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RESUMEN

“Actividad del acido carminico en matrices de celulosa: estudio dirigido

a su uso como sensor inteligente”

Por:
Alia Nohemi Yhamel Garcia
Julio de 2011
Maestra en Ciencias Biologicas

Director de tesis: D.C. Nelly Flores Ramirez

Dentro de los materiales mas usados en el envasado y como dispositivos de seguridad en
los alimentos se encuentran los biopolimeros ya que reinen propiedades muy atractivas y
se emplean como recubrimientos o parte de sistemas activos. La inherente especificidad,
selectividad y adaptabilidad de los biosensores los hacen candidatos ideales para su uso en
la industria alimentaria. Los biosensores estan directamente relacionados con la calidad del
producto y ofrecen mejoras en la prevencion de riesgos alimentarios. Por la importancia
que implica la seguridad alimentaria, ésta investigacion contempla el desarrollo de peliculas
y nanoparticulas de celulosa, integrando en estas matrices el acido carminico (AC) que
podré actuar como un indicador de seguridad en alimentos envasados, ademas se analizo la
factibilidad de las matrices para soportar al AC. Las peliculas se obtuvieron por disolucién
acida y acuosa, mientras que las nanoparticulas utilizando el método de emulsion inversa.
Una vez obtenidas las matrices se integré el acido carminico por dos métodos: a) In situ e
b) Inmersion, manejando 4 concentraciones. Los materiales obtenidos se caracterizaron por
analisis espectroscopicos y microscopicos. Se obtuvieron peliculas con 2 tamafios de fibra,
y nanoparticulas de tamafio nanométrico, con un rendimiento del 83.92%. Los resultados
muestran que las matrices presentan caracteristicas deseables para alojar al AC.
Comparando los procesos de integracion del AC, el método In situ, permitié una
integracion del AC a las tres matrices de una forma homogénea, y con una mayor
intensidad a la concentracion de 0.5wt%. Mediante Microscopia electronica de barrido

(SEM) se visualizé en las peliculas por disolucion &cida, fibras de tamafio més corto, a

Maestria en Ciencias Bioldgicas I



diferencia de las obtenidas por disolucion acuosa donde las fibras son mas largas y rugosas;
corroborandose que los sistemas en disolucion acida promueven la ruptura de las fibras
generando mayor area de contacto y por lo tanto integraciéon del AC. En lo que respecta a
las nanoparticulas, el AC favorece la formacion de aglomerados conforme aumenta la
concentracion. Los resultados por FTIR para las peliculas integrando el AC In situ
mostraron un ligero desplazamiento del grupo OH, indicando enlaces intermoleculares
entre la celulosa y el AC. En las nanoparticulas por inmersion muestran que existe mayor
interaccion intramolecular a la concentracion de 0.5wt%, a diferencia del método In situ, en
el cual la intensidad de las sefiales es acorde a las concentraciones, indicando que existe
menor interaccion intramolecular y quedando el AC con mayores posibilidades de reaccion
ante un agente externo.

Por simulacion molecular se pudo explicar el comportamiento e interaccion molecular del
sistema AC—Celulosa. Este sistema también se evalué por UV-VIS bajo condiciones de
temperatura y humedad, las cuales favorecieron la disgregacion e incremento de la
intensidad de color del AC.
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ABSTRACT

“Carminic acid activity in cellulose matrix: study oriented to use as intelligent sensor”

By:
Alia Nohemi Yhamel Garcia
July 2011
Master in Biological Sciences

Advisor: Ph.D. Nelly Flores Ramirez

Among the materials used in packaging and as safety devices foods, biopolymers have very
attractive properties and are used as food coatings or parts of active systems. The inherent
specificity, selectivity and adaptability of biosensors make them ideal candidates for use
throughout the food industry. Biosensors are directly related to product quality and offer
improvements in the prevention of food hazards. Due the importance of food security, in
this research cellulose films and nanoparticles with carminic acid integrated were
developed, in order to they may act as a safety indicator in packaged foods.

The films were obtained by aqueous and acidic solution, while nanoparticles using the
inverse emulsion. Carminic acid was integrated by two methods: a) In situ and b)
Immersion, with 4 concentrations. Materials were characterized by spectroscopic and
microscopic techniques. Films were obtained with 2 fiber sizes, nanoparticles nano-sized,
with a yield of 83.92%. The results show that the matrices have desirable features to
integrate the CA. Comparing the CA integration methods, In situ method allowed an
integration of the three matrices CA in a homogeneous way, and with greater intensity to
the concentration of 0.5% wt. Through SEM was visualized in the acidic solution films,
shorter fiber size, unlike those obtained by aqueous solution where the fibers are longer and
rough, corroborating that the systems in acidic solution promotes the fibers breakdown
generating more contact area and thus integration of the CA. In nanoparticles, agglomerates
were observed proportionality to CA amount. FTIR results for the films In situ integrating

CA showed a slight shift of the OH group, indicating intermolecular bonds between
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cellulose and the CA. In nanoparticles immersion method shows that there is more
intramolecular interaction with 0.5 wt% concentration, unlike the in situ method in which
the signal strength is according to concentrations, indicating that there is less intramolecular
interaction and CA may react to an external agent. Molecular simulation was performed,
and could be explained the behavior and molecular interaction of CA-cellulose system.
This system was also evaluated by UV-Vis under temperature and humidity conditions,

which promoted the disintegration and increased color intensity of CA.

Maestria en Ciencias Biologicas v



CONTENIDO

Resumen I
Abstract iv
Lista de tablas IX
Lista de figuras X
Nomenclatura XV
Agradecimientos XVii
Glosario XiX
Capitulo I. Introduccién
11 Objetivos 3
1.2 Hipotesis 4
Capitulo I1. Marco tedrico
2.1 Polimeros naturales 5
2.2 Celulosa 6
2.2.1  Estructura molecular 7
2.2.2  Arreglo microscopico 8
2.2.3  Solubilidad 9
2.2.4  Usosy aplicaciones 9
2.3 Acido carminico 11
2.3.1  Estructura molecular 12
2.3.2 ColorypH 13
2.3.3  Estabilidad 13
2.3.4  Solubilidad 14
2.3.5 Usosy aplicaciones 14
2.4 Envases inteligentes 15
2.4.1  Sensores indicadores mediante cambios visuales observables 17
2.4.2  Aplicaciones 18
Maestria en Ciencias Bioldgicas vi



2.4.3 Biosensores 19
2.5 Nanotecnologia 20
2.5.1 Polimeros en la nanotecnologia 20
2.5.2  Aplicaciones 21
2.6 Métodos de caracterizacion 22
2.6.1 Microscopia de fuerza atomica (AFM) 23
2.6.2  Microscopia electrénica de barrido (SEM) 23
2.6.3  Espectroscopia infrarrojo por transformada de Fourier 24
(FTIR)
2.6.4  Espectroscopia UV-Vis 26
2.7 Simulacion molecular 26
Capitulo 111. Metodologia
3.1 Reactivos 28
3.2 Obtencion de peliculas de celulosa 29
3.3 Obtencidn de nanoparticulas de celulosa (Nano) 32
3.4 Integracion del acido carminico (AC) a las matrices de 33
celulosa
3.4.1 Peliculas de celulosa y AC (Cel/AC) 33
3.4.2  Nanoparticulas de celulosa y AC (Nano/AC) 36
3.5 Evaluacion de la actividad del AC ante condiciones 37
variables de humedad y temperatura
3.6 Técnicas de caracterizacion 38
3.6.1 Rendimiento de nanoparticulas 38
3.6.2  Determinacion de color 38
3.6.3  Microscopia de fuerza atomica (AFM) 39
3.6.4  Microscopia electronica de barrido (SEM) 39
3.6.5 Espectroscopia infrarrojo por transformada de Fourier 40
(FTIR)
3.6.6  Espectroscopia UV-Vis 40
3.7 Simulacién molecular de celulosay AC 41
Maestria en Ciencias Bioldgicas vii



Capitulo IV. Resultados y Discusiones

4.1 Obtencion de peliculas de celulosa 42
4.2 Obtencion de nanoparticulas de celulosa (Nano) 46
4.3 Integracion del acido carminico (AC) a las matrices de 46
celulosa
4.3.1 Peliculas de celulosa y AC (Cel/AC) 46
4.3.2  Nanoparticulas de celulosa y AC (Nano/AC) 55
4.4 Caracterizacion de muestras 58
4.4.1 Rendimiento de nanoparticulas 58
4.4.2  Determinacion de color 58
4.4.3 Microscopia de fuerza atdmica (AFM) 59
4.4.4  Microscopia electronica de barrido (SEM) 62
445 Espectroscopia infrarrojo por transformada de Fourier 73
(FTIR)
4.4.6 Evaluacion del sistema AC-Cel ante condiciones variables 88
de humedad y temperatura.
4.5 Simulacién molecular de celulosay AC 90
Capitulo V. Conclusiones 100
Bibliografia 102
Maestria en Ciencias Bioldgicas viii



LISTADE TABLAS

Tabla 3.1 Concentracion de celulosa y tiempo para la formacion 30
de peliculas en solucion acida.

Tabla 3.2 Concentracion de celulosa y tiempo de disolucion para 31
la formacion de peliculas en solucion acuosa.

Tabla 4.1 Caracteristicas de las peliculas obtenidas por disolucion 41
acida.

Tabla 4.2 Caracteristicas de las peliculas obtenidas por disolucion 44
acida.

Tabla 4.3 Condiciones de obtencion de peliculas por disolucion 45
acida y acuosa con las mejores caracteristicas.

Tabla 4.4 Peliculas disolucion &cida + AC Inmersion. 46

Tabla 4.5 Peliculas disolucion acuosa + AC Inmersién. 48

Tabla 4.6 Peliculas disolucion acida + AC In situ. 50

Tabla 4.7 Peliculas disolucion acuosa + AC In situ. 52

Tabla 4.8 Nanoparticulas + AC Inmersién 54

Tabla 4.9 Nanoparticulas + AC In situ 55

Tabla 4.10  Luminosidad de las matrices de celulosa en estado puro 58
y una vez integrado el AC.

Tabla4.11 Bandas de absorcion por FTIR caracteristicas para el 73
AC.

Tabla 4.12 Bandas de absorcion por FTIR caracteristicas para la 76
celulosa.

Tabla 4.13  Luminosidad de las matrices de celulosa Cel/ac/ACls 88
0.5wt%, Cel/acu/ACls 0.5wt% y Nano/AClIs 0.5wt%,
sometidas a diferentes condiciones de humedad y
temperatura.

Maestria en Ciencias Bioldgicas IX



LISTADE FIGURAS

Fig. 2.1 Unidad de repeticion de la celulosa (celobiosa) 7
Fig. 2.2 Celulosa 8
Fig. 2.3 Estructura del acido carminico 12
Fig. 2.4 Insectos de cochinilla hembra: a) Vista superficial sobre 13
planta de nopal, b) Cuerpo de la hembra goteando &cido
carminico
Fig. 3.1 Celulosa de Eucalyptus saligna 28
Fig. 3.2 Estructura del Acido carminico 28
Fig. 3.3 Disolucion &cida de celulosa 29
Fig. 3.4 Disolucion acuosa de celulosa 31
Fig. 3.5 Método de emulsion inversa 32
Fig. 3.6 Integracion por inmersion de las peliculas de celulosa 33
Fig. 3.7 Integracion in situ disolucién cida 34
Fig. 3.8 Integracion in situ disolucion acuosa 34
Fig. 3.9 Integracion por inmersion del AC a las nanoparticulas 35
(Nano/ACIm)
Fig. 3.10 Integracion in situ del AC a las nanoparticulas de 36
celulosa (Nano/AClIs)
Fig. 3.11 Colorimetro Hunter Lab 37
Fig. 3.12 Microscopio de Fuerza Atomica 38
Fig. 3.13 Microscopio Electronico de Barrido 38
Fig. 3.14 Espectroscopio Infrarrojo por Transformada de Fourier 39
Fig. 3.15 Espectroscopio UV-vis Lambda 40 39
Fig. 4.1 Pelicula de celulosa con 0.3wt% de celulosa y 24 hrs 41
disolucion
Fig. 4.2 Pelicula de celulosa con 0.6wt% de celulosa y 24 hrs 41
disolucion
Maestria en Ciencias Biologicas X



Fig. 4.3 Pelicula de celulosa con 0.7% de celulosa y 24 hrs 42
disolucion
Fig. 4.4 Pelicula de celulosa con 0.7wt% de celulosa y 5 hrs 42
disolucion
Fig. 4.5 Pelicula de celulosa con 1.4wt% de celulosa y 5 hrs 43
disolucion
Fig. 4.6 Pelicula con 0.5wt% de celulosa obtenida por 44
disolucion acuosa
Fig. 4.7 Pelicula con 1wt% de celulosa obtenida por disolucion 44
acuosa
Fig. 4.8 Nanoparticulas de celulosa en solucion y en seco 45
Fig. 4.9 Cel/ac/ACIm 0.05wt% 46
Fig. 4.10 Cel/ac/ACIm 0.1wt% 46
Fig. 4.11 Cel/ac/ACIm 0.2wt% 46
Fig. 4.12 Cel/ac/ACIm 0.5wt% 47
Fig. 4.13 Cel/ac/ACIm a diferentes concentraciones 47
Fig. 4.14 Cel/acu/ACIm 0.05wt% 48
Fig. 4.15 Cel/acu/ACIm 0.1wt% 48
Fig. 4.16 Cel/acu/ACIm 0.2wt% 48
Fig. 4.17 Cel/acu/ACIm 0.5wt% 49
Fig. 4.18 Cel/acu/ACIm a las diferentes concentraciones 49
Fig. 4.19 Cel/ac/ACls 0.05wt% 50
Fig. 4.20 Cel/ac/ACIs 0.1wt% 50
Fig. 4.21 Cel/ac/ACls 0.2wt% 51
Fig. 4.22 Cel/ac/ACls 0.5wt% 51
Fig. 4.23 Cel/ac/ACls a las diferentes concentraciones 51
Fig. 4.24 Cel/acu/ACls 0.05wt% 52
Fig. 4.25 Cel/acu/AClIs 0.1wt% 52
Fig. 4.26 Cel/acu/ACls 0.2wt% 52
Fig. 4.27 Cel/acu/ACls 0.5wt% 53
Maestria en Ciencias Bioldgicas Xi



Fig. 4.28 Cel/acu/ACls a las diferentes concentraciones 53

Fig. 4.29 Nano/ACIm 0.05wt% 54
Fig. 4.30 Nano/ACIm 0.1wt% 54
Fig. 4.31 Nano/ACIm 0.2wt% 54
Fig. 4.32 Nano/ACIm 0.5wt% 55
Fig. 4.33 Nano/ACIm a 4 diferentes concentraciones de AC 55
Fig. 4.34 Nano/AClIs 0.05wt% 55
Fig. 4.35 Nano/AClIs 0.1wt% 56
Fig. 4.36 Nano/ACls 0.2wt% 56
Fig. 4.37 Nano/AClIs 0.5wt% 56
Fig. 4.38 Nano/AClIs con 4 diferentes concentraciones de AC 57
Fig. 4.39 AFM de Nanoparticulas de celulosa 59
Fig. 4.40 AFM en 3D de nanoparticulas de celulosa 59
Fig. 4.41 Histograma del tamafio de nanoparticulas de celulosa 60
Fig. 4.42 AFM en tiempo 0 61
Fig. 4.43 AFM en tiempo 1 61
Fig. 4.44 AFM en tiempo 2 61
Fig. 4.45 AFM en tiempo 3 61
Fig. 4.46 AFM 3D en tiempo 0 62
Fig. 4.47 AFM 3D en tiempo 1 62
Fig. 4.48 AFM 3D en tiempo 2 62
Fig. 4.49 AFM 3D en tiempo 3 62
Fig. 4.50 SEM Cel/ac 63
Fig. 4.51 SEM Cel/acu 63
Fig. 4.52 SEM Cel/ac/ACIm 0.05wt% 64
Fig. 4.53 SEM Cel/ac/ACIm 0.5wt% 64
Fig. 4.54 SEM Cel/acu/ACIm 0.05 wt% 65
Fig. 4.55 SEM Cel/acu/ACIm 0.5 wt% 65
Fig. 4.56 SEM Cel/ac/ACls 0.05wt% 66
Fig. 4.57 SEM Cel/ac/ACls 0.5wt% 67

Maestria en Ciencias Bioldgicas Xii



Fig. 4.58 SEM Cel/acu/ACls 0.05wt% 67
Fig. 4.59 SEM Cel/acu/ACls 0.5wt% 68
Fig. 4.60 SEM Nanoparticulas de celulosa 68
Fig. 4.61 SEM Nano/ACIm 0.05 wt% 69
Fig. 4.62 SEM Nano/ACIm 0.1 wt% 69
Fig. 4.63 SEM Nano/ACIm 0.2 wt% 70
Fig. 4.64 SEM Nano/ACIm 0.5 wt% 70
Fig. 4.65 SEM Nano/ACls 0.05 wt% 71
Fig. 4.66 SEM Nano/AClIs 0.1 wt% 71
Fig. 4.67 SEM Nano/ACls 0.2 wt% 72
Fig. 4.68 SEM Nano/ACls 0.5 wt% 72
Fig. 4.69 Espectro FTIR del Acido Carminico 74
Fig. 4.70 Espectro FTIR de Cel/ac 77
Fig. 4.71 Espectro FTIR de Cel/acu 77
Fig. 4.72 FTIR de : a) Cel/ac , b)Cel/ac/ACIm 0.05wt% 79
Fig. 4.73 FTIR de : a) Cel/acu, b)Cel/acu/ACIm 0.5wt% 80
Fig. 4.74 FTIR de: a) Cel/ac, b)Cel/ac/ACls 0.05wt% 82
Fig. 4.75 FTIR de : a) Cel/acu, b)Cel/acu/ACIs 0.5wt% 82
Fig. 4.76 Espectro FTIR para las nanoparticulas de celulosa 83
Fig. 4.77 Espectro FTIR para Nano/ACIm con las cuatro 85
concentraciones de AC
Fig. 4.78 Acercamiento del espectro FTIR para Nano/Aclm con 85
cuatro diferentes concentraciones de AC
Fig. 4.79 Espectro FTIR para las nanoparticulas + AC In situ a 86
las diferentes concentraciones
Fig. 4.80 Acercamiento del espectro FTIR para las nanoparticulas 87
+AC Insitu a las diferentes concentraciones
Fig. 4.81 Espectro UV-Vis de Nano/ACIs con tratamientos de 89
temperatura y humedad
Fig. 4.82 Cadena de celulosa con 10 monémeros, acercamiento al 90
Maestria en Ciencias Bioldgicas xiii



enlace glicosidico

Fig. 4.83 Cadena de celulosa con A) 50 y B) 200 mondmeros 91

Fig. 4.84 Cinco cadenas de celulosa de 200 unidades 92

Fig. 4.85 Interaccion por puentes de hidrogeno que se originan 93
entre cadenas de celulosa

Fig. 4.86 Bloque con 10 cadenas de celulosa de 200 monémeros 94
cada una, A) arreglo antiparalelo, B) seccion transversal

Fig. 4.87 Acido carminico 95

Fig. 4.88 Interaccion por puentes de hidrogeno que se origina 96
entre moléculas de &cido carminico.

Fig. 4.89 Interaccion por puentes de hidrogeno entre moléculas 97
de &cido carminico (acercamiento de la figura 4.88)

Fig. 4.90 Cincuenta moléculas de AC, A) arreglo antiparalelo, B) 98
seccion transversal.

Fig. 4.91 Interaccion por puentes de hidrogeno entre celulosa (2 99
cadenas de 10 monomeros cada una) y AC (8
moléculas)

Maestria en Ciencias Bioldgicas Xiv



AC
AC-Cel
AFM
Cel/AC
Cell/ac
Cel/acu
Cel/ACIm
Cel/ACls

Cel/ac/ACIm

Cel/ac/ACls

Cel/acu/ACIm

Cel/acu/ACls

FTIR

IR

Nano
Nano/AC
Nano/ACIm
Nano/ACIs

SEM

NOMENCLATURA

Acido carminico

Acido carminico - Celulosa

Microscopia de fuerza atdmica (por sus siglas en inglés)
Celulosa-Acido carminico

Pelicula celulosa disolucién acida

Pelicula celulosa disolucién acuosa

Pelicula celulosa con &cido carminico por inmersion
Pelicula celulosa con acido carminico In situ

Pelicula celulosa disolucion acida con acido carminico por
inmersion

Pelicula celulosa disolucién &cida con acido carminico In
situ

Pelicula celulosa disolucion acuosa con &cido carminico
por inmersién

Pelicula celulosa disolucion acuosa con acido carminico In
situ

Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (
por sus siglas en inglés)

Infrarrojo

Nanoparticulas

Nanoparticulas con &cido carminico
Nanoparticulas con acido carminico por inmersion
Nanoparticulas con acido carminico In situ

Microscopia electrénica de barrido (por sus siglas en

Maestria en Ciencias Biologicas XV



inglés)
UV-Vis Espectroscopia ultravioleta visible

wt% Porcentaje en peso

Maestria en Ciencias Biologicas XVi



AGRADECIMIENTOS

A la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo (UMSNH) a través del Programa
Institucional de Maestria en Ciencias Bioldgicas por el apoyo y la formacion educativa que

me brindaron durante mi estancia en este programa.

A la Facultad de Quimico Farmacobiologia e Ingenieria en Tecnologia de la Madera, por el

apoyo otorgado para el uso de las instalaciones.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyYT) por el apoyo econémico
brindado a través de su programa de becas para posgrado.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyT) por el financiamiento
econdémico aportado a través de los proyectos de ciencia basica con numeros 104257 y
61414.

Al Consejo de la Investigacion Cientifica (CIC) por el financiamiento econémico otorgado

a traves de los proyectos de investigacion 2011.

A mi asesor de tesis la Dra. Nelly Flores Ramirez por guiarme y brindarme su apoyo y

conocimientos en este trabajo de investigacion.

A mis sinodales el Dr. Héctor Eduardo Martinez Flores, Dr. José Guadalupe Rutiaga
Quifiones, Dr. Luis Chacon Garcia y Dr. Salomén Vasquez Garcia, por su atencion, tiempo

y aportaciones.

Al Dr. Héctor Eduardo Martinez Flores por sus conocimientos transmitidos, su valiosa

ayuda y apoyo brindado durante mi estancia en el programa de maestria.

Maestria en Ciencias Bioldgicas Xvii



A mis padres por el apoyo que siempre me han brindado a lo largo de mi formacion
profesional, por alentarme a salir adelante y por su confianza en la realizacion de mis

suefios.

A mis hermanos y familia, por su compafiia y apoyo incondicional.

A mis amigos por su valiosa amistad, sus conocimientos y apoyo que me han brindado y
con quienes he compartido muchos momentos que siempre llevaré en mi corazén. Han

enriquecido mi vida con su carifio y alegria.

A todas las personas que han dejado huella en mi vida y que de una u otra forma

contribuyeron en la culminacién de este proyecto.

Maestria en Ciencias Biologicas XViii



Emulsién inversa

Enlace glicosidico

Surfactante

Temperatura de

transicion vitrea (Tg)

Yuxtaposicon de

cadenas

GLOSARIO

Emulsion en la cual se invierten las fases, es decir, la fase
dispersa es una sustancia hidrofilica y la fase continua es

lipofilica y se pueden denominar como w/o.

Enlace que se forma entre los hidroxilos de
monosacaridos, liberando una molécula de agua, para

formar polisacaridos.

Sustancia cuyas moléculas poseen a la vez un grupo polar
y uno apolar. El grupo polar es por lo general un grupo
funcional que contiene heterodtomos como O, S, N o P;
los grupos polares mas comunes son los grupos

carboxilato, sulfonato, sulfato, amonio y fosfato.

Temperatura por debajo de la temperatura de fusion, a la
cual las porciones amorfas de un polimero se ablandan por
un movimiento o vibracion molecular y el polimero toma

propiedades caracteristicas a los elasticos.

Arreglo de cadenas poliméricas juntas o adyacentes.
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Capitulo 1. Introduccion

CAPITULO |

INTRODUCCION

Los alimentos han sido envasados o empacados en muy diversas maneras desde hace miles
de afios. Actualmente todos estos se distribuyen y conservan en alglin tipo de envase
[Hernandez, 2005]. Las funciones basicas del envase consisten en presentar, identificar,
conservar, contener, proteger y transportar al producto. Adicionalmente, existen otras
funciones como comunicar el estado de los alimentos o actuar como herramienta de
mercadotecnia, estas Ultimas funciones estan directamente relacionadas con el envase

inteligente [Aguirre y Herranz, 2008].

Las fallas en la deteccion de patogenos en los alimentos pueden producir avisos que
resultan costosos y reducen la confianza de los consumidores. Evidentemente, los
dispositivos que pueden detectar las toxinas y agentes patdgenos en los productos
alimenticios en el campo, almacenamiento o durante el procesamiento, desde el punto de
vista cientifico, es un gran avance en la industria alimentaria [Granda et al., 2009]. Dentro
de los materiales mas usados en el envasado y como dispositivos de seguridad en los
alimentos se encuentran los biopolimeros ya que retnen propiedades muy atractivas y se

emplean como recubrimientos o parte de sistemas activos.

Por otra parte en la seguridad alimentaria la ciencia a escala nanométrica ha tenido un
importante avance [Aguirre y Herranz, 2008]; desde envases alimentarios con menor riesgo
de migraciones toxicas al alimento a técnicas de mejora en la deteccion de patogenos, la
nanotecnologia ha ofrecido mejoras en la prevencion de riesgos alimentarios. Actualmente
el desarrollo de dispositivos miniaturizados de detecciobn de microorganismos
contaminantes en alimentos genera herramientas de control de seguridad y calidad
microbiologica universales [Olivas y Barbosa, 2005]. Los biosensores pueden ofrecer una
oportunidad de control de calidad, incrementando la adaptabilidad y alcance de las pruebas
de control de calidad, directamente relacionados con el producto. Adicionalmente la

inherente especificidad, selectividad y adaptabilidad de los biosensores los hacen
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Capitulo 1. Introduccion

candidatos ideales para su uso en la industria alimentaria [Terry et al., 2008]. Actualmente
en la nanotecnologia uno de los biopolimeros mas utilizados es la celulosa, lo anterior

debido a sus caracteristicas de absorcion, ligereza y degradabilidad.

Por la importancia que implica la seguridad alimentaria, ésta investigacion contempla el
desarrollo de peliculas y nanoparticulas de celulosa, dichas estructuras mantendran de
forma interpenetrada al acido carminico que actuara como un indicador de seguridad en

alimentos envasados.
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Capitulo 1. Introduccion

1.1 OBJETIVOS

Objetivo General

Conocer la integracion y la funcionalidad del acido carminico (AC) al incorporarse en
nanoparticulas y peliculas de celulosa para su aplicacion como un dispositivo de seguridad
en los alimentos.

Objetivos Especificos

1. Obtener nanoparticulas de celulosa, mediante el proceso de emulsién inversa.

2. Generar peliculas de celulosa por dos condiciones controladas variando sus

concentraciones.

3. Determinar la morfologia y la estructura quimica de las nanoparticulas y peliculas de

celulosa que soportaran el acido carminico.

4. Conocer el grado de integracion del &cido carminico en su matriz primaria de celulosa,

por medio de las asociaciones de grupos funcionales AC — celulosa, empleando FTIR.

5. Valorar las modificaciones morfoldgicas de las nanoparticulas y peliculas de celulosa

con &cido carminico (AC) a través de SEM.

6. Evaluar la actividad del AC ante condiciones variables de humedad y temperatura.

7. Determinar a través de simulacion molecular las conformaciones e interacciones

moleculares que se generan en el sistema AC-celulosa
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1.2 HIPOTESIS

A mayor superficie existe mayor area de alojamiento para sustancias activas
(colorante) que puede encontrar sitios de fijacion para actuar con una menor interaccion
intramolecular y manifestar mayor respuesta a agentes externos a su sistema (colorante-

celulosa), promoviendo una accion “activa” de deteccion en funcion de factores externos.
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CAPITULO 11

MARCO TEORICO

2.1 Polimeros naturales

Un polimero (del griego poly, muchos; meros, parte, segmento) es una estructura cuyas
moléculas son mdltiplos de unidades de peso molecular bajo. La unidad de bajo peso
molecular es el mondémero. El término polimero designa una combinacion de un nimero no

especificado de unidades [Nicholson, 2006].

Los polimeros, son moléculas organicas, con pesos moleculares desde 10, 000 hasta mas de
1, 000, 000 g/mol [Askeland, 1998]. También son conocidos como macromoléculas y su

estructura se deriva de la repeticion de unidades estructurales més pequefas [Keyser, 1985].

Los polimeros naturales o biopolimeros son términos cominmente usados para referirse a
polimeros sintetizados biologicamente por la naturaleza. Se pueden obtener directamente
del reino animal o vegetal. Los polisacaridos son una clase de polimeros naturales que
parten de moléculas de monosacaridos unidas por enlaces glicosidicos para producir
polimeros de alto peso molecular, los cuales pueden romperse por hidrdlisis. [Khor, 2001;
Morrison-Boyd, 1998].

Los polimeros naturales tales como la seda, lana, celulosa, etc., se han empleado

abundantemente y han tenido mucha importancia a lo largo de la historia [Askeland, 1998].

Una linea prioritaria de investigacion con gran potencial son precisamente los
biopolimeros; pueden ser obtenidos por extraccion a partir de biomasa (celulosa, almidén,
quitosano, gelatina, colageno, gluten, zeina, sueros, ceras, etc.), por sintesis quimica a partir
de monomeros obtenidos de biomasa (poliacido lactico) y otros poliésteres), o bien
producido por microorganismos (celulosa bacteriana, polihidroxialcanoatos, etc.).

Actualmente los biopolimeros basados en polisacaridos, proteinas o lipidos, son los que
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estan siendo objeto de un mayor estudio como material de envase o recubrimientos de
alimentos. La gran ventaja de la utilizacion de estos materiales es que son naturales,
biodegradables y en muchas ocasiones pueden ser extraidos de residuos o como
subproductos de la industria agricola o alimentaria. Es por ello que la ventaja es doble, ya
que el coste de la materia prima se abarata y porque ademas, se le da un valor afiadido a un

residuo o subproducto industrial. [Weber, 2000].

Los biopolimeros presentan diversas caracteristicas que les hacen materiales potenciales
para su aplicacion en envases alimentarios. Estos materiales provienen de una fuente
renovable, pueden ser biodegradables, no toxicos y muchos de ellos comestibles por lo que
se podrian consumir junto con el alimento (envase ideal, residuo cero). Tienen propiedades
formadoras de peliculas por lo que pueden formar recubrimientos o peliculas homogéneas a
las que se puede incorporar aditivos (aromas, colorantes, edulcorantes, etc.) que pueden
mejorar las propiedades organolépticas del alimento y en muchas ocasiones (especialmente
en el caso de proteinas) pueden tener de por si el componente nutricional adicional. Estos
biopolimeros pueden tener por si mismos actividad antimicrobiana/antioxidante o llevar
dichos agentes activos incorporados y realizar una liberacion controlada. Debido a la
estructura molecular compleja de los biopolimeros, estos pueden realizar un control mas
adecuado de las propiedades fisico quimicas (transferencia de gas, lipidos u aromas) y
permiten un control fisico-quimicos y microbiologico de los alimentos igual o superior a

los plasticos convencionales [Olivas y Barbosa, 2005].

2.2 Celulosa

La celulosa es el polimero natural, renovable y biodegradable méas abundante de la tierra
[Granja y Barbosa, 2001; Siqueira et al., 2010]. Es un componente estructural
biosintetizado como microfibrillas dandole rigidez a las plantas [Siqueira et al., 2010;
Ahrenstedt, 2007]. Se encuentra formando parte de la madera, la cual constituye el tronco
de los arboles y plantas, siendo el sostén principal, aunque también se encuentra en el
bagazo de cafia de azUcar y en las hojas de maiz [Odian, 2004]. La celulosa es el principal

constituyente de la pared celular en todas las plantas, ademas tiene un alto grado de
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cristalinidad, siendo ésta la responsable de las propiedades fisicas y mecanicas de la madera
[Zuluaga et al., 2007; Odian, 2004].

La celulosa comercial se deriva principalmente del algodén y de la madera. La madera
contiene cerca del 40-50% de celulosa, junto con la cual se encuentra la lignina y otros
polisacaridos de bajo peso molecular. EIl ejemplo mas puro de celulosa es el algodon con un
porcentaje mayor al 90% [Odian, 2004].

2.2.1 Estructura molecular

La celulosa es un homopolisacérido lineal no ramificado, conformado por unidades de 3-D-
glucopiranosa o glucosa, con una conformacion sindiotactica, unidas por enlaces B (1-4)
glicosidicos, y estabilizado por los numerosos puentes de hidrégeno [O'Sullivan, 1997;
Zuluaga et al., 2007]. Se ha encontrado que los anillos de piranosa presentan una

conformacién de silla con los grupos hidroxilos en posicion ecuatorial [O'Sullivan, 1997].

La conformacion mas estable de uniones p (1-4) involucra giros alternos de 180° cada 2
unidades de glucosa, por lo cual la unidad de repeticion de la celulosa mejor dicho es la
celobiosa (Fig. 2.1) en lugar de la glucosa [Ahrenstedt, 2007].

e CH,OH on
\ 0 ° o s g
HC ©

© o
HO

HOCH,

Fig. 2.1 Unidad de repeticion de la celulosa (celobiosa) [O'Sullivan, 1997].

Las cadenas lineales de celulosa (Fig. 2.2) interaccionan por medio de multiples puentes de
hidrogeno intra e intermoleculares, entre los grupos hidroxilo de distintas cadenas
yuxtapuestas de glucosa, dando lugar a la formacion de microfibrillas con regiones

altamente ordenadas que le dan caracteristicas de insolubilidad, rigidez y resistencia al
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ataque enzimatico y que se conocen como regiones cristalinas [Mejia et al., 2002; Sjéstrom,
1993]. Estas caracteristicas hacen que sea insoluble en agua, y originan fibras compactas

que constituyen la pared celular de las células vegetales [Sjontiom, 1993].

Cuando a lo largo del haz de cadenas se rompen los puentes de hidrogeno se forman
regiones denominadas amorfas, que permiten su hidratacién y mejor accesibilidad al ataque
enzimatico [Mejia et al., 2002]. Las cadenas de celulosa tienen un grado de polimerizacién
de aproximadamente 10 000 unidades de glucopiranosa en celulosa de madera y 15 000 en

celulosa de algoddn [O'Sullivan, 1997].

. HOHZC O HOWC, 0 ) !
) 1
Q:\O HO / \:
. HOH,C ‘ :o oH ,

Fig. 2.2 Celulosa

2.2.2 Arreglo microscopico

Las moleculas individuales de la celulosa se encuentran formando haces microfibrilares y
gue medidas y observadas por DRX y SEM, éstas areas parecen estar nitidamente
ordenadas, paralelas unas con otras y estrechamente empacadas, mostrando un arreglo
similar a un cristal. Sin embargo en otras zonas, las moléculas dentro de las fibrillas estan
desordenadas y su arreglo es completamente al azar. Lo anterior es conocido como la zona
cristalina y amorfa de la estructura de la celulosa, dependiendo del origen de la celulosa y
de su tratamiento, las &reas de cristalinidad y amorfismo variaran considerablemente. Estas
areas llegan a manifestarse por diferencias en los difractogramas, en donde, la zona
cristalina u ordenada muestran arcos discontinuos, relativamente agudos. Mientras que en

la zona amorfa o desordenada, se presentan circulos concéntricos [Libby, 1981].
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En las zonas cristalinas, los grupos hidroxilo de una molécula de celulosa se aproximan
muy intimamente a los de una molécula vecina. Estas cadenas de celulosa se sostienen
entre si por fuerzas de valencia secundaria, algunas de las cuales se atribuyen a fuerzas de
van der Waals y otras a los mas resistentes puentes de hidrégeno. En la zona amorfa o
Ilamada también zona accesible, se atribuye las propiedades de elasticidad y capacidad de
hinchamiento, dado que es donde primero se hace evidente la actividad quimica de la
celulosa, puesto que la entrada a la zona cristalina o inaccesible es lenta y mas dificil de
penetrar dado que es mucho mas resistente al ataque, lo cual explica el comportamiento
ordenado de la zona [Libby, 1981].

2.2.3 Solubilidad

La celulosa es insoluble en agua fria y caliente, es insoluble en solventes organicos neutros
tal como el benceno, éter, cloroformo y tetracloruro de carbono. Es casi insoluble en
disoluciones acuosas diluidas de &cidos y alcalis. Sin embargo, se disuelve facilmente en
acido sulfurico del 70-75% y en éacido clorhidrico al 44%, es también soluble en &cido
fosforico al 85%. Muchos procesos son usados para extraer las microfibrillas de la pared
celular; estos estan generalmente basados en tratamientos mecanicos o quimicos [Zuluaga,
2007].

2.2.4 Usos y aplicaciones

La celulosa es uno de los materiales mas utilizados por el hombre desde tiempos remotos y
en la actualidad se encuentra comercialmente disponible en una gran variedad de
presentaciones, siendo el papel una de las mas conocidas. Se estima que al afio se sintetizan
180 billones de toneladas de celulosa principalmente por las plantas, por lo que constituye
una de las reservas de energia renovable mas abundante en la naturaleza. Por varias décadas
los esfuerzos de muchos investigadores se han concentrado en buscar alternativas para el
uso de este polisacarido como materia prima para obtener glucosa, mediante su hidrélisis,

que al utilizarla como sustrato en la industria de fermentaciones permitiria obtener una
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gama amplia de productos; entre ellos etanol para su uso como combustible [Mejia et al.,
2002].

En la industria de alimentos los biopolimeros son ampliamente utilizados o estudiados,
principalmente la celulosa y sus derivados como la metil celulosa (MC),
hidroxipropilcelulosa (HPMC) y carboximetilcelulosa (CM), almidones modificados,
dextranos, alginatos y carragenatos, pectinas, quitosano, pululano. Entre las proteinas mas
estudiadas estan la gelatina, colageno, zeina, gluten, caseina, suero de leche, proteina de

soja, etc. [Gennadios, 2002].

Actualmente las formas de aplicacion en las que se pueden encontrar estos biopolimeros

comprenden las siguientes formas:

» Como material de envase con el fin de sustituir parcialmente el material sintético, mejorar
la permeabilidad a los gases en las peliculas, etc. Debido a su sensibilidad al agua la
investigacion actual se centra en este campo en la mejora de la resistencia mecanica y
mejora de la resistencia al agua de estos materiales biopoliméricos. Actualmente se
estudian diferentes tipos de peliculas compuestas, nanocompuestos etc., que debido a la
mezcla con materiales més hidrofobicos (lipidos, arcillas, polimeros, lipidos...) aumente la

tortuosidad de la difusion y reduzca la permeabilidad [Olabarrieta, 2005].

* Formando una delgada pelicula sobre la superficie del alimento: para control de
permeabilidad de gases, oxidaciones pérdidas de aroma y humedad. Como soporte

mecanico y para la incorporacion de antioxidantes o antimicrobianos.
* Como recubrimiento o capa entre diferentes componentes de un alimento (pizzas,
bombones, etc.) para restringir migraciones de sustancias, humedades, etc. y preservar

texturas [Ghosh et al.., 2002].

* Como filmes comestibles (refrescante e higiene bucal).
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« Como parte de envases activos (antimicrobianos, antioxidantes). Bien como
recubrimientos activos 0 como portadores de sustancias activas que permitan una liberacion
controlada de ellas (bacteriocinas, péptidos, aceites esenciales, etc.) y mejore la

conservacion del alimento [Han, 2000; Appendini y Hotchkiss, 2002].

Ademas de la industria de alimentos la celulosa y sus derivados también se utilizan en la
fabricacion de explosivos, celuloide, seda artificial, barnices, en la medicina, cosmetologia,

industria farmacéutica, adhesivos, ceramica, etc. [Hon y Shiraishi,2001].

Debido a las caracteristicas de absorcion, ligereza y degradabilidad de la celulosa, se le esta
dando una importante aplicacion en el area de la nanotecnologia, ya que el interés de los
materiales nanoestructurados es muy elevado, pues la reduccion de tamafio hasta niveles de
solo uno o dos ordenes de magnitud superiores al tamafio atbmico implica la aparicion de
nuevas propiedades, abriéndose por completo un abanico de posibilidades a la obtencion de

nanoparticulas con un gran nimero de usos y aplicaciones [Weiss et al., 2006].

2.3 Acido Carminico (AC)

El color es conocido como un fendmeno fisico asociado a las multiples combinaciones de la
luz. Al respecto, el color se asocia con los colorantes y pigmentos, por lo cual es importante
advertir que un colorante presenta un tamafio de particula pequefio, buena solubilidad en
diferentes solventes y, posee una estructura amorfa, y tiene la capacidad de absorber luz;
por el contrario, los pigmentos presentan un tamafio de particula mas grande, son insolubles
en solventes polares, y dispersan la luz. El uso de pigmentos esta siendo cada vez mas
restringido por el incremento en los controles ambientales, esto debido a que algunos de
ellos presentan cierto grado de toxicidad, y pueden implicar riesgos cancerigenos. Sin
embargo, es dificil suplantarlos ya que su utilizacion es muy variada e importante a nivel
mundial. Uno de los pigmentos que presenta mejores caracteristicas tecnoldgicas y de
mayor aplicacion, es el acido carminico (AC), extraido de la grana cochinilla o Dactylopius
coccus del nopal [Fernandez et al., 2009].
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Nocheztli es un vocablo nahatl que significa “sangre de nopal” y que los aztecas utilizaban
para referirse al colorante extraido de la grana cochinilla. EI croméforo que otorga el color
al extracto de la grana cochinilla (insecto parasito del nopal), es el acido carminico, que
qguimicamente es una hidroxiantraquinona, la cual presenta una coloracion rojo brillante, y a
través de la historia ha tenido gran importancia en distintos contextos [Ibarra et al., 2005].
El 4cido carminico es uno de los colorantes mas antiguos conocidos en la historia de la
humanidad, es un producto natural, pero también puede ser obtenido sintéticamente [Diaz y
Luna, 2005].

A mediados del siglo XX se detectaron casos de alergias provocadas por el uso de
colorantes sintéticos en alimentos industrializados e incluso algunos de estos son
cancerigenos. Por tal razon, se ha intensificado la busqueda de colorantes inocuos para la
salud humana. Es asi como en nuestros dias, se retoma el uso de la grana de cochinilla

como colorante en diversas industrias [Ibarra et al., 2005].

2.3.1 Estructura molecular

El &cido carminico (AC; &cido 7-a-D-glucopyranosil-9,10-dihidro-3,5,6,8 tetrahidroxi-1-
methil  9,10-dioxo-2-antraceno-carboxilico;  7-p-D-glucopyranosil-9,10-dihidro-3,5,6,8
tetrahidroxi-1-methil 9,10-dioxo-2-antraceno-carboxilico), cuya estructura se muestra en la
Fig. 2.3 es una antraquinona, de formula C,,H2013 , cristaliza en prismas rojos, no tiene
punto de fusion y se descompone a 120°C [Carvalho y Collins, 1997; Cafiamares et al.,
2006; Gibaja y Salaverry, 1998].

Fig. 2.3 Estructura del acido carminico
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El &cido carminico es un pigmento natural orgéanico extraido a partir del cuerpo seco del
insecto Dactylopius coccus L. costa denominado grana o cochinilla, cuyo hospedero
natural es el nopal Opuntia ficus indica [Gibaja y Salaverry, 1998]. Estos insectos de 3 — 5
mm de largo, se identifican por la presencia de una secrecién blanca parecida a un algodon.
Entre 80 000 — 100 000 insectos son requeridos para producir un kilogramo de cochinilla
seca para exportacion. La cochinilla (Fig. 2.4) es producida en algunas ciudades del mundo,
siendo Peru el primer productor mundial (78%). México es uno de los principales
productores, que cuenta como importadores principales a Europa, EUA y Japén [lbarra et
al., 2005; Méndez et al., 2004; Cabrera, 2005; Séenz et al., 2004; Flores, 1996].

8 Nl ’

Fig. 2.4 Insectos de cochinilla hembra: a) Vista superficial sobre planta de nopall, b) Cuerpo

de la hembra goteando acido carminico.
2.3.2 ColorypH
El grupo carboxilo (-COOH) vy los cuatro grupos hidroxilo (— OH) fendlicos de las
posiciones C-3, C-5, C-6 y C-8 desprotonables, contribuyen a los cambios de color y de pH
del acido carminico; siendo anaranjado a pH= 3.0, rojo a pH= 5.5 y purpura a pH= 7.0
[Gibaja y Salaverry, 1998].

2.3.3. Estabilidad

El AC es el colorante con mejores caracteristicas tecnolédgicas entre los naturales, pero se

utiliza cada vez menos debido a su alto precio. Es estable a la luz, tratamientos térmicos y a
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la oxidacion. El color de la solucién del acido carminico, no es estable a los cambios de pH
[Gibaja y Salaverry, 1998].

2.3.4 Solubilidad

El AC es soluble en agua, alcoholes y &cido sulfurico diluido. Insoluble en los
hidrocarburos y los aceites comestibles [Gibaja y Salaverry, 1998].

2.3.5 Usos y aplicaciones

El AC puro es comercializado como polvo o como soluciones con concentraciones en el
intervalo de 1 — 10 wt%, su nivel de pureza esta entre el 50 — 60%. Este pigmento compite
con el rojo betanin y con los antocianinos como colorante de alimentos. Es utilizado como
pigmento o colorante, cuando se emplea como pigmento (liquido), el método de coloracion
es por disolucion en ella la intensidad es directamente proporcional a su pureza. En cambio
cuando se usa como colorante (solido), el método de coloracion es por dispersion
(distribucion del color a lo largo de todo el material), de tal manera que la coloracion no es

proporcional a su pureza [Pérez, 1992; Rasmas et al., 1996; Sugimoto, 2002].

Entre las principales aplicaciones del AC esta su utilizacion como agente colorante de:
alimentos carnicos, embutidos, salsas, bebidas alcoholicas, lacteos, postres de gelatina,
yogures, caramelos, cerezas, cosméticos, dentifricos, farmacos, etc. [Gibaja y Salaverry,
1998]. Ademas el AC ha sido usado como reactivo para la determinacion fluorimétrica de
diversas especies inorganicas tales como Boro, Tungsteno, Molibdeno y Paladio [Panadero
et al., 1997]. En afios recientes el AC ha sido probado para exhibir una importante actividad
bioldgica como agente antitumoral. Ademas este pigmento es muy importante para analisis
quimico como reactivo para la determinacion de metales y otras especies quimicas
[Cafiamares et al., 2006; Fain et al., 2007].
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El AC ha llamado la atencion de investigadores, para estudiar su fotodegradacion,
propiedades de fluorescencia, comportamiento acido base y procesos de fotoenvejecimiento
[Canamares et al., 2006].

2.4 Envases inteligentes

En los ultimos afios se han producido una serie de cambios en las preferencias de los
consumidores y en la manera en que los alimentos son producidos, transformados y
comercializados. Por otro lado los consumidores exigen mayor calidad, seguridad e

informacién de los productos que consumen.

En cuanto a la industria, se han producido una serie de cambios, tendientes a satisfacer las
demandas de los consumidores, y a adaptarse a la globalizacion de los mercados, lo que
implica mayores distancias y tiempos en la distribucion de los productos alimenticios, y a
reducir costos mediante la centralizacion de las actividades de produccion e investigacion y
el incremento de los tiempos de rotacion de la produccion, distribuciéon y venta de los
productos alimenticios [AESAN, 2010].

Todos estos cambios se reflejan en un incremento continuo en la demanda de la industria
para aumentar la vida comercial (vida Util) de los productos alimenticios envasados y en la
demanda de los consumidores para mejorar la informacién sobre la seguridad y la calidad
de los productos que consume. Cada vez se demandan mas y mejores prestaciones a los
envases y para responder a estos cambios, nuevas necesidades y desafios, se desarrollan los

sistemas de envasado o envases activos e inteligentes [Dainelli et al., 2008].

e Envases activos. A diferencia de los envases tradicionales, a los que se exige que
sean totalmente inertes, los activos estan disefiados para interaccionar de forma
activa y continua con su contenido. Esta interaccion implica siempre una
transferencia de masa, ya sea para incorporar sustancias al contenido del envase (el
alimento y su entorno) o absorber componentes del mismo. La finalidad de esta
interaccion es ampliar el tiempo de conservacion o mantener o mejorar el estado de

los alimentos [Dainelli et al., 2008].
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Los envases activos incluyen sistemas que absorben/eliminan o regulan compuestos como
el oxigeno, radicales, etileno, humedad o aquellos que pueden ocasionar olores o sabores
desagradables en los alimentos. Otros sistemas liberan sustancias quimicas como

conservantes, antioxidantes, colorantes, aromas, etc. [AESAN, 2010].

e Envases inteligentes. Controlan el estado de los alimentos envasados o de su
entorno. Son sistemas que monitorizan las condiciones del alimento envasado, para
dar informacion acerca de la calidad del mismo durante el transporte y el

almacenamiento [Dainelli et al., 2008].

El envase inteligente es capaz de suministrar informacion acerca de alguna condicion del
alimento envasado; por ejemplo, indica si hay entrada de aire en un producto envasado al
vacio, fugas de gases en envases con atmosfera protectora, manifiesta la presencia de
alteraciones en la calidad del alimento (aminas volatiles, microorganismos, etc.) o rotura de
la cadena de frio, proporcionando alerta sobre la historia de la temperatura a la que estuvo
expuesto el producto y del tiempo de exposicion [AESAN, 2010]. Legalmente se
denominan “materiales y objetos inteligentes en contacto con alimentos” y se definen como
los materiales y objetos que controlan el estado de los alimentos envasados o el entorno de
éstos [UE, 2004].

En la actualidad los materiales y objetos activos e inteligentes se encuentran autorizados de
manera general en el marco del Reglamento (CE) N° 1935/2004 sobre los materiales y
objetos destinados a entrar en contacto con alimentos [UE, 2004], en donde se definen y se
establecen los requisitos especiales que deben cumplir; y de una manera especifica en el
Reglamento (CE) N° 450/2009 [UE, 2009].

Existen dos tipos basicos de sensores comunicativos utilizados en los envases inteligentes:
los que acumulan y transmiten datos (como actualmente lo harian los codigos de barras y
etiquetas (tags) de identificacion por radiofrecuencia); y los que se emplean para

monitorizar las condiciones ambientales externas y advertir mediante un cambio fisico
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observable en caso de que sea necesario, como los sensores visuales por cambios de color
[Aguirre y Herranz, 2008].

2.4.1 Sensores indicadores mediante cambios visuales observables

Como se ha comentado anteriormente, los dispositivos indicadores son aquellos capaces de
transmitir informacion sobre el estado del producto al consumidor mediante un cambio de
color visible a simple vista. En funcion del parametro de control del dispositivo, podemos

encontrar en el mercado gran variedad de éstos, tales como:

Indicadores compuestos por tintas termocrémicas

También llamadas tintas termosensibles, cambian a su color original cuando alcanzan la
temperatura de activacion. Las aplicaciones de estas tintas son variadas. Algunas son
sensibles a la temperatura del cuerpo y estan disefiadas para mostrar el color a la
temperatura normal ambiente cambiando o desapareciendo. Otras son aquellas que

responden a las altas temperaturas [AESAN, 2010].

Indicadores de tiempo-temperatura

Son pequefios dispositivos que muestran facilmente cambios medibles, irreversibles y
reproducibles dependientes del tiempo y/o de la temperatura.

La idea basica que subyace detras de estos indicadores es que la calidad del alimento se
deteriora tanto mas rapidamente cuanta mas alta es la temperatura de exposicién, debido a
que se aceleran las reacciones quimicas, bioguimicas o el crecimiento microbiano [Aguirre
y Herranz, 2008].

Indicadores de humedad

Son etiquetas que indican variaciones en la humedad mediante un cambio de color. Estos
indicadores pueden contener cloruro de cobalto, que reacciona con la humedad virando de
azul a rosa cuando ésta aumenta, o pueden estar compuestos por cloruro de cobre, que vira

de amarillo a verde [Aguirre y Herranz, 2008].
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Indicadores de frescura/vida util

Dan una indicacion acerca de algun parametro de calidad del producto envasado, de la
pérdida de frescura o del deterioro del producto alimenticio, tanto quimico como
bacterioldgico. Su indicacion de frescura se basa en la deteccion de metabolitos volatiles
producidos por el deterioro de los alimentos tales como diéxido de carbono, diacetatos,

aminas (del pescado), amoniaco o sulfuro de hidrégeno [Dainelli et al., 2008].

2.4.2 Aplicaciones

Algunos de los sensores ya comercializados son los siguientes:
Sensor para pescado freshtag: son unas pequefias etiquetas. Esta etiqueta posee un angosto

agujero en el reverso, por el cual pasan los vapores desprendidos durante el
almacenamiento del pescado y se difunden por la matriz de la etiqueta, donde esta el
detector. Este detector reacciona con la trimetilamina desprendida durante la
descomposicion del oxido de trimetilamina del pescado, que es el causante del mal olor,
produciendo un cambio de color en la etiqueta que vira de amarillo a azul oscuro conforme

se va produciendo la degradacion [Aguirre y Herranz, 2008].

Sensor para frutas Ripesense: este indicador esta disefiado para fruta climatérica, la cual

sigue madurando una vez recolectada. ElI sensor cambia de color en respuesta a los
compuestos aromaticos volatiles emitidos por la fruta en su proceso de maduracion. La
etiqueta vira de rojo a amarillo pasando por el naranja, indicando el estado de madurez de

la fruta [Aguirre y Herranz, 2008].

Pelicula plastica con tecnologia Toxin Guard: la pelicula detecta el crecimiento bacteriano

de Pseudomonas sp., que es un microorganismo no patégeno pero alterante, lo que provoca
en la pelicula la aparicién de unas X en el centro de cada circulo, mostrando de esta manera

que el alimento ha perdido frescura y no debe ser consumido [Aguirre y Herranz, 2008].

Etiquetas | Point (I Point A/B): son indicadores de historia completa que muestran

respuesta independientemente de la temperatura umbral. El dispositivo consiste en dos
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partes, una contiene una solucion enzimatica, la otra una sustancia lipidica y un indicador
de pH. Para activarlo, se rompe la separacion entre las partes y ambos compuestos se
mezclan. Mientras la reaccién tiene lugar, la sustancia lipidica se hidroliza y el cambio de

pH se observa con una variacion de color [Bataller et al., 2005].

Etiquetas Lifelines Fresh.Scan (Lifelines Technology Inc): son etiquetas con un anillo

central polimérico que, por accion de la temperatura, se oscurece, informando al

consumidor del estado del producto [Bataller et al., 2005].

2.4.3 Biosensores

En la actualidad, el analisis de alimentos representa un porcentaje muy pequefio en el
mercado total, pero con los avances tecnoldgicos, los biosensores en el diagnéstico en la
industria alimentaria estan en expansion. El desarrollo de los biosensores, benefician el
control de calidad, y de seguridad, ofreciendo mejoras en la prevencion de riesgos

alimentarios [Terry, 2005].

El desarrollo y la produccion de herramientas de deteccidbn de microorganismos
contaminantes enfocados a alimentos especificos generan la posibilidad de desarrollar
herramientas de control de seguridad y calidad microbioldgica universales [Granda et al.,
2009].

Las fallas en la deteccion de patogenos en los alimentos pueden producir avisos que
resultan costosos y reducen la confianza de los consumidores. Evidentemente, los
dispositivos de nano escala que pueden detectar las toxinas y agentes patdgenos en los
productos alimenticios en el laboratorio o, mejor aun, en el campo, almacenamiento o
durante el procesamiento, desde el punto de vista cientifico, es un gran paso en la deteccion
y en la industria alimentaria [Granda et al., 2009]. La inherente especificidad, selectividad
y adaptabilidad de los biosensores los hacen candidatos ideales para su uso en la industria
alimentaria. La calidad es la cuestion clave comun a todos los productos alimenticios. Los

biosensores ofrecen una oportunidad de Control de Calidad (CC), incrementando la
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adaptabilidad y alcance de las pruebas de control de calidad, directamente relacionados con
la calidad del producto [Weiss et al., 2006].

2.5 Nanotecnologia

Richard Feynman, premio Nobel de Fisica, es considerado el padre de la nanotecnologia,
quien en 1959 propuso fabricar productos en base a un reordenamiento de atomos y
moléculas [Edelstein y Cammarata, 1998]. La nanotecnologia es la ciencia que se encarga
del estudio y desarrollo de materiales en dimensiones a nanoescala (< 100 nm). Las
estructuras a esta escala han mostrado tener propiedades Unicas y novedosas [Granda et al.,
2009]. El uso de las nanoparticulas actualmente tiene un auge muy importante en el
desarrollo de la ciencia y tecnologia, por lo que se han empleado en diversidad de areas,
dentro de las cuales destacan la medicina, industria farmacéutica, electronica e industria de
alimentos [Weiss et al., 2006]. La investigacion y el desarrollo de la ciencia a escala nano,
ha tenido gran avance en el &mbito de la seguridad alimentaria, desde envases con menor
riesgo de migraciones toxicas al alimento a técnicas de mejora en la deteccion de patdgenos
[Almengor, 2009].

2.5.1 Polimeros en la nanotecnologia

Las areas principales de desarrollo de la nanotecnologia se basan en la disciplina de
coloides y la ciencia de los polimeros, en donde éstos son la materia principal de sintesis.
Dentro de los més versétiles se encuentran los polimeros tanto de origen natural como
sintético. Uno de los polimeros naturales de origen vegetal que mas importancia y
desarrollo ha tenido a lo largo de la historia, es la celulosa, dadas sus caracteristicas
notables de absorcion, ligereza y degradabilidad. El interés que despiertan los materiales
nanoestructurados es muy elevado, ya que la reduccion del tamafio hasta niveles de s6lo
uno o dos ordenes de magnitud superiores al tamafio atomico implica la aparicion de
nuevas propiedades, abriéndose por completo un abanico de posibilidades a la obtencion de

nanoparticulas con un gran nimero de usos y aplicaciones [Weiss et al., 2006].
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2.5.2 Aplicaciones

La nanotecnologia tiene el potencial para mejorar la calidad y la seguridad de los alimentos.
Existen muchas nuevas aplicaciones para una mejor seguridad alimentaria, entre ellas, el
empaque, factor clave para garantizar la inocuidad de productos alimenticios. Los
empaques que incluyen nanomateriales pueden ser “inteligentes”, lo que significaria que
podrian responder a condiciones ambientales o incluso alertar al consumidor sobre una
probable contaminacion del producto y/o la presencia de agentes patdgenos [Almengor,
2009].

Una de las aplicaciones mas impactantes de la nanotecnologia es el desarrollo de
nanosensores que pueden ser colocados en las instalaciones de fabricacion y de distribucion
de alimentos y en el propio empaque de los productos para detectar la presencia de
microorganismos, quimicos y otros contaminantes [Almengor, 2009].

Las aplicaciones de los materiales nanoestructurados se estdn desarrollando muy
rdpidamente, algunas de ellas, ya presentes en los mercados o cerca de su comercializacion,
son las siguientes:

e Sensores de gases destinados a detectar la presencia de gases nocivos en ambientes
cerrados o abiertos, 0 aromas que caracterizan la calidad de bebidas y productos
alimenticios ("nariz electronica™).

e Sistemas fotovoltaicos de alta eficiencia para la conversion de la energia solar.

e Nuevos materiales con una elevada relacion resistencia/masa para aplicaciones
aeroespaciales, biomédicas y en medios de transporte.

e Embalajes de productos alimenticios con mejores caracteristicas de barrera a la
penetracion de gases y capacidad para indicar el estado de conservacion.

e Técnicas diagndsticas basadas en el sistema denominado "lab-on-a-chip”, para la
realizacion de analisis clinicos y genéticos con minimas cantidades de muestra y en
tiempo real.

e Cosmeticos, en especial para la proteccion contra la radiacion solar.

e Revestimientos superficiales con resistencia a la corrosion, al rayado y al desgaste

notablemente mejorado.
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e Nanosensores en el campo de la seguridad alimentaria, los cuales realizan anélisis
de la composicion, estimacion de vida atil y la frescura. Asi también para la
deteccion y neutralizacidon de microorganismos alterantes.

e Aqua nova (empresa alemana) desarrolld6 Novasol, sistema para la aplicacion de
antioxidantes. Consiste en una solucion que esta lista para usarse y la cual es soluble
tanto en agua como en aceite. Esta dirigido a fabricantes de alimentos y bebidas que
desean introducir vitamina C y E en sus productos.

e La empresa Oilfresh utiliz6 nanoparticulas para aumentar la vida de freido de los
aceites comestibles. Es una placa metélica, plana y vertical, elaborada con
nanoceramica, que se inserta en la freidora para inhibir el proceso de polimerizacion

del aceite de freido, reduciendo su deterioro [Almengor, 2009; Moncada, 2006].

2.6 Métodos de caracterizacion

El estudio de los polimeros ha sido de gran importancia para la ingenieria y manufactura
que hasta hace poco tiempo, se mantuvo por estudios empiricos. Hoy en dia, con el
desarrollo de nuevos instrumentos y teorias, este campo en la ciencia de los polimeros ha
crecido rapidamente para comprender el fendmeno superficial a nivel molecular [Sperling,
2006].

Enseguida se describen las técnicas empleadas para caracterizar los materiales obtenidos,
permitiendo conocerlos morfolégicamente, por medio de Microscopia electronica de
barrido (SEM) y Microscopia de fuerza atémica (AFM); asi como estructuralmente
utilizando Espectroscopia de Infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR) vy
Espectroscopia UV-Vis.
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2.6.1 Microscopia de fuerza atomica (AFM)

La Microscopia de Fuerza Atdmica, es una técnica que produce imagenes topograficas de
una superficie con resolucion atomica en tres dimensiones. Casi cualquier solido puede ser
estudiado, sea aislante, conductor, semiconductor, transparente u opaco. Las muestras
pueden ser analizadas bajo cualquier sistema, aire, liquido o vacio; por lo que es un sistema
de imagen muy poderoso. El andlisis consta de una punta o extremidad burda montada en
un cantiléver. Cuando la punta se encuentra a unos pocos Angstroms de la superficie de la
muestra, se generan fuerzas repulsivas de Van der Waals entre los atomos de la punta y la
muestra, provocando la deflexion del cantiléver. La magnitud de esta deflexion depende de
la distancia comprendida entre la punta y la muestra [Brundle et al., 1992].

2.6.2 Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Esta técnica constituye una de las mas empleadas para el analisis de superficies, gracias a
que proporciona una imagen visual tridimensional, el analisis cualitativo es relativamente
directo [Sperling, 2006].

Para obtener la imagen por microscopia electronica, la superficie de una muestra solida es
barrida segun un modelo raster con un haz de electrones muy fino. Un raster es un modelo
de barrido similar al utilizado en un tubo de rayos catddicos en el que un haz de electrones
barre la superficie en linea recta, vuelve a la posicion inicial y después es desplazado hacia
abajo a una distancia establecida. Este proceso se repite hasta que el area deseada de la
superficie ha sido barrida. Al barrer la superficie con una pistola de electrones de energia
elevada se producen diversos tipos de sefiales. Estas sefiales incluyen electrones
retrodispersados y secundarios, ademas fluorescencia de rayos X y otros fotones de
diversas energias. EI microscopio electronico de barrido forma la imagen con los electrones
secundarios que se generan en la interaccion de la radiacion electronica con una capa

superficial y fina de la muestra mediante un proceso de rastreo y los electrones reflejados
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son atraidos por un detector que proporciona las imagenes topogréaficas [Skoog y Leary,
1995].

Proporciona informacion morfoldgica y topografica sobre la superficie de los solidos que
son normalmente necesarias para entender el comportamiento de éstas, donde las areas
oscuras indican las zonas de baja reactividad y las areas blancas a las zonas rugosas y
relieves superficiales. Por lo que la microscopia electronica es a menudo la primera etapa

en el estudio de las propiedades de las superficies de un solido [Skoog y Leary, 1995].
2.6.3 Espectroscopia infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR)

Espectroscopia (IR) es la rama de la espectroscopia que trata con la parte infrarroja del
espectro electromagnético. Esta cubre un conjunto de técnicas, siendo la mas comdn una
forma de espectroscopia de absorcién. Asi como otras técnicas espectroscopicas, puede
usarse para identificar un compuesto e investigar la composicion de una muestra. La region
infrarroja del espectro incluye la radiacion con numeros de onda comprendidos entre los 12
800 y los 10 cm™. Tanto desde el punto de vista de las aplicaciones como de los
instrumentos, es conveniente subdividir el espectro infrarrojo en tres regiones:
e El infrarrojo cercano. Va de la regién de los 14000-4000 cm !, puede excitar
sobretonos o vibraciones armonicas.
e El infrarrojo medio. Cubre la regién 4000-400 cm*, puede ser usado para estudiar
las vibraciones fundamentales y la estructura rotacional vibracional.
e El infrarrojo lejano. Va aproximadamente de los 400-10 cm ™’ y se encuentra
adyacente a la region de microondas, posee una baja energia y puede ser usado en

espectroscopia rotacional.

Hasta la fecha, la gran mayoria de sus aplicaciones analiticas han restringido al uso de una
parte de la regién del infrarrojo medio comprendido de los 4000 a los 400 cm™ [Skoog y
Leary, 1995].
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Para que ocurra la absorcion en el infrarrojo, las vibraciones moleculares deben producir un
cambio en el momento dipolar del enlace. Es decir, mientras mas polar sea el enlace sera
mayor la intensidad de su absorcion y viceversa. Se observaran bandas intensas para las
vibraciones entre dos &tomos que tengan mucha diferencia en sus electronegatividades tales
como el C=0. Las vibraciones simétricas que ocurren sobre un centro de simetria molecular
son inactivas en el infrarrojo, porque el enlace no es polar. Entonces, grupos como el C-C,
C=C, 0-0O son semi-simétricos (los dos &tomos son iguales) y mostrardn absorciones
débiles o muy débiles; si la simetria es perfecta no se observard ninguna sefial. Por
contraste, se observaran absorciones fuertes (y deben ser diagndsticas) para grupos como
C-0O, C-N, O-H, N-H, C=0, etc. Cada enlace diferente que cubra estas caracteristicas dara
lugar a una o varias sefiales en el infrarrojo, debidas al estiramiento y a la deformacion. La
intensidad de la absorcion depende de la diferencia de cargas entre los atomos del enlace.
Un enlace polar absorbera fuertemente, uno poco polar débilmente, dos 4&tomos con carga
idéntica no absorben. La posicion de la absorcion depende del tipo de a&tomos que forman el
enlace, de la fuerza de éste y del cambio ocurrido (estiramiento o deformacién) [Skoog y
Leary, 1995].

El FT-IR utiliza un interferbmetro para medir un espectro. La luz infrarroja va desde la
fuente incandescente hasta un separador de luz luminoso, parte de la luz atraviesa el
separador y parte es reflejada. La luz reflejada incide sobre un espejo estacionario, mientras
que la transmitida incide sobre un espejo que se mueve a velocidad constante. Los rayos
retornan de los espejos al separador y crean un modelo de interferencia denominado
interferograma, el cual llega al detector. El interferograma se encuentra en el dominio de
tiempo, que corresponde a la energia registrada por el detector cuando se mueve el espejo a
través de la sefial. Un algoritmo computacional estandar llamado transformada de Fourier,
convierte el dominio de tiempo en el espectro de dominio de frecuencia, el cual permite ver
la intensidad de la absorcién como una funcién de la frecuencia (o de longitud de onda)
[Rouessac y Rouessac, 2003; SAcrates, 1994; Wade, 2004].
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2.6.4 Espectroscopia UV-vis

La region del espectro de absorcion denominada UV-vis, engloba las radiaciones
perceptibles por el ojo humano. Esta técnica aporta poca informacion estructural, sin
embargo, presenta multitud de aplicaciones en analisis cuantitativo. El calculo de
concentraciones en esta region, mediante la Ley de Lambert-Beer, constituye la base de los
métodos designados bajo el término general de colorimetria. Las bandas de espectro UV
son anchas debido a que incluyen la estructura fina de transiciones vibracionales y
rotacionales de menor energia. Los hidrocarburos saturados son transparentes en el UV
cercano. Los compuestos organicos (cetonas, aminas, derivados nitrados, entre otros)
responsables de la absorcion en la region UV-vis se denominan grupos cromoforos [Misra
y Dubinskii, 2002].

2.7 Simulaciéon molecular

El modelado y simulacién molecular son términos generales que engloban metodos tedricos
y técnicas computacionales para imitar el comportamiento de moléculas y predecir la
estructura tridimensional asi como las propiedades fisicoquimicas de las moléculas. Los
métodos de simulacion molecular son usados para investigar la estructura, dinamica y
termodinamica de sistemas inorganicos, bioldgicos y poliméricos. Esta técnica permite
reducir tiempos y costos de investigacion cuando se busca realizar sintesis de compuestos
con posibilidades de aplicacion en diversas areas quimicas y bioldgicas. Se ha demostrado
que el modelado molecular es una poderosa herramienta en la caracterizacion de una gran
cantidad de sistemas quimicos. Muchas propiedades se pueden calcular con una precision
que es comparable a la capacidad experimental. La simulacion de propiedades es
especialmente importante para sistemas que son dificiles de estudiar experimentalmente,
debido a su limitada solubilidad en solventes comunes. En otros casos, el experimento en si
mismo, puede ser dificil ya sea debido a la sensibilidad para preparar la muestra o a las

ambigliedades en la interpretacion de resultados [Derecskei y Derecskei-Kovacs, 2006].
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Accelrys Materials Studio es un programa computacional de modelado y simulacion,
disefiado principalmente para lineas de investigacion en quimica, materiales y desarrollo de
farmacéuticos. Provee soluciones y aplicaciones para el estudio de materiales, estructura de
cristales y procesos de cristalizacion, catalisis, propiedades de polimeros y relacion
estructura — actividad de las moléculas [www.accelrys.com]. Accelrys Materials Studio ha
sido muy empleado para la simulacién de biomacromoléculas , asi como para biopolimeros

[Wang y Somasundaran, 2005].
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CAPITULO 111

METODOLOGIA
3.1 Reactivos

Celulosa de Eucalyptus saligna. (Cellulose, (CsH100s),

Facilitada por la Facultad de Ingenieria en Tecnologia de la Madera. Polvo blanco, inodoro,
soluble en acido sulfarico del 70-75%, &cido clorhidrico al 44%, acido fosforico al 85%. Se
muestra en la Fig. 3.1. Tiene peso molecular variable con un valor minimo de n=200. Es
biodegradable, no ocasiona dafios fisioldgicos. Se conserva bien tapado, en un lugar seco a

temperatura ambiente. Se emplea sin previo tratamiento.

Acido carminico. (Carminic acid, Cy,H20013, No. CAS 1260-17-9. C.I. 75470, E-120).
Suministrado por Sigma-Aldrich, peso molecular Mw=492.39 g/gmol. Pigmento de color
rojo carmin (Fig. 3.2). Inodoro, soluble en agua, alcoholes y &cido sulfurico diluido. Se

utiliza tal y como se recibe, sin tratamiento previo.

Acido clorhidrico (Chlorohydric acid, concentrado, HCI, No. CAS 7647-01-0)

Liquido incoloro o ligeramente amarillo de olor penetrante. Densidad 1190 kg/m®
(solucién 37%); Masa molar: 36,46 g/mol. Punto de fusion: 247 K (-26 °C) Punto de
ebullicion: 321 K (48 °C). Sus vapores son irritantes a los 0jos y membranas mucosas. ES
soluble en agua,desprendiendo calor. Es corrosivo de metales y tejidos. La solucion

utilizada se prepara en agua destilada al 70% v/v.

Hexano (Hexane, CgH14, No. CAS 110-54-3)

Liquido incoloro con un olor parecido al del petroleo. Masa molar: 86.17 g/mol. Densidad
0.66 g/ml (a 20°C). Punto de ebullicion: 69°C. Punto de fusién: -95.6 °C. Es un compuesto
altamente inflamable, causa irritacion de la piel y los ojos y puede ocasionar dafio pulmonar

al ser ingerido o inhalado. Se emplea sin tratamiento previo.
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Acetona ( Acetone, C3HgO, CH3COCH;3, No. CAS 67-64-1)

Liquido incoloro, de olor caracteristico, volatil, altamente inflamable y sus vapores son
mas pesados que el aire. Masa molar: 58.08 g/mol. Punto de ebullicion: 56.5 °C. Punto de
fusion: -94 °C. Densidad: 0.788 g/ml (a 25 °C), 0.7972 g/ml (a 15 °C). Miscible con agua,
alcoholes, cloroformo, dimetilformamida, aceites y éteres. Este compuesto se ha utilizado
por muchos afios como disolvente y se ha informado de muy pocos efectos toxicos, por lo
que ha sido considerado como un producto poco peligroso, en este sentido. Se utiliza sin
previo tratamiento.

El presente trabajo se desarrollo en el edificio “O” en el laboratorio de la Facultad de

Ingenieria en Tecnologia de la Madera.

Fig. 3.1 Celulosa de Eucalyptus saligna Fig.3.2 Acido carminico

3.2 Obtencion de peliculas de celulosa

Peliculas de celulosa
Se formaron peliculas de celulosa por dos procesos, por dilucién &cida y acuosa a

diferentes concentraciones por evaporacion del solvente.
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Disolucion acida (Cel/ac)

1. Para formar las peliculas se prepar6 una disolucion acida de celulosa (Fig. 3.3) en
cinco concentraciones en 60 ml de HCI al 70%, bajo agitacion magnética a 600 rpm
por cinco tiempos diferentes (Tabla 3.1), posteriormente se realizé el vaciado de las
soluciones en una caja de Petri.

2. Las muestras de llevaron a secado, se introducen a la estufa para evaporar el
solvente y se formen las peliculas. Se crearon dos series de peliculas para secar a
65°C; éstas se dejaron en el proceso de secado hasta obtener un peso constante.

3. Para determinar peso constante se monitoreo el peso de las muestras por intervalos
de tiempo. Después de 24 horas en la estufa se sacOd cada muestra, se dejo en
desecador por una hora aproximadamente hasta alcanzar temperatura ambiente y se
peso la muestra en balanza analitica (Wo). Se introdujeron nuevamente las muestras
por una hora en la estufa, se enfriaron en desecador y determinaron sus pesos (W;).
Se compararon los pesos hasta que Wy — W; < 0.001, sino cumplia la tolerancia, se
introducian las muestras a la estufa y se determinaban sus pesos repitiendo el
procedimiento antes descrito.

4. Las muestras secas se conservaron en cajas Petri dentro del desecador.

Fig. 3.3 Disolucién &cida de celulosa
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Se realizaron pruebas con tiempo de disolucion y cantidad de celulosa diferentes, las cuales

se presentan en la siguiente tabla:

Tabla 3.1 Concentracion de celulosa y tiempo de disolucion para la formacion de peliculas

en solucién &cida.

CE%ULOSA TIEMPO DE DISOLUCION (h)
Yo Wt

0.3 24

0.6 24

0.7 24

0.7 5

14 >

Disolucion acuosa (Cel/acu)

1. Para formar las peliculas de celulosa en disolucion acuosa se prepard una disolucion
de celulosa (Fig. 3.4) en dos concentraciones en 100 ml de agua, bajo agitacion
magnética a 600 rpm por 24 horas (Tabla 3.2).

2. Para la formacion de la pelicula se utilizé un embudo Biichner, en el cual se coloca
un papel filtro de rapido drenado y sobre éste se vacia la muestra de la cual se quiere
formar la pelicula, haciendo succién por una bomba de vacio.

3. Las muestras de llevaron a secado, se introducen a la estufa para evaporar el
solvente y se formen las peliculas. Se crearon dos series de peliculas para secar a
50°C; éstas se dejaron en el proceso de secado hasta obtener un peso constante.

4. Para determinar peso constante se monitored el peso de las muestras por intervalos
de tiempo. Después de 24 horas en la estufa se extrajo cada muestra, se dejé en
desecador por una hora aproximadamente hasta alcanzar temperatura ambiente y se
peso la muestra en balanza analitica (Wo). Se introdujeron nuevamente las muestras
por una hora en la estufa, se enfriaron en desecador y determinaron sus pesos (W;).

Se compararon los pesos hasta que Wy — W; < 0.001, sino cumplia la tolerancia, se
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introducian las muestras a la estufa y se determinaban sus pesos repitiendo el
procedimiento antes descrito.
5. Las muestras secas se conservaron en cajas Petri dentro del desecador.

Fig. 3.4 Disolucion acuosa de celulosa

Tabla 3.2 Concentracion de celulosa y tiempo de disolucion para la formacion de peliculas

en solucién acuosa.

CELULOSA <
% wt TIEMPO DE DISOLUCION (h)
0.5 24
1 24

3.3 Obtencion de nanoparticulas de celulosa (Nano)

Para la obtencion de nanoparticulas se utilizd el método de emulsién inversa (Fig. 3.5)

utilizando hexano como fase continua y los SPAN 80 y 85 como emulsificantes.

1. Para formar las nanoparticulas de celulosa se requirié un reactor de vidrio de 500
mL y de un agitador Stirrer BDC 2002 Compact Digital con aspas de teflon. La
temperatura de reaccion fue de 55+2°C y una velocidad de agitacion de 600rpm.

2. Se prepard la fase continua (acuosa) con 100 mL de hexano con 0.5 g de SPAN 80 y
85 como emulsificantes y la fase discontinua con 0.5 g de celulosa en una

disolucién &cida con 20 mL de HCI al 70%.

Maestria en Ciencias Biologicas 32



Capitulo 111. Metodologia

3. La fase continua se puso en agitacion magnética a una velocidad de 600 rpm y se
adiciond la discontinua, se mantuvo la temperatura a 55+2°C por 3 horas y se dejo
enfriar hasta 25+2°C sin suspender la agitacion.

4. EIl producto se lavo con 5 volimenes de acetona de 40 mL cada uno y se llevo a
centrifugacion a una centrifuga refrigerada marca Hermile modelo Z400K con la
finalidad de eliminar el exceso de acido y surfactantes y por consecuencia, purificar
las nanoparticulas y mejorar el rendimiento.

5. Las nanoparticulas Se conservaron en acetona.

Fig. 3.5 Método de emulsién inversa

3.4 Integracion del acido carminico (AC) a las matrices de celulosa

3.4.1 Peliculas de celulosa 'y AC (Cel/AC)

El AC se integré a las peliculas por dos meétodos inmersion (Cel/ACIm) e in situ
(Cel/ACls), y se utilizaron concentraciones porcentuales en peso de AC siguientes: 0.05,
0.1,0.2y0.5.
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Integracion por inmersion del AC a peliculas acidas y acuosas (Cel/ac/ACIm) y

(Cel/acu/ACIm)

1. La integracion del AC por inmersion (Fig. 3.6) se realiz6 a partir de una solucion

de AC en agua destilada en las concentraciones arriba especificadas, la cual se

mantuvo en agitacion magnética durante 20 min a 600 rpm.

2. Las peliculas obtenidas por disolucion &cida y acuosa completamente secas, se

fraccionaron en pequefios trozos de 2.5 X 2 cm.

3. Las peliculas fueron inmersas en 80 ml de las soluciones de AC, la inmersion se
realizd en un Inmersor DIGITAL E-ANT1 Marca SK-UV, las condiciones de

inmersion fueron las siguientes:

Velocidad de Inmersion 10 mm/s
Tiempo de residencia 10 seg
Repeticiones 3
Desplazamiento 7cm

4. Las peliculas se colocan en un portaobjetos y se dejan secar en una estufa a 50+2°C

durante 24 horas.

Fig. 3.6 Integracion por inmersion de las peliculas de celulosa

Integracion in situ del AC a peliculas acidas y acuosas (Cel/ac/ACIs) y (Cel/acu/ACIs)

El &cido carminico se integro durante la disolucion previa a la formacion de las peliculas

por disolucién &cida y acuosa.
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1. Para las peliculas obtenidas por disolucion &cida con AC (Fig. 3.7), se preparé una
solucidon con 1.4 wt% de celulosa en 60 ml de HCI al 70%

2. ElI AC previamente disuelto en las concentraciones previamente especificadas, se
vertio en la solucion de celulosa, se mantuvo bajo agitacion magnética a 600 rpm
durante 5 horas.

3. Las muestras de llevaron a secado a 65°C, se introducen a la estufa para evaporar el
solvente y se formen las peliculas, éstas se dejaron en el proceso de secado hasta
obtener un peso constante.

4. Para la formacion de las peliculas por disolucion acuosa con AC (Fig. 3.8), se prepar6

una disolucién acuosa con 1 wt% de celulosa.

5. EI AC se disuelve en 80 mL de agua, en las concentraciones indicadas previamente, se
mantuvo bajo agitacion magnética a 600 rpm durante 24 h a 25 £ 2°C.

6. Para la formacion de la pelicula se utiliz6 un embudo Blichner, en el cual se coloca un
papel filtro de répido drenado, y sobre éste se vacia la muestra de la cual se quiere
formar la pelicula, haciendo succién por una bomba de vacio.

7. Las muestras de llevaron a secado, se introducen a la estufa para evaporar el solvente y
se formen las peliculas. Se crearon dos series de peliculas para secar a 50°C; éstas se
dejaron en el proceso de secado hasta obtener peso constante.

Fig.3.7 Integracion in situ disolucion acida Fig.3.8 Integracion in situ disolucion
acuosa.
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3.4.2 Nanoparticulas de celulosa y AC (Nano/AC)

El AC se integr6 a las nanoparticulas por dos métodos inmersion (Fig. 3.9) e in situ (Fig.

3.10), y se utilizaron las siguientes concentraciones de AC 0.05%, 0.1%, 0.2% y 0.5 wt%

Integracion por inmersion (Nano/ACIm)

1. EI AC se disolvio en 30 ml de acetona en las concentraciones antes mencionadas, la
solucion se mantuvo bajo agitacion magnética durante 20 min.

2. Las nanoparticulas de celulosa se vertieron en la solucién de AC y se mantuvieron
en agitacion magnética durante 20 min.

3. Las nanoparticulas con AC se almacenaron en tubos falcon.

)

Fig. 3.9 Integracion por inmersion del AC a las nanoparticulas (Nano/ACIm)

Integracion in situ (Nano/ACIs)

1. El AC se integro a la solucion de celulosa previamente a la formacion de las
nanoparticulas, manejando las concentraciones antes mencionadas.

2. La solucion Celulosa-HCI-AC se mantuvo en agitacién constante durante 20
minutos.

3. Para obtener las Nano/AC, se llevo a cabo el proceso de emulsion inversa bajo las

mismas condiciones para la formacion de nanoparticulas de celulosa puras.
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4. Las nanoparticulas se lavaron con 5 volumenes de acetona de 40 ml cada uno, y se
llevo a centrifugacion a una centrifuga refrigerada marca Hermile modelo Z400K
con la finalidad de eliminar el exceso de &cido y surfactantes y por consecuencia,
purificar las nanoparticulas y mejorar el rendimiento.

5. Las nanoparticulas se conservaron en acetona en tubos falcon.

Fig. 3.10 Integracion in situ del AC a las nanoparticulas de celulosa (Nano/ACIs)

3.5 Evaluacion de la actividad del AC ante condiciones variables de humedad y

temperatura.

Las matrices obtenidas (Cel/ac/ACls, Cel/acu/ACIs, Nano/ACIs) se colocaron bajo
diferentes condiciones de temperatura y humedad, para determinar la estabilidad de las
mismas y principalmente el comportamiento del &cido carminico (AC). Las condiciones
manejadas fueron: 25°C — 65%HR, 37°C — 65%HR y 37°C — 75%HR. Las matrices
estuvieron bajo estas condiciones durante 7 dias y posteriormente se realiz6 UV-vis y

luminosidad, para determinar cambios en la estabilidad del AC.
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3.6 Técnicas de caracterizacion

Los materiales obtenidos de forma pura asi como una vez integrado el &cido carminico, se
analizaron con técnicas como:

Espectroscopicas (Espectroscopia por Infrarrojo y UV-vis), microscopicas (Microscopia de
Barrido y de Fuerza Atomica), determinacion de color, para valorar la integracion del AC
en las peliculas y nanoparticulas de celulosa. Se determino el rendimiento para estimar la

eficiencia del proceso de obtencion de las mismas.

3.6.1 Rendimiento de nanoparticulas
Ademas de la caracterizacion morfoldgica y estructural, se determiné el % de rendimiento,
para lo cual se colocé un crisol a peso constante y sobre éste se vertid la muestra dejandose

secar a 30°C por 24 horas. Se peso y se hicieron los calculos correspondientes.

3.6.2 Determinacion de color

La determinacion de color se realiz6 en un colorimetro Hunter Lab Color Flex (Fig. 3.11).

Fig.3.11 Colorimetro Hunter Lab
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3.6.3 Microscopia de Fuerza Atdmica (AFM)

Dentro de la caracterizacion morfologica se utilizd el microscopio de fuerza atémica

Quesant, con punta de silicio en modo de no contacto (Fig. 3.12).

W 3
e
5 |
|

Fig. 3.12 Microscopio de Fuerza Atomica

3.6.4 Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

Se realizd utilizando un equipo Bruker JSM-6400 Scanning-Microscope (Fig. 3.13).

Fig. 3.13 Microscopio Electronico de Barrido
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3.6.5 Espectroscopia Infrarrojo por Transformada de Fourier (FTIR)

La caracterizacion estructural por FTIR se llevo a cabo utilizando un equipo Bruker
Modelo Tensor 27 (Fig. 3.14), en el intervalo del infrarrojo medio (4000-400 cm™).

Fig. 3.14 Espectroscopio Infrarrojo por Transformada de Fourier

3.6.6 Espectroscopia UV-vis

La caracterizacion por UVVvis se realiz6 bajo un equipo Lambda 40, de Perkin Elmer (Fig.
3.15), en un rango de longitud de onda de 200 — 600 nm.

Fig. 3.15 Espectroscopio UV-vis Lambda 40
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3.7 Simulacion molecular de Celulosay AC

Se utilizo el software Materials Studio 5.0 desarrollado por Accelrys Inc para representar
los modelos de AC y cadenas poliméricas de celulosa. Se analizaron modelos de 1 a 200
unidades monoméricas de celulosa y las interacciones moleculares que se generan en el
sistema AC-Celulosa. Las estructuras més estables se consideraron en la optimizacion de la

geometria espacial a la minima energia.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Obtencidn de peliculas de celulosa
Disolucion acida

Las pruebas para determinar el mejor medio de disolucion de la celulosa aportaron los
siguientes resultados:

Tabla 4.1 Caracteristicas de las peliculas obtenidas por disolucién &cida.

and|C|c_>[1es Observaciones
disolucion
La pelicula (Figura 4.1) quedd
0.3 wt% de adherida a la caja de Petri sin
celulosa poder desprenderse debido a
y 24 h su grosor, por lo cual no
disolucion cuenta con las caracteristicas
esperadas.
Fig. 4.1 Pelicula de celulosa
con 0.3wt% de celulosa y 24 h
disolucion
Se formo una pelicula (Figura
4.2) con mayor grosor, sin
0.6 wt% de ‘,
M embargo, solamente  se
celulosa ‘ y ]
desprendié de ciertas partes
y 24 h . . e
) » de la caja de Petri, ademas fué
disolucion _
quebradiza. No cumple con lo
deseado.
Fig. 4.2 Pelicula de celulosa
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con 0.6wt% de celulosa y 24 h

disolucioén.

Pelicula (Figura 4.3) con
mejor  grosor y  pudo

desprenderse por completo;

0.7 wt% de )
pero fue muy quebradiza,
celulosa _ ) »
debido a que la disolucion
y 24 h L . ~
) » acida redujo el tamafio de
disolucién _
Fig. 4.3 Pelicula de celulosa | fibra  de  forma — muy
con 0.7% de celulosay 24 h | considerable, por lo cual se
disolucién ) ) )
optd por reducir el tiempo de
disolucion.
Esta pelicula (Figura 4.4)
cumplid con las
0.7 wt% de -
caracteristicas deseadas, se
celulosa )
logré desprender en una sola
y5h pieza y fue de un grosor
disolucién

adecuado.

Fig. 4.4 Pelicula de celulosa
con 0.7wt% de celulosa y 5 h
disolucion
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La pelicula obtenida a ésta

1.4 wt% de concentracion  (Fig.  4.5)
celulosa presentd mayor solidez, se
y5h desprendié en una sola pieza
disolucién y fue de un grosor adecuado

para incorporar el AC.

Fig. 4.5 Pelicula de celulosa
con 1.4wt% de celulosay 5 h
disolucion
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Disolucién acuosa

Las peliculas formadas por este método presentaron las caracteristicas mostradas en la tabla
4.2.

Tabla 4.2 Caracteristicas de las peliculas obtenidas por disolucién acuosa.

Condiciones Observaciones
La pelicula (Fig. 4.6)
presentd heterogeneidad en
cuanto a su grosor, siendo
0.5 wt% de .
los Dbordes los mas
celulosay 24
_ y delgados y por lo tanto
h disolucion o ) »
£ débiles, su manipulacion es
Fig. 4.6 Pelicula con 0.5wt% [ posible. Presentd cierta
de celulosa obtenida por )
disolucion acuosa rugosidad y blancura.
La pelicula (Fig. 4.7) tuvo
1 Wt% de un mayor grosor, es
celulosa homogénea incluso en los
y 24 h bordes, pudo desprenderse
disolucién con mayor facilidad, y es
manejable. Presentd mayor
Fig. 4.7 Pelicula con 1wt% de | 'ugosidad que la anterior y
celulosa obtenida por | una blancura similar.
disolucion acuosa
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4.2 Obtencién de nanoparticulas de celulosa (Nano)

Las nanoparticulas obtenidas presentan un aspecto polvoso y de color blanco. En la figura

4.8 se puede observar tanto en medio liquido como seco.

Fig. 4.8 Nanoparticulas de celulosa en solucién y en seco

4.3 Integracion del acido carminico (AC) a las matrices de celulosa

4.3.1 Peliculas de celulosa'y AC (Cel/AC)
La integracion del acido carminico se realiz6 a las peliculas obtenidas tanto por disolucion
acida como acuosa. Esta integracion se realizo solamente a las peliculas obtenidas con las

mejores caracteristicas las cuales fueron las que se presentan en la siguiente tabla:

Tabla 4.3 Condiciones de obtencion de peliculas por disolucion acida y acuosa con las

mejores caracteristicas.

PELICULA | MEJORES CONDICIONES
Disolucion acida 1.4 wt% de celulosa y 5 h disolucion
Disolucion acuosa 1 wt% de celulosa y 24 h disolucién
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Integracion por inmersion (Tabla 4.4 y 4.5)

Tabla 4.4 Peliculas disolucion acida + AC Inmersién

Disolucion acida

[IDEAC OBSERVACIONES

La pelicula inmersa en la
solucion con &cido carminico,
fue quebradiza, dificultando su
manejo. EI AC se integro,

0.05wt%
dando como resultado peliculas

de un tono rosa péalido, tenue y

i 0,
Fig. 4.9 Cel/ac/ACIm 0.05wt% heterogéneo.

Con 0.1% wt la pelicula fue

muy fragil al encontrarse
himeda por la solucién, y su
manejo  fue  dificil. La

0.1wt%
coloracion obtenida fue mas

intensa que la anterior vy

i 0,
Fig. 4.10 Cel/ac/ACIm 0.1wt% heterogénea.

La pelicula fue inconsistente al
impregnarse con la solucion de
AC. Al  duplicarse la
concentracion el colorante se

0.2wt% . . .
integr6 de mejor manera al

anterior y se observaron

menor tincion. El color
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obtenido fue rosa y en ciertas
areas se observaba un tono mas

rojizo.

En cuanto a la concentracion

maés alta de AC , éste se integro
con mayor homogeneidad y las
0.5wt% . .
peliculas tomaron un color rojo

méas intenso, su manejo fue

muy delicado debido a que una

I 0,
Fig. 4.12 Cel/ac/ACIm 0.5wt% vez inmerso el colorante, se

debilitaron las peliculas

En la siguiente figura se observan las peliculas con las diferentes concentraciones
de AC manejadas, se puede visualizar la tonalidad obtenida, asi como la
distribucion del AC.

Fig. 4.13 Cel/ac/ACIm a diferentes concentraciones
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Tabla 4.5 Peliculas disolucion acuosa + AC Inmersion

Disolucion acuosa

[]DEAC OBSERVACIONES

La pelicula una vez inmersa en
la solucion de AC mantuvo su

0.05wt% estructura, no fue fragil ni se

fraccion06 'y obtuvo una

Fig.4.14 Cel/acu/ACIm 0.05wt% | coloracion rosa muy tenue.

La pelicula se mantuvo entera.

La coloracion fue ligeramente
mas intensa que en la

concentracion  anterior. La

0,
0.1wt% distribucion del colorante se

Fig.4.15 Cel/acu/ACIm 0.1wt% | 5pservd mas homogénea que

en las pelicula por disolucion
acida.

Al realizar la inmersion la

pelicula se mantuvo integra, se
observé una mayor coloracion,
y con una distribucion

0.2wt% )
homogénea (tono acentuado

donde la pelicula se sujetd del
Fig. 4.16 Cel/acu/ACIm 0.2wt% | inmersor).

Maestria en Ciencias Bioldgicas 49



Capitulo V. Resultados y Discusiones

A una concentracion mas alta,

la pelicula no fue fragil. Y

0,
0.5wt% mostré una tonalidad rojiza y

con mayor intensidad a los

Fig. 4.17 Cel/acu/ACIm 0.5wt% anteriores.

En la figura siguiente se observan las peliculas para las diferentes concentraciones
usadas, su coloracion, intensidad y distribucion.

Fig. 4.18 Cel/acu/ACIm a las diferentes concentraciones.
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Integracion in situ (Tabla 4.6 y 4.7)

Tabla 4.6 Peliculas disolucién acida + AC In situ

Disolucion acida

[]DEAC OBSERVACIONES

La pelicula presentd una

coloracion rojiza més intensa
comparada con la integracion
por inmersion. Esta fue
ligeramente quebradiza, sin
0.05wt% embargo, un poco mas estable

que la obtenida por inmersion

a la misma concentracion.

La pelicula tuvo un color rojo
mas intenso que la anterior y
la distribucion del AC fue mas
0.1wt%
homogénea, siendo quebradiza

igual que la anterior.

Fig. 4.20 Cel/ac/ACls 0.1wt%

De acuerdo a la concentracion,

ésta  pelicula tuvo una

0,
0.2wt% tonalidad rojiza més intensa

que las anteriores, con algunas
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partes tendiendo hacia
purpura, la distribucion del
AC no del todo homogénea y
en cuanto a su estabilidad
estructural, fue igual de
quebradiza que las anteriores.

Fig. 4.21 Cel/ac/ACls 0.2wt%

La pelicula con 0.5 wt% tuvo

la tonalidad maés intensa, la
coloracion tendié del rojo al
purpura, la distribucion del AC
0.5wt% fue homogénea. La pelicula es
menos quebradiza que las

anteriores.

Fig. 4.22 Cel/ac/ACls 0.5wt%
En la figura siguiente se pueden observar las peliculas obtenidas a las diferentes

concentraciones, la coloracion, intensidad y distribucion del AC.

Fig. 4.23 Cel/ac/ACls a las diferentes concentraciones
(0.05, 0.1,0.2 y 0.5wt% de izquierda a derecha)

Maestria en Ciencias Biologicas 52



Capitulo V. Resultados y Discusiones

Tabla 4.7 Peliculas disolucion acuosa + AC In situ

Disolucion acuosa

[JDEAC OBSERVACIONES

La pelicula presenta una estructura

solida, es firme y no quebradiza
como en el caso de disolucion
cida. La coloracién obtenida es un
rosa tenue, la distribucion del AC

0.05wt%
es homogénea, sin embargo, la

tonalidad es menor comparada con

la pelicula por disolucion acida en
Fig. 4.24 Cel/acu/ACls P P

0.05Wt% la misma concentracion de AC.
. 0

Esta pelicula de igual manera a la
anterior no es fragil. La tonalidad
€S un rosa mas intenso que la

0.1wt% pelicula con 0.05% wt, y la

distribucion del AC es homogénea.

Fig. 4.25 Cel/acu/ACIs 0.1

wit%

En cuanto a la pelicula por

disolucion acuosa al 0.2wt% de
AC, es de forma y apariencia
similar a la pelicula sin AC. El
0.2wt% colorante se integr6 de forma
homogénea, dando una coloracion

rosa intenso.

Fig. 4.26 Cel/acu/ACls
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0.2wt%

Con 0.5wt% de AC la pelicula

presentd las mismas condiciones

en cuanto a estructura y solidez que
las anteriores, la integracion del
0.5Wt% colorante fue homogénea, se
presentd un color rojizo y con una

intensidad mucho mayor a las

anteriores.
Fig. 4.27 Cel/acu/ACls

0.5wt%

En la figura siguiente se observan las cuatro peliculas obtenidas con las diferentes

concentraciones de AC.

Fig. 4.28 Cel/acu/ACls a las diferentes concentraciones
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4.3.2 Nanoparticulas de celulosa y AC (Nano/AC)

Integracion por Inmersién (Tabla 4.8)

Tabla 4.8 Nanoparticulas + AC Inmersion

[1DEAC OBSERVACIONES

Una vez integrado el AC, las
nanoparticulas conservan su
consistencia y apariencia; con
0.05Wi% una tonalidad rojiza; se
observan algunas particulas
del AC distribuidas en la

solucioén.

Fig. 4.29 Nano/ACIm 0.05wt%

En las nanoparticulas con
0.1% wt de AC, se aprecia
mayor intensidad de color en
las nanoparticulas, quedando

0.1wt%
un remanente en el solvente

Fig. 4.30 Nano/ACIm 0.1wt%

A concentraciones mayores la
tonalidad roja fue mas intensa.
Se observa que el AC se
incorporo a las nanoparticulas
0.2wt% las cuales mantienen su

apariencia. Incrementando la

coloracion en el sobrenadante.
Fig. 4.31 Nano/ACIm 0.2wt%

0.5wt% Al integrar el AC con la
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mayor  concentracion,  se
observd como se esperaba
mayor intensidad de color en

las nanoparticulas.

Fig.4.32 Nano/ACIm 0.5wt%

Fig. 4.33 Nano/ACIm a 4 diferentes concentraciones de AC

Integracion In situ (Tabla 4.9)

Tabla 4.9 Nanoparticulas + AC In situ
[]DEAC OBSERVACIONES

Las nanoparticulas con AC in

situ muestran una tonalidad

0.05Wt% rosa, a diferencia del método
por inmersion en el solvente

no se observa AC y la

Fig. 4.34 Nano/ACls 0.05wt% | intensidad del color es menor.

Las  nanoparticulas  con

0.1Wt% 0.1wt%  muestran  mayor

intensidad de color que la
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concentracion  anterior, la
tonalidad tiende al rojo; sin
embargo es notoriamente
menor a la misma

concentracion por el proceso

por inmersion.

Fig. 4.35 Nano/ACIs 0.1wt%

Con esta concentracion, se
obtuvieron nanoparticulas con

una tonalidad rojiza mucho

0.20% mas intensa el AC en el
sobrenadante es menor que el
remanente  observado  por
inmersion.

Fig. 4.36 Nano/AClIs 0.2wt%
Finalmente con la
0.5Wit% concentracion mas alta, se

obtuvieron nanoparticulas con
una gran intensidad de color,
contrastante a todas las
anteriores, la  tonalidad

obtenida tiende al purpura.

Fig. 4.37 Nano/ACls 0.5wt%

Fig. 4.38 Nano/ACIs con 4 diferentes concentraciones de AC
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4.4 Caracterizacion de muestras

4.4.1 Rendimiento de nanoparticulas

El rendimiento obtenido para las nanoparticulas de celulosa por emulsion inversa fue de
83.92%

4.4.2 Determinacién de color

El método empleado para el analisis de color se bas6 en la reflexion de la luz,
especificamente en el parametro “L”, el cual mide el grado de luminosidad, y los valores
van de 0-100, correspondiendo el 0 para el color negro y el 100 para el blanco perfecto. En
la tabla 4.10 se presenta el grado de luminosidad obtenido para las peliculas por disolucion

acida, acuosa, asi como nanoparticulas.

Tabla 4. 10 Luminosidad de las matrices de celulosa en estado puro y una vez integrado el

acido carminico.

LUMINOSIDAD (L)
EN + AC (Wt%) METODO
MATRIZ EDO. INTEGRACION
PURO 0.05% | 0.19% | 0.29% | 0.5% AC
Pelicula .,
74.25 | 68.25 | 66.17 | 55.68 Inmersion
disolucioén
} 75.34
Acida )
25.39 | 24.98 | 19.14 | 16.85 In situ
(Cel/ac)
Pelicula 83.73 749 | 70.26 | 57.78 | 48.62 Inmersion
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disolucion
acuosa 74.27 | 65.51 | 59.77 | 47.11 In situ
(Cellacu)
. 56.62 | 46.78 | 33.5 | 30.7 Inmersién
Nanoparticulas
77.43
(Nano) .
73.08 | 62.63 | 55.46 | 44.75 In situ

En el andlisis de luminosidad para la integracion del AC, al comparar el método de
obtencion de las peliculas de celulosa, se advierte que el método In situ promueve mayor
integracion del AC, por lo que los valores son menores, esto se debe a que estas matrices
son opacas Yy con coloracion més intensa, a diferencia de las nanoparticulas que presentan
mayor color por el método de inmersion. Es importante considerar que las muestras
(nanoparticulas) presentaron AC en el medio sobrenadante; por lo tanto, no se asume que el

color sea el total integrado a las nanoparticulas.

Por otro lado, al analizar las matrices de celulosa; se observd que las peliculas obtenidas

por disolucidén &cida, presentaron mayor coloracion en los dos métodos de obtencion.

4.4.3 Microscopia de Fuerza Atomica (AFM)

En las figuras siguientes se muestran la micrografias obtenidas por el analisis de
microscopia de fuerza atomica a las nanoparticulas. Se puede observar en la figura 4.39 la
presencia de una gran cantidad de particulas de color blanco, forma esférica y distribuidas

al azar. También existen agregados en forma esférica y elipsoidal.

En la figura 4.40 se muestra la micrografia en 3D de las nanoparticulas. Se observan
particulas que no fueron aisladas por el tiempo que implicé la evaporacion del solvente al
momento de depositar la muestra. Existen agregados, los cuales presentan alturas de

diferentes intervalos.
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Fig. 4.39 AFM de Nanoparticulas  Fig. 4.40 AFM en 3D de nanoparticulas de celulosa
de celulosa

En la figura 4.41 se puede estimar el tamafio de las particulas, que van desde

aproximadamente 30 nanometros hasta 1000 nandmetros principalmente.

Fig. 4.41 Histograma del tamafio de nanoparticulas de celulosa

Es importante destacar que los tamafios mayores son debidos a los agregados de las

nanoparticulas, para lo cual se realizé un analisis secuencial por esta técnica.
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Secuenciacion

El andlisis secuencial fue realizado en intervalos de 3 minutos y se puede confirmar como
lo muestra las figuras superficiales (Fig. 4.42 a 4.45), asi como aquellas en tercera
dimension (Fig. 4.46 a 4.49), el crecimiento de los agregados en forma proporcional. Se
observa tanto en los agregados blancos como los méas oscuros. La visualizacion se debe a
las diferentes profundidades causadas por la rugosidad que arrojan las nanoparticulas; sin
embargo, a medida que aumenta el tiempo en los agregados, las particulas no se fusionan en
una sola y prevalece su forma esférica original. Adicionalmente, es posible observar la

presencia de un incremento en la altura de las particulas, respecto a su altura original.

Fig.4.44 AFM en tiempo 2 Fig.4.45 AFM en tiempo 3
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Secuenciacion en 3D

Fig.4.47 3D entiempo 1

Fig.4.48 3D en tiempo 2 Fig.4.49 3D en tiempo 3

4.4.4 Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

Peliculas de celulosa

Disolucion acida (Cel/ac)

Para las peliculas de celulosa obtenidas por disolucion &cida, se presenta el analisis por
SEM (Fig. 4.50), en donde las micrografias a 100X, 300X y 500X muestran la presencia de
fibras cortas con continuidad entre ellas generando areas planas y con una estructura

homogeénea. Por lo que el &cido promueve la desintegracion parcial de las fibras.
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Fig. 4.50 Cel/ac

Disolucién acuosa
A diferencia de las obtenidas por disolucion acida, las peliculas obtenidas por disolucion

acuosa (Fig. 4.51) muestran fibras largas y rugosas, y se puede observar una separacion y

distribucién al azar.

a100X  b)300 £)500X
Fig. 4.51 Cel/acu

Peliculas + Acido carminico

Integracion por Inmersion

Disolucion acida

0.05wt% de AC

El andlisis por SEM para el sistema Cel/ac/ACIm con concentracion de 0.05 wt% (Fig.
4.52) de acido carminico revela a 300X, 750X y 1500X la presencia de fibras cortas lisas

con particulas escasas de forma irregular dispersas sobre la superficie de las fibras.
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a) 300X b)750X ¢)1500X
Fig. 4.52 Cel/ac/ACIm 0.05wt%

0.5wt% de AC

En el anélisis del mismo sistema Cel/ac/ACIm incrementando la concentracion del acido
carminico a 0.5 wt% (Fig. 4.53) se observa una matriz continua con zonas planas y
desintegracion de las fibras, incremento en la presencia de las particulas interconectadas a
lo largo de la superficie de la matriz. Esto se atribuye a la presencia del AC sin disolver

adherido a la superficie.

a) 300X "~ b)750X ¢)1500X

Fig. 4.53 Cel/ac/ACIm 0.5wt%
Disolucién acuosa

0.05wt% de AC

Las micrografias en la Figura 4.54 corresponde al sistema Cel/acu/ACIm , con 0.05 % wt
del pigmento, donde se puede observar las fibras de celulosa con rugosidad y con
particulas pequefias en su superficie, las cuales son escasas y dispersas la matriz atribuidas
al AC.
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a) 300X b)600X €)750X

Fig. 4.54 Cel/acu/ACIm 0.05 wt%

0.5wt% de AC

Al incrementar la concentracion del AC para el mismo sistema se puede confirmar que la
presencia de las particulas atribuidas al AC se incrementa y se observa con mayor
resolucion la rugosidad en las fibras. Al comparar el proceso de inmersién en solucion
acuosa Yy solucion acida en la figura 4.55 se observa que la disolucion acuosa permite la
separacion de las fibras conservandose su longitud aunque la rugosidad es mayor que en
sistema acido, y el AC adherido a la superficie esta en menor proporcién. Po lo cual se
requirié un analisis quimico puntual, para conocer la posible integracion del AC en las

fibras o corresponde Unicamente a las particulas dispuestas en la superficie.

2)300X b)600X ¢)750X

Fig.4.55 Cel/acu/ACIm0.5 wt%
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Integracion In situ
Disolucion acida

0.05wt% de AC

En el sistema Cel/ac/ACls con 0.05 wt% de acido carminico las micrografias obtenidas por
SEM mostradas en la figura 4.56 a 100X, 300X y 750X muestran la formacion de una
nueva matriz continua en una sola fase. Por lo que el proceso de preparacion de las
peliculas promueve la ruptura y solubilidad de las fibras de celulosa. El acido carminico se

solubiliza y se integra a la matriz.

g

a)100X b)300X ¢) 750X

Fig. 4.56 Cel/ac/ACls 0.05wt%

0.5wt% de AC

En el sistema Cel/ac/ACIls que se muestra en la figura 4.57, al aumentar la concentracion
de &cido carminico a 0.5 wt%, se observan cambios importantes en la morfologia de las
peliculas, la presencia de fibras es irregular y escasa, el proceso in situ en solucién acida
esta directamente relacionado con los cambios estructurales en la matriz, se generan
particulas esféricos recurrentes y se percibe una fase por lo cual se advierte la integracion

del AC nuevamente.
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a)150X b)750X €)1500X

Fig. 4.57 Cel/ac/ACls 0.5 wt%

Disolucién acuosa

0.05wt% de AC

Las micrografias de la Figura 4.58 corresponden al sistema in situ en disolucion acuosa, en
donde se puede observar que las fibras conservan su estructura y son mas lisas al
comparar con el proceso de inmersion se puede advertir que in situ el AC se integra en
mayor proporcion y de forma homogeénea a las fibras de celulosa.

a) 100X b)600 T O750X

Fig. 4.58 Cel/acu/ACls 0.05 wt%

0.5wt% de AC

La micrografias del sistema in situ en disolucion acuosa con la mayor concentracién de AC
0.5wt%, mostradas en la figura 4.59 indican que este proceso permite que la estructura
original de las fibras se conserve y el AC se integre a las fibras posiblemente revistiendo su
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superficie por lo cual se tornan mas lisas que en el sistema por inmersion en solucion

acuosa.

Fig. 4.59 Cel/acu/ACls 0.5 wt%

Nanoparticulas de celulosa

De acuerdo a los andlisis obtenidos por SEM (Fig. 4.60) las nanoparticulas de celulosa,

presentan forma esférica, forman aglomerados y conservan su morfologia inicial.

mayores magnitudes se observa el tamafio de las nanoparticulas en orden nanométrico.

a) 37000X b) 40000X | c) 60000X
Fig. 4.60 Nanoparticulas de celulosa

A
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Nanoparticulas + AC

Integracion por Inmersion

Nanoparticulas con AC al 0.05wt%
El andlisis por SEM para el sistema Nano/ACIm con una concentracion de 0.05wt% (Fig.

4.61) revela a 1000X una superficie con rugosidades con escasas particulas, a mayores
aumentos (20000X y 40000X) se identifican algunas particulas con tamafios superiores a

los 100nm, conservan su forma y se identifican menos aglomerados.

Im 0.06% 40000X 100nm

% | Im 0.05% 1000X 1 Ofl 1m 0.06% 20000X Tum

a) 1000X b) 20000X ¢) 40000X

Fig. 4.61 Nano/ACIm 0.05 wt%

Nanoparticulas con AC al 0.1wt%
Incrementando la concentracion de AC a 0.1% los resultados (Fig. 4.62) a 5000X y

10000X muestran una fase, posiblemente de AC mas densa y formacion de aglomerados
distribuidos al azar, con particulas de tamafios mayores a las encontradas a la concentracion
de 0.05%.

— .4 pra—
Im 0.1% 5000X | pm m 0.126 10000 1pm

a) 5000X b) 10000X

Fig. 4.62 Nano/ACIm 0.1 wt%
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Nanoparticulas con AC al 0.2wt%

En el analisis del mismo sistema a una concentracion de 0.2% (Fig. 4.63) se observa a
100X la presencia de una capa de AC, se Yy se observan aglomerados de particulas de
celulosa. La micrografia a 5000X muestra una aglomerado formado de particulas y AC
cuyo tamafio final es mucho mayor comparado con las nanoparticulas puras, asi como las
encontradas a concentraciones de AC menores. Se observa claramente que el AC reviste el
aglomerado, pudiéndose pensar que el colorante favorece la aglutinacién como se puede

corroborar con la micrografia a 10000X donde se ven zonas de AC y celulosa muy densas.

& Wm 0.2% 10000X 1um

a) 100X b) 5000X ¢) 10000X
Fig. 4.63 Nano/ACIm 0.2 wt%

Nanoparticulas con AC al 0.5wt%

Las micrografias obtenidas por SEM mostradas en la figura 4.64 para el mismo sistema
Nano/ACIm a la concentracién mas alta (0.5wt%) corrobora que conforme se incrementa la
concentracion de colorante, favorece la aglomeracion de las particulas de celulosa y se

crean estructuras de tamafio mayores y la morfologia esférica se modifica notablemente.

a) 5000X ~ b) 10000X
Fig. 4.64 Nano/ACIm 0.5 wt%
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Integracion In situ

Nanoparticulas con AC al 0.05wt%
Los resultados por SEM para el sistema Nano/ACIs a una concentracion de 0.05% se

muestran en la figura 4.65, denotando una fase distribuida con mayor homogeneidad
comparado con el proceso de integracion por inmersion, atribuyéndose al AC. Existen

particulas de celulosa asi como aglomerados formados por las mismas.

a ,."} <
(W o :
% o o7 q
Y »

o< il
’ im0 06% 10000X 1yim

a) 10000X b) 15000X

Fig. 4.65 Nano/AClIs 0.05 wt%

Nanoparticulas con AC al 0.1wt%
El sistema Nano/ACIs manejado a una concentracion de 0.1wt% (Fig. 4.66), denota areas

donde se forma una sola fase, sin embargo, se logra observar la presencia de aglomerados,
asi como particulas aisladas y con tamafios que si bien son mayores a los 100 nm no son tan

grandes como las obtenidas en el proceso de integracion de AC por inmersion.

—_— —
1S 0.1% 1600X 10pm 15 0.15¢ 50000 100nm

a) 1500X b) 50000X

Fig. 4.66 Nano/ACIs 0.1 wt%
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Nanoparticulas con AC al 0.2wt%

En el analisis del mismo sistema a una concentracion de AC de 0.2wt% mostrado en la
figura 4.67 se observa a 500X una fase formada por el AC, distribuido con una menor
formacion de aglomerados. Se encontraron a 10000X y 60000X algunas particulas aisladas
y con la forma esférica similar a las nanoparticulas solas, y de tamafio inferior a aquellas

obtenidas por el proceso de inmersion.

B L e
- ($0:2%°60000 1 00nv®

150.225 500X 00um 15 0.2% 10000X 1um § "

a) 500X b) 10000X ' ¢) 60000X

Fig. 4.67 Nano/AClIs 0.2 wt%

Nanoparticulas con AC al 0.5wt%

Incrementando la concentracion de AC a 0.5%, por medio del analisis por SEM (Fig. 4.68)
se visualiza la formacion de una capa mas densa y homogénea, atribuida al AC, ademas se
incrementa la formacion de aglomerados respecto a las concentraciones menores
manejadas; sin embargo, comparado con los resultados de la integracion por inmersion en

este sistema las particulas son de menor tamafio y conservan una forma mas definida.

Fig. 4.68 Nano/AClIs 0.5 wt%
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4.45 Espectroscopia Infrarrojo por Transformada de Fourier (FTIR)

A continuacion se presentan los resultados obtenidos para las peliculas obtenidas por
disolucidn acida y acuosa Yy la integracion del AC a éstas, cabe mencionar que se presentan

también los espectros de FTIR para el AC, asi como para las peliculas en su estado puro.

a) FTIR del Acido Carminico (AC)

La Figura 4.69 muestra el FTIR correspondiente al AC. A 3333 cm™se observa la sefial
caracteristica del grupo OH. Esta banda se debe a la vibracion por estiramiento, por la
presencia de fuertes enlaces intermoleculares unidos al grupo carbonilo (C=0) en la
molécula del AC. Asi también, se observan las frecuencias caracteristicas de la vibracion
por estiramiento de los grupos hidrocarbonados, localizdndose la vibracion asimétrica del
CHs a 2925 cm™, facilmente distinguida por la cercania del CH, a un nimero de onda de
2844 cm™,

El grupo C=0 presenta un pico a 1635 cm™. A 1564 cm™, se observa una banda fuerte por
las vibraciones por estiramiento del anillo aromatico carbono-carbono (C=C). A 1468 cm™
estd la banda de vibracion, por la deformacion asimétrica del grupo CHs. Asi también, se
observa la deformacion del grupo OH a 1289 cm™ y la vibracién por estiramiento del
enlace C-OH a 1081 cm™. En la tabla 4.11 se indican las frecuencias caracteristicas
(tedricas) del AC.

Tabla 4.11 Bandas de absorcion por FTIR caracteristicas para el AC.

Frecuencia (cm™) Grupo funcional
3350 - 3230 Tension —OH
2950+25 Vibracion asimétrica CH3
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2870 — 2840 Tension simétrica CH»
1690+50 Tension C=0

1590 — 1565 Vibracion estiramiento C=C

1480 — 1440 Deformacion asimétrica CHs

1440 — 1260 Deformacion —-OH

1085 — 1030 Estiramiento C-OH

0.1

—— Acido carminico

1289

<
2
o C-OH
o 1081
C
@
=
(@]
(2]
o)
<
e S— T ——
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

NUmero de onda (cm™)

Fig.4.69 Espectro FTIR del Acido Carminico
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Peliculas de celulosa

b) FTIR de la pelicula obtenida por disolucion acida

En la figura 4.70 se muestra el resultado de FTIR para la pelicula de celulosa por disolucion
4cida. Se observa a 3347cm™ que se encuentra la banda con vibracién de tensién simétrica
(vs) caracteristico del -OH, con una alta intensidad y bajas frecuencias debido a los enlaces

intermoleculares.

La vibracion de tensién asimétrica correspondiente al CHs se manifiesta a 2901 cm™ . No
se observa la vibracion de tension simétrica del C-H en esta area. La vibracion de
deformacién asimétrica se localiza en 1432 cm™, y la deformacién simétrica del CH, a
1319 cm™. En 1711 cm™ se observa un hombro que se atribuye a un C=0 después de una
oxidacion. El pico a 1642 cm™, se asocia a moléculas de agua, en 1156 cm™ se observa la
tension asimétrica del puente C-O-C y finalmente la vibracién a 1031 cm™ se asocia al

estiramiento del enlace C-OH.
¢) FTIR de la pelicula obtenida por disolucion acuosa

En la figura 4.71 se muestra el resultado de FTIR para la pelicula de celulosa por disolucion
acuosa. Se observa a 3394 cm™ que se encuentra la banda con vibracion de tensién
simétrica (vs) caracteristico del —OH, con una alta intensidad y mas ancha que la obtenida

en disolucion &cida con sobretonos entre 3266 y 3489 cm™

La vibracién de tensién asimétrica correspondiente al CHs, se manifiesta a 2947 cm™.
Ademas se observa la vibracion de tension simétrica del C-H en 2900 cm™. La vibracién
de deformacion asimétrica se localiza en 1432 cm™ con muy baja intensidad comparada
con la disolucion 4cida y la deformacién simétrica del CH, a 1324cm™.El pico a 1644 cm™,

asociada a moléculas de agua, se incrementa notablemente y en 1160 cm™ se observa la
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tension asimétrica del puente C-O-C. La vibracién a 1059 cm™ se asocia al estiramiento del

enlace C-OH. En general las sefiales son menos definidas que las observadas en las

peliculas en disolucién écida.

La tabla 4.12 muestras las frecuencias caracteristicas de la celulosa.

Tabla 4.12 Bandas de absorcion por FTIR caracteristicas para la celulosa.

Frecuencia (cm™)

Grupo funcional

3348 — 3175

2970 — 2945
2900 — 2874

2933 (Celulosa 1)
2853 (Celulosa I y 11)

1635
1455, 1335
1420
1375, 1278
1315
1155
1111
1055 - 1035

Tensién —OH

Tensién CH

Tension asimétrica CH,

-OH del agua absorbida por la celulosa
Flexion en el plano —OH
Deformacion CH,

Flexion CH
Aleteo CH;

Tension asimétrica del puente C-O-C
Tension asimétrica del anillo

Tension C-O
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0.12

OH
- 3347

Peli. de celulosa en disol. acida

Unidades de ATR

-0.02 —
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Longitud de onda (cm™)
Fig.4.70 Espectro FTIR de Cel/ac
0.06 4 OH Pel. de celuosa en disol. acuosa

3394

0.04

0.02

Unidades de ATR

0.00
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4000 3000 2000 1000
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Fig. 4.71 Espectro FTIR de Cel/acu
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Peliculas + Acido carminico

Integracion por inmersion
Disolucion acida

Espectro de FTIR una vez integrado el AC a la pelicula de celulosa, con 0.05% wt de
AC.

En el analisis por FTIR de la pelicula en disolucion acida con AC por inmersion a una
concentracion de 0.05 wt%, se puede apreciar sefiales tanto de la celulosa como del AC
(Fig. 4.72).

La sefial del OH no se presenta como una sefial caracteristica del grupo funcional,
posiblemente por la baja concentracion del AC. Sin embargo si se observa la vibracion de
estiramiento del mismo grupo en 1029 cm™, se observa un ligero desplazamiento de la

banda hacia la derecha.

Las vibraciones tipicas de los CHj3; y CH,, no se registran con claridad, la vibracién en
1701 cm™ se asocia al grupo C=0 de los grupos aromaticos presente en el AC, con un
desplazamiento a frecuencias mayores por la presencia de &tomos electronegativos o grupos
adyacentes. En 1648 cm™ se indica la vibracién de posibles moléculas de agua en celulosa
con menor intensidad, las vibraciones del C=C y del CsOH se observan en 1519 cm™ como
en el AC puro. Las vibraciones de deformacion del CH3 desaparecen, conservandose la

sefial de la tension asimétrica del C-O-C.

Disolucion acuosa

Espectro de FTIR una vez integrado el AC a la pelicula de celulosa, con 0.5% wt de
AC.

Para el sistema Cel/acu/ACIm al 0.5wt%. La Figura 4.73 no muestra la frecuencia
correspondiente al grupo OH aun cuando se presenta el espectro con la concentracién mas

alta de AC. Las bandas asociadas al grupo metilo y metileno no se presentan, esto puede
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atribuirse a una baja interaccion (Fuerzas de Van der Waals) entre ambos compuestos. La
vibracion del grupo C=0 aromatico se ve desplazada hacia frecuencias mayores a 1694
cm™ por la presencia de grupos adyacentes, mismo fenémeno se observé en el sistema
acido (Fig. 4.72). La banda atribuida a moléculas de agua se reduce su intensidad
comparada con la pelicula sin AC. En la regién de 1565 cm™ se encuentra la banda que
indica las vibraciones del C=C y del CsOH, mientras que en la frecuencia en 1059 se
aprecia la vibracion de estiramiento del enlace C-OH, ubicada en la misma regién que la

pelicula de celulosa y con un ligero desplazamiento con respecto al AC.

OH
3347

0.1 +

C-0-C
1156

CH,

cec 1319
C=0 COH ‘M I
1701 1519 1432

\\

0.0

Unidades de ATR

—— Cel. &cida
—— Cel.ac.Im.AC. 0.05%

T T T T T T T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000

Fig.4.72 FTIR de : a) Cel/ac, b)Cel/ac/ACIm 0.05wt%
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Fig. 4.73 FTIR de : a) Cel/acu, b)Cel/acu/ACIm 0.5wt%

Integracion In situ

Disolucion écida

Espectro de FTIR una vez integrado el AC a la pelicula de celulosa, con la
concentracion de 0.05% wt de AC.

En la figura 4.74 se presentan los espectros del AC, la pelicula de celulosa por disolucion
acida y la pelicula con AC in situ al 0.05wt%. En el espectro de la pelicula con AC se
observan con mayor definicion las sefiales, lo que posiblemente se debe al proceso de

incorporacion del AC.
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La vibracién de estiramiento del grupo OH si se identifica en 3297 cm™ y se determina la
existencia de desplazamiento de la banda del grupo OH, el desplazamiento es hacia la
derecha con respecto a la pelicula sin AC, lo que sugiere la presencia de enlaces
intermoleculares por puentes de hidrogeno bien por tension angular por atracciones de
Van der Waals.

Para este sistema si se identifican las vibraciones de de tension asimétrica y simétrica
correspondiente al CHs en las frecuencias a 2928 y 2879 cm™ respectivamente. El grupo
C=0 se manifiesta en 1698 en modo de vibracion de estiramiento con mayor intensidad
que el sistema por inmersion. Las vibraciones del C=C y del CsOH se observan en 1519
cm™ como en el AC puro. Las vibraciones de deformacién del CHs se indican en 1432 cm™,
y finalmente la sefial de la tension asimétrica del C-O-C se observa con una menor
intensidad en 1156 cm™ lo cual posiblemente se debe a ruptura parcial de estos enlaces. Los
resultados al vincularse con las micrografias por SEM, sugieren una clara integracion del

AC en las peliculas de celulosa con presencia de interacciones quimicas.

Disolucion acuosa.

Espectro de FTIR una vez integrado el AC a la pelicula de celulosa, presentando la

concentracion de 0.5%.

En la Figura 4.75 se compara los espectros de la pelicula de celulosa por dilucion acuosa, el

AC y las peliculas con AC integrado In situ al 0.5wt%.

Al igual que el sistema por dilucion acuosa e inmersion, las bandas de los grupos OH, CH3
y CH, no se presentan. Es notoria la menor intensidad que presenta la vibracion
correspondiente al grupo C=0O aromatico. Asi también el grupo C=C prevalece y se

registra en 1526 cm™, caracteristico del AC.
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Nanoparticulas de celulosa
Nanoparticulas puras

En la figura 4.76 se muestra el resultado de FTIR para las nanoparticulas de celulosa de
eucalipto. Se observa a 3335cm™ la banda correspondiente a la vibracién de tensién
simétrica caracteristico del —OH. En cuanto a la vibracion de tensién correspondiente al
estiramiento del grupo CH y CH,, se manifiesta a 2917 cm™y 2853 cm™ respectivamente.
De 1436 — 1313 cm™ se localizan las bandas con vibracion de deformacion de los mismos
grupos. En 1163 cm™ se aprecia la banda de tensién asimétrica correspondiente al puente
C-O-C caracteristico de las unidades de glucosa. A 1105 cm™ se hace evidente la banda
correspondiente a la tension asimétrica del anillo de glucosa. Y por ultimo se manifiesta en

1054 cm™y 1028 cm™ la vibracion de tension simétrica de los enlaces C-O.

C-O
1054

0.1 1

1105
C-0-C

Absorbancia (u.a.)

T T T T T T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000
NUmero de onda (cm™)

Fig. 4.76 Espectro FTIR para las nanoparticulas de celulosa
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Nanoparticulas + Acido Carminico
Enseguida se muestran los espectros FTIR obtenidos una vez integrado el AC a las
nanoparticulas de celulosacon cuatro diferentes concentraciones de AC obtenidas por los

métodos de inmersién e In situ.

Integracion por Inmersion

En la Figura 4.77 se muestran los espectros de absorcion correspondientes a las
nanoparticulas con AC obtenidas por inmersion a diferentes concentraciones. La banda de
vibracion de los grupos OH se observa a la misma longitud de onda comparada con los
compuestos puros (3335 cm™), la sefial asociada a este grupo es muy similar en las cuatro
concentraciones, indicando que la estructura molecular de los OH"s se conserva. Todos los
compuestos presentan bandas anchas con diferentes intensidades. A concentraciones bajas
(0.1y 0.2 wt%) la intensidad de las sefiales es la misma, lo que se asocia a la capacidad de
disociacién de los grupos OH por lo que se manifiestan en mayor proporcion. La menor
intensidad de absorcion de la sefial del OH es con 0.05wt%, este comportamiento se explica
ya que al igual que las concentraciones anteriores existe una disociacion de interacciones

intramoleculares asociada con la concentracion de AC.

Con 0.5wt% de AC, la vibracion del OH presenta intensidades menores, por lo que se
deduce que existen mayores interacciones intramoleculares por lo que a pesar del
incremento del AC y por consecuencia de los grupos OH, no se advierte su presenta en

altas concentraciones.

En la figura 4.78 se realiza un acercamiento en la zona de 1800 a 550 cm™ para observar
mas claramente las diferencias entre los espectros de las nanoparticulas con AC. Se puede
observar que la banda correspondiente al grupo carbonilo C=0 (1640 cm™) se expresa con
mayor intensidad al incrementarse la concentracién de AC. Por lo que se puede elucidar
que a menores concentraciones el grupo C=O se revela en menor proporcion, esto es

debido a la estabilidad del grupo C=0 y la resonancia en los grupos aromaticos de AC.
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Fig. 4.77 Espectro FTIR para Nano/ACIm con las cuatro concentraciones de AC
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Fig. 4.78 Acercamiento del espectro FTIR para Nano/Aclm con cuatro diferentes
concentraciones de AC.
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Integracion In situ

En la Figura 4.79 se presenta el espectro de absorcion para las nanoparticulas con AC

obtenidas por el proceso in situ.

A diferencia del método por inmersion se observa que la sefial en 3337cm™ que
corresponde a la vibracion de tension de los OH’s, la intensidad se incrementa
proporcionalmente a la concentracion de AC, en especifico para la mayor concentracion de
0.5 wt%, lo cual puede deberse a que durante el proceso in situ el AC se disocia
previamente facilitando su integracion dentro de la celulosa posiblemente por un proceso
de absorcidon, ya que como lo demuestra el analisis por SEM la celulosa presenta

porosidad.
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Fig. 4.79 Espectro FTIR para las nanoparticulas + AC In situ a las diferentes

concentraciones
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Para analizar con mayor detalle el método in situ, se realiza un acercamiento a la zona
1800-550 cm-1 (Figura 4.80). Se puede observar el mismo comportamiento del grupo
carbonilo que en el proceso de inmersion. A mayores concentraciones de AC habra mayor

intensidad del grupo C=0.
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Fig. 4.80 Acercamiento del espectro FTIR para las nanoparticulas + AC Insitu alas

diferentes concentraciones
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4.4.6 Evaluacion del sistema AC-Cel ante condiciones variables de humedad y

temperatura.

El sistema AC-Cel se midi6 por UV-Vis y luminosidad.

Una vez expuestas las matrices durante 7 dias a diferentes condiciones de humedad y
temperatura, los resultados obtenidos de luminosidad, son los que se muestran en la tabla
4.13

Tabla 4. 13 Luminosidad de las matrices de celulosa Cel/ac/ACls 0.5wt%, Cel/acu/ACls

0.5wt% y Nano/ACls 0.5wt%, sometidas a diferentes condiciones de humedad y

temperatura.
LUMINOSIDAD (L)
CONDICIONES
MATRIZ SIN
25°C-65%HR | 37°C-65%HR | 37°C-75%HR
TRATAMIENTO
Cel/ac/ACls
16.85 15.2 14.5 13.9
0.5wt%
Cel/acu/ACls
47.11 43.1 43.8 375
0.5wt%
Nano/ACls
44.75 35.3 33.7 30.68
0.5wt%

En el analisis de luminosidad para los sistemas expuestos a diferentes condiciones de
humedad y temperatura, se observa para las tres matrices una disminucion proporcional de
luminosidad al incremento de humedad y temperatura, indicando que la matriz es mas
opaca, pudiéndose atribuir a una disgregacion y disolucién del AC promovida por la
temperatura y humedad. Para corroborar estos resultados e identificar si el AC es el causal

de este comportamiento, se realizaron pruebas de UV-VIS
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Por UV-Vis de acuerdo a los trabajos reportados por Beatriz 2005, el AC, presenta picos
de maxima absorcion en la regiéon VIS A= 494 nm caracteristica, adicionalmente A= 215

nmy A= 315 nm.

Analizando los resultados obtenidos en este trabajo, en los espectros de absorcion de la
Figura 4.81, se muestra el sistema de nanoparticulas con AC obtenidas In situ (Nano/ACIs)
sin tratamiento adicional, Nano/ACls expuestas a 25°C con 65% humedad, y Nano/AClIs

expuestas a 37°C con 75% de humedad.

Analizando las absorciones del AC puro y el sistema Nano/AC, se advierte la interaccion
del AC con la celulosa por el desplazamiento de las bandas de absorcion correspondientes
al colorante, asi un desplazamiento hacia la regién del Infrarrojo es observado. Longitudes
de onda de menor energia son capaces de interaccionar con el colorante, lo cual corrobora
los resultados de FTIR.

Por otro lado para este mismo sistema, considerando que no existe una diferencia de
concentracion del AC en la matriz de celulosa. Se puede establecer que el incremento de la
sefial de absorcion se debe a la exposicion del colorante (AC), esta situacion es posible
debido a una mejor disgregacion del AC sobre la matriz (nanoparticula) de celulosa. Esta
disgregacion se vio favorecida por una relajacion molecular generando un mayor volumen

en la molécula de las cadenas de celulosa.

Asi se puede concluir que las moléculas de AC ocupan posiciones mas distantes unas de
otras sobre la matriz de la celulosa. Esta condicion fue favorecida por la temperatura y

humedad.
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Fig. 4.81 Espectro UV-Vis de Nano/ACIs con tratamientos de temperatura y humedad

4.5  Simulacién molecular de Celulosay AC

Se utilizé el software Accelrys Materials Studio 5.0 para representar los modelos de AC y
cadenas poliméricas de celulosa. Se analizaron modelos de 1 a 200 unidades monoméricas
de celulosa y las interacciones moleculares que se generan en el sistema AC-Celulosa. Las
estructuras mas estables se consideraron en la optimizacion de la geometria espacial a la

minima energia.

Simulaciéon molecular de la celulosa

En la figura 4.82 se muestra la cadena de celulosa de 10 mondémeros optimizada mediante
un software comercial llamado Materials Studio desarrollado por Accelrys Inc. Esta cadena

presenta una ligera rotacion debido a los enlaces glicosidicos f1-4. Los cuales tienen
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angulos de torsion en valores aproximados de -110° para el enlace f1 y -155 para el enlace

B4.

Fig.4.82 Cadena de celulosa con 10 mondmeros, acercamiento al enlace glicosidico.

A partir de la cadena anterior de un arreglo con 10 monomeros se construyo una cadena de
celulosa de mayor longitud; estd fue de 50 unidades (Figura 4.83a) y a partir de esta
molécula se construyo otra cadena de 200 unidades monoméricas (Figura 4.83b). En cada

caso la optimizacién fue convergente.
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Fig. 4.83 Cadena de celulosa con A) 50 y B) 200 mondmeros.

De acuerdo a la simulacion molecular, no se presentan cambios en la conformacion
molecular de la estructura cuando el nimero de monomeros se incrementa de 10 a 200
unidades. Asi, se puede estimar que la existencia de una “linealidad” molecular a un valor

aproximado a las 200 unidades monoméricas.

La caracteristica de “linealidad” molecular conlleva la posibilidad empaquetamientos por el
acoplamiento de esta molécula con otras de igual naturaleza quimica. Asi en la Figura 4.84
se indica el arreglo de cinco cadenas de celulosa cada una de ellas constituida por de 200
unidades. Como resultado de este acoplamiento se observa la generacion de sitios de
interaccion regularmente distribuidos a los largo de las cadenas.

La molécula de celulosa construida de 200 unidades monomeéricas, presenta 5 sitios de
interaccion, un sitio cada 40 unidades monoméricas. Esta proporcion de sitios es un
indicativo de la cristalinidad que se presenta en este tipo de moléculas. Adicionalmente, se
observa que las moléculas eligen una conformacion relativamente plana con centros de

unién a través de puentes de hidrégeno.
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Fig.4.84 Cinco cadenas de celulosa de 200 unidades.

Para observar con mas detalle los centros de union responsables de las interacciones
intermedias en las moléculas de celulosa. En la figura 4.85 se realiza un acercamiento a los

sitios de interaccion que se presentan en la figura 4.84.

Fig. 4.85 Interaccién por puentes de hidrogeno que se originan entre cadenas de celulosa.
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En la Figura 4.85 es claro observar que a lo largo de la cadena de celulosa los grupos OH’s
tienden a orientarse fuera del plano de interaccién molecular. Por esta razon, en la celulosa
se encuentran gran cantidad de grupos hidroxilo libres de interacciones intermoleculares,
que pueden ser importantes aportes de interaccion externa. Sin embargo, de manera
generalizada, persisten solo las interacciones intramoleculares que no deforman

significativamente la conformacion individual de la cadena.

Carbono

. Hidrogeno

Fig. 4.86 Blogue con 10 cadenas de celulosa de 200 mondmeros cada una, A) arreglo

antiparalelo, B) seccion transversal

En la vista transversal de la figura 4.86, se observa la posicion de gran proporcion de
hidroxilos en la periferia del bloque, por lo que en la celulosa hay gran proporcion de
grupos polares expuestos. Adicionalmente las cadenas largas o grupos de ellas pueden

rotar, interactuar con cadena vecinas y provocar su entrecruzamiento.
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Simulacién molecular de 4cido carminico

Fig. 4.87 Acido carminico.

Al simularse el acido carminico (Figura 4.87) éste exhibe algunas de sus condiciones
conformacionales. Presenta un angulo de torsién en -148.51° en el enlace entre la unidad de
antraquinona y el carbohidrato que constituyen la molécula del AC. Asi, inicialmente por la
proximidad de los grupos OH’s se puede establecer una alta interaccion intramolecular.
Para indicar este comportamiento y la competencia con las interacciones intermoleculares

se llevo a cabo una simulacién con un mayor nimero de moléculas.

La figura 4.88 muestra el modelo de 5 cadenas de 10 monomeros. Al incrementarse las
moléculas de AC, se conforman en cadenas en paralelo con una torsion del carbohidrato en
cada molécula, originando pliegues e interacciones por puentes de hidrogeno. Asi, es
posible observar zonas altamente planas favorecidas por la disposicion que presenta los dos

grupos aromaticos en la molécula del AC.

La interacciéon intermolecular por OH’s entre las moléculas del AC, favorece en gran

medida la posibilidad de enlaces fuertes entre estas moléculas. En gran medida se
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sustituyen las posibles interacciones intramoleculares del AC por las intermoleculares,

logrando asi que se registren agregaciones entre ellas.

Fig. 4.88 Interaccidn por puentes de hidroégeno que se origina entre moléculas de &cido

carminico.

En la figura 4.89 se observa con mayor detalle la orientacion de los grupos hidroxilos y los
carbonilos en los anillos aromaticos generando atracciones por puentes de hidrogeno
intermoleculares. En este acercamiento es posible observar las atracciones intramoleculares
que presenta principalmente el grupo carbonilo (de la fraccion ciclica) con los grupos

hidroxilos adyacentes.
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Fig. 4.89 Interaccidn por puentes de hidrogeno entre moléculas de acido carminico

(acercamiento de la figura 4.88)

En el arreglo antiparalelo y la seccién transversal de las moléculas de AC que se aprecia en
la Figura 4.90, se observa a los grupos hidroxilos expuestos y en mayor proporcion los del
azlcar. Asi también se originan huecos intermoleculares debido a la conformacion
voluminosa de las antroquinonas por la interaccion entre el C=0...H-O que se estad

llevando a cabo al interior de cada molécula.
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Carbono

# Hidrogeno

Oxigeno

Fig. 4.90 Cincuenta moléculas de AC, A) arreglo antiparalelo, B) seccion transversal.

Simulacién molecular de celulosa y acido carminico (AC)

Las Figura 4.91 corresponde al analisis que representa la interaccion entre moléculas
celulosa y AC. En este proceso se generaron 2 cadenas de celulosa de 10 monémeros cada

unay 8 moléculas de AC, para valorar su interaccion.

Se puede observar las interacciones intramoleculares en el AC a partir de los grupos OH’s
del aztcar y los grupos carbonilos en la misma molécula.
Las interacciones intermoleculares entre la celulosa y el AC corresponden a puentes de

hidrogeno que se generan principalmente entre los grupos C=0 (de la fraccion aromatica) y

Maestria en Ciencias Biologicas 98



Capitulo IV. Resultados y Discusiones

grupos OH’s de del AC y los hidroxilos de la celulosa alternandose estos en las unidades de
glucosa. Asi el enlace glucosidico participa de igual manera que lo hacen los OH’s de la

molécula de celulosa en la interaccidn intermolecular. Debido a lo anterior, se espera una

modificacion en la conformacion de la molécula de celulosa por la accion del AC.

Fig. 4.91 Interaccién por puentes de hidrogeno entre celulosa (2 cadenas de 10 mondmeros

cada una) y AC (8 moleculas).

Debido a la condicién planar que muestran las fracciones aromaticas, algunos de sus grupos
acidos y carboxilos no interaccionan con los grupos polares de la celulosa, por lo que es
posible apreciar que la interaccion no participan todos los grupos disponible del AC.
Incluso es posible apreciar en la parte superior izquierda que no existen interacciones de los

grupos terminales de las fracciones arométicas (OH, COOH).
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CAPITULOV
CONCLUSIONES

e Se obtuvieron nanoparticulas del tamafio deseado, libres de impurezas y con un
rendimiento del 83.92%, esto respalda la factibilidad de la obtencion y uso de
nanoparticulas de celulosa en nanotecnologia y envases inteligentes.

e Mediante peliculas de celulosa, se obtuvieron matrices con 2 tamafios de fibra libres
de impurezas y con caracteristicas idoneas para ser inter-penetradas por el colorante.

e En las peliculas de celulosa con acido carminico, por observacion directa se
concluye: a) en el proceso por inmersién las peliculas con mayor intensidad en color
se obtuvieron a 0.5wt% de AC y mayor resistencia en disolucién acuosa. b) Por el
proceso in situ las peliculas por disolucion acida requirieron menor concentracion
de AC 0.1 wt% para obtener peliculas homogéneas y con mayor resistencia a
0.5wt%.

e Por SEM, se determina que los sistemas en disolucion acida promueven la ruptura
de las fibras. Generando mayor nimero de sitios terminales, las cuales son de mayor
interaccion con el acido carminico debido a las areas de contacto, en donde hay
mayor infusion del acido carminico, esto fue mas evidente en el proceso in situ.

e Los resultados por FTIR indican una proximidad con aquellos obtenidos por SEM.
Debido a que las sefiales por IR del grupo OH muestra desplazamientos promovidos
por una mayor interaccion de los grupos polares entre la celulosa y el &cido
carminico en el método in situ.

e Por luminiscencia se determind que el método que genera una mejor y mayor
coloracion en las peliculas es el método in situ.

e Con respecto a los andlisis por SEM y AFM, se determind que el &cido carminico
favorece la formacion de aglomerados conforme aumenta la concentracion, esto de
una forma mucho mas notoria en el proceso por inmersién, ya que en la integracion
In situ, el &cido carminico se integra de forma mas homogénea y los aglomerados

son de tamafio nanométrico, atribuyéndose a una integracion por absorcion.
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e Los resultados por FTIR indican una proximidad con aquellos obtenidos por SEM.
Las sefiales de IR por el proceso por inmersion muestran que existe una mayor
interaccion intramolecular a la concentracion de 0.5wt%, a diferencia de la
integracion In situ donde la intensidad de las sefiales son acorde a la concentracion
manejada.

e En laevaluacion por UV-VIS y Luminiscencia de las tres matrices de celulosa con
AC sometidas a temperatura y humedad, se concluye que las moléculas de AC se
disocian en las matrices provocando un incremento en la intensidad de color por
efecto de la temperatura y humedad. Por lo que el AC conserva su funcionalidad.

e La simulacion molecular corrobor6 los resultados experimentales, con respecto a la
existencia de interacciones intra e intermoleculares en los sistemas analizados. La
celulosa mostrd una linealidad molecular y plana, indicativos de la cristalinidad de
la celulosa. Presentd hidroxilos libres e interacciones intramoleculares que no
deforman la cadena.

e Para el AC las interacciones intermoleculares por OH’s entre las moléculas
favorecen las agregaciones entre ellas, a su vez las interacciones intramoleculares se
presentaron por los grupos C=0 y los grupos OH’s adyacentes.

e Para el sistema Cel-AC se observaron interacciones intermoleculares debido a
puentes de hidrogeno y se observo una modificacion en la conformacion de la

molécula de celulosa por efecto del AC.
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