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Propiedades fisicomecanicas y funcionales de
peliculas a base de quitosano incorporadas
con nanoparticulas de plata

Physical-mechanical and functional properties
of chitosan-based films incorporated with
silver nanoparticles
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ABSTRACT: Developing biodegradable, compatible, and non-toxic films based on chitosan that
allows the incorporation of nanocomposites can be favorable for its application in various indus-
tries such as food industry. The objective was to develop films based on a chitosan biopolymer
matrix added with silver nanoparticles (AgNPs) and evaluate their physical-mechanical, physico-
chemical, and microbiological properties for food packaging applications. AgNPs (by the Lee-
Meisel method), and chitosan 1% (Q) solutions were synthesized, to evaluate the antimicrobial
activity. Films of Q and Q-AgNPs were developed by the casting method and were evaluated by
field emission scanning electron microscopy, color assessment, resistance to tension, elongation,
elasticity, humidity, solubility, degree of swelling, permeability to water vapor, speed of transmis-
sion of water vapor and thickness. The combination of Q-AgNPs showed bacteriostatic effect,
while AgNPs showed a delay in the onset of the logarithmic growth phase and decreased growth,
compared to control. The Q and Q-AgNPs films were observed homogeneous without porosity. The
color of the Q-AgNPs films was slightly more yellow and less luminous, which could confer protec-
tion from light. In the same sense, they were less permeable to water vapor which can give them
a barrier function, offering a better protective effect for food, in addition, they were 9% more re-
sistant to elongation, which makes them more malleable, under these conditions, it is concluded
that Q-AgNPs films are feasible to be applied as coatings or packaging for food.

KEYWORDS: antimicrobial activity, biodegradable films, nanocomposites, food packaging.

RESUMEN: Desarrollar peliculas biodegradables, compatibles y no toxicas a base de quitosano
que permitan la incorporacion de nanocompuestos puede ser favorable para su aplicacion en
diversas industrias como la alimenticia. El objetivo fue desarrollar peliculas a base de una ma-
triz biopolimérica de quitosano adicionadas con nanoparticulas de plata (AgNPs) y evaluar sus
propiedades fisicomecanicas, fisicoquimicas y microbiologicas para aplicaciones de envasado
de alimentos. Se sintetizaron soluciones AgNPs por el método Lee-Meisel y quitosano (Q), para
evaluar la actividad antimicrobiana. Se desarrollaron peliculas de Q y Q-AgNPs por el método
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casting y se evaluaron las propiedades fisicomecanicas mediante microscopia electronica de
barrido de emision de campo, color, resistencia a la tension, elongacion, elasticidad, humedad,
solubilidad, grado de hinchamiento, permeabilidad al vapor de agua, velocidad de transmision
del vapor de aguay grosor. La combinacion de Q-AgNPs mostro efecto bacteriostatico, mientras
que las AgNPs mostraron un retraso en el inicio de la fase de crecimiento logaritmico y dismi-
nuyo el crecimiento, respecto al control. Las peliculas Q y Q-AgNPs se observaron homogéneas
sin porosidad. El color de las peliculas Q-AgNPs fue ligeramente mas amarillo y menos lumino-
so, lo que podria conferir proteccion de la luz. En el mismo sentido, fueron menos permeables
al vapor de agua lo que puede conferirles una funcion de barrera, ofreciendo un mejor efecto
protector de los alimentos; ademas, fueron 9% mas resistentes a la elongacion, lo cual las hace
mas maleables; bajo estas condiciones, se concluye que las peliculas Q-AgNPs son factibles
para aplicarse como recubrimientos o empaques para alimentos.

PALABRAS CLAVE: actividad antimicrobiana, peliculas biodegradables, nano compuestos, em-
paque alimenticio.

Introduccion

El desarrollo de nuevas tecnologias que permitan la conservacién y alarga-
miento de la vida util de los alimentos se ha convertido en uno de los princi-
pales desafios de la industria alimentaria. El envasado es una de las estrate-
gias mds utilizadas para el control delos productos al facilitar la manipulacién,
el transporte y el almacenamiento de los alimentos en la cadena de produc-
cién, actia como medio de barrera, retrasando el deterioro al mantener los
alimentos aislados de factores ambientales (Geueke et al., 2018). Sin embar-
go, la creciente exigencia por productos amigables con el medio ambiente ha
dado paso al desarrollo de nuevos empaques (activos, inteligentes, biodegra-
dables) (Kalpana et al., 2019).

Bajo este contexto, las peliculas creadas a partir de polimeros han tenido
especial interés en los ultimos afios, debido a su compatibilidad, biodegrada-
bilidad, no toxicidad y bajo costo de produccién, haciendo posible su utiliza-
cién como matrices transportadoras de diversos compuestos confiriéndoles
la capacidad de aumentar su vida util, protegiéndolos de dafios fisicos y bio-
légicos (Yong et al., 2019).

Entre los biopolimeros més utilizados destaca el quitosano por ser una bio-
molécula obtenida a partir de la desacetilacién de la quitina en medios alca-
linos, proveniente del exoesqueleto de crustaceos, siendo, ademads, reconocido
ante la Unién Europea y la Administracién de Drogas y Alimentos de los Es-
tados Unidos (FDA) como polimero seguro (Haghighi et al., 2019); también, de
ser el inico polisacdrido con carga positiva, soluble en soluciones dcidas, con ca-
pacidad antimicrobiana para distintos microrganismos como bacterias (Gram
positivas y negativas), hongos y levaduras (Azmy et al., 2019). Sin embargo, la
variacién en las caracteristicas mecanicas (alta permeabilidad al vapor de agua,
degradacion ultravioleta y grado de hinchamiento) hacen necesaria la incorpo-
racién de otros polimeros que ayuden a la estabilidad de la matriz. Debido a las
modificaciones en las propiedades que puede llegar a sufrir el quitosano hacen
que su uso en la industria alimentaria sea limitado y crea la necesidad de incor-
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porar compuestos que permitan mejorar sus caracteristicas fisicomecanicas y
disminuir las desventajas (Qin et al., 2019).

Actualmente, las nanoparticulas se han utilizado en la formacién de peli-
culas nanocompuestas (nanoarcilla, silicato de calcio, celulosa) ayudando a
mejorar las caracteristicas fisicomecdnicas, como menor permeabilidad al
agua y oxigeno y mayor resistencia a la tensién (Pawcenis et al., 2019). De igual
forma, la incorporacién de nanoparticulas de plata (AgNPs) en una matriz de
quitosano han podido destacar por su efecto antimicrobiano contra bacterias
y hongos (Parthiban et al., 2018; Khalil et al., 2019), confiriéndole una alta es-
tabilidad y baja toxicidad (Wu et al., 2018; Jamaleddin et al., 2019). De esta
forma, el presente trabajo tiene como objetivo desarrollar y evaluar las propie-
dades fisicomecanicas y microbiolégicas de biopeliculas de quitosano con
AgNPs para su posible utilizacién como recubrimiento alimenticio.

Material y métodos

Sintesis de nanoparticulas de plata

La sintesis de AgNPs se realiz6 mediante el método de reduccién de sales me-
talicas de plata (disolucién coloidal) por el método Lee-Meisel (Chen et al.,
2019), tomando como precursor nitrato de plata (AgNO;) y como agente re-
ductor citrato de sodio. Se prepararon 2 L de una solucién concentrada de Ag-
NPs a una concentracién de 500 ppm. Se colocé 1 g de AgNO; en un vaso de
precipitado con 900 mL de agua desionizada, se calent6 hasta ebullicién en
una parrilla de agitacién a 95 °C y 400 rpm; posteriormente, se agregaron 22
mL de citrato de sodio al 1%, se dej6 en agitacién por 1 hy a continuacién se
agregaron 1,100 mL de agua desionizada dejando en agitacién durante 5 mi-
nutos mds y se aforé a 2 L. La solucién fue almacenada a temperatura am-
biente en un lugar oscuro hasta su uso.

Determinacion del efecto antimicrobiano de las AgNPs y quitosano
Preparacion de material biolégico

Se utilizaron cuatro cepas bacterianas: Salmonella ATCC 6017, Escherichia coli
ATCC 10586, Staphylococcus aureus ATCC 29213 y Pseudomonas aeruginosa
ATCC 25619. Las cepas fueron activadas en tubos de caldo soya tripticaseina
(10 mL) incubados por 24h a 37 °C. Més adelante, se obtuvo una solucién de
108 UFC/mL, se midié la densidad de la solucién con ayuda de un espectrofo-
témetro Densimat (Biomerieux modelo 69280), los cultivos fueron ajustados
para obtener un valor de 0.5 Mc Farland.

Cinética de crecimiento bacteriano

Se determind la cinética de crecimiento de cada cepa activada, para probar el
efecto antimicrobiano de las siguientes soluciones: AgNPs (20, 60 y 100
ppm), quitosano (1%) con AgNPs (Q-AgNPs; 20, 60 y 100 ppm), una solucién
de quitosano al 1% y un control (cada cepa sin tratamientos). Se adicioné 1

[



Mundo Nano | ARTICULOS DE INVESTIGACION | www.mundonano.unam.mx
17(32), 1e-18e, enero-junio 2024 | https://doi.org/10.22201/ ceiich.24485691e.2024.32.69752
Dulce M. Gonzalez-Lopez, Jaime Bustos-Martinez, Aida Hamdan Partida, Beatriz S. Schettino-Bermidez, Francisco H. Chamorro-Ramirez

mL del in6culo (cepa bacteriana) a tubos de caldo Mueller Hinton, mas 1 mL
de solucién a probar (con excepcién del control), se incubaron a 37 °C y movi-
miento constante a 200 rpm en una incubadora (bioSan Modelo ES-20). Se
determinaron los valores Mc Farland cada hora durante 11 h, y alas 24 h des-
pués de la incubacién. Las mediciones se realizaron por triplicado.

Desarrollo de peliculas

Se realizaron 52 peliculas, 26 peliculas de quitosano y 26 peliculas de quitosa-
no con 100 ppm de AgNPs (Q-AgNPs) mediante el método casting descrito
por Chang et al. (2019). En un matraz Erlenmeyer se colocaron 600 mL de
agua desionizada, 13 mL de 4cido acético (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA), 13 g de quitosano (190-310 kDa, grado de desacetilacién de 75-85%,
Sigma-Aldrich), la solucién se agit6 a 200 rpm a temperatura ambiente por
cuatro horas. Paralelamente, en un vaso de precipitado se agregaron 500 mL
de agua desionizada, 65 g de alcohol polivinilico (densidad media, Sigma-Al-
drich) y 65 mL de glicerol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), se agité a 200
rpm a 80 °C por cuatro horas. Una vez que ambas soluciones cumplieron cua-
tro horas, se mezclaron en un matraz volumétrico y se agit6é a 200 rpm por
dos horas mas; finalmente, se aforé a 1.3 L, con lo cual se obtuvo la solucién
de quitosano 1%, acido acético 1%, alcohol polivinilico 5% y glicerol 5%
(QAPG).

Se tomaron 650 mL de la solucién QAPG, se vertieron 25 ml en cajas
Petri (26 cajas) se dejaron reposar por 12 h a temperatura ambiente y, poste-
riormente, fueron colocadas en una estufa a 45 °C por 24 h, una vez formadas
las peliculas de quitosano se retiraron de la caja Petri y fueron envueltas en
papel aluminio, envasadas en bolsas de plastico herméticas y almacenadas a
temperatura ambiente hasta su uso.

Para el desarrollo de las peliculas con AgNPs (Q-AgNPs) se parti6 de la so-
lucién QAPG restante (650mL) a la cual se le adicionaron 162.5 mL de la so-
lucién de AgNPs [500 ppm], se agité durante 30 minutos mas a 200 rpm a
temperatura ambiente, se vertieron 25 ml en cajas Petri (26 cajas) se dejaron
reposar por 12 h a temperatura ambiente y, mds adelante, fueron colocadas
en una estufa a 45 °C por 24 h, ya formadas las peliculas de quitosano se reti-
raron de la caja Petri y fueron envueltas en papel aluminio, envasadas en
bolsas de plastico herméticas y almacenadas a temperatura ambiente hasta
su uso.

Propiedades fisicomecanicas de las peliculas

Microscopia electronica de barrido de emision de campo (FE-SEM)

La FE-SEM se realiz6 en un equipo JEOL 7600 con alto vacio. Las membranas
se colocaron en un desecador a vacio durante 24 h para eliminar humedad. Pos-
teriormente, se colocaron en una portamuestra de aluminio con cinta adhesiva
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doble cara de aluminio-carbono y se introdujeron en una ionizadora para cu-
brir con una pelicula delgada de oro, durante 5 min.

Las condiciones instrumentales fueron de un voltaje de aceleracién de
0.5 kV y una distancia de trabajo (WD) entre 4.3 y 5.9 mm (Regiel et al.,
2013).

Color

El color de las peliculas y las diferencias de estas fueron analizadas siguiendo
el método descrito por Hasim et al. (2016), las mediciones se realizaron con
un espectrofotémetro CM-600d (Konica Minolta, Inc.), las muestras fueron
colocadas en una superficie con fondo blanco, tomando tres mediciones por
muestra. Con ayuda de los pardmetros de la escala CIELab donde L* represen-
ta luminosidad, a* tendencia al rojo y b* tendencia al amarillo, se determiné
la diferencia de color total (AE*), la cual compara la diferencia de color general
de una muestra experimental con una muestra de referencia con ayuda de la
siguiente férmula:

AE* =+ (AL®)? + (Aa*)? + (Ab*)?

Donde: AL* representa la diferencia de luminosidad entre las peliculas, Aa*
representa la diferencia de tendencia a rojo entre las peliculas y Ab* repre-
senta la diferencia de tendencia al amarillo entre las peliculas.

Cuanto mayor sea el valor de AE* obtenido, la diferencia de color entre las
muestras y el control es mayor. Los valores de AE* entre 0 y 0.2 indican una
diferencia de color indetectable, 0.2-0.5 para una diferencia muy pequefia,
0.5-1.5 para una pequeria diferencia, 1.5-3.0 para poco distintas, 3.0-6.0 para
distinta, 6.0-12.0 para muy distintas y > 12 para una gran diferencia.

Resistencia a la tension (RT), elongacién (E) y el médulo de

elasticidad (EM)

Las propiedades mecénicas de las peliculas (RT, E y EM) se determinaron con
ayuda de una méquina de prueba universal Zwick/Roell (modelo Z005) de
acuerdo con el método estdndar ASTM D 882 (Mathew et al., 2019) mediante
la aplicacién de una celda de carga de 500 Newtons a una velocidad de cruceta
de 5 mm/min. La separacién inicial del agarre y la velocidad de la cruceta se es-
tableci6 en 50 mm/min. Las peliculas con espesor conocido se cortaron en ti-
ras rectangulares (5 x 2 cm?). Las mediciones se repitieron 5 veces, y los calcu-
los se realizaron con ayuda del software TestXpert® II (V3.31) (Zwick / Roell,
Ulm, Alemania). E] RT se determiné dividiendo la carga méaxima para romper
la pelicula por el drea de la seccién transversal (espesor) de la pelicula y se ex-
presé en MPa. El EAB se calculé dividiendo el alargamiento de la pelicula en la
rotura por la separacién inicial de agarre expresada en porcentaje (%). EM se
obtuvo a partir de la pendiente inicial de la curva de tensién-deformacién y se

expres6 en MPa.
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Propiedades fisicoquimicas

Contenido de agua, solubilidad y grado de hinchamiento
Se determind siguiendo la metodologia descrita por Souza et al. (2017), con
ligeras modificaciones

Las muestras de cada tratamiento se cortaron en cuadros de 2x 2 cm y
fueron pesados en una balanza analitica (ADAM Modelo PW 254) con una
precision de 0.0001 g, el cual fue considerado como peso inicial (M1). Poste-
riormente, las muestras fueron colocadas es un horno Felisa (modelo FE-
293AD) a 55 °C durante 24 h, transcurrido el tiempo se sacaron y pesaron
nuevamente para obtener la masa seca inicial (M2), para después colocarlas
en un vaso de precipitado cubriéndolas con 30 mL de agua desionizada y de-
jandolas a 25 °C + 2 °C durante 24 h, pasado el tiempo fueron sacadas con
pinzas quitando el exceso de agua superficial con ayuda de un papel filtro y
pesadas nuevamente (M3). Las peliculas fueron colocadas una vez maés en el
horno a 55 °C durante 24 h para determinar la masa seca final (M4). Se cal-
culé el promedio de las tres repeticiones de cada pardmetro con las siguientes
férmulas:

(M1 - M2) N
M2

Contenido de agua % = 100

Solubilidad % =

(M2-M4) 109
M2

00

Grado de hinchamiento % = (1\/[3_—2M2) x 1

Permeabilidad al vapor de agua (PVA) y velocidad de transmision

del vapor de agua (VTVA)

La PVAyla VTVA se realiz6 siguiendo lo descrito por Chang et al., (2019), to-
mando como base el método ASTM E96, con algunas modificaciones.

Las peliculas se colocaron en vasos permeables con un didmetro interno
de 6.4 cm y una profundidad de 7.5 cm con 10 mL de agua desionizada. Los
vasos fueron colocados en una cimara ambiental con gel de silice anhidro a 20
°Cy 51% de humedad relativa y un ventilador dentro para mover el aire in-
terno y asegurar la homogeneidad de las condiciones. La VT VA se determind
por la pérdida de peso en los vasos en funcién del tiempo. Se calculé mediante
regresion lineal (r? > 0.99). Los vasos fueron pesados cada dos horas por 10
horas continuas y, posteriormente, cada 24 horas por 3 dias. La VTVA (g/dia
m?) y PVA (g mm/kPa dia m?) se calcularon mediante las siguientes férmulas:

VTVA = X PVA = _(VIVA+L)_
S AP
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Donde: K es la pendiente de la variacién del peso frente a la funcién lineal del
tiempo (g/dia), S es el drea de la superficie de la pelicula expuesta (m?), L es
el espesor medio de la pelicula (mm) y AP es la diferencia de presién de vapor
a través de la pelicula (kPa), calculada en funcién de la temperatura de la c4-
mara y la humedad relativa dentro y fuera del vaso.

Grosor

El grosor de las peliculas fue determinado con ayuda de un micrémetro exte-
rior de 0-25mm (OBI, China) con escala de 0.001 mm de exactitud tomando
9 mediciones en distintos puntos por muestra, los resultados obtenidos se
expresaron como el promedio de las mediciones (Haghighi et al., 2019).

Analisis estadistico

Los datos obtenidos de la evaluacién de la actividad antimicrobiana y propie-
dades fisicomecanicas de las peliculas fueron evaluados considerando un mo-
delo completamente al azar, a través de anélisis de varianza de un solo factor,
utilizando el programa estadistico JMP® mediante el siguiente modelo:

Yij= B+ T+ ey
Donde:

Y,; = variable de respuesta

p = Media general

T;; = efecto de la i-ésima solucién evaluada / i-ésimo tipo de pelicula evaluado
e;; = error aleatorio

Resultados y discusion

Actividad antimicrobiana de AgNPs y quitosano
La figura la ilustra el comportamiento que presenté P. aeruginosa ATCC
25619. El crecimiento de P. aeruginosa se inhibié en las soluciones de AgNPs
con sus diferentes concentraciones 20, 60 y 100 ppm, esto fue observado
como un retraso en el crecimiento y fue proporcional ala concentracién de Ag-
NPs haciendo que la fase de crecimiento logaritmico iniciara alahora 5,6 y 8,
respectivamente. Por otro lado, las soluciones de quitosano y Q-AgNPs (20,
60y 100 ppm) mostraron un efecto bacteriostatico desde la primera hora.
Salmonella ATCC 6017 (figura 1c) mostrd el inicio de su crecimiento a
partir de la hora 3 para el control y la solucién de AgNPs con 20 ppm, mien-
tras que el crecimiento en las soluciones AgNPs con 60 y 100 ppm fue a partir
de la hora 4; del mismo modo, todas las soluciones de AgNPs mostraron un
crecimiento por debajo del control. Mientras que las soluciones quitosano y
Q-AgNPs (20, 60 y 100 ppm) mostraron un efecto bacteriostético para el cre-

cimiento bacteriano.
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El crecimiento de E. coli ATCC 10586 se muestra en la figura 1b, donde
se observa un ligero retraso en el inicio del crecimiento en todas las concen-
traciones de AgNPs, iniciando a partir de la hora 3. Por otra parte, las solu-
ciones de AgNO; 100 ppm, quitosano y Q-AgNPs (20, 60 y 100 ppm) mos-
traron efecto bacteriostatico.

El crecimiento de S. aureus (figura 1d) mostré una fase lag mas amplia
que las otras cepas (Salmonella, E. coli y P. aeruginosa), para las soluciones de
AgNPs (20, 60 y 100 ppm) observandose el inicio de la fase logaritmica a
partir de la hora 4. El crecimiento logaritmico para estas soluciones siempre
estuvo por debajo del control. Contrario a esto, las soluciones de quitosano y
Q-AgNPs (20, 60 y 100 ppm) mostraron un efecto bacteriostatico al no per-
mitir el crecimiento de la bacteria.

FIGURA 1. Graficos de cinética de crecimiento de Pseudomona aeruginosa (a), Escherichia Coli (b), Sal-
monella enterica (c) y Staphylococcus aureus (d), expuestas a soluciones acuosas de AgNPs, quitosano
con AgNPs (en distintas concentraciones: 20, 60 y 100 ppm) quitosano al 1% y un control positivo.
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Fuente: Elaboracion de los autores.

El efecto antimicrobiano de las AgNPs depende de multiples factores tales
como el método de sintesis, la concentracién, el tamafio de nanoparticula for-
mada, pH, fuerza iénica, entre otros. Los resultados mostrados en las cepas
analizadas al estar en contacto con las soluciones de AgNPs sugieren que su
efectividad depende de la concentracién de la solucién, de tal forma que cuanto
mayor sea la concentracién de AgNPs mayor serd el efecto inhibitorio. Esto es
debido a que al aumentar la cantidad de nanoparticulas se alcanza una mayor
superficie de contacto en la pared celular de la bacteria por lo cual es mas facil
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que se ejerzan los mecanismos de accién con mayor facilidad y por periodos
mas prolongados; modificando la permeabilidad de membrana plasmatica o
actuando sobre el ADN de las bacterias (Mythili et al., 2018).

El efecto observado en el crecimiento de S. aureus, E. coli, Salmonella y P.
aeruginosa al estar en contacto con soluciones de AgNPs indicé un retraso en el
crecimiento, tanto para bacterias Gram negativas como Gram positivas. La in-
hibicién inducida por las AgNPs fue dependiente de su concentracién, solu-
ciones con 20 ppm presentaron la menor inhibicién, mientras que soluciones
con una concentracién de 100 ppm mostraron la mayor inhibicién. Sin em-
bargo, también se observé una menor inhibicién sobre S. aureus. Estos resul-
tados concuerdan con lo reportado por Ravichandran et al. (2016) quienes re-
portaron un mayor efecto antimicrobiano contra E. coli y P. aeruginosa mostrando
halos de inhibicién de 10 y 9 mm, respectivamente, al utilizar AgNPs con 100
pg/mL en comparacién con los 8 mm de halo obtenidos para S. aureus. Por otro
lado, resultados reportados por Mathew et al. (2020) indicaron un mayor efecto
antimicrobiano contra bacterias Gram positivas (Bacillus subtilis) obteniendo
halos de inhibicién de 10 mm comparado con los halos de inhibicién de P. putida
y E. coli. (8.5 y 9.5 mm, respectivamente), al estar en contacto con AgNPs con
100 pg/mL.

La adicién de AgNPs ala solucién de quitosano en sus diferentes concentra-
ciones demostr6 un efecto sinérgico que dio como resultado la inhibicién total
del crecimiento para todas las cepas, indicando un efecto bacteriostético, posi-
blemente al actuar simultdneamente los mecanismos de ambos compuestos
(Senthilkumar et al., 2019). Donde, ademas de los mecanismos antes descritos
de las AgNPs, los grupos amino del quitosano interactian con la membrana
plasmatica permitiendo la fuga de contenido citoplasmatico (Azmy et al., 2019).
De igual manera, esto también implica una mayor estabilidad de las AgNPs con-
ferida por el quitosano, el cual ayuda a la dispersién homogénea al captar las na-
noparticulas mediante un efecto quelante, gracias a los 4tomos de nitrégeno de
los grupos amina del quitosano, esto mantiene estables las AgNPs permitiendo
una liberacién de iones plata por méas tiempo (Kalaivani et al., 2018). Esto nos
indica que la actividad antibacteriana mostrada por las soluciones de Q-AgNPs
pueden ser utilizada para aplicaciones en la industria alimentaria.

Propiedades fisicomecanicas de las peliculas

Estructuras microscopicas de peliculas por FE-SEM

Las peliculas fueron caracterizadas por medio de FE-SEM para evaluar la topo-
grafia y morfologia. Las micrografias superficiales de peliculas de quitosano y
Q-AgNPs desarrolladas se muestran en la figura 2. La micrografia de peliculas
de quitosano se observa con una superficie morfolégica homogénea a una re-
solucién a 25000x (figura 2; Al) y 50000x (figura 2; AlIl) se pueden encontrar
diversas manchas blancas en la pelicula; sin embargo, a una resolucién de
100000x (figura 2; AIIl) se puede observar que la superficie tiene una textura
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uniforme, lo cual indicé que no existe presencia de porosidad en la pelicula,
por lo tanto, es viable para una aplicacién como recubrimiento de otro tipo de
superficie. Mientras que la micrografia (figura 2; BI) de la pelicula Q-AgNPs
mostré una morfologia uniforme y suave sin ser visible la presencia de poros o
huecos. Se observo la presencia de pequerias aglomeraciones dispersas en toda
la superficie, mientras que al aumentar la resolucién a 100000x (BIII), fue po-
sible observar aglomeraciones esféricas y cilindricas de un tamario aproxima-
do entre los 100 y 200 nm correspondientes a las AgNPs.

Las microestructuras observadas en las peliculas de Q-AgNPs indican la
compatibilidad entre la matriz de quitosano y las AgNPs, lo cual se asocia con
un efecto de reticulacién entre la interaccién electrostética de las AgNPs y los
grupos funcionales del quitosano que disminuyen los enlaces hidrégeno in-
termolecular, corroborando que el quitosano promueve la aglomeracién o
dispersion de AgNPs al actuar como estabilizador (Kadam et al., 2019). Ima-
genes de peliculas de quitosano semejantes fueron reportadas por Zhang y

FIGURA 2. Micrografias de peliculas de quitosano a 25000x (Al), a 50000x (All) y 200000x (Alll) y Q-AgNPs
a 25000x (BI), a 50000x (BI1) y 100000x (BIlI) de resolucion. Las flechas azules en las peliculas de quito-
sano indican imperfecciones superficiales que no afectan la homogeneidad y porosidad de la pelicula.
Las flechas rojas indican la presencia de AgNPs dispersas sobre la superficie de la pelicula sin alterar
su porosidad.

Fuente: Elaboracion de los autores.



www.mundonano.unam.mx | ARTICULOS DE INVESTIGACION | Mundo Nano
https://doi.org/10.22201/ ceiich.24485691e.2024.32.69752 | 17(32), 1e-18e, enero-junio 2024
Dulce M. Gonzalez-Lopez, Jaime Bustos-Martinez, Aida Hamdan Partida, Beatriz S. Schettino-Bermidez, Francisco H. Chamorro-Ramirez

Jiang (2020) atribuyendo la presencia de manchas blancas a la dispersién
desigual del polimero; de igual forma, Elmehbad y Mohamed (2020) repor-
taron una mejora en las superficies que fueron adicionadas con AgNPs, mos-
trando superficies homogéneas con AgNPs dispersas uniformemente.

Color de peliculas

El color de un envase para alimentos es una de las caracteristicas tomadas en
cuenta por los consumidores, a través del cual el alimento es valorado para su
compra o consumo, este puede ser similar al color del producto, permitir lige-
ros cambios que favorezcan la apariencia o proteger al alimento de los cam-
bios fisicoquimicos (Ortega et al., 2017). El color de las peliculas se muestra
enla tabla 1, las peliculas de quitosano mostraron un patrén de color tendien-
te al azul debido a que el valor de b* fue negativo, siendo significativamente
(P < 0.05; 1.49 unidades del valor de b) mas bajo, con respecto a las peliculas
de Q-AgNPs, las cuales presentaron una mayor tendencia al amarillo (b*) aun-
que con una menor luminosidad.

El cambio de color fue observado desde la adicién de AgNPs a la solucién
de quitosano y esto concuerda con un patrén de cambio de color caracteristico
al sintetizar AgNPs, ya que este cambio es utilizado como indicador en la pre-
sencia y formacién de AgNPs cambiando de tonalidades que van del amarillo
hasta el negro entre mayor sea su concentracién (Mathew et al., 2020; Par-
thiban et al., 2018).

La adicién de AgNPs a la solucién de quitosano dio como resultado peli-
culas con una superficie 2.68 (unidades del valor de L*) menos luminosa (P <
0.05), dicho efecto es atribuido a la dispersién de la luz generada por presencia
de AgNPs, respecto a las peliculas de quitosano, lo cual podria indicarnos que
peliculas con AgNPs podrian conferir una mayor proteccién de laluz y esta po-
dria ser aplicada como proteccién para alimentos al retardar la oxidacién de los
lipidos y preservar las propiedades organolépticas del alimento.

Una tendencia similar fue reportada por Zhang y Jiang (2020), los cuales
obtuvieron peliculas con tendencias al amarillo més elevadas y una disminu-
cién de luminosidad al adicionar AgNPs. Por otra parte, Yong et al. (2019) re-
portaron un patrén de color verdeazulado caracteristico de las peliculas de qui-
tosano, el cual va de -0.19 a -2.44 (-a*) y —0.94 a -6.03 (-b*), concluyendo que
el color fue atribuido al pH de la solucién; no obstante, las peliculas obtenidas
en esta investigacién mostraron una tendencia hacia el rojo con valores posi-
tivos y un valor de 1.61 mas de luminosidad (L*), esta diferencia pudiese ser
atribuida al método y soluciones utilizadas para el desarrollo de las peliculas.

A pesar de las variaciones observadas en a*, b* y L*, la diferencia de color total
presentada no mostr6 diferencias significativas (P > 0.05) entre los tratamientos,
teniendo una pequena diferencia segin la metodologia descrita por Hasim et al.
(2016), las minimas diferencias reportadas son atribuidas a la presencia y distri-
bucién de AgNPs dentro de la matriz de quitosano (Salari et al., 2018).

-3



Mundo Nano | ARTICULOS DE INVESTIGACION | www.mundonano.unam.mx
17(32), 1e-18e, enero-junio 2024 | https://doi.org/10.22201/ ceiich.24485691e.2024.32.69752
Dulce M. Gonzalez-Lopez, Jaime Bustos-Martinez, Aida Hamdan Partida, Beatriz S. Schettino-Bermudez, Francisco H. Chamorro-Ramirez

TABLA 1. Valores de color de peliculas de quitosano y Q-AgNPs.

Pelicula L* a* b* AE*
Quitosano 93.11 + 0.43° 0.65 + 0.222 -2.01+ 0.68° 0.09 + 0122
Q-AgNPs 90.43 + 1.18° 0.62 + 0.442 0.52 + 2102 0.61 + 1.452

Nota: Luminosidad (L*), tendencia al rojo (a*), tendencia al amarillo (b*) y diferencia total de color
(AE*). Los valores se dan como media + DE (n = 12). Diferentes letras en la misma columna indican
significativamente diferente (P < 0.05).

Fuente: Elaboracion de los autores.

En la apariencia general, en la figura 3 (1C) se observan peliculas homogé-
neas, tanto de quitosano como de Q-AgNPs; aun asi, la adicién de AgNPs dié
como resultado peliculas con predominacién al color amarillo-marrén y menos
luminosas, aunque esto no representé una diferencia significativa (P > 0.05)
en la diferencia total de color (AE) entre las peliculas. Por otro lado, en las mi-
crografias FE-SEM realizadas a cada una de las peliculas, se distinguieron con-
glomerados de AgNPs (figura 3 1B, en circulo rojo) presentes en la superficie de
la pelicula de Q-AgNPs, mientras que en las peliculas de quitosano se percibié
homogeneidad (figura 3 1A).

FIGURA 3. Peliculas de quitosano y Q-AgNPs.

\\ /
N\ A /7
N\ -
S
Peliculas de Quitosano Peliculas Q-AgNPs

Fuente: Elaboracion de los autores.

Grosor, resistencia a la tension (oT), elongacion (E)
y modulo de elasticidad (ME)

Las propiedades fisicomecanicas de un empaque representan la durabilidad y
la capacidad de preservar los alimentos durante su manipulacién en la cadena
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de produccién (Homez et al., 2018), en la tabla 2 se muestran los valores de
grosor, resistencia a la tensién, elongacién y médulo de elasticidad.

El grosor de las peliculas de Q-AgNPs fue significativamente menor (P <
0.05) que el de las peliculas de quitosano. En este sentido, Souza et al. (2017)
mencionan que el contenido de sélidos acumulados en una superficie deter-
mina el grosor final de la pelicula, por lo que si se aumenta la concentracién
de AgNPs el grosor de las peliculas podria aumentar, tal como lo reportan
Shah et al. (2018) pasando de 25 mm (pelicula control) a 52 mm con la adi-
cién de AgNPs; del mismo modo, Deepak Kadam et al. (2019) reportan un au-
mento en el grosor de las peliculas adicionadas con AgNPs. De este modo, lo
observado en esta investigacién indicé un efecto contrario al adicionar
AgNPs, posiblemente debido a la alta compactacién de las estructuras mole-
culares observadas, por lo que un aumento de sélidos no repercutié en el au-
mento de grosor de las peliculas, esto podria significar una mejor capacidad
de manipulacién al momento de recubrir alimentos.

La oT representa la capacidad de un material para resistir la fractura bajo
tensién de traccién, elongacién representa la flexibilidad de la pelicula y ME
muestra la rigidez (Shankar et al., 2016), las peliculas de Q-AgNPs no mos-
traron diferencias significativas (P > 0.05) en la 0T y el ME en comparacién
con las peliculas de quitosano; por otro lado, la flexibilidad de las peliculas Q-
AgNPs se vio reducida significativamente (P < 0.05) siendo 8.93 Mpa menos
flexibles. Diversos factores pueden modificar las propiedades de una pelicula,
factores como el tipo de polimero, en tamafio y la forma de las nanoparticulas
(Kadam et al., 2019), o la interaccién molecular entre las cadenas poliméricas
y las AgNPs para formar enlaces hidrégeno y enlaces éster que determinan la
estabilidad de la matriz al contener enlaces mds fuertes o débiles para so-
portar algin factor alterante ya sea fisico o quimico (Zhang y Jiang, 2020;
Roy et al., 2019). De tal forma, las aglomeraciones formadas por la adicién de
AgNPs pudieron actuar como nano relleno en los espacios estructurales de las
peliculas de quitosano (Gu et al., 2021)

TABLA 2. Propiedades fisicomecanicas de peliculas de quitosano y Q-AgNPs.

Pelicula Grosor (mm) ME (Mpa) oT (Mpa) Elongacion (%)
Quitosano 9311 + 0.43° 0.65 + 0.222 -2.01 + 0.68° 0.09 + 0122
Q-AgNPs 90.43 + 1.18° 0.62 + 0.44° 0.52 + 210 0.61 + 1.452

Nota: ME = Mddulo de elasticidad, oT = Resistencia a la tension. Los valores se dan como media + DE (n = 5
y n =12 para grosor). Diferentes letras en la misma columna indican significativamente diferente (p < 0.05).
Fuente: Elaboracion de los autores.

Propiedades fisicoquimicas de peliculas

Propiedades como la permeabilidad al vapor de agua, grado de hinchamien-
to, resistencia a la traccién y elongacién son parametros ampliamente utili-
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zados en la industria de empaques, pues estos podran determinar la capaci-
dad de preservar las caracteristicas de los productos alimenticios (Zhang y
Jiang, 2020).

Contenido de humedad (H), solubilidad (S) y grado de
hinchamiento (GH)

Los resultados de contenido de humedad, solubilidad en agua y grado de hin-
chamiento de peliculas se muestran en la tabla 3; el contenido de humedad en
las peliculas es un indicador relacionado con el espacio vacio que ocupan las
moléculas de agua en la microestructura de la matriz polimérica, las cuales
podrian afectar las propiedades fisicomecanicas y microbioldgicas de las mis-
mas. La adicién de AgNPs a la matriz de quitosano afect6 significativamente
(P < 0.05) el contenido de humedad, con un incremento de 9.33% en compa-
racién con las peliculas de quitosano; de igual manera, la solubilidad de las pe-
liculas Q-AgNPs se increment6 significativamente, esto pudo deberse a la in-
teraccién molecular de los compuestos ya que, aunque el quitosano es un
polisacarido poco soluble en soluciones neutras o bésicas, al estar unidas con
AgNPs sus enlaces pueden romperse con mayor facilidad, permitiendo mayor
interaccién con el medio acuoso haciendo que las peliculas puedan disolverse
en agua a pH neutro (Haghighi et al., 2019). Fenémenos similares fueron ob-
servados por Yong et al., (2019) al mezclar quitosano con pulpa de papaya
donde se ven modificados el contenido de agua y la solubilidad de las pelicu-
las. Kadam et al. (2019) mencionan que las caracteristicas del quitosano y el
plastificante utilizado para la formacién de las peliculas son factores que pue-
den modificar la solubilidad final. Por otra parte, el grado de hinchamiento se
vio disminuido al adicionar AgNPs indicando la pérdida de la capacidad de ab-
sorber agua, un fenémeno similar fue reportado por Souza et al., (2016) al
utilizar aceites esenciales en la matriz de quitosano. Se sabe que la naturaleza
hidrofilica del quitosano representa un inconveniente al hincharse, disolver-
se o desintegrarse al estar en contacto con alimentos con altos contenido de
humedad, esta desventaja se puede reducir al agregar AgNPs pues se podria
bajar el grado de hinchamiento tal como se muestra en los resultados obteni-
dos. En el mismo sentido, Mathew et al. (2019) mencionan que existe la nece-
sidad de una menor capacidad de absorcién de agua en un material de enva-
sado, probando que los nanocompuestos incorporados a una matriz mejoran
significativamente esta propiedad.

Permeabilidad al vapor de agua (PVA)

La PVA es uno de los indicadores mds importantes para determinar si un ma-
terial de empaque podra evitar la transferencia de humedad entre el producto
y el ambiente para mantener la estabilidad de un producto alimenticio, con-
servar sus propiedades y garantizar la vida util del alimento, es por esto que
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el control de esta transferencia es un punto clave en la fabricacién de envases,
de esta manera el valor de PVA deberia ser lo mas bajo posible para reducir o
evitar la transferencia de humedad de la atmdsfera al alimento (Yong et al.,
2019; Qin et al., 2019). En la tabla 3, se muestra la VTVA y la PVA de las peli-
culas de quitosano y Q-AgNPs, donde se observa que hubo un efecto (P <
0.05) sinérgico en la disminucién de ambos parametros al adicionar AgNPs a
la matriz polimérica, este efecto es atribuido a la formacién de una barrera
discontinua, aumentando la interaccién entre las cadenas poliméricas mas
compactas, que hace vias masivas para la difusién en las moléculas de agua
(Shankar et al., 2016; Salari et al., 2018; Roy et al., 2019). Por tal motivo, al
observarse niveles bajos, tanto en la VTVA como en la PVA, las peliculas de Q-
AgNPs podrian ser consideradas como una mejor opcién para garantizar un
alargamiento de la vida de anaquel de un alimento.

TABLA 3. Propiedades fisicoquimicas de peliculas de quitosano y Q-AgNPs.

Pelicula H (%) S (%) GH (%) PVA VTVA
(g mm/kPa (g/dia m?)
dia m?)
Quitosano 14.3 + 0.88° 42.5 + 0.76° 8511+ 3.832 0.8811 + 0.0042 0.2031 £ 0.001
Q-AgNPs 24.2 +3.08° 47.8 +3.322 79.96 + 5.87° 0.8607 + 0.004° 0.1992 + 0.001°

Nota: Contenido de humedad (H), solubilidad (S) y grado de hinchamiento (GH), permeabilidad al vapor
de agua (PVA) y la velocidad de transmision del vapor de agua (VTVA). Los valores se dan como media
+ DE (n = 12). Diferentes letras en la misma columna indican significativamente diferente (P < 0.05).
Fuente: Elaboracion de los autores.

Conclusion

Se desarrollaron con éxito peliculas de quitosano y Q-AgNPs mostrando acti-
vidad bacteriostatica in vitro contra bacterias Gram positivas y negativas. Al
incorporar AgNPs a las peliculas de quitosano, estuvieron aglomeradas en la
superficie de la pelicula, lo que dio como resultado una superficie libre de po-
ros, opaca, lisa y suave, ademds de una permeabilidad al vapor de agua y una
velocidad de transmisién del vapor de agua bajos, lo cual le confiere funciones
de barrera fisica ideal para proteger a los alimentos de factores ambientales
como el oxigeno y la luz.

Las peliculas Q-AgNPs mostraron propiedades fisicomecénicas apropiadas
para un envase para alimentos al ser un material compacto y resistente ante
factores fisicos

Bajo las condiciones de este estudio, se concluye que las peliculas Q-
AgNPs son factibles para aplicarse como recubrimientos o empaques para ali-
mentos.
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