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RESUMEN EJECUTIVO

Polimeros biodegradables poseen escasas propiedades viscoelasticas, de ruptura, de
barrera y antibacterianas afectando su uso en la industria. El objetivo de esta investigacion
es producir films con diferentes matrices biodegradables, para mejorar sus propiedades y
evaluar su efecto antibacteriano mediante la impregnacion de nanoparticulas metéalicas.
Se determino que los films producidos por Komagataeibacter xylinus con un volumen de
medio de cultivo de 50 ml produjo films gruesos, al igual que en los films obtenidos de

mezclas filmogénicas con el aumento a 20 ml de la mezcla final.

Se realizaron pruebas de esfuerzo como la fuerza axial y tension relacionadas con la
resistencia de materiales cuando se aplican fuerzas axiales en direcciones contrarias;
obteniendo 21 — 24 N de fuerza axial y 1,9 — 3,8 % de tension para la mezcla de

glucosa/carragenato grado comercial siendo la prueba mas representativa.

La evaluacion antibacteriana demostro que solo los films impregnados con plata poseen
un efecto antibacteriano frente a E. coli y S.aureus; dando halos de inhibicion de 1,2 - 1,4
cm de diametro para films de CB y 1,3 - 2,5 cm de didmetro para films de soluciones
filmogénicas evaluados en E.coli. Por otro lado, se obtuvieron valores entre 1,33 — 2,01
cm de diametro para films de CB y 1,09 — 1,29 cm de diametro para films de soluciones

filmogénicas evaluados en S. aureus.

Palabras clave: celulosa bacteriana, soluciones filmogénicas, nanoparticulas,

antibacteriano.
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ABSTRACT

Biodegradable polymers have few viscoelastic, rupture, barrier and antibacterial
properties affecting their use in industry. The objective of this research is to produce films
with different biodegradable matrices, to improve their properties and evaluate their
antibacterial effect by impregnating metal nanoparticles. It was determined that films
produced by Komagataeibacter xylinus with a volume of culture medium of 50 ml
produced thick films, as in films obtained from filmogenic mixtures with the increase to
20 ml of the final mixture.

Stress tests such as axial force and tension related to the strength of materials were
performed when axial force is applied in opposite directions; obtaining 21-24 N of axial
force and 1.9-3.8% of tension for the commercial grade glucose / carrageenan mixture

being the most representative test.

The antibacterial evaluation showed that only films impregnated with silver have an
antibacterial effect against E. coli and S.aureus; giving inhibition halos of 1.2 - 1.4 cm in
diameter for CB films and 1.3 - 2.5 cm in diameter for films of filmogenic solutions
evaluated in E.coli. On the other hand, values between 1.33 - 2.01 cm in diameter were
obtained for CB films and 1.09 - 1.29 cm in diameter for films of filmogenic solutions

evaluated in S. aureus.

Keywords: bacterial cellulose, filmogenic solutions, nanoparticles, antibacterial.
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CAPITULO |
MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes investigativos

1.1.1 Polimero

Son moléculas orgéanicas que son parte de diversos productos obtenidos a partir de
combustibles fésiles. Estas moléculas estan formadas por unidades mas pequefias
Ilamadas monomeros, los mismos que a su vez estan formados por atomos de carbono
(Hermida, 2011).

1.1.2 Tipos de polimeros por su origen

1.1.2.1 Polimeros sintéticos

Son elementos producidos por el hombre; se clasifican en dos categorias de acuerdo con
el comportamiento que poseen cuando se encuentran expuestos al calor: termoplasticos y
termorrigidos. Los termoplasticos se ablandan o se funden cuando se calientan, son
solubles en ciertos disolventes; por otro lado, los termorrigidos al ser sometidos al calor

se descomponen y no es posible su fundicion ni solubilizacion (Hermida, 2011)

1.1.2.2 Polimeros obtenidos a partir de recursos renovables

Los polimeros biodegradables poseen grandes ventajas: técnicas, industriales y
especialmente ambientales por su facil reciclaje y biodegradacion (Masmoudi, Bessadok,
Dammak, Jaziri, & Ammar, 2016). Estos polimeros se pueden obtener directamente de
la biomasa (polisacaridos, proteinas, lipidos); por sintesis quimica usando mondmeros
renovables de base bioldgica (acido polilactico) o por microorganismos modificados

genéticamente (polihidroxialkanoatos) (Garcia, Sendon, & Rodriguez, 2016).

1.1.3 Celulosa
Es una fibra vegetal, que es el constituyente mas importante de las paredes celulares de
plantas. Puede ser sintetizada por microorganismos, plantas y animales (Ramirez, 2012).

La celulosa es el biopolimero natural mas producido en el mundo (1.5x10*2 toneladas por
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afio). En los Gltimos afios se ha tomado a este compuesto como materia prima renovable
y biodegradable en diversas aplicaciones proponiendo una solucion al reciente desafio
industrial para enfrentar con éxito los problemas medioambientales y de reciclaje (Heinze,
2015).

1.1.4 Celulosa Bacteriana

Es un biopolimero producido por microorganismos de diferentes reinos como: Fungi
(Dictyostelium), Monera (Agrobacterium, Rhizobium, Gluconacetobacter), Animal
(Tunicidae). Dentro del reino monera, la produccion de celulosa es muy variada, las
especies productores se encuentran dentro de los géneros Achromobacter, Agrobacterium,
Rhizobium, Sarcina, Zoogloea y bacterias acéticas. La especie K. xylinum perteneciente
al ultimo género antes mencionado es la que posee la mayor capacidad de produccion, ya
que el nivel de pureza y estructura es parecida a la celulosa procedente de fuentes vegetales

(Perumpuli, Watanabe, & Toyama, 2014).

1.1.5 Komagataeibacter xylinus

Anteriormente llamada Gluconacetobacter xylinus, (Lavasani, Motevaseli, Shirzad, &
Modarressi, 2017), es un microorganismo aerobio y gram negativo, generalmente se
encuentra en el vinagre, frutas y verduras. Produce celulosa en medios liquidos y sélidos,
la misma que se puede evidenciar por la presencia de una pelicula en la superficie de la

placa (Perumpuli et al., 2014).

1.1.6 Céascara de cacao (Theobroma cacao L.)

Ecuador es uno de los principales productores de cacao a nivel mundial pues satisface al
60% de la poblacion mundial con cacao fino de aroma (System, 2018). La gran demanda
de este producto conduce a la existencia de toneladas de desechos principalmente por la
cascara, lo que ha obligado a cientificos a investigar soluciones para dicho problema
(Redgwell et al., 2003). Sin embargo, muchas empresas destinan este producto a la
alimentacion animal, fertilizantes o también como comburente para calderas (Okiyama,
Navarro, & Rodrigues, 2017).
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1.1.7 Carragenato

El carragenato pertenece a una familia de polisacéridos lineales sulfatados que se
producen en la pared celular y en la matriz intercelular de diferentes especies de algas
rojas (Abdou & Sorour, 2014).

1.1.8 Almidon

El almidon es la principal reserva de energia en las plantas acumulandose en drganos de
reserva como tubérculos o semillas durante extensos periodos de tiempo, lo que permite
la formacion de grandes estructuras granulares. Las fuentes de almiddn mas significativos
a nivel industrial son: el almidén de maiz, trigo, yuca y papa. El almiddn se ha utilizado
como materia prima para la produccién de plasticos biodegradables debido a sus
propiedades, bajo precio y abundante disponibilidad (Torres, Troncoso, Torres, Diaz, &
Amaya, 2011).

1.1.9 Gelatina

La gelatina es un biopolimero natural que se deriva de la hidro6lisis del colageno insoluble,
el cual se encuentra presente en los huesos y la piel; la gelatina ademas de poseer buena
biocompatibilidad y biodegradabilidad (Magro, 2017), representa una alternativa viable
como material formador de peliculas debido a su abundancia, bajo costo y disponibilidad
(Aguilar et al., 2012).

1.1.10 Agar

Es un polisacéarido utilizado en la industria alimentaria como espesante, gelificante y
estabilizante; generalmente se obtienen de diversas especies de algas rojas (Dominguez
& Jimenez, 2012). Este polimero esta formado por la mezcla de: agaropectina y agarosa
(Rivas, Cachile, & Francois, 2010). Los recubrimientos a base de polisacaridos poseen
numerosas ventajas y pueden emplearse para extender la vida de anaquel de diversos

alimentos como frutas y hortalizas (Morales, 2011).

1.1.11 Actividad antimicrobiana de nanoparticulas metalicas
Diferentes metales se han empleado desde la antigliedad para el tratamiento de diversas

enfermedades; sin embargo en la actualidad se utiliza nanoparticulas metalicas como
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agentes antimicrobianos debido a su amplio espectro inhibitorio para combatir infecciones
producidas por bacterias, virus y hongos (Brandelli, Ritter, & Fonseca, 2017).

Se han estudiado diferentes nanoparticulas metalicas como: 6xido de zinc el cual tiene
varias funcionalidades como la actividad antibacteriana, (Ali, Ambreen, et al., 2016).
También se han evaluado las nanoparticulas de plata, las cuales son muy valoradas en la
industrias de polimeros no solo por su propiedades fisicoquimicas, sino también por su

bajo costo y por sus propiedades antibacterianas (Ali, Haqg, et al., 2016).

Ademas existen nanoparticulas de otros metales, tales como: oro, éxido de titanio, 6xido
de cobre y 6xido de magnesio las cuales poseen propiedades antimicrobianas (Brandelli
et al., 2017).

1.2 Hipdtesis

1.2.1 Hipotesis nula
Ho: La mezcla de matrices biodegradables con la impregnacion de nanoparticulas de

metales no posee efecto antibacteriano.

1.2.2 Hipotesis alternativa
Hi: La mezcla de matrices biodegradables con la impregnacion de nanoparticulas de

metales posee efecto antibacteriano.

1.3 Sefialamiento de variables de la hipotesis

1.3.1 Variables dependientes

— Céscara de cacao, agar, almiddn, gelatina sin sabor, carragenato

1.3.2 Variables independientes
— Produccion de biofilms de celulosa bacteriana y films a partir de la mezcla de

matrices con caracteristicas antimicrobianas.

19



1.4 Objetivos
1.4.1 Objetivo General

Producir de biofilms a partir de diferentes matrices biodegradables y evaluar de

su actividad antibacteriana.

1.4.2 Objetivos especificos

Obtener biofilms de celulosa con sustitucion parcial de la fuente de carbono con
almidon, carragenato y gelatina, a partir de Komagataeibacter xylinus.

Obtener films biodegradables a partir de mezclas de almidén soluble, carragenato,
y agar.

Realizar una impregnacion con nanoparticulas de plata, zinc y niquel a los mejores
tratamientos y caracterizar la estructura de los biofilms producidos mediante
microscopia electrénica de barrido (SEM).

Evaluar la efectividad antibacteriana de los biofilms frente a cepas de

microorganismaos.
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CAPITULO I
METODOLOGIA

2.1 Materiales

2.1.1 Céscara de cacao

Se empleo 2,5 kilos de cascara de cacao obtenidos de la provincia de Santo Domingo de
los colorados, los cuales fueron recogidos y llevados al laboratorio de canje de deuda de
la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia de la Universidad
Técnica de Ambato para su posterior tratamiento.

2.1.2 Carragenato grado comercial y grado reactivo

Se adquirié 29 gramos de carragenato grado comercial en el almacén de productos
quimicos y materias primas “INTEQ” de la ciudad de Ambato. Por otra parte, el
carragenato grado reactivo se adquirid en la empresa Sigma en Estados Unidos de

América.

2.1.3 Gelatina pura comestible
Se empled 142 gramos de gelatina pura comestible, la cual se adquirié de la empresa
“PRODEGEL” ubicada en el canton Pelileo sector Pachanlica via a Bafios, provincia de

Tungurahua.

2.1.4 Cepa bacteriana (Komagataeibacter xylinus)

La formacion de biofilms mediante celulosa bacteriana se produjeron con el empleo de
las diferentes matrices y la cepa de Komagataeibacter xylinus (K2G30 =UMCC 2756),
obtenida en la coleccion alemana DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und

Zellkulturen GmbH, Braunschweig).

2.2 Métodos

2.2.1 Procesamiento de la c4scara de cacao
Fueron lavadas en agua y secadas a 60°C por 24 horas, esto con la finalidad de eliminar

el agua contenida y asi facilitar la posterior molienda, para este proceso se utilizé un

21



molino de mano (Corona, Colombia); finalmente la harina de céascara de cacao (HCC)
obtenida fue esterilizada en autoclave a 121°C por 15 minutos (Hirayama, Japon).

2.2.2 Obtencion de cepa en medio solido
Para replicacion de la cepa de Komagataeibacter xylinus se prepararon resuspensiones de
crecimiento bacteriano en cajas petri empleando medio sélido H-S, finalmente se llevé a

incubacion a 30°C por 48 horas.

2.2.3 Biofilms producidos por Celulosa Bacteriana (CB)
Se aplico la metodologia propuesta por Hestrin & Schramm, 1954 con el uso de medio

H-S, que se detalla en la Tabla 1.

Tabla 1. Componentes de medio H-S.

Medio de cultivo Componentes g/L pH
Glucosa 20
Peptona 5
H-S Extracto de levadura 5 6
Fosfato disédico 2,7
Acido citrico 1,15

Fuente: (Hestrim & Schramm, 1954)

Tabla 2. Componentes de medios con sustitucion parcial y total de glucosa

Tratamiento Componentes
1 Almidon
2 Carragenato
3 Glucosa Gelatina sin
sabor .
2 Almidon Glicerol
5 Harina de Carragenato
6 cascara cacao | Gelatina sin
sabor

2.2.4 Obtencion de biofilm

Para la obtencion de biofilms primero se calculé las cantidades exactas de cada
componente con respecto a 50 ml, siguiendo la formulacion de la Tabla 1; sin embargo
los 20 g/L de glucosa fueron reemplazados parcial y totalmente por los componentes

descritos en la Tabla 2 con los siguientes porcentajes: 37.5% de Glucosa o HCC, 37.5%
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de componentes adicionales y 25% de glicerol; seguido se colocaron los ingredientes en
matraces Erlenmeyer de 250 ml (ESCO) cubriendo la boca del matraz con papel aluminio
y ajustandolo con cinta a las paredes del matraz. La produccién de biofilms de celulosa se
realizd en estatico en una incubadora a 30°C por 12 dias (Gullo, La China, Falcone, &
Giudici, 2018).

2.2.5 Lavado de biofilms de CB

Para eliminar particulas extrafias, se lavaron los biofilms con abundante agua destilada
para luego someter a un blanqueamiento con NaOH 0,8% durante 20 minutos. Finalmente
se elimind el hidroxido de sodio lavando los biofilms con agua destilada durante 15
minutos. Durante el lavado se afiadié fenolftaleina, la cual permiti6 comprobar la

eliminacion total de hidréxido.

2.2.6 Conservacién de biofilms
Los biofilms fueron colocados en una soluciéon de acido acético 0,01% a 4°C, con el fin

de prevenir la degradacion o contaminacion.

2.2.7 Films producidos a partir de carragenato, agar y almidon

Para el proceso de elaboracion de films con diferentes matrices se aplicd el método de
casting; las soluciones filmogénicas de carragenato, agar y almidon se prepararon por
separado. En la Tabla 3, se detalla cada una de las mezclas evaluadas.

Tabla 3. Mezclas de matrices para films sin microorganismo.

Mezclas
Componente 1 | Proporcion (%) | Componente 2 | Proporcion (%)
Agar 60 Almidon 40
Agar 60 Carragenato 40
Carragenato 60 Almidon 40

2.2.8 Obtencion de films producidos a partir de carragenato, agar y almidon

Para la obtencion de los films, las soluciones filmogénicas se elabor6 al 2% con respecto
al agua utilizada en el proceso, una vez pesado cada componente se disuelve en 100 ml de
agua destilada en una plancha de calentamiento con agitacion a 70°C durante 25 minutos;

posteriormente la mezcla final se las preparo de acuerdo a las proporciones descritas en la
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Tabla 3 y se afiadi6 glicerol al 8% de la mezcla final, para dejarlas en agitacion durante 1
hora a 80°C (Martins et al., 2013). Una vez transcurrido el tiempo requerido, la solucion
final se distribuyo6 en cajas Petri de plastico de 8,5 cm de diametro, agregando 20 g en
cada una, corroborando la cantidad por medio de una balanza digital (Ohaus). Finalmente,

las placas se las Ilevd a una incubadora (ESCO) para su secado a 30°C durante 48 horas.

2.2.9 Impregnacion de nanoparticulas de niquel, plata y zinc en biofilms de celulosa
bacteriana

Se colocaron los biofilms en soluciones independientes de sulfato de niquel, nitrato de
plata y sulfato de zinc con una concentracion de 1mM en una incubadora con agitacion
(Benchmark) durante 1 hora a 200 RPM, posteriormente se coloca en una solucion de
NaOH 0,01 M con el objetivo de reducir el tamafio de particula del metal impregnado.
Finalmente se lavd con una solucion de etanol absoluto y posteriormente con agua

desionizada con el objetivo de descartar las particulas no impregnadas en el biofilm

2.2.10 Impregnacion de nanoparticulas de niquel, plata y zinc en films elaborados
con la mezcla de diferentes matrices biodegradables

El proceso de impregnacion de nanoparticulas en este tipo de films se realiz6 en oscuridad;
se afiadio 1 ml de cada solucién a una concentracion de 1mM de las sales a la mezcla final

antes del proceso térmico a 80°C.

2.2.11 Anélisis por medio de microscopia electrénica de barrido (SEM)

Se evaluaron pequefios trozos de cada muestra de films secos (con y sin impregnacion) en
un microscopio electrénico de barrido (TESCAN, 2014), modelo Mira 3, con el objetivo
de visualizar la morfologia de los biofilms.

Por medio de dos capas de cinta de carbono de doble faz conductora se fijé cada muestra
en un Stub, para luego cubrirla por 30 segundos con una capa de aproximadamente 20nm
de oro conductor (pureza de 99.99%) por medio de un evaporador (sputtering evaporator)

Quorum Q150R ES previo al anélisis.
2.2.12 Actividad antibacteriana

Para la actividad antibacteriana se utilizo la técnica de difusion en placa, se empleo una

cepa Gram positiva (Staphylococcus aureus) y una Gram negativa (Escherichia coli)
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respectivamente como agentes patdgenos de prueba. Estos microorganismos se inocularon

en medio liquido LB (Luria Bertani), para luego incubarlos a 37°C + 2°C durante 24 horas.

Los indculos obtenidos se ajustaron con respecto al equivalente de McFarland que es de
1,5x108 ufc/ml, se tom6 0,1 ml de medio con esta concentracion de bacteria, con el fin de
dispersar en cajas Petri de vidrio con medio LB solido. A continuacion, las peliculas se
cortaron en discos de 10 mm con un cortador de golpe (Aleméan, Alemania). Previo al
ensayo se elaboraron también discos de una pelicula sin ningun agente antibacteriano de
cada muestra y discos con Ampicilina 100 mg/ml de concentracién como antibidtico, los
cuales sirvieron como control negativo y control positivo respectivamente. Luego los
discos fueron colocados en las placas ya rotuladas para finalmente llevarlas a incubacién
a 37°C £ 2°C por 24 horas.

Cabe recalcar que todos los discos de todas las muestras con excepcién de los discos con

antibidtico fueron sometidos a luz UV durante 12 minutos para su esterilizacion.

El efecto inhibidor se determind midiendo las zonas de inhibicion de crecimiento

bacteriano alrededor de los discos.

2.2.13 Anélisis de resultados

Se realizé un andlisis estadistico utilizando el programa R studio, con un nivel de
confianza del 95% para los resultados obtenidos de la formacion de halos de inhibicion
producidos en la prueba de actividad antibacteriana por parte de los films. Los resultados
se analizaron mediante la prueba paramétrica de Wilcoxon, comparando asi el rango
medio de las muestras relacionadas y determinando si existe diferencia significativa entre

las mismas.
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CAPITULO Il
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Analisis y discusion de resultados

3.1.1 Produccion de biofilms mediante aplicacion de Komagataeibacter xylinus

La produccion de los films se realizo en cajas Petri agregando 30 ml de medio H-S
modificado a cada una, sin embargo, se obtuvieron biofilms muy delgados (Fig. 1A), por
esta razon se emplearon matraces de 250 ml de capacidad, permitiendo agregar una mayor
cantidad de medio de cultivo (50 ml), esto permitié obtener biofilms con una textura mas
gruesa (Fig. 1B) debido al mayor aprovechamiento de nutrientes por parte del

microorganismo.

La produccién de celulosa bacteriana se produce gracias a la sintesis de K. xylinus por
medio de un conjunto metabolico de fosfato de hexosa, que se obtiene de forma directa
por el i6n fosforilato de hexosas exdgenas, o también indirectamente por medio de la via

gluconeogénica o el ciclo pentosa (Singhsa, Narain, & Manuspiya, 2018).

n‘v:“

Figura 1. Biofilms obtenidos en medio H-S: (A) 30 ml de medio en caja Petri, (B) 50 ml
de medio en matraz.

Los biofilms obtenidos con la relacién glucosa/almidon posee una contextura gruesa,
mostrando asi que el porcentaje utilizado de cada sustancia fue correcta, a pesar de que el
almiddn como Unica matriz y debido a sus propiedades fisicas no es apropiado para la
produccion de films, la mezcla con otro tipo de matriz favorece la obtencion de celulosa

26



bacteriana (Garcia et al., 2016); el microorganismo aprovecha la glucosa en comparacion
con el almidon, el glicerol actta como un plastificante reduciendo la tensién de
deformacion, dureza y densidad del film (Vieira, Da Silva, Dos Santos, & Beppu, 2011),
también interviniendo como fuente de carbono, ademas otorgando mayor flexibilidad y
resistencia (Tabaii & Emtiazi, 2016).

Por el contrario, la textura de los biofilms obtenidos de la relacion glucosa/carragenato no
fue la adecuada, a pesar de que se empled carragenato de tipo kappa, que posee mejores
caracteristicas para formacion de films en comparacion a los tipos iota y lambda. Estas
caracteristicas se pueden atribuir a la diferencia entre los grupos sulfato y los puentes
anhidro (Tye et al., 2017).

El carragenato es un compuesto utilizado como espesante en la industria alimenticia,
solidifico el medio de cultivo, lo que provocd que el microorganismo no aproveche de
forma idonea los nutrientes del medio. Teniéndose mismo problema con el carragenato
grado reactivo, provocando que los films que poseen ese compuesto sean mas delgados

en comparacion con el carragenato grado comercial.

Una de las caracteristicas de la HCC es que posee una alta concentracion de carbohidratos
(Villamizar, Rodriguez, & Ledn, 2017), al utilizarla junto con el glicerol se obtuvieron
films con una textura gruesa, mayor resistencia y flexibilidad. En la Figura 2 se observa
que los films poseen pequefias particulas de la harina que se quedaron atrapadas en el
film, debido a la formacion en multicapas, este problema se debe a las condiciones de los
materiales y proceso utilizado, los mismos que son los responsables de la formacion como
también de la malformacién de films, lo que puede provocar la acumulacion de fibras

(Carreiio Pineda, Caicedo Mesa, & Martinez Riascos, 2012).
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Figura 2. Biofilms obtenidos harina de c&scara de cacao: (A) 30 ml de medio en caja
Petri, (B) 50 ml de medio en matraz.

3.1.2 Produccién de films biodegradables a partir de mezclas de almidon soluble,
carragenato y agar.

El uso de diferentes mezclas de polimeros naturales tiene como objetivo mejorar las
propiedades mecanicas, térmicas y de barrera de los films (Martins et al., 2013). Se
realizo la mezcla de diferentes compuestos mediante el método de casting utilizando cajas
Petri de polipropileno, ya que este material evita la adherencia de los films a la base de las
placas. La cantidad agregada de solucion (10 g) produjo films demasiado delgados, lo que
se solucioné duplicando la cantidad de solucion, obteniendo films con una textura mas

gruesa, resistente y a su vez incrementando la flexibilidad debido al glicerol.

El proceso de secado se lo realiz6 en incubadora, puesto que el flujo de aire fue de gran
importancia para un mejor secado y extraccion de films de las cajas Petri, luego del secado
los films presentaron granulos en toda la superficie, debido a que existié una insuficiente
solubilidad de los componentes en el agua (Fig. 3).
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Figura 3. Films obtenidos por casting: (A) 30 ml de medio en caja Petri, (B) 50ml de
medio en matraz.

Dado que el almiddn no es recomendable para la elaboracion de films, debido a que sus
propiedades son muy pobres, es decir, se producen films demasiado fragiles y a su vez no
poseen gran flexibilidad (Lawton & Fanta, 1994), es necesario una mezcla con otras
matrices que puedan mejorar dichas caracteristicas como el agar, ya que su naturaleza es
menos higroscépica, que establece una gran ventaja en comparacién con otras matrices
como el carragenato, puesto que el objetivo principal de estos films en el mundo del
envasado de alimentos es disminuir el contenido de humedad que se transfiere entre los
alimentos y el ambiente (Sousa, Sereno, Hilliou, & Gongalves, 2010).

Por su parte el k-carragenato posee una carga negativa por disacarido por lo que tiene
predisposicion a formar films con excelentes caracteristicas especialmente la resistencia a
la traccion (Cha, Choi, Chinnan, & Park, 2002), por esta razon las mezclas fueron mas

resistentes y flexibles.

3.1.3 Impregnacion de nanoparticulas de plata, zinc y niquel en films.

Dado que se obtuvo muestras con caracteristicas aceptables, la impregnacién de
nanoparticulas metalicas se realiz6 en todos los tratamientos. Dicha impregnacion produjo
un cambio de color en los biofilms especialmente en los que poseian plata, ya que el
Nitrato de plata es fotosensible y el film adquiere un color gris (Malygin, 1998); a
diferencia de los biofilms impregnados con zinc se tornaron de color amarillento. Por otra
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parte, los biofilms impregnados con niquel no obtuvieron un color diferente como se

puede observar en la Figura 4.

Figura 4. Biofilms impregnados con nanoparticulas metalicas: (A) Impregnacion con

plata, (B) Impregnacion con zinc, (C) Impregnacion con niquel.
La microscopia electrénica de barrido (SEM) es una de las técnicas mas importantes
debido a que puede revelar caracteristicas morfoldgicas de organismos aislados (Golding,
Lamboo, Beniac, & Booth, 2016). Esta técnica fue empleada para identificar y visualizar
de manera éptima las nanoparticulas impregnadas en los tratamientos realizados. En la
Figura 5, se observan los resultados de esta evaluacion donde se puede apreciar que los
films tienen impregnados las nanoparticulas en su estructura, ya que las nanofibrillas al
tener carga negativa captan iones del metal mediante interacciones electrostaticas,
haciendo que dichos iones se distribuyan uniformemente por la superficie del film (Maria,
Santos, Oliveira, Valle, & Ribeiro, 2010).

SEM HV. 25.0 kV WD 26.00 mm | MIRA3 TESCAN|
View field: 16 pm Det: BSE 200 um
SEM MAG: 679 x  Date(midly): 09/0319 CENCINAT

Figura 5. Micrografia SEM en film de celulosa bacteriana aplicado en la mezcla
(Glucosa/Almiddn) con impregnacion de plata.
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En la Figura 6 se observa un mapping, realizado por Palacios, (2019), donde se aprecia la
presencia de nanoparticulas de los diferentes metales; logrado mediante el empleo del
método propuesto por Ali, Ambreen, et al., (2016), de esta manera se demostr6 que el
proceso de impregnacion en los films fue el adecuado, pues se utilizd el mismo

procedimiento de impregnacion para este estudio.

Ag Zn

Figura 6. Mapping de films en medio H-S: A) Impregnacion con nanoparticulas de
plata. B) Impregnacion con nanoparticulas de zinc. (Palacios, 2019).
La impregnacion de las nanoparticulas de plata en la superficie del biofilm se da por la
interaccion de las fuerzas de van der Waals, presentes entre las cargas positivas que
rodearon las particulas inactivas de plata y las cargas negativas presentes en el oxigeno de
los grupos hidroxilo pertenecientes a la estructura molecular del carragenato.
Adicionalmente se puede decir que existe una interaccion entre el grupo carboxilo que
forma parte de la estructura de la glucosa, ya que tiene mayor disponibilidad con las

moléculas de hidrégeno en dicho grupo en comparacion con el grupo aldehido (Fig. 7).
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Figure 5 Schematic diagram illustrating the interaction between the Ag-NPs charged groups that are capped with k-camageenan.
-

Figura 7. llustracion de la interaccion entre el carragenato y las nanoparticulas de plata.
(Elsupikhe, Shameli, Ahmad, Ibrahim, & Zainudin, 2015).

Para el caso de la interaccidn entre almidon y las nanoparticulas de plata, el proceso de
gelatinizacion del almiddn se dio a 85°C, sin embargo, Salaheldin, (2018) menciona que

a 90°C se podria mejorar la hidrdlisis de amilosa en moléculas de maltosa.

La reduccion de iones de plata se dio gracias a la reaccion de grupos aldehido presentes
en la glucosa permitiendo pasar de Ag* a Ag’. En la Figura 8 se puede observar el

mecanismo de interaccion entre las nanoparticulas de plata y el polisacarido del almidén
en forma helicoidal (Salaheldin, 2018).

Amylopectin Amylopectin capped SNPs

Figura 8. llustracion de la interaccion entre amilopectina y nanoparticulas de plata
(Salaheldin, 2018).
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Lascombes et al., (2017) menciona que la relacion entre almidon y carragenato obedece
a interacciones electroestaticas entre las fracciones cargadas positivamente de proteinas
enddgenas del almidon ubicadas en toda la extension superficial de los granulos y las

cadenas de carragenato con cargas negativas.

Por otro lado, gracias a que las nanoparticulas de plata tienen estabilidad con los grupos
carboxilato y amino del colageno, se formé un complejo entre estos componentes

estableciendo una estructura compacta (Drobota, Grierosu, Radu, & Vasilescu, 2014).

3.1.4 Evaluacion mecénica

La medicion del esfuerzo de deformacion fue importante, ya que se evalud la resistencia
en términos de fuerza axial y tension. Segun Bajpai, (2018), estos parametros son
indicativos de la resistencia y longitud de los materiales y de las uniones producidas entre
las mismas pudiendo evaluar el potencial de resistencia de los films a la deformacion
excesiva o rotura. Los films elaborados con la mezcla entre glucosa y almiddn presentaron
el mayor efecto de resistencia, pues 3 de las 4 muestras evaluadas obtuvieron valores en
un rango entre 19 — 22 N para la fuerza axial mientras que para la tension los valores se
ubicaron en un rango entre 5.1 — 6 %. El resultado obtenido en estas muestras puede ser
atribuido a que el microorganismo aprovechd las tres fuentes de carbono proporcionadas
creando asi un film mas resistente, segun Lindh, (2007) un adecuado suministro de la
fuente de carbono puede maximizar el crecimiento y produccién de biofilm por parte del

microorganismo tomando en cuenta los factores de crecimiento.

Por otro lado, las muestras elaboradas a partir de la mezcla entre glucosa y carragenato
grado comercial, también obtuvieron valores altos con respecto a la fuerza axial, dichos
valores se ubicaron en un rango de 21 — 24 N de fuerza axial y 1,9 — 3,8 % de tension. Los
valores obtenidos en este caso sefialan que el carragenato al no ser un componente de
grado reactivo, no tiene la capacidad suficiente para ejercer su propiedad gelificante por
lo que no solidifico el medio en gran proporcion y el microorganismo aprovecho los
nutrientes provistos, dando como resultado films con caracteristicas de resistencia

superior.
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Con respecto a los resultados obtenidos en la combinacion compuesta por HCC, las
muestras de la relacion HCC/almidon presentaron mayor resistencia con valores
comprendidos entre 12 — 16 N para fuerza axial y entre 1 — 9 % de tension. La resistencia
de este film puede deberse a que posee buena fuente de carbono con rango que oscilan
entre 41 — 43% (S&nchez, 2013).

En cuanto a los films formados sin el empleo de microorganismo, la mezcla entre
agar/almidén obtuvo mejores resultados con valores entre 16,25 — 28 N para la fuerza
axial y entre 13,4 — 3,5 % de tensién, lo que quiere decir que la relacion (60/40) para
agar/almidén respectivamente fue adecuada. La resistencia del film puede atribuirse a la
formacion de enlaces intermoleculares de hidrogeno entre el almidén y el agar (Wu,
Geng, Chang, Yu, & Ma, 2009).

Por otro lado, los films obtenidos con carragenato para ambas mezclas (agar/carragenato
y carragenato/almiddn) tuvieron valores bajos con respecto a la primera mezcla a pesar de
que el carragenato dispone de gran capacidad de formacion de films debido a que posee
una carga negativa por unidad de disacérido (Zarina & Ahmad, 2015). La escasa
resistencia y tension de mencionados films puede deberse a que el porcentaje de las
matrices no fue la correcta, (Wu et al., 2009), menciona gue una inadecuada proporcién
de matrices tendrd un efecto negativo, ya que puede provocar la ruptura de la
compaginacion entre las mismas, haciendo que la superficie de fractura del film no sea

uniforme obteniendo errores en pruebas posteriores.

Finalmente, otro factor que influye en la carente resistencia al igual que la tension en las
diferentes muestras con las distintas impregnaciones también se puede otorgar al proceso
de impregnacion pues segun (Cha et al., 2002) es probable que dicho proceso produzca
una ruptura en la red de fibrillas haciendo que los films se vuelvan méas débiles y menos

resistentes.
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Figura 9. Diagramas de esfuerzo: (A) Biofilm (Glucosa/Almidon) sin impregnacion, (B)
Biofilm (HCC/AImiddn) Impregnacion Ag, (C) Film sin microorganismo
(Agar/Almidon) Impregnacion Ni.

3.1.5 Evaluacion antibacteriana

Las nanoparticulas de diversos metales son muy utilizadas en el campo antibacteriano,
especialmente las provenientes de plata, ya que posee gran poder bactericida, pues limita
la division celular al interactuar con el ADN o con las enzimas presentes en dichos

microorganismos (Maria et al., 2010)

Se ajustaron los in6culos de cada microorganismo con el equivalente de McFarland, de
1,24x108 UFC/ml y 2,6x107 UFC/ml para Escherichia coli y Staphylococcus aureus
respectivamente. Con la evaluacion se determiné el poder antibacteriano de las
nanoparticulas impregnadas en los films, por lo que la actividad contra microorganismos
se tomd desde el limite de la zona de inhibicion incluyendo el diametro del film en
diferentes angulos puesto que dicha zona en muchos casos fue irregular. En la Figura 10
se puede observar que las placas control obtuvieron halos de inhibicion con medidas

promedio de 1,74 cm. para E. coli y 1,5 cm. para S. aureus en las pruebas positivas. Con
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relacion a los films, los impregnados con nanoparticulas de plata fueron los Unicos que
produjeron el halo de inhibicién, los mismos que variaron de tamafio debido al tipo de
film, pues los biofilms producidos por celulosa bacteriana tuvieron halos de inhibicion
que varian entre rangos de 1,2 a 1,4 cm de didmetro, mientras que los films producidos

sin microorganismo tuvieron halos que oscilan entre 1,3 a 2,5 cm de didmetro (Fig. 11).

Figura 10. Antibiogramas control con Ampicilina — Prueba positiva (+) y Prueba
negativa (-): (A) E. coli, (B) Staphylococcus aureus.

Figura 11. Antibiogramas con impregnacion de nanoparticulas de plata probadas en
E.coli: (A) Film sin microorganismo (Carragenato/Almidén), (B) Film de celulosa
bacteriana (HCC/Carragenato grado comercial).

La efectividad de las nanoparticulas de plata como antibacteriano puede atribuirse a la
inhibicion que se produce en la cadena respiratoria del E. coli especificamente en un sitio
de bajo potencial, probablemente en NADH deshidrogenasa del primer complejo, ademas
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estudios proteébmicos han mostrado que la interaccion de entre las nanoparticulas de plata
con células de E. coli da como resultado el desvanecimiento de la fuerza motriz del proton,

lo que provoca que las células del microorganismo mueran (Lok et al., 2007).

Con relacion a Staphylococcus aureus, los diferentes antibiogramas presentaron menor
inhibicion en contraste a E. coli. En la Figura 12 se puede observar los halos de inhibicién
producidos por la accién de las diferentes nanoparticulas metélicas donde claramente se
identifica que de igual manera las nanoparticulas de plata fueron las Gnicas en
proporcionar a los films un efecto antibacteriano minimo, pues en los films producidos
sin microorganismo tuvieron halos con valores entre 1,33 — 2,01 cm, mientras que para

los films de celulosa bacteriana se obtuvieron valores entre 1,09 — 1,29 cm de diametro.

Figura 12. Antibiogramas con impregnacién de nanoparticulas de plata probadas en S.
aureus: (A) Film sin microorganismo (Carragenato/Almidén), (B) Film de celulosa
bacteriana (HCC/Carragenato grado comercial).

Por el contrario, las particulas de zinc no otorgaron ningin efecto antibacteriano a los
films contra E. coli y S. aureus; la ausencia de dicho efecto puede deberse a que la
concentracion y el tipo de compuesto no fueron los adecuados pues (Mirjalili & Yassini
Ardekani, 2017) menciona que se utilizé 0,7 g. de oxido de zinc, obteniendo halos de

inhibicidn para ambos microorganismos (Fig. 13)
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Figura 13. Antibiogramas con impregnacion de nanoparticulas de zinc probadas en
E.coli: (A) Film sin microorganismo (Carragenato/Almidén), (B) Film de celulosa
bacteriana (HCC/Carragenato grado comercial).

Las nanoparticulas de niquel tampoco otorgaron algun efecto antibacteriano a los films,
por lo que de igual manera se puede atribuir a la concentracion y al tipo de sustancia
utilizada pues de acuerdo a Mirhosseini, Kheiri Hafshejani, Dashtestani, Hakimian, &
Haghirosadat, (2018), empled NiCl, 6H.0 a 0.035mM de concentracion observando la
presencia de halos de inhibicién del mismo modo dicho ensayo fue evaluado para ambos

microorganismos (Fig. 14).

Figura 14. Antibiogramas con impregnacién de nanoparticulas de niquel probadas en
E.coli: (A) Film sin microorganismo (Carragenato/Almidén), (B) Film de celulosa
bacteriana (HCC/Carragenato grado comercial).

En la Figura 15 se observé que para el caso de S. aureus, existio crecimiento del

microorganismo sobre el film sin impregnacion, lo que puede deberse a que el
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microorganismo consumid la fuente de carbono presente en el film. (Balasubramanian,
Harper, Shopsin, & Torres, 2017) mencionan que cuando en el medio se presentan
condiciones de baja energia por un déficit de glucosa, el 99% de la poblacion celular
pierde su viabilidad mientras que el 1% se vuelve una poblacion més densa tomando un

perfil de tamafio pequefio.

Figura 15. Antibiograma con film sin impregnacion de nanoparticulas metalicas
probada en S. aureus.

Mediante el andlisis de correlacion de rango de Spearman se determind que existe
diferencia significativa (p=0.01117) entre los halos formados frente a E. coli (Figura 16A)
por parte de los diferentes tratamientos, sefialando que se obtuvieron los mejores
resultados con los tratamientos conformados por las matrices de glucosa/almidon,
glucosa/gelatina y HCC/carragenato grado comercial, producidos con microorganismo,
obteniendo halos de 1,3 cm de diametro. En la Figura 16B, para el caso de S. aureus, al
igual que en el E. coli existe diferencia significativa entre los tratamientos (p= 0,003312),
determinando que el mejor resultado se obtuvo con la mezcla de matrices entre

Carragenato/Almidon sin microorganismo, obteniendo un halo de 1,33 cm de diametro.
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Figura 16. Prueba no paramétrica de Wilcoxon para la evaluacion de formacion de
halos de inhibicion: (A) E. coli (B) S. aureus.

3.2 Verificacidn de hipotesis
Mediante el andlisis estadistico utilizando el 95% de confianza se rechaza la hipotesis nula

y se acepta la alternativa, estableciendo que la mezcla de matrices biodegradables con la

impregnacion de nanoparticulas de metales posee efecto antibacteriano.

40



CAPITULO IV
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 CONCLUSIONES

— La sustitucion parcial o total de la fuente de carbono en la elaboracion de films de
celulosa bacteriana presento resultados tanto favorables como desfavorables pues la
interaccion entre las diversas matrices hizo que los films presentaran mayor textura
gracias al aumento de medio de cultivo que fue aprovechado por el microorganismo,
por otro lado, el glicerol a mas de actuar como plastificante, actu6 como fuente de
carbono adicional permitiendo obtener films de mejores caracteristicas.

— EI método de casting permitio obtener films a partir de soluciones filmogénicas las
cuales gracias a la combinacidon de las diferentes matrices y el aumento de solucién a
20 g. para cada film, se obtuvieron films mas resistentes ademas que el glicerol al
actuar como plastificante otorgé mas flexibilidad, de igual manera el método de
secado en incubadora permitié un secado homogéneo y completo en todo el film.

— La impregnacion de nanoparticulas metélicas en todos los tipos de films, los mismos
que cambiaron su coloracion especialmente los films impregnados con nanoparticulas
de plata a un color gris mientras que el zinc torn6 a films un color amarillento sin
embargo el niquel no otorgd ninguna coloracion a los films.

— Mediante latécnica de mapping y la microscopia electrénica de barrido (SEM) se pudo
comprobar la presencia de nanoparticulas metélicas en la estructura de los films al
igual que las aglomeraciones producidas por la mezcla de las matrices para el caso de
los films producidos sin microorganismo.

— A través de pruebas de esfuerzo aplicadas a todos los films impregnados, se pudo
observar que la interaccion entre las matrices origind una relacion inversamente
proporcional entre la tension y la fuerza axial, haciendo que ciertas combinaciones de
films sean mas resistentes a las pruebas mecanicas, donde se obtuvo que la relacién
glucosa/almidon obtuvo valores entre 19 — 22 Ny 5.1 — 6 % de tension mientras que

la relaciébn HCC/almidon obtuvo entre 12 — 16 N de fuerza axial y entre 1 — 9 % de
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tension ademas para la mezcla entre agar/almidon obtuvo mejores resultados con
valores entre 16,25 — 28 N de fuerza axial y entre 13,4 — 3,5 % de tension.

— Mediante la aplicacion de antibiogramas se evaluo la efectividad antibacteriana de los
films debido a la presencia de halos de inhibicion exclusivamente en films
impregnados con plata. Por otro lado, los films sin impregnacion no tuvieron ningdn
poder antibacteriano, ademas se constatd la ineficiencia antibacteriana de las demas
impregnaciones frente a ambos microorganismos.

— Estadisticamente se puede afirmar que los mejores tratamientos en la evaluacién
antibacteriana frente a E. coli son tratamientos de glucosa/almidén, glucosa/gelatina y
HCC/carragenato grado comercial; mientras que en la evaluacion realizada frente a S.
aureus el mejor tratamiento fue la mezcla entre carragenato/almidén. Sin embargo,
mediante un analisis visual se puede manifestar que frente a E. coli y S. aureus son las
mezclas entre carragenato grado comercial/almidon y agar/carragenato grado

comercial respectivamente.

4.2 RECOMENDACIONES

— Es necesario investigar sobre la adecuada proporcién entre los diferentes tipos de
carragenato tanto grado comercial como grado reactivo ya que, al diferir su pureza,
las proporciones seran muy diferentes.

— Se recomienda utilizar otros componentes quimicos con mayor concentracion para
mejorar la efectividad antibacteriana

— Se recomienda hacer un estudio previo del tamafio de las nanoparticulas metalicas lo
cual servira para mejorar la impregnacion en la estructura del film y por lo tanto la
actividad antibacteriana.

— Se recomienda realizar una prueba de aplicacion de los films que obtuvieron mejores
caracteristicas en un alimento con el fin de evaluar su efecto sobre el mismo ademas

del tiempo de vida util del alimento.
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ANEXOS

Anexo 1. Films de celulosa bacteriana producida con 30 ml de medio de cultivo H-S:
(A) Glucosa/Almidén (B) Glucosa/Carragenato grado comercial (C) Glucosa/Gelatina.

Anexo 2. Films de celulosa bacteriana producida con 30 ml de medio de cultivo H-S:
(A) HCC/AImidon (B) HCC/Carragenato grado comercial (C) HCC/Gelatina.

Anexo 3. Films de celulosa bacteriana producida con 50 ml de medio de cultivo H-S:
(A) Glucosa/Almidén (B) Glucosa/Carragenato grado comercial (C) Glucosa/Gelatina.
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Anexo 4. Films de celulosa bacteriana producida con 50 ml de medio de cultivo H-S:
(A) HCC/AlImidén (B) HCC/Carragenato grado comercial (C) HCC/Gelatina.

Anexo 5. Antibiogramas, films impregnados/sin microorganismo/evaluados en E. coli:
(A) Agar/Almidon (B) Agar/Carragenato grado comercial (C) Carragenato/Almidon.
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Anexo 6. Antibiogramas, films impregnados/celulosa bacteriana/evaluado en E.coli: (A)
Glucosa/Almidén (B) Glucosa/Carragenato grado reactivo (C) Glucosa/Carragenato
grado comercial (D) Glucosa/Gelatina.
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Anexo 7. Antibiogramas, films impregnados/celulosa bacteriana/evaluado en E.coli: (A)
HCC/Almidon (B) HCC/Carragenato grado reactivo (C) HCC/Carragenato grado
comercial (D) HCC/Gelatina.

Anexo 8. Antibiogramas, films impregnados/sin microorganismo/evaluados en S.
aureus: (A) Agar/Almidon (B) Agar/Carragenato grado comercial (C)
Carragenato/Almidon.
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Anexo 9. Antibiogramas, films impregnados/celulosa bacteriana/evaluado en S. aureus:
(A) Glucosa/Almidén (B) Glucosa/Carragenato grado reactivo (C) Glucosa/Carragenato
grado comercial (D) Glucosa/Gelatina.
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Anexo 10. Antibiogramas, films impregnados/celulosa bacteriana/evaluado en S. aureus:
(A) HCC/Almidén (B) HCC/Carragenato grado reactivo (C) HCC/Carragenato grado
comercial (D) HCC/Gelatina.
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Combinacién  Reéplica Halo Halo con film

(cm) (cm)

Control 1 1 0.246 1.74
Control 2 2 0.2 1.68
SM-AP 1 0.19 1.41

SM-AP 2 0.06 1.28

SM-BP 1 0.27 1.65

SM-BP 2 0.24 1.4

SM-CP 1 0.51 2.3

SM-CP 2 0.42 1.92

CM-DP 1 0.15 1.21
CM-DP 2 0.16 1.3
CM-EP 1 0.09 1.21

CM-EP 2 0.11 1.28

CM-FP 1 0.06 1.15

CM-FP 2 0.06 1.15

CM-GP 1 0.11 1.3
CM-GP 2 0.11 1.22
CM-HP 1 0.1 1.23
CM-HP 2 0.1 1.26
CM-IP 1 0.14 1.34

CM-IP 2 0.13 1.3

CM-JP 1 0.14 1.31

CM-JP 2 0.18 1.36

CM-KP 1 0.07 1.2
CM-KP 2 0.08 1.21

Anexo 11. Tamano de halos de inhibicién medidos en cultivos de E. coli.
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Combinacién  Réplica Halo Halo con film

(cm) (cm)
Control 1 1 0.28 1.5
Control 2 2 0.14 1.33
SM-AP 1 0.4 1.92
SM-AP 2 0.54 1.8
SM-BP 1 0.224 1.42
SM-BP 2 0.17 2.01
SM-CP 1 0.28 1.5
SM-CP 2 0.14 1.33
CM-DP 1 0.05 1.16
CM-DP 2 0.06 1.17
CM-EP 1 0.07 1.12
CM-EP 2 0.06 1.1
CM-FP 1 0.1 1.19
CM-FP 2 0.2 1.21
CM-GP 1 0.05 1.13
CM-GP 2 0.07 1.13
CM-HP 1 0.04 1.1
CM-HP 2 0.06 1.09
CM-IP 1 0.07 1.14
CM-IP 2 0.06 1.1
CM-JP 1 0.01 1.23
CM-JP 2 0.06 1.17
CM-KP 1 0.01 1.24
CM-KP 2 0.13 1.29

Anexo 12. Tamano de halos de inhibicién medidos en cultivos de S. aureus.
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