acido férmico y fruto a diferentes concentraciones, QAfH= Peliculas con &cido férmico y hoja a

diferentes concentraciones.
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2.5. Pruebas antimicrobianas

Una vez obtenidas las peliculas de quitosano — almidon con extracto de hoja y extracto de fruto
de Melicoccus Bijugatus, se analizo el efecto antimicrobiano de cada polimero elaborado, a los
cuales se les aplico el método de cultivo de vertido en placa, usando agar dextrosa — papa, agar
bilis rojo — violeta, y agar para método estandar. Previamente, se esterilizd mediante via seca el

material de manejo en una estufa durante 2 horas a 150 °C.
2.5.1. Aislamiento de cepas

Se uso la técnica de agotamiento de asa: se agité el frasco de cultivo y por medio de un asa fria
que se flamed previamente, se rozo la superficie del medio de cultivo sembrando por estrias de
forma consecutiva sin recargar el asa, para obtener las colonias. Este proceso se realiz6 cuando

menos en 2 placas.

Los medios utilizados fueron Agar de Métodos Estandar, Agar Bilis Rojo Violeta y Agar

Dextrosa-Papa, incubando a la temperatura indicada por cada norma.
2.5.2. Pruebas de contaminacion previa

Esta prueba se realizd para saber si las peliculas se encontraban contaminadas antes de iniciar con
los andlisis de inhibicion microbiana, ya que, de ser asi, esto podria afectar en las siguientes
pruebas. El procedimiento se llevé a cabo colocando 5 ml de agua destilada en tubos de ensayo,
se esterilizd y colocé dentro un cuadro de 1 cm? de las peliculas, se agit6 y se dejé reposar
durante un minimo de 24 horas. Se sembrd, colocando como muestra un mililitro del agua
contenida en los tubos con la pelicula, con el agar respectivo para bacterias mesofilicas aerobias,
coliformes y hongos, y se observd el crecimiento de acuerdo a las normas indicadas para cada

microorganismo.
2.5.3. Prueba contra mesofilicos aerobios

Para el cultivo de mesofilicos aerobios se utilizd Agar para método estandar. Por cada 1000 ml de
agua destilada se utilizaron 23.5 g de agar, la solucion se calentd a 100 °C y se dejo en ebullicidn
por 1 minuto, bajo agitacion constante. El agar se esterilizé en un autoclave a 15 Ib de presion

durante 15 minutos. Para el cultivo de estos microorganismos se utilizd6 como muestra de agua de
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ciruela, se coloco en un tubo de ensayo con 10 mL de agua esterilizada 1 mL de agua de ciruela,
se agitd y a partir de la disolucién de 10 ml con la muestra de agua de ciruela se tomé 0.1 ml para
inocular cada caja Petri, se vertio el medio de cultivo respectivo hasta cubrir el fondo de la caja.
Se movio la caja 7 veces hacia la derecha, la izquierda, arriba, abajo para mezclar la muestra y el
agar, y se espero a que el medio se solidificara colocAndose las muestras circulares de peliculas,
las cajas se depositaron posteriormente en la incubadora a 37 °C, observandose despues de 24
horas [61].

2.5.4. Prueba contra coliformes totales

Se us6 agar bilis rojo-violeta. Por cada 1000 ml de agua destilada se utilizaron 41.5 g de agar, la
solucion se calenté a 100 °C y se dejo en ebullicion por 1 minuto, bajo agitacion constante. El
agar y los tubos de dilucion (con 10 ml de agua destilada) se esterilizaron en un autoclave a 15 Ib

de presion durante 15 minutos.

Para el cultivo de coliformes se agregd 1 gr de queso aproximadamente en un tubo de ensayo con
10 mL de agua destilada y esterilizada, se agit6. Se tom6 0.1 mL inoculando cada caja Petri,
vertiendo el medio de cultivo, se movio6 la caja 7 veces hacia la derecha, la izquierda, arriba,
abajo para mezclar la muestra y el agar, colocandose posteriormente los circulos de las peliculas
sobre el agar, colocandose posteriormente las cajas Petri en la incubadora a 37 °C, observandose
después de 24 y 48 horas [62].

2.5.5. Prueba contra hongos

Para el cultivo de hongos se uso agar dextrosa-papa. Por cada 1000 ml de agua destilada se
utilizaron 39 g de agar, se sometié a calentamiento hasta 100 °C y se dejo ebullir por 1 minuto

agitando constantemente.

Se preparo acido tartarico al 10% utilizando 1 gr de &cido tartarico en 10 ml de agua destilada. El
agar, el acido tartarico y los tubos de dilucion (con 10 ml de agua destilada) se esterilizaron en
autoclave a 15 Ib de presion durante 15 minutos. Al enfriarse el agar dextrosa-papa, se agregaron
1.4 ml de acido tartarico al 10% por cada 100 ml de agar, con el objetivo de obtener un valor de

pH= 3.5, aproximadamente.

25



En el caso de la muestra de hongos, se raspd con un asa bacteriol6gica tomando una muestra de la
colonia a estudiar y se colocd en el tubo de ensayo para hacer una dilucion en 10 mL de agua

destilada y esterilizada.

De esta disolucion se empled 0.1 mililitro, agregandolo a cada caja Petri en cada una de las
pruebas microbiologicas. Se afiadio el agar respectivo hasta cubrir el fondo de la caja. Se movid
la caja 7 veces hacia la derecha, la izquierda, arriba, abajo para mezclar la muestra y el agar
colocando los circulos de muestra de pelicula una vez que el agar ha solidificado. Los hongos se
estudiaron a 25 °C durante 5 dias = 120 horas [63].

Las pruebas antimicrobianas se basaron en el método de discos Bauer & Kirby determinadas por
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). Se coloc6 un circulo de cada muestra en la caja
Petri con medio de cultivo y muestra, cada caja Petri fue observada en una luz indirecta y cada

halo de inhibicion fue medido utilizando una regla graduada [64].

Posteriormente, se caracterizaron las peliculas mediante diversas técnicas para conocer el efecto
del solvente y el extracto sobre las propiedades fisicas, quimicas, Opticas, morfoldgicas,

mecanicas y térmicas de éstas.
2.6. Métodos de caracterizacion

El anélisis de las propiedades y caracteristicas de las peliculas quitosano — almidon con extracto
de hoja y extracto de fruto de Melicoccus Bijugatus se llevd a cabo mediante el uso de los
métodos de caracterizacion tales como: medicion de espesor, potencial de hidrdgeno,
Espectroscopia Infrarroja de Transformada de Fourier (EITF), Espectroscopia Ultravioleta —
Visible (UV - Vis), Microscopia Electronica de Barrido (MEB), Analisis Termogravimeétrico
(ATG), Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas (CGEM) y Resonancia
Magnética Nuclear (RMN).

2.6.1. Medicion de espesor.

En la Figura 2.2 se observan los puntos de la medicion del espesor de la pelicula con un

micrémetro manual modelo 264105 marca OBI con un rango de medicién de 0 — 25 mm. En cada
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muestra se midio el espesor en 5 diferentes puntos: central, superior, inferior y extremos laterales,

el valor promedio de estos cinco puntos se considerd como el espesor de las peliculas [65][66].

Figura 2.2 Puntos de medicion de espesor.
2.6.2. Medicion de potencial de hidrégeno (pH)

Para observar la relacion del pH con las propiedades antimicrobianas se utilizé el potenciometro
modelo 2 Star pH Bench Top marca Thermo Scientific. Para comprobar las mediciones, se

utilizaron tiras reactivas de pH marca MColorpHast™.

Para determinar el pH de las peliculas cuando ya estdn secas (dia 15) se corto la pelicula
adicionando 5 mL de agua destilada recientemente hervida a temperatura ambiente, hasta obtener

una pasta uniforme, sumergiendo el electrodo en la muestra [67].
2.6.3. Determinacion de color mediante software.

La evaluacion de la coloracion de las peliculas se realizd visualmente el dia 15 a fin de
comprender los factores involucrados en los cambios de coloracién. La coloracién se evalud
mediante el software analizador Image Color Summarizer [68]. Se obtuvieron valores RGB de
cada pelicula utilizando fotos tomadas el dia 15, durante la adquisicion de imagenes, cada
pelicula se colocd sobre un fondo blanco; la distancia entre la pelicula y la camara era
aproximadamente 20 cm. Las imagenes fueron capturadas usando una camara de 13 megapixeles
con una resolucién de 12,780, 288 con autofocus utilizando luz natural. Todas las imagenes
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fueron guardadas y procesadas posteriormente usando una computadora personal y el software

analizador de imagenes.
2.6.4. Propiedades Opticas (transparencia y opacidad)

Se cortd una muestra en forma rectangular de 7 x 40 mm aproximadamente, se introdujo en la
celda de cuarzo del espectrofotdmetro UV-Vis marca GBC modelo Cintra 303 (Figura 2.3). Se
utilizo la celda con aire como referencia. Los espectros de cada pelicula se obtuvieron en un
rango de longitud de onda de 200 — 800 nm, se consideraron los valores de 280 nm que es la
absorcion de luz UV y a 400 nm la absorcion de luz visible, debido a que es la longitud de onda
donde la luz UV tiene su maxima absorcion. Los resultados se obtuvieron en porcentaje de
transmitancia (%T). Las pruebas se realizaron por triplicado para cada muestra considerando el

valor promedio para los resultados [69].
Los valores de transparencia a 600 nm (Tgoo) Se obtuvieron utilizando la siguiente ecuacion:

_ —log%T
600 — b

Donde:
%T = Porcentaje de transmitancia.

b= Espesor de la pelicula, mm.

Los valores de opacidad (O) se obtuvieron utilizando el valor promedio de la absorbancia a 500

nmy el espesor promedio en la siguiente ecuacion [66][70]:
0= ASOO X b

Donde:
Asgo= Absorbancia a 500 nm

b= Espesor de la pelicula, mm.
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Figura 2.3 Espectrofotometro UV-Vis marca GBC modelo Cintra 303.
2.6.5. Determinacion de capacidad antioxidante de las peliculas.

Para determinar la capacidad antioxidante presente en las peliculas se utiliz6 un equipo de
espectroscopia UV-vis. Para llevar a cabo un andlisis cuantitativo UV — vis se prepararon
extractos de todas las peliculas, utilizando etanol y el método descrito a continuacion: se pesaron
0.25 g de cada muestra y se agregaron 4 ml de etanol. Se dejaron en bafio de agitacion mecanica
modelo 12050-00 Ciculator marca Polystat a 25 °C y 90 rpm durante 10 minutos. Después de
esto, cada extracto se coloco en una centrifuga modelo Microlite-RF marca Thermo 19 °C y
13000 rpm durante 10 minutos. Los extractos obtenidos se almacenaron en viales de vidrio &mbar

y se protegieron contra la luz utilizando papel aluminio [71].

La capacidad antioxidante se determind (en la region visible del espectro) usando el método de
Folin - Denis. Los analisis se hicieron por triplicado: a 0.3 ml de extracto se le agregaron 1.5 ml
de reactivo Folin — Denis (diluido 10 veces en agua) y 1.2 ml de carbonato de sodio al 7.5 %
(p/v). Las muestras fueron agitadas, cubiertas con su tapa y se dejaron en reposo durante 30
minutos. Posteriormente, se midio la absorcion a 765 nm. La capacidad antioxidante fue
expresada en equivalentes mg de acido galico [72][74], realizando el trazado de una curva de
calibracion, construida a partir de la solucion stock de acido galico de 0.2 mg/mL, tomando
alicuotas correspondientes para obtener las concentraciones seriadas (0, 40, 80, 120, 160 y 200
ppm). El valor de medicion de absorbancia a 765 nm también es reportado por Pourmorad en
2006 [75], y por McDonald en 2001 [76]. Obteniendo un valor de regresion mayor a 0.99 [77]-
[78].
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2.6.6. Microscopia Electronica de Barrido (MEB)

Para estudiar la morfologia de las peliculas se utilizd un equipo MEB modelo JSM 7100F marca
JEOL usando magnificaciones de 500x, 750x y 1500x y 1700x para la pelicula control (QAa) y
300x, 700x y 1700x para el resto de las muestras. Las iméagenes se obtuvieron a partir de
electrones secundarios, con un voltaje de aceleracion de 2 y 5 kV a alto vacio. Se utilizé una cinta

conductora de carbon para sujetar la muestra.
2.6.7. Analisis Termogravimétrico (ATG)

Para observar la estabilidad térmica de las peliculas se usd un equipo de analisis
termogravimétrico modelo SDT Q600 V20.9 Build 20 marca TA Instruments. Las condiciones
que se usaron son: atmdsfera de aire a 50 ml/min, intervalo de estudio de 10 ° a 600 °C y rampa
de calentamiento a 10 °C/min. El tamafio de la muestra a usarse fue de 18 mg aproximadamente.

2.6.8. Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (EITF)

Para la determinacion de los grupos funcionales presentes en las peliculas se utilizé el equipo de
EITF modelo Spectrum one marca Perkin Elmer. EI método utilizado fue el de Reflectancia Total
Atenuada (RTA), con celda de diamante, con 12 barridos y una resolucién de 4 cm™ en un rango
de 4000 a 600 cm™.

2.6.9. Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Para obtener un estudio mas detallado de la estructura de las moléculas se realizaron los anélisis
del espectro *H RMN para el extracto de hoja y extracto de fruto de Melicoccus Bijugatus se
Ilevaron a cabo a 25 °C utilizando un spinner de plastico en el equipo RMN Bruker AVANCE Il1
HD de 400 MHz. Se colocaron 15 mg de muestra disuelta en 0.55 mL de cloroformo deuterado

(CClI3D) como disolvente, en un tubo de vidrio de 5 mm de didmetro y 7 pulgadas de longitud.
2.6.10. Cromatografia de gases acoplado a Espectrometria de masas (CGEM)

Esta técnica combina la capacidad de separacion que presenta la cromatografia de gases con la
sensibilidad y capacidad selectiva del detector de masas. Esta combinacion permite analizar y
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cuantificar compuestos trazas en mezclas complejas con un alto grado de efectividad, esta
indicada para la separacion de compuestos organicos volatiles y semivolatiles.

Para realizar este analisis se usaron aproximadamente 100 ul de extracto. EI equipo empleado fue
cromatografo de gases — espectrometria de masas Clarus 600S PerkinElmer con las siguientes

especificaciones:
Automuestreador:

Temperatura del horno: 200 °C; Tiempo de calentamiento: 0.2 min; Tiempo de presurizacion: 0.5

min; Presion de gas: 22 psi; Tiempo de inyeccion: 1 min.
Cromatdgrafo de gases:

Columna: Elite-624 Fase estacionaria con entrecruzamiento de 6% cianopropilfenil-94% dimetil

polisiloxano; Horno: 40 °C/ min --> 8 °C/min --> 220 °C/1 min; Puerto de inyeccién: 220 °C.
Flujo de He: 0.8 mL/min; Fractura: 10:1.
Espectrometro de masas:

Relacion m/z: 30-400; Linea de transferencia: 220 °C; Fuente: 220 °C; lonizacion: Impacto

electronico a 70 eV.
2.6.11. Analisis estadistico:

Los valores de la desviacion estandar de la Tabla 3.2 a la Tabla 3.10 y 3.12, se obtuvieron

mediante el uso del programa Excel de Microsoft Office version 2007.
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Capitulo 3.- Resultados y Discusion.

3.1. Caracteristicas de las peliculas de quitosano-almiddn con extracto de hoja y extracto de

fruto de Melicoccus Bijugatus.

En la Figura 3.1 se muestra la coloracion de las peliculas. La pelicula control elaborada con acido
acetico mostré una coloracion ligeramente amarillenta, flexible y trasldcida. La pelicula
elaborada con &cido formico mostr6 una coloracién amarillenta més intensa que la pelicula

elaborada con acido acético, también es traslicida, flexible.

Las peliculas de quitosano — almiddn con extractos presentaron diversas coloraciones y distintos
niveles de transparencia. Las peliculas de quitosano — almiddn elaboradas con &cido acético y
extracto de hoja de Melicoccus Bijugatus son trasllcidas, flexibles y con una coloracién verde
claro QAaHO0.5, QAaH5 y QAaH10, conforme va aumentando la concentracién se vuelven
rigidas y opacas. Las peliculas de quitosano — almidon con éacido formico y extracto de hoja
QAfHO0.5, QAfH5 y QAfH10 son mas rigidas que las elaboradas con acido acético, presentando
una coloracién mas oscura conforme fue aumentando la concentracion del extracto, la coloracion

es atribuida a la clorofila.

Las peliculas de quitosano — almidon elaboradas con acido acético y extracto de fruto de
Melicoccus Bijugatus son trasldcidas, flexibles y con una coloracion amarillenta - anaranjada
QAaF0.5. QAaF5 y QAaF10, conforme va aumentando la concentracion se tornaron rigidas y
opacas. Las peliculas de quitosano — almidon con &cido férmico y extracto de fruto QAfF0.5.
QAfF5 y QAfF10 son mas rigidas que las elaboradas con acido acético, presentando una
coloracion mas oscura conforme fue aumentando la concentracion del extracto, la coloracion es
atribuida a la composicion fenodlica en especial a la Naringenina que se encuentra también en las

toronjas.
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Figura 3.1 Coloracion de peliculas (a) QAa, (b) QATf, (c) QAaHO0.5, (d) QAaH5, (e) QAaH10,
(f) QAFHO.5, (g) QAFHS5, (h) QAFH10, (i) QAaF0.5, (j) QAaF5, (k) QAaF10, (I) QAfFO0.5, (m)
QATfF5 y (n) QAfF10.
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Los datos obtenidos mediante el software Image Color Summarizer se indican en la Tabla 3.1

Tabla 3.1 Evaluacion de coloracion de peliculas

Valor promedio RGB

Nomenclatura Coloracion Rojo Verde Azul

QAa Amarillo claro 146 £ 50.9 136 £52.0 106 £ 18.5
QAaH0.5 Verde claro 133 +82.7 116 + 86.8 70+97.7
QAaH5 Verde medio 130+ 73.2 110+ 8 33+75.8
QAaH10 Verde oscuro 117 £98.0 90 £ 102.3 18+1195
QAaF0.5 Naranja claro 133+ 90.1 117 +£92.6 68 + 98.8
QAaF5 Naranja medio 160 + 66.5 67 +115.9 1+133.4
QAaF10 Naranja oscuro 116 + 63.7 22 +88.8 22 +93.7
QAf Amarillo 147 + 42.6 133+44.1 85+415
QAfHO0.5 Verde claro 147 £78.0 118 £ 79.7 28 £101.2
QAfH5 Verde medio 136 + 61.4 107 £ 63.9 23 +65.2
QAfH10 Verde oscuro 21 +130.3 13+140.4 13 +138.7
QATfF0.5 Naranja claro 161 +59.1 107 £ 64.5 14 £ 40.7
QATfF5 Naranja medio 92 +74.2 45+ 99.4 16 + 108.8

QAfF10 Naranja oscuro 63+£32.4 9+405 8+37.1

3.2. Pruebas antimicrobianas

Después de la sintesis de las peliculas control de quitosano — almidon y peliculas de quitosano —

almidoén con extracto de hoja y extracto de fruto de Melicoccus Bijugatus en los diferentes

porcentajes, se analizd la actividad antimicrobiana de cada pelicula, las cuales se realizaron

aplicando el método de cultivo de vertido en placa, usando agar para método estandar (para

mesofilicos Aerobios), agar bilis rojo violeta (para coliformes totales) y agar dextrosa-papa (para

hongos).
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En la Figura 3.2 se muestran los medios de cultivo de a) agar para método estandar, b) agar bilis
rojo violeta, c) agar dextrosa — papa y d) placas con medio de cultivo.

Figura 3.2 Medios de cultivo de a) agar para método estandar, b) agar dextrosa — papa, ¢)

agar bilis rojo violeta y d) placas con medio de cultivo.
3.2.1. Pruebas de contaminacion previa

Las pruebas de contaminacion previa se realizaron para determinar que peliculas se encontraban

contaminadas antes de iniciar con los andlisis de inhibicion microbiana.

Al realizar la prueba se observo que las peliculas estan por debajo del valor marcado por la
norma que es del intervalo de 25 a 250 UFC para Mesofilicos aerobios [79], todas las peliculas
con extracto con respecto a la pelicula control mostraron un valor mas bajo de UFC con
excepcién de la pelicula QAfH10 por lo que se realizé la pasteurizacion de las peliculas para

realizar las pruebas antimicrobianas.

En la Figura 3.3 se muestran las placas con agar método estandar (para bacterias Mesofilicas

aerobias).
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Figura 3.3 Prueba de contaminacion previa con agar para método estandar.

En la Tabla 3.2 se muestran los resultados obtenidos en las pruebas de contaminacion previa.

Tabla 3.2 Resultados de pruebas de contaminacion previa.

Nomenclatura Pruebas aprobadas UFC Nomenclatura Pruebas aprobadas UFC

QAa
QAaHO0.5
QAaH5
QAaH10
QAaF0.5
QAaF5

QAaF10

3/3
3/3
1/3
0/3
3/3
3/3
3/3
0/3
3/3
3/3
3/3
3/3
3/3
3/3

QAf
QAfHO.5
QAfH5
QAFH10
QAfF0.5
QATF5

QAfF10

0/3
3/3
3/3
1/3
3/3
3/3
3/3
3/3
3/3
3/3
3/3
3/3
3/3
3/3

0+0
8+0
70
1+0.6
4+0
30
11+0
2%0
2+0
2%0
9+0
60
30
60

UFC= Unidades formadoras de colonias

3.2.2. Pruebas antimicrobianas contra mesofilicos aerobios, coliformes totales y hongos.

En la Figura 3.4 se muestran las cajas Petri con cepas de Mesofilicos aerobios, coliformes totales

y hongos.



)

Figura 3.4 Medios de cultivo con cepas a) Mesofilicos aerobios, b) coliformes totales, c)

hongos.
3.2.2.1. Cultivo de mesofilicos aerobios

En la Figura 3.5 se observan las cajas Petri con las peliculas QAaH5, QAaF10, QAfH5 y
QAfH10, las cuales mostraron mayor efecto antimicrobiano contra mesofilicos aerobios dando
como resultado mayores zonas de inhibicion, cuyas medidas se muestran en la Tabla 3.4

Figura 3.5 Prueba antimicrobiana contra mesofilicos aerobios de las peliculas a) QAaH5, b)
QAaF10, ¢) QAfH5 y d) QAfH10.
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La mejora de la actividad antimicrobiana en Mesofilicos aerobios, se le puede adjudicar a la
concentracion del extracto, al extracto de hoja y al solvente. Debido a que se investigd con
extracto de antioxidantes a concentraciones de 0.5, 2 y 5 % [1], al mayor contenido fendlico en
las hojas que en el fruto del Melicoccus Bijugatus [58], la actividad antibacteriana de las

soluciones &cidas de quitosano [80].

En la Tabla 3.3 se muestran los resultados obtenidos de las pruebas de las pruebas

antimicrobianas de mesofilicos aerobios.

Tabla 3.3 Resultados de pruebas antimicrobianas de mesofilicos aerobios.

Pruebas . H‘?"‘.’ de Pruebas . quc_) de
Nomenclatura inhibicion ~ Nomenclatura inhibicion
aprobadas . aprobadas .
promedio promedio
QAa 0/3 00 QAf 0/3 00
QAaHO0.5 0/3 0+0 QAfHO0.5 0/3 00
QAaH5 3/3 0.3+0.3 QAfH5 3/3 0.8+0.6
QAaH10 0/3 00 QAfH10 3/3 0.2+0
QAaF0.5 0/3 00 QAfF0.5 0/3 0+0
QAaF5 0/3 0+0 QATfF5 0/3 0+0
QAaF10 3/3 0.2+0.1 QATfF10 0/3 0+0

3.2.2.2. Cultivo de organismos coliformes
Se seleccionaron las placas que contenian entre 15 y 250 colonias. Las colonias tipicas son de
color rojo oscuro, generalmente se encuentran rodeadas de un halo de precipitacion debido a las
sales biliares, el cual es de color rojo claro o rosa, la morfologia colonial es semejante a lentes
biconvexos con un didmetro de 0.5 a 2.0 mm. Las peliculas en las cuales se observaron halos de
inhibiciébn mayores a 0.5 mm fueron QAaH0.5, QAaH5, QAaH10, QAaF5, QAaF10,
QAfHO0.5, QAfH5, QAfH10, QAfF0.5 QAfF5 y QAfF10 determinando que estas son las

peliculas que funcionaron mejor.

En la Figura 3.6 se muestran las peliculas que mostraron mayor efecto antimicrobiano contra
coliformes totales las cuales fueron QAaH0.5, QAaH5, QAaH10, QAaF5, QAaF10, QAfHO.5,
QAfH5, QAfH10, QAfF0.5, QAfF5 y QAfF10 que mostraron mayor efecto antimicrobiano
contra Coliformes totales dando como resultado zonas de inhibicion de los cuales se muestran las

medidas en la Tabla 3.5
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Figura 3.6 Prueba antimicrobiana de coliformes totales.

La actividad antimicrobiana mejorada en coliformes totales, se le puede adjudicar a la
concentracion del extracto, al extracto de hoja y al tipo de solvente. Debido a que se han
realizado investigaciones con extracto de antioxidantes a concentraciones de 0.5, 2 y 5 % [1], al
mayor contenido fendlico en las hojas que en el fruto del Melicoccus Bijugatus [58], la actividad

antibacteriana de las soluciones acidas de quitosano [80].
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En la Tabla 3.4 se muestran los resultados de pruebas antimicrobianas de coliformes totales.

Tabla 3.4 Resultados de pruebas antimicrobianas de coliformes totales.

Halo de Halo de
Nomenclatura Pruebas inhibicion Nomenclatura Pruebas inhibicion
aprobadas . aprobadas .
promedio promedio
QAa 0/3 - QAf 0/3 -
QAaH0.5 1/3 0.1+0.2 QAfHO0.5 3/3 0.3+0.1
QAaH5 1/3 0.1+0.1 QAfH5 3/3 0.2+0.1
QAaH10 1/3 0.1+£0.1 QAfH10 2/3 0.1+£0.1
QAaF0.5 3/3 010 QATfF0.5 3/3 0.3+0.1
QAaF5 3/3 0.2+0 QATfF5 3/3 0.2+0
QAaF10 3/3 0.2+0.2 QATfF10 3/3 0.2+0

3.2.2.3. Cultivo de hongos.

En la Figura 3.7 se muestran las peliculas que mostraron mayor efecto antimicrobiano contra
hongos las cuales fueron QAaH10, QAfH5, QAfH10, QAfF0.5 y QAfF5 dando como resultado

zonas de inhibicion de los cuales se muestran las medidas en la Tabla 3.6.

Figura 3.7 Prueba antimicrobiana de hongos.

En la Tabla 3.5 se observa la actividad antimicrobiana mejorada en hongos se le puede adjudicar
a la concentracién del extracto, al extracto de hoja y al tipo de solvente. Debido a que se han
realizado investigaciones con extracto de antioxidantes a concentraciones de 0.5, 2 y 5 % [1], al
mayor contenido fendlico en las hojas que en el fruto del Melicoccus Bijugatus [58], entre menor
acidez del 4cido organico usado, mayor interaccion con el polimero [81].
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Tabla 3.5 Resultados de pruebas antimicrobianas de hongos (Aspergillus fumigatus).

Pruebas . H"?"‘? de Pruebas . Hglq de
Nomenclatura inhibicion Nomenclatura inhibicion
aprobadas . aprobadas .
promedio promedio
QAa 0/3 - QAf 0/3 -
QAaH0.5 0/3 - QAfHO0.5 0/3 -
QAaH5 0/3 - QAfH5 3/3 010
QAaH10 3/3 0.1+0 QAfH10 3/3 0.3+0
QAaF0.5 0/3 - QATfF0.5 2/3 0.1+0.1
QAaF5 0/3 - QATfF5 3/3 0.1+0
QAaF10 0/3 - QAfF10 3/3 -

Las peliculas en las cuales se observaron halos mayores a 0.5 mm fueron QAaH10, QAfHS5,
QAfH10, QAfF0.5 y QATFF5 dando buenos resultados con el hongo Aspergillus fumigatus las
peliculas elaboradas con acido férmico.

3.3. Medicién de Espesor.

En la Tabla 3.6 se muestra el espesor de las peliculas elaboradas con acido acético con extracto
de hoja y extracto de fruto y peliculas elaboradas con &cido formico con extracto de hoja y
extracto de fruto, en las peliculas elaboradas con acido acético — extracto de hoja se observa que
conforme se aumenta la concentracion del extracto, aumenta también el espesor de la pelicula.
Esto debido a las propiedades filmogénicas del quitosano que se deben a la formacién de enlaces
de hidrogeno intermoleculares entre los grupos amino e hidroxilo de sus cadenas. A las
propiedades del almiddon de arroz como porcentaje de absorcidn de agua, poder de hinchamiento,
capacidad de rehidratacion y los enlaces de hidrdégeno que se disocian debido a la protonacion de
los grupos amino y se produce un rapido hinchamiento de la pelicula. En las peliculas elaboradas
con acido acético — extracto de fruto al 0.5%, se observa que el espesor se conservo con respecto
a la pelicula control; en las peliculas con concentraciones las peliculas con concentraciones bajas
y medias QAaF5, QAfHO0.5, QAfF5 y QAFf5 disminuyo el espesor, este comportamiento se
habia observado en otras investigaciones y se atribuye a que los polifenoles y el quitosano tienen
cargas opuestas y por tanto su mezcla puede originar interacciones que den lugar a una

compactacién de las cadenas poliméricas y por tanto menor espesor [82].
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Tabla 3.6 Espesor promedio de las peliculas.

Nomenclatura Espesor promedio, mm Nomenclatura Espesor promedio, mm

QAa 0.14 + 0.01 QAf 0.18 + 0.02
QAaH0.5 0.16 + 0.02 QAFHO.5 0.18 +0.01
QAaH5 0.21+0.01 QAfHS5 0.21 +0.01
QAaH10 0.23 +0.04 QAFH10 0.23 £0.01
QAaF0.5 0.15+0 QAfF0.5 0.11 + 0.04

QAaF5 0.13 +0.02 QAfF5 0.14 +0.02
QAaF10 0.22 +0.05 QAFF10 0.22 +0.03

Precision del micrometro = 0.01 mm.

3.4. Medicién de potencial de Hidrdgeno (pH)

En la Tabla 3.7 se observd que el extracto de hoja presenta un pH mas bajo que el extracto de
fruto. Los valores méas bajo s de pH a concentracion media de extracto (5 %), disminuyendo en
las peliculas de QAaF5 y QAfF0.5, corroborandose que estas peliculas presentan un pH mas
acido al agregarse los extractos y tienen un mayor efecto antimicrobiano debido al contenido de
polifenoles [58].

Tabla 3.7 Valores de pH con potenciémetro y con tira reactiva del extracto de hoja,
extracto de fruto y peliculas de quitosano-almiddn con extracto de hoja y extracto de fruto
de Melicoccus Bijugatus al dia 15.

Nomenclatura | pH potenciémetro pH tira Nomenclatura pH pH tira

reactiva reactiva
Extracto de 4.26 +0.06 4+0 Bxtractode |5q1 4009 6+0

oja fruto

QAa 5.40 £ 0.02 5+0 QAf 4.89 £ 0.03 510
QAaH0.5 5.40 £ 0.02 4+0 QAfHO0.5 4.66 +0.01 5+0
QAaH5 4870 520 QAfH5 4.38 £0.02 4+1
QAaH10 5.03+0.01 50 QAfH10 4.27 +£0.01 4+1
QAaF0.5 500+0 4+1 QAfF0.5 5.23+0.02 4+1
QAaF5 478+0 50 QATfF5 3.96 £ 0.01 30
QAaF10 518+0 50 QAfF10 493+0 4+1

En la tabla 3.8 se observan los valores de pH del extracto de hoja, extracto de fruto y de las
peliculas de quitosano- almidon con extracto de hoja y extracto de fruto, las peliculas que
presentan un pH mas bajo son QAaH5, QAaH10, QAaF0.5, QAaF5, QAaF10, QAfHO0.5,
QAfH5, QAfH10, QAfF5 y QAfF10. En otras investigaciones se observd que la acidez influye

en la actividad antibacteriana [80].
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3.5. Propiedades Opticas (transparencia y opacidad)

En la Tabla 3.8 se observo que a 400 nm las peliculas que dan valores menores de % de
transmitancia, son QAaH10, QAaF10, QAaF5 y QAaH0.5, indicativo de mejores propiedades de
barrera de luz natural, exceptuando QAaF0.5 y QAaH5 que tienen el valor mas alto. Todas las
peliculas presentan valores menores de transparencia en contraposicion de QAa. A 400 nm se
observé que todas las peliculas dan valores menores de % de transmitancia. Las peliculas que
presentan valores menores de transparencia son QAfF10, QAfH5 y QAfHO.5, exceptuando
QAfH10, QAfF0.5 y QAFF5 en contraposicion de QAf. Esto indica que la adicion de extractos
mejora las propiedades de barrera de luz potencializdndose en las peliculas elaboradas con &cido
férmico, lo que permitiria la mejor conservacion de alimentos evitando fendmenos de
descomposicion. Se observan resultados similares a los obtenidos por Lozano Navarro y
colaboradores en 2017 trabajaron con peliculas de quitosano — almiddn con extractos naturales de
arandano, betabel, resveratrol, granada, donde se observo la adicion de los polifenoles mejorando
las propiedades Opticas [1]. Kannat y col. en 2012 trabajaron con peliculas de quitosano — alcohol
polivinilico con extracto de menta y granada, los extractos afiadidos mejoraron las propiedades de
barrera ya que exhibieron baja transmision de luz especialmente en longitudes de onda de 280
nm, resultando un efecto potenciador sobre la capacidad antioxidante y los extractos naturales
estan relacionados con el decremento de la transparencia y el incremento de la opacidad [66]. Se
observa que las peliculas con mayor espesor (QAfH5 y QAfH10) presentan una reduccion muy
significativa en los valores de transparencia/ % Transmitancia, asi como aumento en opacidad y
mejor actividad antimicrobiana. La medicion se realiza en el rango de 280 nm de uv, ya que en
este rango corresponde a la transmision de luz UV, que es la causante de la descomposicion

lipidica en los alimentos y 400 nm que es el rango de la luz visible [66].
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Tabla 3.8 Valores de % Transmitancia, transparencia y opacidad de las peliculas.

Nomenclatura %T a280nm  %T a 400 nm Transparencia Opacidad

QAa 0.968 2.710 7.805 0.091
QAaH0.5 0.457 2.113 4.940 0.116
QAaH5 7.061 7.082 2.549 0.225
QAaH10 0.005 0.006 7.689 0.298
QAaF0.5 0.135 3.161 8.373 0.072
QAaF5 0.035 0.160 6.916 0.129
QAaF10 0.002 0.139 4.655 0.247
QAf 1.131 3.470 7.027 0.105
QAfHO0.5 0.135 1.724 5.144 0.141
QAfH5 0.008 0.004 6.014 0.436
QAfH10 0.001 0.002 9.313 0.831
QAfF0.5 0.058 0.990 10.560 0.127
QATfF5 0.018 0.360 10.346 0.151
QAfF10 0.001 0.006 6.713 0.309

3.6. Determinacién de capacidad antioxidante de las peliculas

En la Figura 3.8 se observa la curva de calibracién obtenida para conocer la cantidad de
antioxidantes presentes en cada muestra de pelicula, se construy6 utilizando distintas
concentraciones conocidas de acido galico: 0, 80, 120 y 200 ppm. Se elabor6 un grafico de
calibracion de absorbancia en el eje “Y” y la concentracion en el eje “X” para las soluciones
estandar.

Los puntos de los datos caen a lo largo de una linea recta. Se trazé una linea de tendencia y se

encontro la ecuacion de la recta y=0.000009x + 0.0175 con una regresion lineal de 0.9742.

Se sustituy6 la absorbancia a 765 nm de cada solucion en la ecuacion determinada como igual a

“Y” y se resolvid la ecuacion para encontrar “X”, la cual representa la concentracion.

43



0.0198 T
y = 9E-06x + 0.0175

L R2=0.9742
0.0193 +
p [ /
2 0.0188 + ¢—Curva de calibracion de
3 - acido galico
o -
200183 +
< —— Lineal (Curva de

calibracion de acido

0.0178 / galico)
0.0173 + T T

0 40 80 120 160 200
Concentracion (ppm)

Figura 3.8 Curva de calibracién de acido galico.

En la Tabla 3.9 se observa que las peliculas que presentan una mayor capacidad antioxidante son
QAfH10 y QAaF0.5. Siendo QAfH10 la pelicula que funciono mejor en las pruebas
antimicrobianas, presentando mayor espesor promedio, de los menores valores de pH y reduccion
muy significativa en los valores de transparencia, % Transmitancia, asi como aumento en
opacidad. La capacidad antioxidante fue expresada en equivalentes mg de acido galico [72] [74],

obteniendo un valor de regresion de 0.97 [77][78].

Tabla 3.9 Capacidad antioxidante de cada pelicula (mg/mg equivalente de acido galico).

Nomenclatura  Capacidad antioxidante Nomenclatura  Capacidad antioxidante

QAaHO0.5 0.01 +0.002 QAaF0.5 0.03+0.019
QAaH5 0.01 +0.003 QAaF5 0.02 + 0.005
QAaH10 0.02 +0.001 QAaF10 0.02 +0.011
QAfHO0.5 0.02 £ 0.002 QATfF0.5 0.02 £ 0.002
QAfH5 0.01 +0.002 QAIfF5 0.01 +0.002
QAfH10 0.03 +£0.004 QAfF10 0.02 + 0.004

3.7. Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (EITF)

En la Figura 3.9 se muestra el espectro EITF comparativo de QAa, QAf, QAaH10, QAfH10,
AaF10 y QAfF10. La banda a 3200 cm™ aproximadamente es ancha esto debido a la gran
cantidad de enlaces de estiramiento -OH indicativo de la presencia de azlcares, agua, acidos
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carboxilicos, etc, [51] en 2940 cm™ las peliculas con extracto y 4cido acético se presenta un
estiramiento C-H que indica la presencia de grupos carbonilos asociados a los acidos [51],
comprobéndose en el doblete presente en 1380 cm™ aproximadamente, a 1570 cm™ se tiene una
vibracién de enlace N-H que corresponde al grupo amino, en 1022 cm™ hay un pronunciado
estiramiento C-N, en las peliculas con extracto de hoja se indica la presencia de una banda de
tension O-H a 3270 cm™, hay una banda de tensién a 1153 cm™ aproximadamente que indica la
presencia de fenoles, estando menos pronunciada que en las peliculas de fruto, a 570 cm™ se
observa una vibracion de torsion de enlace C-OH. Se realizd la caracterizacion de EITF estas
peliculas debido a que fueron las que dieron mejor resultado en las pruebas microbioldgicas y se

queria comprobar si el incremento de extracto contribuia al efecto antimicrobiano.
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Figura 3.9 Espectro EITF comparativo de QAa, QAf, QAaH10, QAfH10, QAaF10y
QATfF10.

3.8. Microscopia Electronica de Barrido (MEB)

En la Figura 3.10 se muestran las imagenes de MEB obtenidas sobre la superficie de la pelicula
de quitosano — almidon (QAa). Se muestra una superficie de apariencia mas homogénea que las
peliculas con extracto, lo que indica que la pelicula presenta, una buena interaccion entre sus

componentes. Se observa la presencia de lineas acanaladas y algunos puntos blancos asociados a
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la presencia de almidon [83][85]. Esta pelicula present6 nula actividad ante mesofilicos aerobios,

coliformes totales y hongos.

—-— JEOL 10/13/2016
Signal=SEI WD=4mm 11:27:00

46



—— 10pm JEOL 10/1
Signal=SEI Mode=LM WD=4mm 11

Figura 3.10 Micrografias de la pelicula de quitosano — almidon QAa a diferentes
magnificaciones: a) 500x, b) 750x y c) 1500x.

En la Figura 3.11 se muestran las imagenes obtenidas de la pelicula de quitosano — almidon QAT.
Muestra que la superficie de la pelicula tiene un aspecto superficial no liso, heterogénea,
probablemente debido a un rasgo otorgado debido al pH del &cido férmico, sin embargo se
observa una buena interaccién entre los componentes. Se observa la presencia de algunos puntos
blancos asociados a la presencia de almidon [83][85]. Esta pelicula presentd poca actividad ante

mesofilicos aerobios, coliformes totales y hongos.

WD 7.6mm 10um
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LEI 2.0kV X1,700 WD 7.6mm 10um

Figura 3.11 Micrografias de la pelicula de quitosano — almidon QAf a diferentes
magnificaciones: a) 300x, b) 700x y c) 1700x.

En la Figura 3.12 se muestran las imagenes obtenidas sobre la pelicula de quitosano — almidén
con extracto de fruto QAaF10. Se muestra una superficie en la que se presentan convexidades o
monticulos de diametro regular sin separacion de fases entre los polisacaridos, las cuales en su
interior presentan estrias. Se observa en las convexidades la presencia de puntos blancos debido
al almidon [83][85]. Esta pelicula tuvo una actividad media frente a mesofilicos aerobios y

coliformes totales.
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Figura 3.12 Micrografias de la pelicula de quitosano — almidén QAaF10 a diferentes
magnificaciones: a) 300x, b) 700x y c) 1700x.
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En la Figura 3.13 se muestran las imagenes obtenidas sobre la pelicula de quitosano — almidén
con extracto de hoja QAaH10. Se muestra una superficie con algunas concavidades de didmetro
regular, con rugosidades. Se observa la presencia de puntos y estriados blancos, indicativos de la
presencia de almidon [83][85]. Esta pelicula tuvo una buena actividad frente a mesofilicos

aerobios y coliformes totales.

X300 WD 8.0mm 10um

(N £

2.0kV X700 WD 8.0mm 10um
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2.0kV X1,700 WD 8.0mm 10um

Figura 3.13 Micrografias de la pelicula de quitosano — almidon QAaH10 a diferentes
magnificaciones: a) 300x, b) 700x y c) 1700x.

En la Figura 3.14 se muestran las imagenes obtenidas sobre la pelicula de quitosano — almidon
con extracto de fruto QAfF10 (en comparacion con QAaF10). Se muestra una superficie en la
que se presentan concavidades o depresiones asi como también convexidades o monticulos de
diametro considerable sin separacion de fases entre los polisacaridos, las cuales en su interior
presentan estrias, asi como puntos blancos y un granulo de almidon [83][86]. Esta pelicula tuvo

una buena actividad frente a coliformes totales.

-
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X1,700 WD 8.0mm 10um

Figura 3.14 Micrografias de la pelicula de quitosano — almidon QAfF10 a diferentes
magnificaciones: a) 300x, b) 700x y c) 1700x.

En la Figura 3.15 se muestran las imagenes obtenidas sobre la pelicula de quitosano — almidén
con extracto de hoja QAfH10. Se muestra una superficie en la que se presentan concavidades de
diametro considerable (en comparacién con QAaH10), las cuales en su interior presentan estrias.
Se observa la presencia de granulos blancos, indicadores de la presencia de almidon [86]. Esta
pelicula tuvo una buena actividad contra mesofilicos aerobios y coliformes totales, una excelente

actividad frente a hongos. Es de las mejores peliculas contra hongos.
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X300 WD 7.9mm 10um

WD 7.9mm 10um

LEI 2.0kV X1,700 WD 7.9mm 10um

Figura 3.15 Micrografias de la pelicula de quitosano — almidon QAfHO0.5 a diferentes
magnificaciones: a) 300x, b) 700x y c) 1700x.
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En la Figura 3.16 se muestran las imagenes obtenidas sobre la pelicula de quitosano — almidén
con extracto de hoja QAfH5. Se muestra una superficie en la que se presentan pequefias
concavidades de diametro regular, las cuales presentan estrias en su interior. Esta pelicula a una
menor magnificacion aparenta tener una superficie homogénea, tuvo una excelente actividad
frente a mesofilicos aerobios, una buena actividad frente a coliformes totales y una actividad
regular frente a hongos. Es la mejor pelicula antimicrobiana con extracto de hoja. Sin embargo a
simple vista parece una superficie casi lisa y homogeénea, presenta granulos blancos debido al
almidon [83][85].

~

2.0kV X300 WD 7.8mm 10um

2.0kV X700 WD 7.8mm 10um
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2.0kV X1,700 WD 78mm 10um

Figura 3.16 Micrografias de la pelicula de quitosano — almidon QAfHS5 a diferentes
magnificaciones: a) 300x, b) 700x y c) 1700x.

De acuerdo a los resultados obtenidos en la Microscopia Electronica de Barrido, se puede decir
que el tipo de &cido y extracto modifican la morfologia, dando un aspecto superficial no liso
[83][85] y es mas pronunciada por los extractos de hoja que por los de fruto.

3.9. Analisis Termogravimetrico (TGA)

En la Figura 3.17 se observan las curvas TGA de las peliculas QAf, QAaF10, QAaH10,
QAfHO0.5, QAfH5 y QAfF10. En cada curva TGA se presentan las pérdidas de peso o eventos
térmicos. La primera pérdida de peso comprende desde la temperatura inicial hasta 160 °C
aproximadamente y esta asociada a la remocién de humedad y materiales volatiles, incluso la
degradacidn de los fenoles probablemente ocurre después de los 100 °C. La segunda pérdida de
peso ocurre entre 160 ° y 310 °C, se atribuye a la descomposicion de las unidades amino del
quitosano y la plastificacion del almidon, asi como a la descomposicion del glicerol (la cual
ocurre a 290 °C). La tercera pérdida de peso ocurre entre 310° y 600 °C, esta relacionada con la
descomposicion del grupo —CH,OH. La degradacion total de los anillos de quitosano y almidén
sucede a los 550 °C aproximadamente. Las muestras QAaF10, QAfHO0.5 y QATfF10, en
comparacion con las demas muestras, presentan un mayor desplazamiento al final de la curva lo
que podria indicar una mayor plastificacion en los materiales con extracto de hoja. Todas las
curvas presentan una misma forma inicial causada por la acetilacion del material, con excepcién
de QAfH5 [83].
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La pelicula QAfF10 presento la pérdida de peso total méas baja, mostrando la mayor actividad

antimicrobiana contra los coliformes totales.

100 -
- — QAa
80 4 AT
4 —— QAaF10
il — QAaH10
<) ——— QAfH0.5
% . ——— QAfH5
3 40 — — QAfF10
o
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Temperatura (°C)
Figura 3.17 Termograma de las peliculas QAa, QAf, QAaF10, QAaH10, QAfHO0.5, QAfH5y
QAfF10.

En la Tabla 3.10 se observan el porcentaje de pérdidas de peso de las peliculas QAaF10,
QAaH10, QAfHO0.5, QAfH5 y QAFF10.

Tabla 3.10 Porcentaje de pérdidas de peso.

Pérdida de peso a 160  Pérdida de peso a310  Peérdida de peso a 600
Nomenclatura

°C °C °C
QAaF10 8.54 49.10 98.04
QAaH10 7.09 55.86 97.65
QAfHO0.5 7.65 54.01 98.27
QAfHS5 7.09 49.56 96.35
QATfF10 7.59 53.99 99.27

56



3.10. Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

En la Figura 3.18 se observa la Resonancia Magnética Nuclear del extracto de hoja del
Melicoccus Bijugatus, en el cual se observan sefiales de un triplete entre 1.2 y 1.3 ppm
aproximadamente, un singulete entre 1.6 y 2.0 ppm, un cuadruplete entre 3.6 y 3.8 ppm, sefial
entre 7.0 y 7.5 ppm [87][88]. Estos resultados son aportes de mi investigacion al estudio de la

hoja de este arbol exdtico tropical ya que este analisis no se ha hecho previamente.
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Figura 3.18 Espectro '"H RMN de extracto de hoja de Melicoccus Bijugatus.

En la Figura 3.19 se observa el espectro RMN *H del extracto de fruto del Melicoccus Bijugatus,
en el cual se observan sefiales entre 3.5 y 4.5 ppm indicando azUcares y picos por debajo de 3
ppm indicando organicos y aminoacidos, confirmando la presencia de compuestos fenélicos con
picos alrededor de 4.5 y 8 ppm en el que es probable que se encuentren dobles ligaduras y anillos

aromaticos, presentando en el espectro un desplazamiento de sefiales entre 1 y 4.5 ppm por

57



grupos funcionales de aminas, desplazamiento aproximado ente 4.7 y 5.5 asociado a fenoles

[43][871[88].
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Figura 3.19 Espectro '"H RMN de extracto de fruto de Melicoccus Bijugatus.
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3.11. Cromatografia de gases acoplado a Espectrometria de masas (CGEM).

En la Figura 3.20 se observa el cromatograma del extracto de fruto de Melicoccus Bijugatus en el
cual se muestran las sefiales de composicion indicadas en la Tabla 3.11 y mencionadas

posteriormente.

3,0x10" | —— Extracto de Fruto|

2,5x10" -
& i
> ,
E 2,0x10"
()
m -
©
‘5 1,5x10" -
| =
4] J
©
c T
_g 1,0x10"
< =

5,0x10°

TJ
T T T T T T T T ' I
5 10 15 20 25
Tiempo (m)

Figura 3.20 Cromatograma del extracto de fruto de Melicoccus Bijugatus.

En la Tabla 3.11 se muestra la composicion del extracto de fruto de Melicoccus Bijugatus, entre
sus componentes se encuentra: el acido 2-oxo-propanoicoetilester conocido como acido pirtvico
que es un compuesto organico clave en el metabolismo, es el producto final de la glucolisis;
furfural, es un aldehido aromatico, con una estructura en anillo, usado como base quimica de

herbicidas, fungicidas e insecticidas; 1,3,5-triacina-2,4,6-triamina conocido como melanina, es
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una aminorresina; acido 9,12,15-octadecatrienoicoetilester, es un &cido graso poliinsaturado

esencial de la serie omega 3.

Tabla 3.11 Composicion de extracto de fruto de Melicoccus Bijugatus.

Tiempo (m) Componente Area %AR
2.81 Propilenglicol 3,297,576.00  29.43
4,94 Acido férmico 156,649.00 1.40
5.66 Acido acético 163,552.00 1.46
8.39 Acido 2-oxo-propanoicoetilester* 405,251.00 3.62
10.64 Furfural 96,365.00 0.86
12.59 1,3-propanodiamina 427,839.00 3.82
13.29 1,2,4-trimetilbenceno 540,711.00 4.83
14.54 1,3,8-p-mentatrieno* 252,201.00 2.25
16.39 1,3,5-triacina-2,4,6-triamina* 180,080.00 1.61
17.69 2,3-dihidro-3,5-dihidroxi-6-metil-4H-piran-4-ona 580,751.00 5.18
20.04 Acido 9-bromononaoicoetilester* 372,757.00 3.33
20.29 5-hidroximetilfurfural 482,671.00 4.31
23.32 Acido 9,12-octadecadienoico 1,909,964.00 17.05
24.24 Acido 9,12,15-octadecatrienoicoetilester* 2,336,591.00 20.86

*<80% correlacién contra biblioteca NIST TOTAL 100.00

60



En la Figura 3.21 se observa el cromatograma del extracto de hoja de Melicoccus Bijugatus en el
cual se muestran las sefiales de composicion indicadas en la Tabla 3.12 y mencionadas

posteriormente.
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Figura 3.21 Cromatograma de extracto de hoja
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En la Tabla 3.12 se muestra la composicion del extracto de hoja de Melicoccus Bijugatus, entre

sus componentes se encuentra: el acido 3,3-dimetilmetilesterbutanoico, 5-metil-2-hexanol, acido

3-etoxietilesterpropanoico y acido acético que son acidos carboxilicos; acido 2,2-dietilbutanoico,

conocido como acido isovalérico clasificado como acido graso; D-Limoneno, es un terpeno usado

como disolvente biodegradable y le proporciona al Melicoccus Bijugatus su caracteristico aroma

citrico similar al limén,. La mejora antibacteriana y antifungica de los extractos de hoja del

Melicoccus Bijugatus, se debe al componente activo que posee y entre los que destaca el

limoneno [89].

Tabla 3.12 Composicion de extracto de hoja de Melicoccus Bijugatus.

Tiempo (m) Componente Area %AR
8.66 Anhidrido tiodiglicolico 4,119,257.00 2.15%
8.89 Acido acético 42,811,744.00 22.38%
9.24 2-penten-1-ol 1,408,879.00 0.74%
9.49 Acido 3,3-dimetilmetilesterbutanoico* 1,596,201.00 0.83%
9.64 Acido propenoico 27,206,724.00 14.22%
9.94 5-metil-2-hexanol* 3,948,115.00 2.06%

10.02 Acido2,2-dietilbutanoico*

10.19 Trimetilfosfina*

10.49 1,1-dietoxi-2-metilpropano
11.77 1,1-dietoxi-3-metilbutano

12.74 Acido 3-etoxietilesterpropanoico
13.24 D-limoneno

15.69 5-etoxidihidro-2(3H)-furanona

1,901,980.00 0.99%
2,170,167.00 1.13%
29,116,548.00 15.22%
25,875,146.00 13.53%
9,925,839.00 5.19%
38,234,308.00 19.99%
2,947,817.00 1.54%

*<80% correlacidn contra biblioteca NIST

TOTAL 100.00%
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En la Figura 3.22 se observa el cromatograma de la pelicula con extracto de fruto de Melicoccus
Bijugatus (QAfF10) en el cual se muestran las sefiales de composicion, indicado en la Tabla 3.13

y mencionados posteriormente.
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Figura 3.22 Cromatograma de Pelicula de quitosano — almidén QAfF10.

En la Tabla 3.13 se muestra la composicion de la pelicula con extracto de fruto de Melicoccus
Bijugatus, entre sus componentes se encuentra: acido acético, acido 3-acetil-2-metilpropanoico,
acido succinico di (3-fenilprop-2-en-1-il) éster, que son acidos carboxilicos [90].
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Tabla 3.13 Composicion de pelicula de quitosano —

almidon QAfF10.

Tiempo (m) Componente Area %AR
1.19 Etanol 45,815,268.00 6.52%
6.16 Acido acético 644,550,464.00 91.73%
8.26 Acido 3-acetil-2-metilpropanoico* 878,163.00 0.12%
14.92 Acido succinico di(3-fenilprop-2-en-1-il) ester* 3,546,614.00 0.50%
15.39 Glicerina 7,434,712.00 1.06%
19.44 Acido nonanoico 137,708.00 0.02%
19.72 2,3-dihidrobenzofurano 261,069.00 0.04%

*<80% correlacion contra biblioteca NIST

TOTAL 100.00%

En la Figura 3.23 se observa el cromatograma de la pelicula con extracto de hoja de Melicoccus

Bijugatus (QAfH10) en el cual se muestran las sefiales de composicion, indicados en la Tabla

3.14 y mencionados posteriormente.
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Figura 3.23 Cromatograma de pelicula de quitosano — almidon QAfH10.
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En la Tabla 3.14 se muestra la composicion de la pelicula con extracto de hoja de Melicoccus
Bijugatus, entre sus componentes se encuentran: acido férmico, &cido acético, que son &cidos
carboxilicos; 1, 2, 3-trimetilbenceno, es un hidrocarburo aromatico; acido hexadecanoico etilester

conocido como acido palmitico, que es un acido graso saturado.

Tabla 3.14 Composicion de pelicula de quitosano- almidon QAfH10.

Tiempo (m) Componente Area %AR
1.21 Etanol 642,276,800.00 92.19%
4.41 Acido férmico 38,289,980.00 5.50%
5.29 Acido acético 2,491,404.00 0.36%
10.09 1,2,3-trimetilbenceno 5,117,283.00 0.73%
14.87 Glicerina 6,089,791.00 0.87%
19.22 Acido benzoico 4-hidroxi-3-metoxietilester 202,409.00 0.03%
23.44 Acido hexadecanoicoetilester 1,721,975.00 0.25%
23.87 Neofitadieno 491,280.00 0.07%

TOTAL 100.00%
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Conclusiones y Recomendaciones.

En las pruebas previas y antimicrobianas se muestra que las peliculas elaboradas con &cido
formico y acido acetico - extracto de hoja dieron mejores resultados que las peliculas con extracto

de fruto. Esto es debido a que el contenido polifendlico en las hojas es mas alto que en el fruto.

Las peliculas elaboradas con extracto de hoja y é&cido acético tienen buena actividad
antibacteriana. Las peliculas elaboradas con extracto de fruto y acido férmico tuvieron una
efectividad media. Las peliculas elaboradas con extracto de fruto y &cido acético tuvieron poca

actividad antimicrobiana, esto pudiera deberse a los azlcares presentes.

En la medicién de espesor se mostrd que las peliculas elaboradas con &cido acético y &cido
formico - extracto de hoja presentaron un aumento de espesor conforme se incrementd la
concentracion del extracto, en comparacion con las peliculas elaboradas con acido acético y acido
férmico — extracto de fruto presentaron una disminucion de espesor en las concentraciones de 0.5

y 5%, aumentando en las peliculas con concentracién del 10%.

Las peliculas que dieron valores menores de % de transmitancia, son las elaboradas con &cido
acetico, indicativo de mejores propiedades de barrera de luz UV y natural. Todas las peliculas
presentaron valores menores de transparencia en contraposicion de la pelicula control. Las
peliculas que presentaron valores menores de transparencia son las peliculas elaboradas con &cido
férmico, en contraposicion de la pelicula control. Esto indica que la adicion de extractos mejora
las propiedades de barrera de luz potencializdndose en las peliculas elaboradas con acido
formico, lo que permitiria la mejor conservacién de alimentos, evitando fendmenos de

descomposicion.

Con base a los resultados obtenidos en los andlisis EITF realizados a las muestras de las
peliculas, se concluye que no existen diferencias significativas en los espectros EITF que
confirmen los antioxidantes, estos pueden verse en el color, capacidad antioxidante, etc. Ya que
los espectros IR en las peliculas son idénticos debido a que el quitosano y el almidon presentan
enlaces muy parecidos. La banda a 3200 cm™ aproximadamente es ancha esto debido a los
enlaces OH indicativo de la presencia de azlcares, agua, acidos carboxilicos, etc. En 2940 cm™

las peliculas con extracto y acido acético se presenta un estiramiento C-H que indica la presencia
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grupos carbonilos asociados al 4cido acético y &cido férmico, a 1570 cm™ se tiene una vibracién
de enlace N-H que corresponde al grupo amino, en las peliculas con extracto de hoja se indica la
presencia de una banda de tensién O-H a 3270 cm™, hay una banda de tensién a 1153 cm™
aproximadamente que indica la presencia de fenoles, estando menos pronunciada que en las

peliculas de fruto, a 570 cm™ se observa una vibracién de torsién de enlace C-OH.

En los resultados obtenidos en los analisis MEB, se concluyd que no parece existir una relacion

concluyente entre actividad antimicrobiana y la morfologia en las peliculas analizadas.

En los resultados obtenidos en los analisis TGA realizados a las muestras QAfH0.5, QAfH5 y
QAaF10, en comparacion con la muestra QAaH10, presentan un mayor desplazamiento al final
de la curva lo que podria indicar una mayor plastificacion en los materiales con extracto de hoja.
Todas las curvas presentan una misma forma inicial debida a la acetilacion del material, con
excepcion de QAfH5. De las peliculas analizadas QAaH10, QAfHS5 y QAfF10 tienen menores
perdidas de peso y presentaron una buena actividad antimicrobiana. La estabilidad térmica mejor

debido a una mayor plastificacion en los materiales con extracto de hoja.

Con base a los resultados obtenidos en el analisis RMN al extracto de hoja y al extracto de fruto,
se observaron sefiales en las que se encuentran dobles ligaduras y anillos aromaticos, presentando
en el espectro un desplazamiento de sefiales entre 1 y 4.5 ppm por grupos funcionales de aminas,
entre 3.5 y 4.5 azlcares, picos por debajo de 3 ppm indicando grupos orgdnicos y grupos
aminoacidos confirmando la presencia de compuestos fendlicos con picos alrededor de 4.5y 8

ppm, confirmando que hay antioxidantes.

En los cromatogramas obtenidos de los analisis CGEM en el extracto de fruto se encontraron
principalmente componentes de tipo fendlico como los acidos carboxilicos, el acido 2-oxo-
propanoicoetilester conocido como &cido piravico que es el producto final de la glucolisis;
furfural, es un aldehido aromaético, usado como base quimica de herbicidas, fungicidas e
insecticidas; acido 9,12,15-octadecatrienoicoetilester, es un acido graso poliinsaturado esencial
de la serie omega 3, en el extracto de hoja se encontrd principalmente D-Limoneno, que es un
terpeno usado como disolvente biodegradable, como insecticida para repeler insectos
principalmente, por su poca miscibilidad con el agua es empleado como desengrasante y le

proporciona al Melicoccus Bijugatus su caracteristico olor a limon.
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Las peliculas que presentaron mayor capacidad antioxidante son QAfH10, QAaF0.5 y QAaF5.
Siendo QAfH10 la pelicula que funciono mejor en las pruebas antimicrobianas, mayor espesor
promedio, con uno de los méas bajos valores de pH y reduccion muy significativa en los valores

de transparencia, % Transmitancia, asi como aumento en opacidad.

En los resultados obtenidos en la determinacion de antioxidantes, se observa que las peliculas que
presentan una mayor capacidad antioxidante son QAfH10, QAaF0.5 y QAaF5. Siendo QAfH10
la pelicula que funciono mejor en las pruebas antimicrobianas, presentando mayor espesor
promedio debido a la concentracion del extracto, de los valores de pH y reduccién muy
significativa en los valores de transparencia, % Transmitancia, asi como aumento en opacidad,

que se relacionan con la actividad antimicrobiana.

Considerando todos los resultados presentado se recomienda que las mejores peliculas QAfH10,
QAaF5 y QAfH10 puedan ser utilizadas como embalajes de alimentos, esto debido a que inhiben
los microorganismos, teniendo la posibilidad de prolongar la vida dtil de los alimentos ya que
tienen las propiedades como baja transparencia, buena opacidad y actividad antimicrobiana,
aunado a esto se podrian realizan pruebas de % solubilidad, contenido de agua, DMA vy de

hinchamiento, para determinar si podria aplicarse en hidrocarburos.
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