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RESUMEN

En este estudio se produjo un biocompuesto a base de almidén termoplastico de yuca
(Manihot esculenta Crantz) y nanocelulosa obtenida de rastrojo de pifia (Ananas comosus),
la elaboracién de este bioplastico se presenta como una opcion que pretende dar valor
agregado a la yuca amarga para la extraccion de almidén cuya caracterizacion morfoldgica
mostr6 un contenido de amilosa de 20,1 %, almiddn total 76,7 % y un porcentaje de
rendimiento de extraccion del 22 % de granulos nativos. Ademas, el almidon mostré una

temperatura de gelacion de 79 °C.

Por otra parte, el sustrato celulosico obtenido del rastrojo de pifia contiene: 28,97 % de
extraibles, 71,96 % de humedad, 1,26 % de ceniza, 2,85 % de lignina, 19,38 % de
hemicelulosa y 13,97 % de a-celulosa; con un rendimiento de extraccion de 4,95 % NCC
extraida del sustrato celuldsico cuya morfologia present6 un aspecto alargado en forma de
varilla al ser analizado por TEM. Ademas, la extraccion condujo a una mezcla de particulas
de tamarios entre 400 y 5300 nm, estas ultimas consideradas dentro del rango de

macroparticulas segun el andlisis por DLS.

Las elaboracion de peliculas de TPS permitio observar una disminucion en las propiedades
térmicas y mecanicas y un aumento en las interacciones con el agua de 6,34 a 7,34 % en
solubilidad y de 0,14 y 0,20 (g mm h** m? kPa) para WVP con respecto al incremento de
glicerol ocasionado por el aumento del grupo hidroxilo en la pelicula que aumenta las

interacciones por puentes de hidrégeno con el agua.

Ademas, se investigo el refuerzo de la matriz por medio de la adicion de NCC para generar
TPS/NCC con concentraciones de 5, 10 y 15 % en peso de NCC cuyas propiedades
mecanicas mostraron un aumento gradual en la resistencia a la traccion de hasta 1,795 MPa.
Ademas, la adicion de NCC a la matriz termoplastica condujo a una reduccion en la
interaccidn de las peliculas con el agua mostrando una disminucion en la solubilidad, WVTR
y WVP segulin el aumento de NCC de 5, 10 y 15 % en el TPS respectivamente, debido a que
los nanocristales de celulosa pueden limitar la disponibilidad de los grupos hidroxilo

presentes en las macromoléculas del almidén para formar enlaces hidréfilos con agua.
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Por otra parte, la adicién de AER aumento las interacciones con el agua debido a que a pesar
del carécter hidrofébico de los aceites esenciales, estos generan una disminucion de las
interacciones polimero-polimero y polimero — NCC lo que facilita la difusion de moléculas
de agua entre las cadenas de polimeros. Por otra parte, el alargamiento a la rotura presentd la
tendencia creciente debido a que el AER se comporta como plastificante aumentando la

capacidad de estiramiento de la pelicula.

Finalmente, la utilizacion de AER como agente antimicrobiano dentro de la matriz
termoplastica present6 actividad contra las bacterias E. coli y S. Aureus y los hongos A. niger
y A. flavus y F. oxysporum en menor medida, a una concentracion minima inhibitoria de 4000
ppm siendo los resultados mas efectivos para las peliculas de TPS/AER frente a
TPS/NCC/AER y al aumentar la concentracion a 5000 ppm. La caracterizacion previa del
AER mostré6 como componentes principales el 1,8-cineol, alcanfor, B-mirceno, a-pineno,
canfeno, bornil acetato y B— pineno y con un contenido de fenoles totales de 6,71 mg AGE/g

romero, los cuales son responsables de la actividad antimicrobiana detectada en el AER.

Por lo cual, la combinacion de elementos como la NCC en polimeros naturales permite
obtener biocompuestos con posibles aplicaciones para la sustitucion de plasticos de un solo
uso y la adicion de compuestos antimicrobianos como el AER puede promover una mayor

vida atil y promover la inocuidad de los alimentos.
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CAPITULO I. INTRODUCCION
1.1.  Justificacion y antecedentes

Los materiales poliméricos sintéticos han sido utilizados en diferentes aplicaciones que
involucran la agricultura, biomedicina, transportes, electronica, entre otras. Sin embargo,
estos se derivan de materias primas obtenidas de recursos no renovables como lo son los
hidrocarburos fésiles, ocasionando que la degradacion de estos productos requiera extensos
periodos de tiempo. * Como resultado de su disposicion final, se acumulan y persisten en los

vertederos o en el entorno natural, en lugar de descomponerse. 2

La creciente preocupacion por los desafios enfrentados en la eliminacion de residuos de
plastico a base de materiales no renovables han llevado a los investigadores e industriales a
explorar las posibilidades de transformar la biomasa renovable en biopolimeros
comercialmente viables y biodegradables, para el desarrollo de bioplasticos.> Bajo este
contexto, para enfrentar la contaminacion por plasticos de un solo uso, el Ministerio de Salud
de Costa Rica, junto con el Ministerio de Ambiente y Energia asi como el Programa de las
Naciones Unidas para el Desarrollo (PNUD), promueven la “Estrategia nacional para
sustituir el consumo de plasticos de un solo uso por alternativas renovables y compostables
2016-2021”. Estos han venido estimulando la inversion en proyectos productivos que
contribuyan con la sustitucion del plastico de un solo uso por alternativas renovables y

compostables. *

Una alternativa viable para el desarrollo de plasticos de fuentes renovables son los
provenientes de la agroindustria. Ejemplo de ello son las plantas como el maiz, papa o yuca,
entre otros; que contienen como componente mayoritario granulos de almidon los cuales
estdn compuestos por biopolimeros como la amilosa y la amilopectina que pueden ser
utilizados para producir bioplasticos. Particularmente, la agroindustria relacionada con la
produccién de yuca (Manihot esculenta Crantz) podria ser una alternativa de interés debido
a que este tubérculo contiene el biopolimero almidon, el cual puede ser utilizado para
producir bioplasticos. Ademas, la yuca ha demostrado tener una excelente adaptacion a las

condiciones climaticas de Costa Rica; para el afio 2018 se reportd un area de 10 636 hectareas



sembradas de yuca en Costa Rica, con una produccion de 159 540 TM, convirtiéndose en la

raiz tropical de mayor produccion a nivel nacional. °

Especificamente, el aprovechamiento del cultivo de yuca amarga en Costa Rica se encuentra
limitado al uso industrial debido a que su contenido de &cido cianogénico le imposibilita ser
comercializada como producto de consumo directo, como se realiza con la yuca dulce.
Debido a esta situacion, surge la necesidad de buscar alternativas que fortalezcan el
desarrollo de nuevas fuentes de valor agregado con la generacion de actividades productivas
mas competitivas e innovadoras; diversificando el aprovechamiento de estas variedades de

yuca amarga. ©

El tratamiento adecuado de la yuca amarga permite la obtencion de almidon nativo, el cual
puede ser transformado en almidon termopléstico (TPS, por sus siglas en inglés) bajo
condiciones de desestructuracion y cizallamiento en presencia de plastificantes como agua

ylo glicerol, entre otros. ’

En comparacion con los polimeros termoplasticos comunes, el TPS tiene tres desventajas
principales: propiedades mecéanicas deficientes, baja estabilidad térmica y alta sensibilidad
al agua. ®° Por esta razon, se han investigado varias soluciones para minimizar o incluso
superar estos inconvenientes, entre ellos se encuentra el uso de nanomateriales de origen

natural como refuerzos dentro la matriz polimérica de TPS. 1©

Existen estudios basados en almidén de banano reforzado con nanofibras de celulosa aisladas
de céascaras de platano; * también con nanocristales de celulosa para mejorar las propiedades
fisicoquimicas del bioplastico. 1213 De esta manera, la nanocelulosa se presenta como uno de
los materiales de refuerzo mas prometedores para mejorar las propiedades mecanicas y la
absorcion de humedad del TPS, mejorando la resistencia ** debido a la similitud quimica

estructural del polisacarido del relleno nanométrico y la matriz. *°

La busqueda del desarrollo sostenible ha motivado esfuerzos para maximizar la eficiencia
del uso de materias primas y minimizar la creacion de residuos. En este contexto, el uso de
residuos de biomasa como materia prima para la produccion de energia y materiales ha sido

objeto de intensa investigacion académica entre los cuales se encuentran el aislamiento y la



caracterizacion de la nanocelulosa de residuos agricolas, como el rastrojo de pifia 1’ debido
a que la utilizacién de estos residuos agricolas permite una reduccion significativa en el
volumen de desechos acumulados en el medio ambiente y otorga un potencial comercial en

la extraccion de materias primas. 8

En este sentido, la agroindustria de la pifia (Ananas comosus) representa el primer lugar de
produccion del sector agricola del pais. Se reportan 45 000 hectareas sembradas con este
cultivo con mas de 3 millones de TM en el afio 2018. ° Sin embargo, la alta productividad de
este genera altas cantidades de residuos agricolas entre los que se encuentra el rastrojo de
pifia, que corresponde al material vegetal de la planta que es eliminado después de cada ciclo
productivo. ¥ Estos desechos agricolas tienen contenidos de celulosa de entre 80-83%. ° Por
lo tanto, el aprovechamiento de las fibras de rastrojo de pifia para obtener materiales

compuestos es una forma de valorizar estos residuos agricolas.

Por otra parte, otros componentes investigados para mejorar las propiedades del TPS
corresponden a los aceites esenciales incorporados como aditivos de caracter hidrofébico
dentro de la matriz termoplastica. 2°22, que a su vez corresponden a sustancias activas dentro
de las peliculas biocompuestas. 2-2° Se consideran aditivos que pueden ser utilizados para
proteger los alimentos contra la oxidacion y el deterioro microbiano. 2° El envasado activo
proporciona seguridad microbiana para los consumidores, reduciendo, inhibiendo o
retardando el crecimiento de microorganismos para extender la vida util de los alimentos
envasados. 2’3 A este respecto, se han probado varios aceites esenciales como componentes

funcionales para formular peliculas de almidon con propiedades antimicrobianas. 323

Especificamente, el aceite esencial de romero ha presentado resultados satisfactorios
demostrando la eficacia antimicrobiana al ser incorporado en las peliculas de almiddn
termoplastico de diferentes fuentes vegetales. 337 Jiang Y. (2011); Castafio P., et al (2009)
y Montero-Recalde, et al (2017) informaron que el aceite de romero mostro actividad
antibacteriana contra bacterias grampositivas (Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus
aureus y Bacillus subtilis), tres bacterias gramnegativas (Proteus vulgaris, Pseudomonas

aeruginosa y Escherichia coli) y dos hongos (Candida albicans y Aspergillus niger),



destacandolo como una alternativa para el desarrollo de productos méas seguros aceptados por

los consumidores que prefieren los ingredientes naturales. 340

El Laboratorio de Polimeros de la Universidad Nacional (POLIUNA) en el pasado ha
investigado en el uso de almiddn de fiame para la elaboracion de adhesivos. ** Investigaciones
similares han sido reportadas en el pais por Rojas, L., 2013 “2 en el que se reporta la
elaboracién de un bioplastico a base de almidén de yuca con posibilidades de poder sustituir
al polietileno en la fabricacion de bolsas para supermercado. Debido a lo anterior, en este
trabajo se planted la obtencion de un biocompuesto a base de almidon termoplastico de yuca
(Manihot esculenta Crantz) y nanocelulosa obtenida de rastrojo de pifia (Ananas comosus)
como una alternativa de sustitucion de los plasticos de un solo uso, y adicionalmente, se
analizé el efecto antimicrobiano proporcionado por la adicion de aceite esencial de romero

en la matriz polimérica.



CAPITULO Il. MARCO TEORICO

En este capitulo se presenta una revision de la literatura sobre las caracteristicas del almidén,
y del proceso de termoplastificacion que se puede llevar a cabo para obtener TPS; también
se describen las caracteristicas de las peliculas de almidén termopléstico que fundamentan la
utilizacion de nanocelulosa cristalina como potencial refuerzo en la fabricacion del
biocompuesto TPS/NCC.

Por otra parte, se describen las caracteristicas de los aceites esenciales y la composicion del
aceite de romero, que lo hacen un aditivo natural adecuado para el estudio de la actividad
antimicrobiana del mismo al incorporarse dentro de la matriz termoplastica en la formulacion

de empaques activos para alimentos.
2.1.  Plasticos biobasados como alternativa de los plasticos de un solo uso

La produccion comercial de plasticos comenzd alrededor de la década de 1950%3, se estima
que se han fabricado 8.300 millones de toneladas métricas a nivel mundial hasta el afio 2015.
44 Debido sus propiedades intrinsecas, los materiales poliméricos han encontrado una amplia
aplicacion en la construccidn, la electrénica, el disefio automotriz, el sector salud, empaques,
pinturas y recubrimientos, adhesivos y producciéon de energia, entre muchas otras.*®* De
acuerdo con esto, aproximadamente el 4% del combustible fosil extraido anualmente se usa
como materia prima para la fabricacion de polimeros sintéticos; de los cuales entre un 22 y
un 43 % terminan en vertederos y el entorno natural, *° ocasionando una contaminacion
generalizada debido a que los residuos plasticos derivados de fuentes no renovables pueden
demorar méas de 500 afios en descomponerse, por lo cual se acumulan en el entorno terrestre,

en los vertederos y los cuerpos de agua.*®4’

Las préacticas inadecuadas de gestion de residuos han provocado una importante
contaminacion generalizada, lo que disminuye el valor estético y recreativo de la zona,
dificultando el desarrollo econémico.*® Consecuentemente, la creciente tasa de fabricacion
debido a la alta demanda, la falta de estrategias de mitigacion de eliminacion de residuos
adecuadas y las regulaciones ineficientes hacen que la eliminacion de desechos plasticos sea

un desafio importante por resolver.*® En este sentido, se han discutido varias estrategias para
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reducir el impacto medioambiental que ha generado la inadecuada disposicion de los residuos
plasticos, entre estas iniciativas se encuentran el incentivar la produccion de plésticos de base
bioldgica denominados biobasados, con una gama de aplicaciones y un mercado en evolucion
justificado en la sostenibilidad del medio ambiente.®® Bajo este contexto, la Comisidn
Europea y paises como Japon, Corea y Tailandia han iniciado estrategias para promover los
plasticos de origen bioldgico. En 2017, la produccion global total de plasticos de origen
bioldgico alcanzé 2,05 millones de TM, y se prevé que crezca un 20 % en los proximos cinco

afios.>°

Los plasticos biobasados se encuentran dentro de la categoria de bioplasticos y corresponden
a materiales poliméricos que provienen de fuentes renovables, es decir, que son fabricados
con materia prima que es renovada en dos 0 menos ciclos de crecimiento. Sin embargo, los
plasticos biobasados no necesariamente son biodegradables o compostables. ° Por su parte,
los bioplasticos corresponden a materiales que tiene las mismas propiedades del plastico
convencional, pero se diferencian por tener como materia prima fuentes renovables como la
soja, almidon de arroz, maiz, papa o cafia de azUcar entre otros. Aunque su fuente es de origen
renovable, no necesariamente el bioplastico serd biodegradable, aunque sea posible

reciclarlo. %2

Por su parte, los plasticos biodegradables son plasticos que se descomponen debido a la
actividad de los microbios, como las bacterias y las algas. Algunos plasticos biodegradables
pueden degradarse y los microorganismos pueden metabolizarlos completamente en diéxido
de carbono y agua. En contraparte, los plasticos convencionales a menudo se mezclan con
desechos organicos y liquidos, lo que hace que sea dificil y poco practico reciclar el polimero

sin costosos procesos de desinfeccion.>

2.2.  Caracteristicas del cultivo de yuca en Costa Rica como materia prima para la

generacion de plasticos biobasados

La yuca (Manihot esculenta Crantz) es un arbusto lefioso perenne, con raices tuberosas, de
la familia Euphorbiaceae, producida en Costa Rica mayormente en la zona Huetar Norte,

especialmente en San Carlos y Los Chiles y en menor cantidad en la regién Huetar Caribe,



principalmente en Guacimo y Pococi. ® El almiddn representa la mayor reserva de
polisacaridos presente en tejidos fotosintéticos y se puede encontrar almacenado en semillas,
tubérculos, raices y frutos. >* La yuca, al ser un tubérculo, es una fuente primaria de almidon,
donde factores como la genética de los cultivos, el afio y la temporada de siembra, asi como
la forma de extraccion del almidon (fresco o seco) pueden influir en la composicién quimica

del mismo. °°

Como parte de la investigacion, se emple6 yuca amarga para la extraccion del almidon debido
a que su aprovechamiento se encuentra limitado al uso industrial, considerando que la yuca
dulce puede ser comercializada como producto de consumo directo, lo que le permite tener
mayor incidencia en el mercado. La razon principal del uso diferenciado de los tipos de yuca
reside en que las especies de yuca amarga tienen un alto contenido de linamarina, un

glucosido cianogénico que se encuentra en la vacuola de la planta. %

Los glucosidos cianogénicos son un grupo de compuestos secundarios de las plantas que
contienen nitrilo, los cuales a su vez liberan cianuro de hidrégeno cuando se mastican o se
digieren debido a que se conduce a la hidrdlisis de las sustancias; esta se lleva a cabo por la
enzima linamarasa, produciendo azucares y una cianhidrina que se descompone

espontaneamente a acido cianhidrico y una cetona o aldehido.

El cianuro es uno de los venenos mas potentes y de accion rapida conocidos. Los cianuros
inhiben los procesos oxidativos de las células, lo que hace que mueran muy rapidamente. Es
por esta razon que, para consumo humano o animal, el glucésido cianogénico en tubérculos
debe ser inferior a 40 mg/kg de masa fresca de tubérculos. Un contenido de mayor a lo
dispuesto puede causar amargor en el tubérculo y aquellos que lo consumen pueden ser
envenenados e incluso pueden morir. ° Es por esto que los glucdsidos cianogénicos juegan
un papel fundamental en la organizacién del sistema de defensa quimica en las plantas al

interaccionar con insectos y otros depredadores. >’
2.3.  Morfologia granular y composicion polimorfica del almidon

El almiddn es un polisacarido que consiste en unidades de D-glucosa, denominadas

glucopiranosa y tiene dos biomacromoléculas principales, la amilosa y la amilopectina
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(Figura 1). La amilosa es un carbohidrato que tradicionalmente se considera lineal, aunque
presenta escasas ramificaciones; ademas, la molécula de amilosa esta basada en enlaces o (1-
4); conformadas de 200 a 20 000 moléculas de glucosa con un peso molecular de 10°-10°

g/mol con un grado de polimerizacion (GP) de 600. >
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Figura 1. Estructura quimica de la amilosa (a) y la amilopectina (b) presente en el

almidén. Adaptado de ref. 11. 2013 Progress in Polymer Science.

Por su parte, la amilopectina se encuentra en las capas exteriores del granulo de almidon y es
uno de los polimeros naturales mas grandes en la Tierra, conteniendo entre 10 000 y 2 000
000 de unidades de glucosa, con un alto peso molecular de 107-10° g/mol. La amilopectina
se compone alrededor del 95% en enlaces o (1-4) y alrededor del 5 % en enlaces a (1-6), que
constituyen puntos de ramificacion localizados cada 22-70 unidades de glucosa y con grupos
sustituyentes que poseen un grado de polimerizacién (GP) de aproximadamente 15, que son

principalmente responsables de la cristalinidad de los materiales. °



El almidén se produce en los amiloplastos como granulos semicristalinos con distinto
tamafio, morfologia y con diferente proporcion de amilosa y amilopectina, especificos para
cada especie de planta y diversas condiciones agroambientales. Sin embargo, las estructuras
internas de los granulos tienen una arquitectura notablemente similar, que consiste en anillos

de crecimiento, bloques y lamelas cristalinas y regiones amorfas. *°

El granulo de almidon muestra birrefrigencia bajo luz polarizada de un microscopio éptico,
con lo que es posible detectar la presencia de una estructura cristalina mediante un patrén
caracteristico llamado cruz de Malta, que extiende los brazos desde el origen del crecimiento
del gréanulo, denominado hilio. Este patron de birrefringencia muestra que una gran parte de
estas, estan dispuestas de forma radial y sugiere un alto grado de orden dentro de los granulos.
%0 La amilopectina es el componente dominante asociado con la region cristalina, debido a
que esta se organiza en grupos cristalinos de doble helice que conforman las laminas
cristalinas. Por su parte, la amilosa posee un alto grado de polimerizacion que propicia una
amplia longitud de la cadena, la cual tiende a enredarse con la amilopectina dando origen a

la region amorfa de la estructura. &

Los compuestos menores que no contienen carbohidratos en los granulos de almiddn
contribuyen a lo sumo a solo un pequefio porcentaje en peso. °2 Las proteinas en los granulos
estan relacionadas principalmente con la biosintesis del almidon. Algunas proteinas solo se
asocian de forma suelta con los granulos, mientras que otras estan firmemente unidas dentro
de los granulos, especialmente la proteina almidon sintasa | (GBSSI), necesaria para la

sintesis de amilosa.

Los lipidos son raros en muchos almidones de raices y tubérculos, pero son mas abundantes
en cereales en forma de &cidos grasos libres donde forman complejos de inclusién con
amilosa. En muchos almidones de raices y tubérculos, especialmente la papa, el fosfato no

esta asociado con lipidos, sin embargo, se une covalentemente a la amilopectina. %4

2.3.1. Almidén termoplastico (TPS)

Cuando los granulos de almidon nativos se calientan en agua, absorben la misma y se

hinchan. Algunos componentes del almidon, principalmente la amilosa, se filtra de los



granulos y se solubiliza, haciendo que la naturaleza semicristalina del almidon y su
arquitectura tridimensional se interrumpan gradualmente, lo que resulta en una transicion de
fase de la estructura granular ordenada a un estado desordenado en el agua, lo cual se conoce
como gelacién o desestructuracion.®® Las fuerzas de cizallamiento pueden desgarrar
fisicamente los granulos de almidon, lo que permite una transferencia mas rapida de agua
hacia las moléculas interiores.  El almidon granular nativo se convierte asi en un estado
fundido y forma una masa amorfa continua que ya no muestra difraccion, el cual se conoce

como almidon plastificado o almidon termoplastico. *°

La adicion de plastificantes propicia el espaciado entre las moléculas de amilosa y
amilopectina, reduciendo las interacciones y permitiendo la transicion de la fase ordenada en
los granulos nativos de almidon a la fase desordenada en el material termoplastico. Los
plastificantes deben tener bajas viscosidades con la finalidad de disminuir la viscosidad de la
masa fundida y que el polimero tenga una mayor movilidad y el producto final sea menos
quebradizo. Cuanto menor sea la viscosidad, mas facilmente se puede procesar o fabricar el
material a temperaturas mas bajas. Ademas, un requisito importante es que el plastificante se
mezcle de forma homogénea con el polimero y debe tener un alto punto de ebullicion para
evitar su evaporacion durante el procesamiento posterior y almacenamiento del producto
final.” Los plastificantes mas comunes, como el glicerol, el glicol o el sorbitol, poseen grupos
hidroxilo similares a los que aparecen en el almidon, por lo que son compatibles con los

granulos del mismo.®°

Por lo tanto, las propiedades del TPS dependen de la fuente del almidon que determina la
relacién y la proporcion de amilosa y amilopectina, a su vez estas caracteristicas determinan
la temperatura de produccion de almidon y del contenido de agua, asi como de la cantidad y

el tipo de plastificantes.

2.3.2. Cristalinidad y envejecimiento post-proceso

Inmediatamente después del procesamiento, el TPS muestra un comportamiento estructural
opuesto con respecto a la morfologia granular. En el termopléastico, el almidén muestra una
baja cantidad de cristalinidad residual originada por la amilosa que es en gran parte

responsable del endurecimiento inicial del gel y la amilopectina formard parte del
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componente amorfo. Sin embargo, después del enfriamiento, el almidon gelatinizado y el
agua experimentan interacciones moleculares mediante enlaces de hidrégeno que conducen
a un reordenamiento de las cadenas de almidén, dando como resultado la recristalizacion
parcial de las moléculas. La recristalizacion lenta de la amilosa y la amilopectina provoca la
expulsion de las moléculas de agua u otros disolventes utilizados. A esta cristalizacion de
almiddn gelatinizado desde un estado amorfo se le conoce como retrogradacion. 7 Este se

considera uno de los principales problemas del material amilaceo en el almacenamiento. %

La tasa de cristalizacion de TPS durante el almacenamiento se ve afectada sustancialmente
por el contenido de plastificante debido a que este impide que las cadenas que ahora estan
desordenadas, se agrupen en forma ordenada y formen zonas cristalinas. El uso de agua como
plastificante propicia que las tasas de cristalizacion aumenten con el crecimiento del
contenido de agua debido a que esta se evapora en el secado y migra fuera de la matriz
polimérica permitiendo que las cadenas se reagrupen ordenadamente. A diferencia del agua,
el glicerol dura mas tiempo en migrar fuera de la matriz y al mismo tiempo retiene agua
consigo por medio de interacciones tipo puente de hidrogeno, lo cual reduce las tasas de

cristalizacion. ©
2.4.  Aplicacion de fibras naturales en el procesamiento de biopolimeros

Frente a los polimeros tradicionales derivados del petroleo, el almiddn termoplastico presenta
desventajas tales como su solubilidad en agua, interaccion de la matriz con la humedad
ambiental, envejecimiento rapido debido a la retrogradacién y pobres propiedades
mecanicas, lo cual limita algunas de sus posibles aplicaciones tales como la utilizacién como
material de empaque. Una de las soluciones mas relevantes para estos problemas es el uso de

materiales compuestos constituidos por una matriz y un refuerzo.

Los constituyentes de los materiales compuestos tienen propiedades mecanicas
significativamente diferentes, que permanecen separadas y distintas dentro de la estructura
terminada. Los refuerzos imparten propiedades fisicas especiales para mejorar las
propiedades de la matriz. Este sinergismo produce propiedades en los materiales compuestos

que no se presentan en los materiales naturales por separado. "
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Dentro de los refuerzos naturales que pueden ser utilizados para mejorar las caracteristicas
fisicas del TPS se encuentra la celulosa, debido a ventajas tales como su abundante
disponibilidad en la biomasa terrestre; ademas es biodegradable, renovable y exhibe buenas
propiedades mecanicas. %

2.4.1. Aprovechamiento del rastrojo de pifia como fuente de nanocelulosa

La pifia (Ananas comosus) forma parte de la familia de las bromeliaceas, hecho que ubica
sus cultivos en las areas de clima tropical como Costa Rica. 2° La pifia es un cultivo perenne,
por lo que se pueden obtener dos cosechas en 27 meses. Una vez transcurrido este periodo
debe eliminarse la biomasa, conocida como rastrojo y preparar el suelo para iniciar un nuevo
ciclo de produccion. A nivel nacional, alrededor de 13 millones de toneladas métricas de
rastrojo anualmente se transforma en desecho. *° EI manejo convencional para la eliminacion
del rastrojo incluye la aplicacion de herbicida como desecante de la planta, quema en algunos

casos Y la corta e incorporacion a residuos solidos. 72

Como resultado del manejo inadecuado de los desechos del cultivo, se produce la
proliferacion de la mosca de los establos, ya que el proceso de descomposicion de la materia
organica favorece que el ciclo biolégico de la mosca se complete. Este insecto afecta
directamente al ganado provocandole estrés al animal, bajando su produccion de leche y
carne. Las lesiones causadas por el insecto constituyen un medio ideal para el ingreso de
virus, parasitos y bacterias, entre otros. La situacion de contagio de enfermedades es la misma

para cualquier mamifero incluyendo personas.’"2

En esta investigacion se pretende utilizar rastrojo de pifia como un residuo valorizable para
la obtencion de nanocelulosa. Al proporcionar una alternativa de uso, se disminuyen los
problemas de disposicion del rastrojo, con la consecuente disminucion del impacto ecolégico

de la produccion agricola de pifia.

2.4.2. Composicion quimica de las fibras vegetales

Las fibras naturales se componen de una pared celular que es una membrana heterogénea que
consiste de microfibrillas de celulosa enrolladas helicoidalmente que actGan como el

componente de refuerzo y proporcionan cristalinidad y fuerza a la célula; estas microfibrillas
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estan unidas por una matriz de lignina amorfa que actia como una fase hecha de polimero

fendlico y ocupa el espacio vacio entre celulosa, hemicelulosa y los compuestos de pectina.
73

La hemicelulosa se comporta como aglutinante de la fibra de celulosa y la lignina, formando
un sistema compuesto de fibras reforzadas. La hemicelulosa es una estructura de
carbohidratos complejos compuesta por varios azlcares de cinco y seis atomos de carbono
tales como xilosa, arabinosa, glucosa, galactosa y manosa. % Finalmente, la pectina actla
como un agente de union para la interaccion de la pared celular primaria con las paredes
adyacentes de otras células vegetales.”* Las condiciones climaticas, la edad y el proceso de

digestion influyen en la estructura de las fibras y en su composicion quimica.”™

24.2.1. Celulosa

La glucosa es la hexosa mas tipica y se representa mediante la formula CsHi1206. Sin
embargo, la forma en que se enlazan las moléculas de glucosa puede generar varios isomeros
distintos como alfa glucosa y beta glucosa. Este tipo de estructuras poseen propiedades
completamente diferentes; ejemplo de ello se muestra en los enlaces glucosidicos alfa que se
combinan para generar almidon, mientras que los enlaces glucosidicos beta forman la
celulosa.”™ La celulosa esta compuesta por subunidades de D-glucosa unidas por enlaces B-
(1,4) de manera lineal. La unidad de repeticion es un dimero de glucosa, conocido como

celobiosa (Figura 2).

La celulosa posee un grado de polimerizacion que va desde 10 000 a 20 000, siendo uno de
los polimeros naturales mas importantes producidos en la biosfera, y se considera el polimero

renovable mas abundante en la Tierra. "
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Figura 2. Estructura quimica representativa de la celulosa. Adaptado de ref. 39. 2018

Journal of Saudi Chemical Society.
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En general, la celulosa es una sustancia fibrosa, dura e insoluble en agua que desempefia un
papel esencial en el mantenimiento de la estructura de las paredes celulares de las plantas.
En la naturaleza, la celulosa no se produce como una molécula individual aislada, sino que
se encuentra como conjuntos de fibras formadoras de cadenas de celulosa individuales. La
jerarquia morfoldgica esté definida por fibrillas elementales, que se agrupan en unidades mas
grandes llamadas microfibrillas, que a su vez se ensamblan en fibras. Dentro de las fibrillas
de celulosa hay regiones en las que las cadenas de celulosa estan dispuestas en una estructura
altamente ordenada (cristales) y regiones desordenadas (amorfas). Estas regiones no poseen
fronteras bien definidas, pero parece existir una transicion de una zona ordenada de las
cadenas de celulosa a un estado desordenado o amorfo, en la cual estas cadenas presentan

una orientacion menor. "3

La region cristalina se debe a la union de moléculas por puentes de hidrogeno, dando a la
fibra resultante buena resistencia e insolubilidad en la mayoria de los disolventes; estas
interacciones también evitan que la celulosa funda, es decir, no es termoplastica. * En las
regiones menos ordenadas, las cadenas estan mas separadas y disponibles para formar enlaces
de hidrégeno con otras moléculas, como el agua. Es por esta razon que la mayoria de las
estructuras de celulosa pueden absorber grandes cantidades de agua haciéndolas

higroscopicas. Por lo tanto, la celulosa se hincha pero no se disuelve en agua.®®

24.2.2. Nanocelulosa

La nanocelulosa es obtenida a partir de fuentes celulésicas renovables, que se utiliza para
aumentar las propiedades mecanicas y mejorar la estabilidad térmica de los compuestos
poliméricos, debido a que la nanocelulosa posee una estructura morfoldgica mas uniforme
que en la biomasa lignocelulésica, tiene un gran potencial como refuerzo en la fabricacion
de nanocompuestos. La calidad de la nanocelulosa, asi como el rendimiento, dependerian de

la fuente de biomasa lignocelulésica y el método de extraccion. 76

La celulosa en la biomasa lignocelulésica se puede desintegrar en materiales de dimension
nanométrica mediante el uso de métodos apropiados. La extraccién de nanocelulosa de la
biomasa celuldsica incluye dos pasos principales denominados pretratamiento vy

blanqueamiento. El objetivo principal del pretratamiento es eliminar cierta cantidad de
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lignina, hemicelulosa, cera y aceites que cubren la superficie externa de la pared celular de
la fibra. El tratamiento con alcali despolimeriza la estructura de celulosa nativa, desfibrila las
microfibrillas de celulosa externas y expone cristales de longitud corta. Por su parte, el

blanqueamiento es requerido para eliminar completamente el material cementante de la fibra.
77

Utilizando diferentes métodos, se pueden aislar dos tipos de nanocelulosa a partir de celulosa
vegetal, denominados celulosa nanocristalina (NCC, por sus siglas en inglés) y celulosa
nanofibrilada (NFC, por sus siglas en inglés). '8

El principal meétodo para aislar NCC de las fibras de celulosa se basa en el tratamiento
quimico mediante hidrdlisis acida suave. El &cido se puede infiltrar facilmente dentro de las
regiones amorfas de la celulosa y hace que se hidrolice, mientras que las regiones cristalinas
se pueden mantener debido a su mayor resistencia al ataque acido. Por lo tanto, después del

tratamiento con &cido, se producen nanocristales similares a varillas. "

Los nanocristales de celulosa presentan diferentes dominios cristalinos de las fibras
celulésicas denominados bigotes, nanofibras o cristales de celulosa, aislados mediante
diferentes condiciones de hidrolisis acida, y se denominan de esta manera debido a sus
caracteristicas fisicas de rigidez, grosor y longitud.”® Los cristales son de interés
principalmente por sus propiedades fisicas y mecanicas, que incluyen alta rigidez, resistencia
y relacién de aspecto. Estas propiedades hacen que los NCC sean una excelente opcion para

usar como refuerzo en varios nanocompuestos de polimeros.

El &cido sulfurico y el acido clorhidrico se usan ampliamente para aislar NCC, los mismos
reaccionan con el grupo hidroxilo de la superficie, introduciendo grupos de sulfato con carga
negativa en la superficie del NCC. Estos grupos inducen fuerzas de repulsién y promueven
la dispersion de NCC en el agua. Las dimensiones de los NCC varian de 10 a 50 nm de ancho
y de 100 a 500 nm de longitud, ademas tienen una relacion de aspecto de entre 10 y 67 segln

los materiales de partida y las condiciones de hidrolisis. "8

Por otra parte, la estructura de NFC se compone de las partes amorfas y cristalinas de la fibra

de celulosa original, que se puede aislar del algoddn, la madera y las plantas mediante
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tratamiento mecénico. Las fibras poseen una alta relacion de aspecto de aproximadamente
100, con una longitud de unos pocos micrémetros y un ancho de 2-60 nm. Sin embargo,
debido al fuerte enlace de hidrdgeno entre las nanofibras, la fibrilacion mecéanica requiere

mucho tiempo y energia, lo cual es una gran barrera para aplicaciones comerciales.”®
2.5.  Actividad antimicrobiana de aceites esenciales

Las nuevas formas de proteger los alimentos contra factores internos y externos y de
prolongar la vida util de los alimentos han alentado a la industria alimentaria a desarrollar
nuevos conceptos de envasado, entre ellos se encuentra el envasado activo en el cual las
sustancias responsables de la funcion activa del empaque se pueden incorporar directamente
en el material de empaque e interactuar con la superficie de los alimentos, absorbiendo o
liberando compuestos desde/hacia el alimento y al exterior. Esto permite extender la vida util
de los productos alimenticios, mantener o mejorar las propiedades de los alimentos envasados
y monitorear ciertas condiciones del ambiente en el cual los alimentos estan expuestos.
Ademas de la proteccion extendida de los productos alimenticios, estos paquetes pueden

fabricarse con materiales biobasados y/o biodegradables.®’

El envasado activo comprende empaques antimicrobianos activos. Estos paquetes estan
formados por una matriz polimérica que contiene los aditivos como aceites esenciales que
protegen los alimentos contra los patdgenos alimentarios.®! Por otra parte, debido a las
demandas de los consumidores en la actualidad, existe una tendencia a buscar aditivos
naturales debido a que han sido considerados como aditivos alimentarios generalmente
reconocidos como seguros (GRAS, por sus siglas en inglés) por la Administracion de Drogas
y Alimentos;  mientras que los aditivos sintéticos se han asociado con efectos secundarios

negativos para la salud humana.’®

En este sentido, estos nuevos materiales de envasado activos se pueden aplicar a los alimentos
como recubrimientos o peliculas, razon por la cual se han investigado fuentes alternativas de
antimicrobianos, como extractos y aceites esenciales derivados de plantas, como canela

(Cinnamomum zeylanicum Blume), romero (Rosmarinus officinalis L.) y orégano (Origanum
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vulgare L.), aceite de naranja, entre otros; que se han incorporado con éxito en matrices

poliméricas presentando actividad antibacteriana y/o antifiingica. 34358485

2.5.1. Aceite esencial de romero

Los aceites esenciales son liquidos producidos naturalmente como metabolitos secundarios
por una especie de planta especifica y han sido utilizados desde la antigiedad como
aromatizante y en la medicina tradicional ancestral. El aceite esencial puede ser extraido de
diferentes partes de plantas como las flores, brotes, semillas, hojas, tallos y corteza. 888
Ademas, estdn compuestos principalmente por terpenoides, compuestos fendlicos vy
aromaticos. Sin embargo, la composicion y las propiedades fisicoquimicas de los aceites
esenciales estan muy influenciadas por la especie, parte de las plantas utilizadas, origen
geogréfico, tiempo de cosecha, etapa de desarrollo, edad de las plantas y método de
extraccion. Estos son los factores que determinan la funcion bioldgica de estos aditivos

naturales de naturaleza hidr6foba.848°

Especificamente el aceite esencial de romero (Rosmarinus officinalis L.) es una planta
aromatica perteneciente a la familia Lamiaceae. Es una hierba lefiosa y perenne con hojas
fragantes, perennes, con forma de aguja y flores blancas, rosadas, moradas o azules. El
romero se ha utilizado durante miles de afios para propuestas culinarias y medicinales, debido

a sus propiedades aromaticas y beneficios para la salud. %

Las actividades biologicas de esta planta estan relacionadas principalmente con los
componentes fenolicos y volatiles como el carnosol, el &cido carndsico y el &cido rosmarinico
presentes en el extracto de romero y a-pineno, (-) acetato de boro, alcanfor y eucaliptol
presentes en el aceite esencial de esta planta.®* Los componentes menores pueden tener una
influencia potencial en la actividad bioldgica debido a la posibilidad de un efecto sinérgico
entre sus componentes. En cuanto a los componentes asociados a la actividad antimicrobiana
se encuentran los compuestos volatiles 1,8-cineol, alcanfor, eugenol y a-pineno, y el

compuesto fenolico del acido carndsico. %

Las plantas aromaticas son ricas en aceites volatiles, que dan aromas agradables. Los

compuestos aromatizantes importantes en el romero son hidrocarburos monoterpenos,
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monoterpenos oxigenados, hidrocarburos sesquiterpénicos, sesquiterpenos oxigenados,
ésteres, cetonas, fenol, alcohol y otros.®®

Los estudios han sefialado la variabilidad del perfil de composicion y el rendimiento del
aceite debido a la influencia de factores como los procesos de extraccion, las especies, la
parte de la planta utilizada, el origen geogréfico, el momento de la cosecha, etapa de
desarrollo de la planta y edad.®** Ademas de esto, la composicion del romero puede verse
influenciada por el tipo de almacenamiento (fresco, seco o congelado), el método de secado
y el tipo de disolvente utilizado para la extraccion. %

2.5.2. Determinacion de la minima concentracion inhibitoria (MIC)

Las plantas y otras fuentes naturales pueden proporcionar una amplia gama de compuestos
estructuralmente diversos como los extractos vegetales y microbianos, aceites esenciales,
metabolitos secundarios puros y nuevas moléculas sintetizadas como posibles agentes
antimicrobianos. % En este sentido, es fundamental definir la concentracién minima
inhibitoria (MIC, por sus siglas en inglés) del agente antimicrobiano en estudio para
determinar la concentracion mas baja capaz de inhibir el crecimiento de microorganismos
visibles y con ello definir los posibles usos del agente antimicrobiano. 3 De acuerdo con
esto, existen una variedad de métodos de laboratorio para evaluar o detectar la actividad
antimicrobiana in vitro de un extracto o un compuesto puro. Los métodos méas conocidos y
basicos son de difusion de discos y métodos de dilucion que describen las técnicas de
preparacion, inoculacion, medio de crecimiento y condiciones de incubacién adecuadas para

cada proposito. *

Especificamente los métodos de dilucion de agar son los mas apropiados para la
determinacion de los valores de MIC, ya que ofrecen la posibilidad de estimar la

concentracion del agente antimicrobiano probado en el agar. 3

El método de dilucion de agar implica la incorporacion de concentraciones deseadas
variables del agente antimicrobiano en un medio de agar fundido, seguido de la inoculacién
de un inéculo microbiano definido en la superficie de la placa de agar. El punto final de MIC

se registra como la concentracion mas baja de agente antimicrobiano que inhibe
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completamente el crecimiento en condiciones de incubacion adecuadas. Esta técnica es
adecuada para pruebas de susceptibilidad tanto antibacterianas contra bacterias gram

positivas y gram negativas como antifingicas. *°

2.6. Propiedades clave de los materiales de empaque utilizados como plasticos de

un solo uso

Los materiales de embalaje derivados de plasticos son generalmente livianos, faciles de
modelar en diferentes formas y econémicos con respecto a metales, madera y textiles. Esta
versatilidad es en gran parte responsable de su crecimiento en el uso: la capacidad de adaptar
cuidadosamente el rendimiento de un recipiente de plastico a las necesidades del producto,
el mercado y las demandas de la cadena de suministro, significa que existe una solucion
“plastica” para casi todos problemas de embalaje. La mayoria de las soluciones se encuentran
entre los polietilenos (LDPE, LLDE, HDPE), polipropileno (PP), cloruro de polivinilo (PVC)
y polietileno tereftalato (PET). 7

Las principales industrias dependen de ellos en aspectos relacionados con el empaque de
productos y materiales tan variados como partes de automdviles, materiales de ferreteria,
libreria, equipos electronicos, textiles, articulos para el hogar, alimentos, entre otros que
utilizan material plastico denominado “plasticos de un solo uso”, pues estos empaques son
retirados para conservar el contenido. Al considerar el rendimiento de los materiales
plasticos, las propiedades de mayor interés en las aplicaciones de embalaje y su relevancia

en el uso se resumen a continuacién. "

La determinacién de la composicion quimica de un material plastico puede realizarse por
Espectrometria Infrarroja con Transformada de Fourier y con ello determinar la interaccion
entre la matriz y sus aditivos, asi como la estabilidad quimica que describe la compatibilidad
de un polimero para estar en contacto directo con una variedad de diferentes tipos de

productos a empacar. ’°

La resistencia a la traccion y el alargamiento son probablemente de mayor relevancia
practica. En lo que respecta a las peliculas y laminados, estas deben resistir la tension de

pasar a través de una estacion de formacidn sin estirarse ni romperse, y las bolsas deben
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resistir la fuerza del peso del producto al caer en su lugar sin distorsion. Para el envasado por
estirado de tarimas, se requiere una pelicula con alto alargamiento, siendo el material mas
utilizado el polietileno lineal de baja densidad. La resistencia a la traccion es una propiedad
direccional y las especificaciones indicaran los valores en la direccion transversal y de la
maquina. Las propiedades de alargamiento a la rotura también influyen en la flexibilidad del
material desgarro durante la formacion de la maquina como en la manipulacion posterior. En
general, los plasticos tienen una buena resistencia a la rotura, en comparacion, por ejemplo,

con el papel. ”®

Otras propiedades importantes son la temperatura de transicion vitrea (Tg) y la temperatura
de fusion (Tm) de los pléasticos, donde, la Tg es el punto en el que el material cambia de un
estado vitreo a un estado gomoso y se produce en las regiones amorfas de un polimero,
mientras que la Tm es la temperatura a la que se funden las regiones cristalinas de un
polimero y, por tanto, siempre es superior a Tg. Por lo que, los polimeros totalmente amorfos
(por ejemplo, poliestireno) no tienen temperatura de fusion y los termoestables no tienen
temperatura de transicion vitrea (debido a su alto grado de reticulacion). Para la
determinacion de la Tm se utiliza la caracterizacion por medio de la calorimetria de barrido

diferencial. °

Las propiedades de barrera contra la humedad de los plasticos determinan su idoneidad para
proporcionar la vida util requerida del producto. Los datos que se muestran en el cuadro 1
corresponden a la compilacion de propiedades de los materiales de embalaje principales
utilizados en la industria plastica presentes en las investigaciones realizadas por Mangaraj S.,
et al.; 2009 &y Keller P. y Kouzes R., 2017 8! que pueden usarse como un punto de partida
para seleccionar qué plasticos pueden ser adecuados con respecto a la temperatura de

transicion vitrea, temperatura de fusion, densidad, propiedades mecanicas y de barrera. "
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Cuadro 1. Propiedades de los materiales de embalaje principales utilizados en la industria

plastica.
Polietileno Poli Cloruro de Polietileno tereftalato
propileno polivinilo (PET)

Propiedades

LDPE | LLDPE| HDPE PP PVC Desorientada | Orientada
Tg (°C) -120 -120 -120 -10 75-105 73-80 73-80
Tm (°C) 105-115| 122-124| 128-138 160-175 212 245-265 245-265
Densidad 0.915- | 0.915- | 0.94-
(g/cm3) 0.940 0935 0.97 0.89-0.91 1.35-1.41 1.29-1.40 1.40
Modulo
elastico 0.2-0.5 - 0.6-1.1 1.1-15 4.1 2841 -
(GPa)
Resistencia a
la traccion 8-31 20-45 17-45 31-43 10-55 48-72 220-270
(Mpa)
(Eog‘gac'on 100-965 | 350-850| 10-1200|  500-650 14-450 30-3,000 70-110
WVTR 375-500 | 375-500 125 100-300 700-750 390-510 440
WVTR* 15-25 15-25 5-12 3-7 20-30 16-20 16-20
WVP 0112 | 0112 | 0.0148 | 0.0575 0.451 0.213 0.213

Tg: temperatura de transicion vitrea (° C) 8°
Tm: temperatura de fusion (° C) &°
WV TR: tasa de transmision de vapor de agua a 37,8 ° C y 90% de HR (gum/m?dia) &°

WVTR* = Velocidad de transmision de vapor de agua para pelicula de 25 p de pelicula en
g/m?h; condiciones de prueba 38 ° C, 90% de humedad relativa (conversion de unidades,
fuente propia).
WVP= Permeabilidad de vapor de agua en g-mm-m2-d* a1 atm.’!

21



Las propiedades Opticas como la transparencia y el brillo influyen principalmente en la
estética del envase. Si el producto tiene una apariencia atractiva y es estable a la exposicidn
a la luz, entonces puede ser deseable un paquete muy transparente. Los polimeros totalmente
amorfos son transparentes; a medida que aumenta el grado de cristalinidad, la transparencia

disminuye y los materiales se vuelven opacos.

Con respecto a la industria alimentaria y farmacéutica, los polimeros utilizados en empaque
requieren el analisis de la actividad antimicrobiana para garantizar la salubridad vy
preservacion del producto contenido en el empaque. Las secciones 2.12 y 2.14 detallan los

fundamentos que sustentan este requerimiento en los materiales de envasado.
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CAPITULO IIl. OBJETIVOS

Objetivo general

Producir un biocompuesto a base de almidon termopléstico de yuca (Manihot esculenta
Crantz) y nanocelulosa obtenida de rastrojo de pifia (Ananas comosus) como una alternativa
para la sustitucién de plasticos de un solo uso.

Objetivos especificos

I Obtener almidon a partir de yuca amarga (Manihot esculenta Crantz) y nanocelulosa
a partir de rastrojo de pifia (Ananas comosus).

ii. Elaborar un biocompuesto a base de almidon de yuca (Manihot esculenta Crantz) y
de nanocelulosa obtenida del rastrojo de pifia (Ananas comosus).

iii. Evaluar la funcionabilidad del biocompuesto mediante analisis térmicos, ensayos

mecanicos y morfologicos para la sustitucion de plasticos de un solo uso.
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CAPITULO IV. METODOLOGIA

La variedad de yuca amarga utilizada en esta investigacion fue suministrada por la Estacién
Experimental los Diamantes localizada en Guapiles, la cual esté adscrita al Instituto Nacional
de Innovacién y Transferencia en Tecnologia Agropecuaria (INTA) perteneciente al
Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG) y el grupo PCI Rojas en San Carlos. Por otra
parte, el rastrojo de pifia utilizado fue donado por la empresa pifiera Santa Clara ubicada en
la provincia de Heredia, especificamente en la zona de Sarapiqui. En cuanto al romero

utilizado, este fue obtenido en el VValle del Cauca, Cali, Colombia.

En este trabajo se elaboraron materiales termoplasticos a partir de almidon TPS y de manera
comparativa se elaboraron biocompuestos de TPS/NCC utilizando nanocelulosa cristalina
como refuerzo de la matriz. Ademas, se evalud el efecto antimicrobiano de la adicion de
aceite esencial de romero a la matriz polimérica tanto de TPS como de TPS/NCC. Paratodas
las formulaciones se utilizaron glicerol y agua como agentes plastificantes. Para cada uno de

los materiales elaborados se evaluaron las propiedades fisicas, térmicas y mecanicas.

Para la seleccion de las materias primas, yuca, rastrojo de pifia y romero, se realizé un
muestreo no probabilistico de tipo casual, en el que el procedimiento de seleccidén desconoce
la probabilidad que tienen los elementos de la poblacion para integrar la muestra y la

seleccion de los mismos es arbitraria, es decir, sin un juicio o criterio preestablecido.

4.1.  Extraccion del almidén obtenido de la yuca amarga

4.1.1. Proceso de extraccion del almiddn a partir de la yuca
Para la extraccion del almidén se siguid el procedimiento descrito por Cortés: %

Equipos y materiales:

e Cuchillo.

e Licuadora industrial Waring modelo LB20 EG/ES.

e Tamices de 80 y 100 MESH.

e Tamizador W. S. Tyler Incorporated, Tipo Sieve Shaver, Modelo RX-86.

e Recipientes cilindricos plasticos con tapa.
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e Estufa de conveccion forzada ESCO modelo OFA-110-8.

e Bandejas de acero inoxidable.
Procedimiento:

Se utilizaron 5 kg de raices frescas e integras de yuca, lavadas, peladas y cortadas en cubos
de 5 centimetros aproximadamente. Se homogenizaron en una licuadora industrial con agua
potable en una proporcién tubérculo y agua de 2 a 1, por 3 minutos hasta obtener una pasta
homogénea; esta se hizo pasar por un tamiz 80 MESH con lavados consecutivos de agua. El
filtrado que contenia el almiddn se recolecto en recipientes plasticos y se almaceno a 8 °C
por 24 horas para sedimentacion del almidon. Posteriormente se decanté el liquido sobre
nadante y se efectuaron 5 lavados con agua al solido obtenido, dejando reposar en
refrigeracion 24 horas entre cada lavado. Esto se hace con el fin de eliminar posibles
impurezas que hubiesen atravesado la malla. Se realiz6 una ultima decantacion colocando el
almiddn en bandejas y se procedid a secar en un horno entre 50 °C y 60 °C, hasta que alcanzo
un porcentaje de humedad alrededor del 12 %. Una vez seco el almiddn, se tamiz6 en un
MESH 100 para obtener un tamafio de particula menor a 0,150 mm.®® Para determinar el
porcentaje de rendimiento en la obtencion de almiddn a partir de yuca se utiliza la siguiente

ecuacion:

mf
% Rendimiento de extracciéon de almidon = el 100 Ecuacion 1

Donde:
mi= masa inicial de yuca pelada en base seca.

mf= masa almidon obtenida en base seca.

4.1.2. Caracterizacién del almidon obtenido de la yuca amarga

4.1.2.1. Microscopia éptica

Se realizaron estudios de microscopia dptica en el Centro de Investigaciones en Estructuras

Microscopicas (CIEMIC) de la Universidad de Costa Rica. El anlisis pretendia comprobar
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la extraccion de los granulos de almidén de yuca y realizar una comparacion de los mismos
con el almidén comercial de papa.
Equipos y materiales:

e Almidon extraido de yuca CM7951-5.
e Almidon comercial de papa Sigma Aldrich.
e Microscopio éptico invertido Olympus 1X51 acoplado a una camara Olympus
DP71.
Procedimiento:
Se realiz6 una dispersion manual de la muestra de almidon en agua, luego se colocé en un

portaobjetos y se observo a un aumento de 40 x.

4.1.2.2. Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Los granulos de almidén nativo fueron analizados por microscopia electronica de barrido
(SEM) en el Centro de Investigacion en Estructuras Microscopicas (CIEMIC) de la
Universidad de Costa Rica (UCR).

Equipos:

e Microscopio Electronico de Barrido (FE-SEM) con EDS, marca TESCAN modelo
MIRA 3 LMU.

4.1.2.3. Cuantificacion del almidon

La cuantificacion del almiddn total para la muestra de almidén de yuca de la variedad 7951-
5 y almidon comercial de papa fue realizada en el Centro Nacional de Ciencia y Tecnologia
de Alimentos (CITA) de la Universidad de Costa Rica (UCR) mediante la utilizacion de un

kit enzimatico comercial.
4.1.2.4. Determinacion de la temperatura de gelacion del almidon
Para la determinacion de la temperatura de gelacion del almidon se sigui6 el método descrito

por Sandi: 4

26



Equipos, materiales y reactivos:

e Almidon comercial de papa Sigma Aldrich.

e Balanza analitica Mettler, AE200.

e Micropipetade 1 — 10 pL.

e Capsulas de aluminio de DSC.

e Analizador DSC Perkin EImer Modelo: Pyris DSC-6.
e Nitrégeno gaseoso grado industrial PRAXAIR.

Procedimiento:

Se midieron 3 mg del almidon en forma de polvo fino y se colocaron en una capsula de
aluminio para ser analizados por DSC y se le adicionaron 9 uL de agua destilada. La capsula
se selld y se dejo reposar durante un dia. Luego se procedio a introducir la capsula en el DSC
y se hizo un barrido de temperatura desde 25 °C a 170 °C a una velocidad de calentamiento
de 10 °C/min en una atmdsfera inerte utilizando un flujo de nitrogeno de 20 mL/min.
Finalmente se reporto la temperatura inicial (To), temperatura maxima (Twm) (temperatura de

gelacién) y la temperatura final (Ty), asi como la entalpia de gelacion (AH).
4.1.2.5. Determinacién del contenido de amilosa

Para la determinacion del contenido de amilosa en el almidon se siguié el método descrito

por Cortés: %
Equipos, materiales y reactivos:

e Espectrofotometro UV-VIS THERMO SCIENTIFIC Evolution™ 201/220.
e Balanza analitica Mettler, AE200.

e Agitador-calentador Thermo Scientific, Cimarec SP131325.

e Micropipeta de 1 — 1000 pL.

e Bario de cobre.

e Beakers, 25 mL.

e Pastilla magnética.
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e Balon aforado, 50 mL y 100 mL.

e Hidroxido de sodio (NaOH), Fisher Scientific.
¢ Acido clorhidrico (HCI), Sigma Aldrich.

e Tartrato de hidrégeno y potasio, Sigma Aldrich.
e Yodo (I2) s6lido, Sigma Aldrich.

e Yoduro de potasio (KI), Sigma Aldrich.

Procedimiento:

Se prepararon 100 mL de disolucion de yodo-yoduro (reactivo de Lugol), disolviendo 2,0 ¢
de yoduro de potasio en 50 mL de agua destilada y luego adicionando 0,2 g de yodo; una vez
disuelto el yodo se afor6 a 100 mL.

Luego se prepard una disolucion madre de 0,9 mg/mL tomando una masa de 0,09 g de
amilosa y adicionando 1 mL de etanol, 10 mL de agua y 2 mL de hidréxido de sodio al 10 %
m/v; la misma se colocé en bafio de agua hirviendo con agitacion constante. Una vez disuelta
la masa medida, se realiz6 un trasvase cuantitativo a un balon de 100 mL y se aford con agua

destilada.

Posteriormente, se elabor6é una curva de calibracion utilizando las siguientes disoluciones
patron: (0,2; 0,1; 0,05; 0,025; 0,0125; 0,0050 y 0,0025) mg/mL de amilosa. Para la
elaboracion de las disoluciones patrén se debe colocar la alicuota correspondiente de la
disolucion de 0,9 mg/mL de amilosa y adicionando 1 mL de la disolucién de yodo — yoduro
y completando el aforo con agua destilada. Finalmente, se realiz6 un barrido en el
espectrofotometro UV-VIS de la disolucién con concentracion intermedia con el fin de
encontrar la longitud de onda de maxima absorcion (generalmente se localiza alrededor de
622 nm).

Para la determinacion del contenido de amilosa en la muestra se midié 1 mg de la muestra en
un beaker y se disperso en 2 mL de agua destilada. Se adiciond gota a gota 1 mL de NaOH 1
mol/L y se calentd por 3 min en un bafio de agua en ebullicion. Se enfrié y neutralizd con
HCI 1 mol/L y se agregaron de 0,16 g de tartrato de hidrégeno y potasio. Posteriormente se
trasvasé cuantitativamente a un balon aforado de 100 mL, se adiciond 1 mL de disolucién de

yodo-yoduro, se mezcld y se dejé reposar por 20 min. Finalmente, se realiza la determinacién
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de la absorbancia de la muestra en el espectrofotémetro UV-VIS a longitud de onda de
maxima absorcion determinada mediante el barrido de la muestra; experimentalmente se

realizd a 622 nm.

4.2.  Extraccioén de la fibra vegetal y caracterizacion las materias primas
relacionadas al rastrojo de la pifia

El material recolectado se lavo para eliminar la suciedad proveniente del campo, luego se
descarto el tallo y la raiz y se procedié a decorticar las hojas hiimedas, es decir, a retirar la
corteza de la hoja de pifia utilizando una decorticadora del Instituto Tecnoldgico de Costa
Rica (TEC) para obtener la fibra vegetal.

La composicion de las hojas del rastrojo de la pifia decorticadas fue analizada por el
Laboratorio de Quimica de la Atmosfera (LAQAT) de la Universidad Nacional. Estas
mediciones se realizaron de acuerdo a las normas establecidas por la American Standard
Testing Materials (ASTM) para cada uno de los parametros analizados tales como porcentaje
de humedad ASTM D4442-92, %7 cenizas ASTM E1755-01, ® hemicelulosa y holocelulosa
ASTM 1104-56 *° y a-celulosa ASTM D 1103-60. 1®

4.2.1. Aislamiento de la nanocelulosa cristalina (NCC) obtenida del rastrojo de la
pifia

4.2.1.1. Separacion de la celulosa del sustrato entero

Para la separacion de la celulosa de los demas componentes del sustrato se siguid el

procedimiento descrito por Mohamad Haafiz: 1%t
Equipos, materiales y reactivos:

e Agitador-calentador Thermo Scientific, Cimarec SP131325.
e Agitador de vidrio.

e Balanza analitica Mettler, AE200.

e Beakers, 1L.

e Bomba de vacio KNF Neuberger Laboport.

e Embudo Biichner.
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e Hidroxido de sodio (NaOH) en granulo, Fisher Scientific.

e Hipoclorito de sodio (NaClO), Sigma Aldrich.

e Kitasato, 500 mL.

e Papel filtro Sartorius Stedim, grado 1288 FT-3-206-125, cualitativo.
e Papel pH O ~ 14.

e Pastilla magnética.

e Termémetro, Omax: 150 °C.

Procedimiento:

Se midio la masa de 400 g del material decorticado, se tratdé con 1 litro de disolucion de
hidroxido de sodio (NaOH) al 2 % m/v a 80 °C por 4 h con agitacion mecéanica constante.
Luego se filtré con agua destilada hasta que la muestra fue neutralizada, se blanque6 con 1L
de hipoclorito de sodio (NaClO) al 3 % m/v durante 4 h a temperatura ambiente y agitacion
constante y se llevo a pH neutro. Finalmente, se adicionaron 2 gotas de cloroformo para evitar
el crecimiento bacteriano y se almacena el material solido en refrigeracion a

aproximadamente 10 °C.

4.2.1.2. Aislamiento de nanocelulosa cristalina (NCC)

Se siguié el procedimiento descrito por Santos para el aislamiento de la nanocelulosa

cristalina: 18
Equipos, materiales y reactivos:

e Acido sulfarico (H2SOs), Sigma Aldrich.

e Agitador-calentador Thermo Scientific, Cimarec SP131325.
e Agitador de vidrio.

e Balanza analitica Mettler, AE200.

e Balon de tres bocas, 500 mL.

e Bario de cobre.

e Beakers, 1L.
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e Bomba de vacio KNF Neuberger Laboport.

e Desecador de vidrio.

e Embudo Buchner.

e Kitasato, 500 mL.

e Papel filtro Sartorius Stedim, grado 1288 FT-3-206-125, cualitativo.
e Papel pH O ~ 14.

e Pastilla magnética.
e TermoOmetro, Omax: 150 °C.

e Sonicador Misonix Touch-Screen Sonicator S-4000.
e Centrifuga, Eppendorf 5804-R.
e Membranas de dialisis Standard® RC

Procedimiento:

Una vez completada la separacion de la celulosa del sustrato entero, el material se utilizd
para la extraccion de nanocelulosa por hidrolisis acida.

La hidrdlisis se realiz6 a 45 °C durante 2 horas bajo agitacion vigorosa y constante. Para cada
gramo de celulosa tratada se utilizaron 20 mL de H2SOs al 64% (p/p) (9,17 mol/L).
Inmediatamente después de la hidrolisis, la suspension se diluyé 10 veces con agua fria para
detener la reaccion de hidrdlisis, luego se centrifugd dos veces durante 10 minutos a 7000
rpm para eliminar el exceso de acido. Posteriormente se llevo a cabo la dialisis durante 4 dias
donde el precipitado se suspendié en agua para eliminar los grupos de sulfato no reactivos,
sales y azucares solubles, hasta que se alcance el pH neutro. Finalmente, la suspension
resultante del proceso de dialisis se someti6é a ultrasonificacion durante 10 minutos y se
almaceno en refrigeracion a 4 °C agregando 3 gotas de cloroformo en la suspensién para

evitar cualquier crecimiento bacteriano.

m .
% Rendimiento de nanocelulosa = F{ 100 Ecuacion 6

Donde:

mi= masa inicial de rastrojo de pifia base seca.
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mf = masa de nanocelulosa obtenida en base seca.

4.2.2. Caracterizacion de la nanocelulosa (NCC)

Para caracterizar la nanocelulosa obtenida se analizaron las propiedades térmicas por TGA,
las propiedades estructurales por medio de espectroscopia infrarroja con transformada de
Fourier, al igual que el tamafio y concentracion utilizando los ensayos de microscopia

electronica de transmision y dispersion dindmica de la luz.

4.2.2.1. Microscopia electronica de transmisién (TEM) de NCC

Los cristales de nanocelulosa obtenidos fueron analizados por microscopia electronica de
transmision (TEM por sus siglas en inglés) en el Centro de Investigacion en Estructuras
Microscopicas (CIEMIC) de la Universidad de Costa Rica (UCR).

Equipos:

e Microscopio Electronico de Transmision JEM 2100.

4.2.2.2. Determinacion de tamafio de la NCC por dispersion dinamica de luz
(DLS)

El tamarfio de particula de la nanocelulosa se determind la técnica de dispersion dindmica de
la luz (DLS, por sus siglas en inglés) utilizando un analizador de tamafio de particulas
Zetasizer ultra Malvern Panalytical de la Escuela de Ingenieria Quimica de la Universidad

de Costa Rica (UCR) siguiendo el procedimiento descrito por Wulandari W.T, et al. 2016.
102

Equipos y materiales:

e Nanocelulosa de consistencia conocida.

e Analizador de tamafio de particulas Zetasizer ultra Malvern Panalytical.

Procedimiento:
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La nanocelulosa se diluy6 con agua destilada hasta una concentracion aproximada de 0,1 g/L
y se insert6 en la cubeta. Las mediciones se realizaron a temperatura ambiente con un rango

de medicion de 0 nm hasta 8000 nm.

4.2.2.3. Espectroscopia de infrarrojo (FT-IR)

Para determinar los grupos funcionales presentes en la NCC, se realiz6 la caracterizacion con
FT-IR segun los parametros establecidos por Santos: 8

Equipos y materiales:

e Nanocelulosa cristalina de rastrojo de pifia en polvo.
e FT-IR marca Thermoscientific Nicolet 1S-50 con accesorio de reflectancia total

atenuada ATR (por sus siglas en inglés).

Procedimiento:
Se realizaron espectros infrarrojos a la NCC en un intervalo de niimero de onda de 500 cm™
a 4000 cm™. Las muestras fueron analizadas utilizando la reflectancia total atenuada (ATR)

con cristal de diamante a una resolucién es de 4cm™, 32 barridos.

4.2.2.4. Analisis termogravimétrico (TGA)

Para determinar la estabilidad térmica del material se realizd un analisis termogravimétrico

a la NCC segun los pardmetros establecidos por Mohamad Haafiz: 10t

Equipos y materiales:

e Nanocelulosa cristalina de rastrojo de pifia en polvo.
e TGA modelo Q500 (TA Instruments).

Procedimiento:

Las muestras se calentaron de temperatura ambiente hasta 800 °C con una rampa de

calentamiento de 20 °C/min y flujo de nitrégeno de 40 mL/min.
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4.3.  Extraccién y caracterizacion de aceite esencial de romero (AER)

4.3.1. Extraccion de aceite esencial de romero (AER)

El aceite esencial se extrajo por el método de hidrodestilacion 1%
Equipo y materiales:

e Romero (Romerus officinalis).

e Balones de fondo plano 5 L.

e Condensadores.

e Plantillas calefactoras de agitacion IKA C-MAG.

e Balanza granataria digital Kern 440.
Procedimiento:

Las hojas y tallos delgados de la planta se colocaron en agua destilada (relacion m/v = 1/12)
y se extrajo el AER en un sistema de hidrodestilacion mostrado en la figura 3 con el cuél se
extrajo el aceite de romero paulatinamente durante 3 horas a 100 °C. El aceite esencial

obtenido se almacené en refrigeracion a 10 °C.

34



Figura 3. Sistema de hidrodestilacion utilizado para la extraccion de AER. Fuente propia.

El rendimiento de la extraccion se calcula de acuerdo a la siguiente ecuacion:

VAER

% Rendimiento de extraccion del AER = - 100 Ecuacion 2

RS

Donde:
V aer= Volumen de aceite esencial de romero obtenido.

Mgrs= masa inicial de planta de romero seca.

4.3.2. Caracterizacion de los aceites esenciales

Para la caracterizacion del AER obtenido se llevaron a cabo analisis de cromatografia de

gases acoplado a masas y la cuantificacion de los fenoles totales presentes.
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4.3.2.1. Cromatografia de gases acoplada a masas del AER

El andlisis de los componentes presentes en el AER extraido fue realizado mediante
cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas del Centro de Investigaciones en
Productos Naturales (CIPRONA) de la Universidad de Costa Rica (UCR).

4.3.2.2. Cuantificacion de los fenoles totales en los aceites esenciales

El ensayo de contenido de fenoles totales se realizo de acuerdo con Erkan et al. (2008). 1%
Equipo y materiales:

e Micropipeta Thermo Scientific.

e Reactivo Folin — Ciocalten Sigma Aldrich.

e Carbonato de Sodio (Na2CO3) Merck pureza > 99.9 %.

e Espectrofotometro (Thermo Electron Corporation GENESYS 10 UV).

Procedimiento:

Se mezcl6 una alicuota de 0,1 mL de A.E se mezclaron con 0,5 mL de etanol y se prepararon
diluciones al 100, 50, 25 y 12,5 % utilizando agua para el aforo de cada muestra.
Posteriormente se tomo una alicuota de 0,1 mL de cada dilucion y se traté con 0,250 mL de
reactivo de Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich) preparado en relacién 1:1 reactivo-agua
destilada. Después de dejar reposar durante 5 minutos a temperatura ambiente, se afiadieron
1,25 mL de una solucion acuosa de carbonato de sodio al 20 % m/v. Las soluciones se
mantuvieron protegidas de la luz durante dos horas. Después de este tiempo, la absorbancia
se midié en un espectrofotometro a 760 nm utilizando un blanco de etanol preparado bajo el
mismo tratamiento descrito previamente. La cuantificacion se realizd sobre la base de la
curva estandar de acido galico y los resultados se expresaron en gramos de equivalentes de
acido galico (AGE) por gramo de muestra (mg AGE g?! de muestra). Los analisis se

realizaron por triplicado.
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4.4. Formulacién y caracterizacion de peliculas termoplésticas

4.4.1. Composicion de las formulaciones de peliculas termopléasticas

Las peliculas se produjeron por el método de casting, es decir, evaporacion del solvente a

temperatura y humedad controladas. La preparacién de peliculas de almidon termoplastico

(TPS por sus siglas en inglés) se realizd segun la compilacién de métodos y formulaciones

establecidos por Luchese y Lopez.??1% La composicion de todas las formulaciones

elaboradas se muestra en el cuadro 2.

Cuadro 2. Composicion de las formulaciones elaboradas de TPS, TPS/NCC,

TPS/NCC/AER y TPS/AER.
Almidon . o
(gramos G"ﬁig'ol(/" NCC (% AER Tween 80
Pelicula almidén/100 g ramos NCC/gramo (Y%AER/ (% Tween
gramos de gram s almidon) Disolucion) | 80/%AER)
. . almidon)
disolucion)
TPS 20 % 4 20 N/A N/A N/A
TPS 25 % 4 25 N/A N/A N/A
TPS/NCC 5 % 4 20 5 N/A N/A
TPS/NCC 10 % 4 20 10 N/A N/A
TPS/NCC 15 % 4 20 15 N/A N/A
TPS/NCC/AER 0,4 % 4 20 15 0,4 50
TPS/NCC/AER 0,5 % 4 20 15 0,5 50
TPS/AER 0,4% 4 20 N/A 0,4 50
TPS/AER 0,5% 4 20 N/A 0,5 50
N/A: No Aplica.
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Equipos, materiales y reactivos:

e Agitador-calentador Thermo Scientific, Cimarec SP131325.
e Balanza analitica Mettler, AE200.

e Desecador de vidrio.
e Termdémetro, Omax: 150 °C.

e Bafio de ultrasonido Branson 2510.

e Micrémetro digital Mitutoyo.

e Estufa de conveccion forzada ESCO modelo OFA-110-8.
e Tween 80 CRODA Americas Inc.

e Homogeneizador Ultra Turrax T-25 D.
4.4.1.1. Preparacion de peliculas de almidén termoplastico (TPS)

La formulacion de las peliculas de TPS se obtuvo adicionando 4 g de almidon/100 g de
disoluciony (5, 10, 15, 20, 25y 30) % de glicerol respecto a la masa de almidon, completando
con agua para obtener 100 gramos de disolucion. Los componentes de esta matriz se
mezclaron por 10 minutos a temperatura ambiente, luego se continué con agitacion
magnética a 90 °C hasta alcanzar la temperatura de gelacion, una vez alcanzada la misma, se
colocd la mezcla en una plantilla con agitacion sin calentamiento durante 15 minutos con el
fin de garantizar la homogeneidad de la mezcla y disminuir la temperatura del TPS.

La disolucion se enfrid en un bafio de ultrasonido a temperatura ambiente en el modo de
desgasificar durante 10 minutos con el fin de eliminar burbujas. Seguidamente se depositaron
0,25 g/cm?de la disolucion en cada una de las cajas Petri y se dejé secar en una estufa de aire
forzado por 4 horas a 40 °C. El grosor de las peliculas se mantuvo constante al controlar la
masa de la disolucion en el area de la placa. Finalmente, se almacenan las peliculas a una
temperatura de 21 £ 0,5 °C y una humedad de 55 % + 5 % HR para su analisis 15 dias después

de su procesamiento.

4.4.1.2. Preparacion de peliculas de TPS/NCC

Para preparar las peliculas de TPS/NCC se utiliz6 una solucion filmogénica con 4 % m/v de

almiddn en agua destilada y un 20 % m/m de glicerol basado en el contenido de almidén.
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Primero, se mezclaron los componentes de la matriz de TPS por 10 minutos a temperatura
ambiente, luego se continda con agitacion magnética y calentamiento hasta alcanzar una
temperatura de 90 °C para gelatinizar el almidon. Una vez alcanzada esta temperatura se
adicionaron (5, 10 y 15) % en peso de nanocelulosa extraida de la celulosa obtenida del
rastrojo de pifia. Luego, se colocaron en agitacion sin calentamiento durante 15 minutos con
el fin de garantizar la homogeneidad de la mezcla y disminuir la temperatura del TPS/NCC.
Posteriormente, se procedié a enfriar la disolucion en un bafio de ultrasonido a temperatura
ambiente en el modo de desgasificar durante 10 minutos para garantizar la eliminacién de las
burbujas. Finalmente se colocaron 0,25 g/cm? en cada una de las placas Petri a una
temperatura de 21 + 0,5 °C y una humedad de 55 % + 5 % HR para su analisis 15 dias después

de su procesamiento.

4.4.1.3. Preparacion de peliculas de TPS/AER y TPS/INCC/AER

Las peliculas se prepararon segin el método descrito por L. de Souza et al, 2013 1% con
algunas modificaciones. La solucidn filmogénica se prepard con un 4 % m/v de almiddn en

agua destilada y un 20 % m/m de glicerol/almidén y 15 % m/v de NCC.

Para preparar las peliculas, primero se mezclaron los componentes de la matriz de TPS por
10 minutos a temperatura ambiente, luego, se continué con agitacion magnética con
calentamiento hasta alcanzar una temperatura de 90 °C para gelatinizar el almidon. Una vez
alcanzada esta temperatura se adicioné la nanocelulosa cristalina en un 15 % en peso (en caso
de que la formulacion contenga NCC); se mantuvo la agitacion sin calentamiento hasta que
la temperatura descendi6 a 40 °C; en este momento se adiciono el Tween en una proporcion
del 50 % con respecto al volumen de AER adicionado. Inmediatamente después, se adiciond
el aceite esencial de romero (0,4 y 0,5) % v/v y se homogenizé la solucién en un
homogeneizador a 1000 rpm durante 2 min. Posteriormente, se procedié a enfriar la
disolucion en un bafio de ultrasonido durante 1 hora para garantizar la eliminacion de las
burbujas. Finalmente se colocaron 0,25 g/cm? en cada una de las placas Petri a una
temperatura de 21 £ 0,5 °C y una humedad de 55 % + 5 % HR para su analisis 15 dias después

de su procesamiento.
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4.4.2. Caracterizacion de las peliculas de TPS, TPS/NC, TPS/AER y
TPS/NCC/AER

Las diferentes formulaciones de peliculas termoplasticas elaboradas con almidén de yuca
amarga fueron caracterizadas mediante la determinacion la composicion quimica como el
FT-IR, analisis de propiedades térmicas como el TGA y DS; ademas se realizaron pruebas
mecénicas para la determinacion de la resistencia, rigidez y capacidad de estiramiento.
Asimismo, se evaluaron las propiedades de interaccion con el agua como lo son la solubilidad
en agua y la permeacién y velocidad de transmision de vapor de agua. Por otra parte, se
evalu6 la opacidad y la actividad antimicrobiana de las peliculas de TPS/AER vy
TPS/NCC/AER al realizar una comparacion con su analoga formulada sin AER.

4.4.2.1. Espectroscopia de infrarrojo (FT-IR)

Para determinar los grupos funcionales se caracterizaron las peliculas de TPS, TPS/NCC,
TPS/AER y TPS/NCC/AER con FT-IR segun los parametros establecidos por Ghanbari: 17

Equipos:

e FT-IR marca Thermoscientific Nicolet iS-50 con accesorio de reflectancia total

atenuada ATR (por sus siglas en inglés).
Procedimiento:

Se llevaron a cabo espectros infrarrojos a cada una de las peliculas elaboradas realizando un
barrido en un intervalo de nimero de onda 500 cm™ a 4000 cm™. Las muestras fueron
analizadas utilizando la reflectancia total atenuada (ATR) con cristal de diamante a una

resolucion es de 4cm™, 32 barridos.

4.4.2.2. Analisis termogravimétrico (TGA)

Para determinar la estabilidad térmica de las peliculas de TPS y TPS/NC se realizaron andlisis
termogravimétricos a todas las composiciones del termoplastico elaborado segun los

parametros establecidos por Ghanbari: 17

Equipos:
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e TGA modelo Q500 (TA Instruments).
Procedimiento:

Las muestras se trataron térmicamente hasta 800 °C con una rampa de calentamiento de 20
°C/min y flujo de nitrégeno de 40 mL/min. El anélisis se llevé a cabo 15 dias después de la
elaboracién de las peliculas termoplasticas las cuales permanecieron a una temperatura de
21,0 £0,5 °C y una humedad de 55 % = 5 % HR.

4.4.2.3. Calorimetria de barrido diferencial (DSC)

El comportamiento de las transiciones térmicas de peliculas de TPS, TPS/NCC, TPS/AER Y
TPS/NCC/AER fueron analizados segun los parametros establecidos por Savadekar: °

Equipos, materiales y reactivos:
e Analizador DSC Perkin EImer Modelo: Pyris DSC-6.
Procedimiento:

La prueba se realizo utilizando el equipo DSC Perkin Elmer modelo Pyris DSC-6 con
atmosfera inerte de nitrogeno. Se midieron las muestras en capsulas de aluminio, donde se
colocé una masa entre 6-10 mg y se sellaron herméticamente. Todas las mediciones se
realizaron en el rango de 30 °C a 300 ° C a una velocidad de calentamiento de 10 °C/min
bajo una atmdsfera de gas nitrégeno con un caudal de 20 mL/min. El anélisis se llevo a cabo
15 dias después de la elaboracion de las peliculas termoplasticas las cuales permanecieron a
una temperatura de 21,0 £ 0,5 °C y una humedad de 55 % + 5 % HR.

4.4.2.4. Propiedades mecanicas

Las propiedades mecanicas de los compuestos como médulo elastico en tensidn, porcentaje
de deformacidn y la resistencia a la traccion se determinaron mediante el ensayo de traccion
de acuerdo con la norma ASTM D8g2: 198

Equipos y materiales:

e Micrometro Mitutoyo, CD-6B.
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e Magquina universal de ensayos Instron 3365.
Procedimiento:

Se colocaron piezas rectangulares (50 mm x 10 mm) de las peliculas, con una velocidad de
cruceta de 10 mm/min y una celda de carga de 1 kN. El ensayo se llevd a cabo 15 dias después
de la elaboracion de las peliculas a una temperatura de 21 + 0,5 °C y una humedad de 70 %
+ 5 % HR. Se tomaron datos reproducibles de cinco especimenes de cada composicion y los

resultados se presentaron como promedio para las muestras analizadas.

4.4.2.5. Propiedad de solubilidad en agua

La solubilidad en agua de las peliculas se determiné por el grado de pérdida de masa de las
muestras después de la inmersion en agua destilada siguiendo el procedimiento descrito por
Ma: 13

Equipos y materiales:

e Estufa de conveccion forzada ESCO modelo OFA-110-8.

e Cépsulas de aluminio de 5 cm de didmetro y 7 cm de alto.

e Agitador orbital (orbital shaker) marca MRC, modelo TOS-6048-2/5D.
e Balanza analitica Mettler AE200.

Procedimiento:

El analisis se llevd a cabo 15 dias después de la elaboracion de las peliculas termoplasticas
las cuales permanecieron a una temperatura de 21 °C y una humedad de 55 £ 5 % HR. Antes
de los experimentos de inmersidn, se realizé por triplicado el secado a 105 °C durante 24 h
de cada una de las peliculas elaboradas (aproximadamente muestras de 40 mm x 20 mm de
didmetro); una vez secas, se midié una masa entre 100 y 150 mg de la pelicula seca como
masa inician (Wo). La muestra se sumergio en 30 mL de agua destilada y se sometié a
agitacion durante 24 h a 90 rpm en un agitador orbital. Una vez transcurrido este tiempo, las
muestras se recuperaron y se sometieron nuevamente al secado a 105 °C durante 24 h para
determinar la masa de materia seca no disuelta en el agua (W). La solubilidad de la pelicula
en agua se calculd utilizando la siguiente formula:
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W, — W, .,
% Solubilidad en agua = % 100 Ecuacion 9
0
Donde:
W, = masa de la muestra seca antes de la inmersion.

W, = masa de la materia insoluble después de la inmersién.

4.4.2.6. Permeabilidad y velocidad de transmisién de vapor de agua

La velocidad de transmision de vapor de agua se determiné gravimétricamente siguiendo el

método E96-16 (ASTM, 2016) con algunas de las modificaciones realizadas por Babaee: 4
Equipos y materiales:

e Balanza analitica Mettler AE200.
e Geldesilice.

e Celdas circulares de permeacion de aluminio.
Procedimiento:

Las muestras se acondicionaron en una camara ambiental a 25 °C y 50 + 5 % de humedad
relativa (HR), usando una mezcla de glicerina/agua apropiada.

Se adicionaron 5 g de gel de silice (0% HR) a la celda circular de permeacion de aluminio y
se fijo en ella la muestra de pelicula con un didmetro de 5,5 mm. La celda se almacend en un
desecador de vidrio que contenia solucion salina saturada de cloruro de sodio (70 = 2 % HR)
a21+5 % ° Cy se realizaron mediciones cada hora durante10 horas para cada repeticion; el
andlisis se realizo por triplicado. El aumento de la masa de la celda de permeacion se trazo
en funcion del tiempo y la pendiente de cada linea se calculé por regresion lineal. La
velocidad de transmision de vapor de agua (WVTR, por sus siglas en inglés) y la
permeabilidad al vapor de agua (WVP, por sus siglas en inglés) se calcul6 utilizando las

siguientes ecuaciones:
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G
WVTR = (?) _ pendiente Ecuacion 10
A area

Donde

G = cambio de masa (Q).

t = tiempo (h).

A = el area expuesta a la transferencia de humedad (m?).

G/t = la pendiente obtenida de una gréfica de ganancia de masa vs. tiempo.

WVTR

=—X Ecuacion 11
P(R; — Ry)

WvVP

Donde

X = espesor de la pelicula (m)

P = presion de vapor de saturacion del agua a 25 °C (Pa)
R1 = humedad relativa en el desecador (70% RH)

R2 = humedad relativa en trazas (0% RH)

4.4.2.7. Opacidad

La opacidad se determino siguiendo la metodologia descrita por Daudt, R. M., et al., 2016.
109

Equipos:

e Colorimetro (Konica Minolta, Japén) de la Universidad de San Buenaventura USB,

Cali, Colombia.
Procedimiento:

La prueba de opacidad se desarroll6 utilizando un colorimetro. Se cortaron muestras de 20
mm x 100 mm de las peliculas elaboradas y se colocaron bajo la abertura de medicion del
equipo. La opacidad se calcul6 determinando la relacion entre el patrén negro (Opb) v el

patron blanco (Opw) como referencias. Los datos fueron procesados por el software Spectra
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Magic NX donde se determind el promedio de cinco mediciones de cada pelicula en

posiciones aleatorias.

4.4.2.8. Determinacion cualitativa de la actividad antimicrobiana del AER

Se determiné cualitativamente la concentracion minima inhibitoria (MIC por sus siglas en
inglés) del AER sobre hongos y bacterias con la finalidad de establecer la concentracion que
se utilizé en la formulacion de peliculas de TPS/AER y TPS/NCC/AER para observar el
efecto antimicrobiano del AER sobre la matriz termoplastica.

Los cultivos microbianos se obtuvieron de la American Type Culture Collection (ATCC) de
la Universidad de San Buenaventura, Cali, Colombia donde se llevaron a cabo los analisis
descritos a continuacion en las secciones 2.8.9.1 y 2.8.9.2. Las bacterias evaluadas fueron
Staphylococcus aureus ATCC 55804 de tipo grampositiva, y dos bacterias gramnegativas,
Salmonella entérica ATCC 53648 y Escherichia coli ATCC 11775. Por otra parte, se
utilizaron tres cepas de hongos: Aspergillus niger, Aspergillus flavus y Fusarium oxyporum.
Para el analisis microbiolégico se utiliz6 agar Mueller Hinton (MH) (Oxoid®) y agar
dextrosa de papa (PDA) para el analisis antifingico. Los cultivos bacterianos y los hongos

se preactivaron y se incubaron a 37 °C y 25 °C respectivamente.

4.4.29. Determinacién cualitativa de la concentracion minima inhibitoria
(MIC)

La concentracion minima inhibitoria se establecio por medio del método de dilucion de agar,

el cual determina la susceptibilidad antimicrobiana contra bacterias y hongos. 3
Equipos, materiales y reactivos:

e Placas Petri descartables.

e Agar Miller Hinton (MH) (Oxoid®).
e Agar dextrosa de papa (PDA).

e Micropipeta Thermo Scientific.

e Asas de inoculacion de vidrio.

e Cultivos bacterianos (S. aureus, S.entérica y E. coli).
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e Cultivos fangicos (A. niger, A. flavus y F. oxyporum).
e Hemocitémetro o cdmara de Neubauer Boeco de 0,0025 mm?.

e Microscopio optico Meiji Techno modelo MX9300.
Procedimiento:

El procedimiento de dilucion de agar se lleva a cabo mediante inoculacion en placas de agar
que contienen el compuesto de prueba a concentraciones de 0, 1000, 2000, 3000 y 4000 ppm
de AER a cada disco (por duplicado, por bacteria u hongo). El agente antimicrobiano inhibe
el crecimiento del microorganismo de prueba, difundiéndose en el agar; los resultados se
expresan midiendo los didmetros de las zonas de inhibicion del crecimiento (Balouiri, Sadiki
e Ibnsouda, 2016). Los cultivos bacterianos (S. aureus, S.entérica y E. coli) y fungicos (A.
niger, A. flavus y F. oxyporum) se ajustaron a una concentracion >>10°% UFC/mL medidos en
camara de Neubauer. El inoculo bacteriano se sembrd con asas de vidrio estériles en la
superficie de agar Muller Hinton en placas de Petri que contenia el agente antimicrobiano a
las concentraciones mencionadas; mientras que los hongos se sembraron utilizando un
cortador circular y colocando la muestra en el centro de la placa Petri que contenia el agar
PDA con el agente antimicrobiano a las concentraciones mencionadas. Las placas se
incubaron a 37 °C para la cuantificacion de las colonias bacterianas y a 25 °C para los hongos
en la oscuridad durante 72 h para determinar la formacion de halos de inhibicion de los

hongos. '

4.4.2.10. Prueba cualitativa de inhibicion de disco

La determinacion de la actividad antimicrobiana se realiz6 por el método de inhibicion de
disco. 119 Para cada una de las formulaciones de almiddn termoplastico elaboradas, utilizando

diferentes cepas de hongos y bacterias.!*
Equipos, materiales y reactivos:

e Placas Petri descartables.
e Agar Miller Hinton (MH) (Oxoid®).
e Agar dextrosa de papa (PDA).
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e Micropipeta Thermo Scientific.

e Asas de inoculacion de vidrio.

e Cultivos bacterianos (S. aureus, S.entérica y E. coli)

e Cultivos fungicos (A. niger, A. flavus y F. oxyporum)

e Hemocitometro o camara de Neubauer Boeco de 0,0025 mm?.

e Microscopio optico Meiji Techno modelo MX9300.
Procedimiento:

Para la determinacion de la actividad antibacterial se prepard el agar Muller Hinton y se
colocd en placas de Petri. Luego, se inocularon alicuotas de 0,1 mL de las suspensiones
celulares de las bacterias (S. aureus, S. entérica y E. coli) que fueron ajustadas a una
concentracion >10° UFC/mL por medio de su medicion en camara de Neubauer.
Posteriormente, se sembrd 0,1 mL del inoculo bacteriano con asas de vidrio estériles en la
superficie de agar para difundir su crecimiento. Seguidamente, se colocé un disco de 5 mm
de cada una de las peliculas preparadas para determinar el efecto antimicrobiano por medio
de la visualizacion de halos de inhibicion de crecimiento bacteriano alrededor de la pelicula

termoplastica 24 horas después de la incubacion a 37 °C.

La determinacion de la actividad antifangica requirio la preparacion de suspensiones de 0,1
mL de esporas de los hongos (A. niger, A. flavus y F. oxyporum) las cuales fueron elaboradas
tomando una seccion de hongo esporulado del cultivo fungico y colocandola en agua
destilada, luego se procedié a establecer una concentracion >10° UFC/mL por medio de su
medicion en camara de Neubauer. Posteriormente, se colocaron 0,1 mL de la suspension
fungica en las placas Petri y se dispersaron sobre la superficie de la placa Petri utilizando
asas de vidrio estériles. Finalmente, se coloco un disco de 5 mm de cada una de las peliculas
preparadas para determinar el efecto antifingico por medio de la visualizacion de halos de
inhibicién de crecimiento fungico alrededor de la pelicula termoplastica 24 horas después de

la incubacién a 25 °C y en la oscuridad.

Para ambos procedimientos de determinacion de actividad antimicrobiana se realiz6 un

control para cada bacteria y hongo utilizando el mismo procedimiento, pero sin la adicion de
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las peliculas termoplasticas. El andlisis se realiz6 por duplicado para cada una de las peliculas
elaboradas y cada bacteria u hongo analizado.
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CAPITULO V. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1. Caracterizacién del almidon de yuca amarga

Se analiz6 el almiddn extraido de la variedad de yuca amarga CM7951-5 por el método de
microscopia Optica para garantizar la extraccion de los granulos nativos de almidon. Ademas,
se realiz6 una caracterizacién quimica mediante la determinacion del contenido total de
almiddén y amilosa presentes en la muestra. Adicionalmente, se establecio la temperatura de
gelacion del almidon por la técnica de DSC para determinar la temperatura de procesamiento
que seria utilizada para generar las peliculas de almiddn termopléastico. En todos los casos se

realizd una comparacion con almidon comercial de papa marca Sigma Aldrich.

5.1.1. Estructura granular

Los componentes moleculares amilosa y amilopectina se ensamblan naturalmente en forma
de granulos semicristalinos. Las caracteristicas morfoldgicas del almidon de yuca se han
descrito como ovalada, truncada y redondeada, al ser observada mediante diversas técnicas
microscopicas como microscopia electréonica de barrido y microscopia Optica. Las
propiedades fisicoquimicas de los almidones se ven afectadas por muchos factores como lo
son sus fuentes botanicas y el método de extraccion de almidon. 112 La figura 4 es un ejemplo
de la variacion en el proceso de extraccion y fuente botanica de almidones. Se observaron
granulos redondos para el almidon extraido de la variedad de yuca amarga CM7951-5,
mientras que los granulos de almiddn comercial de papa fueron elipticos. Ademas, se observo
que los granulos nativos tanto almidén de yuca como de papa son individuales, aunque fue
posible observar granulos compuestos que consisten en dos o tres unidades. Otro factor
observado bajo el microscopio optico fue el hilum, es decir, el centro del cual se despenden

los anillos de crecimiento caracteristicos de los granulos nativos de almiddn.
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Figura 4. Microscopia 6ptica a una magnificacion de 40X para las muestras a) almidéon

extraido de la variedad de yuca amarga 7951-5 y b) almidén de papa comercial (Sigma
Aldrich).

Resultados similares fueron observados en la investigacion realizada por Rocha T.S., et al.,
2010 3 los granulos de almidon de diferentes fuentes mostraron formas y tamarios distintos.
Los granulos de almidon de yuca y zanahoria peruana mostraron formas redondas, mientras
que el almidon de camote mostro granulos con formas redondas y poligonales; los granulos
de almidon de papa varian mucho en tamafio y forma, los méas grandes a menudo tienen forma
eliptica aplanada y los mas pequefios pueden ser perfectamente esféricos.!'® La figura 5
muestra imagenes SEM de los granulos de almidén. Los granulos tenian formas esféricas y

una superficie lisa con solo algunas irregularidades.
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ALMIDON-1 15.0kV 5.5mm x500 SE 10/3/2019 100um ALMIDON-8 15.0kV 5.5mm x1.80k SE 10/3/2019

ALMIDON-5 15.0kV 5.5mm x5.00k SE 10/3/2019 10.0um -515.0kV 5.5mm x7.00k SE 10372019 5.00um

Figura 5. Microscopia electronica de barrido SEM realizado a la muestra de almidon

extraido de la yuca amarga variedad CM7951-5.

5.1.2. Cuantificacion de almidon total y amilosa en el almiddn extraido
de yuca amarga

Las caracteristicas fisicas y quimicas de las plantas varian dentro de la misma especie, ya que
éstas dependen del crecimiento, tipo de suelo, la genética, las condiciones climaticas, entre
otras. Debido a esto, es importante que estas caracteristicas sean determinardas para cada

estudio realizado de modo que puedan ser comparadas con la literatura y de esta manera sean

correlacionadas con las propiedades finales del material termoplastico elaborado. 14

En el cuadro 3 se presentan los resultados obtenidos para el proceso de caracterizacion de
almidon extraido de yuca amarga de la variedad CM7951-5. El contenido total de almidon

ha sido reportado entre un 70,36 a 89,90 % por Nuwamanya E., et al., 2010 1 rango en el
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cual se encuentra la muestra analizada con un 76,73 % de almiddn total con un 12% de

humedad y un rendimiento de extraccién de 22 %.

Cuadro 3. Porcentaje de rendimiento de la extraccion, porcentaje de humedad y porcentaje
de almiddn en base seca de la variedad de yuca CM7951-5.

Parametro Almidon variedad Almiddn comercial de

CM7951-5 papa
Rendimiento de extraccion (%) 22 N.A.
Humedad (%) 12,2 10,8
Almidon en base seca (%) 88,2 90,1
Almidon total (%) 76,7 82,1
Amilosa (%) 20,1 21,7
Amilopectina (%) 79,9 72,3

N.A. (No aplica)

Las condiciones agroambientales en las cuales se desarrolla cada cosecha como lo son la
temporada de siembra, el clima, la humedad y la composicion quimica de la tierra, son
factores que afectan directamente la genética de los cultivos generando diferencias en la
proporcion de sus componentes quimicos naturales. Ademas, el tipo de extraccion del
almidén mediante la utilizacién de raices frescas o secas también puede influir en la
composicion quimica del almidén. En conclusion, la naturaleza quimica, incluso del menor

constituyente, puede sufrir variaciones segun los diversos factores mencionados. *°

Por su parte, el almidon comercial de papa utilizado como estandar contiene 82,06 % de
almiddn total, este resultado se asocia con las diferencias propias de la fuente vegetal

utilizada y las posibles condiciones medioambientales que influyeron en su composicion
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quimica. Por lo tanto, conocer el porcentaje total de almiddn en la materia prima utilizada es
un factor de importante consideracion al evaluar las propiedades funcionales del bioplastico
elaborado. 114

Por otra parte, para la cuantificacion del contenido de amilosa en el almiddn, existen diversos
meétodos basados en calorimetria de barrido diferencial (DSC), unién de yodo, cromatografia,
etc. Los diferentes métodos pueden dar resultados diferentes para la misma muestra. 811°
Por lo tanto, el método especifico de medicidn de amilosa debe tenerse en cuenta al comparar
los datos de diferentes estudios.

El cuadro 3 muestra el contenido de amilosa en el almidén extraido de la variedad de yuca
CM7951-5, el cual fue de 20,1 %; otros resultados obtenidos por el método de estudio
elaborado experimentalmente han sido reportados entre 16,2 %y 19,9% (Rocha T.S., et al.,
2010) 13 19,69 y 26,63 % (Nuwamanya E., et al., 2010) !4 23,3 % (Kittipongpatana y
Kittipongpatana, 2015) ', Sin embargo, el resultado experimental difiere con respecto al
contenido de amilosa reportado para variedades de almidén de yuca dulce en Costa Rica
como los son la variedad Valencia y Brasilefia con un 38,1y 37,0 % respectivamente (Vargas
et al., 2012) 8; este resultado se asocia con las diferencias propias de la fuente vegetal asi
como las condiciones medioambientales asociadas a temporada de cultivo y cosecha. Por su
parte, para el estandar comercial de papa se obtuvo un resultado de 27,7 % de amilosa, dato
que ha sido reportado en diversas investigaciones como 27,1 % (Martinez y Prodolliet, 1996)
119y 29,3 % (Sievert y Holm, 1993) 2°. En conclusion, tanto el rendimiento total del almiddn
asi como la proporcion de amilosa/amilopectina presente en los granulos de almidén varia
segun el proceso de biosintesis, las diferentes especies y variedades botanicas, la época de
cultivo, la edad de cosecha y los demas factores agroambientales que deben ser considerados
como variables que explican la diversidad de resultados presente en multiples

investigaciones. 114

5.1.3. Determinacion de la temperatura de gelacion del almidon

El almiddn nativo no se considera un polimero termoplastico debido principalmente a su

estructura quimica y a que su temperatura de transicién vitrea (Tg) se ubica por encima de la
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temperatura de descomposicion. Para transformar el almiddn en un material termoplastico,
se requiere la ruptura de los granulos de almiddn que constituyen el material. La interrupcion
granular tiene lugar en la presencia de un plastificante, procesado bajo esfuerzo de
cizallamiento y temperatura. En este sentido, el almidon se procesa cominmente con agua y
otros plastificantes, como los polialcoholes debido a que la presencia de plastificantes
disminuye los valores de Tg, permitiendo que el almidon sea procesable. 121

La determinacion de la temperatura de gelacion es un parametro fundamental en el
procesamiento del almiddn para la elaboracion de peliculas de almidon termopléstico (TPS).
La temperatura maxima (Twm) obtenida del analisis de calorimetria de barrido diferencial
proporciona la temperatura minima a la cual el granulo de almiddn puede ser desestructurado
generando su gelacion en presencia de agua, es decir, Tm corresponde a la temperatura de
gelacion del almidon. Por lo tanto, para la elaboracion de peliculas de almidon termoplastico
se debera utilizar una temperatura entre 5 °C y 10 °C superior a la temperatura de gelacion
obtenida en los analisis de DSC con la finalidad de realizar un adecuado procesamiento del

almidén evitando su degradacion. 2

Los resultados obtenidos para la determinacién de la temperatura de gelacion se muestran en
la figura 6. Para las muestras de almiddon extraidas de yuca amarga variedad CM7951-5 la
temperatura de gelacion fue de 79,06 °C y la entalpia de gelacion fue de 180,97 J/g, mientras
que otras investigaciones reportan una temperatura de gelacion de 72.7 °C (Nguyen Vu. et
al., 2016) 1?2, En cuanto al almidon comercial la temperatura de gelacion fue de 85,96 °C y

la entalpia de gelacion fue 296,19 J/g.
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Flujo de calor (mW, endo abajo)

—— Almidén Comercial
Almidon 7951-3
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Temperatura (°C)

Figura 6. Termograma obtenido a partir de un andlisis por DSC para las muestras de

almidén comercial marca Sigma Aldrich y almiddn de yuca variedad CM7951-5.

En este sentido, la entalpia obtenida estd relacionada con energia requerida para
desestructurar el granulo de almidén en el proceso de plastificacion y a su vez con la
composicion de este. Con respecto a la composicién del almiddn, una mayor proporcion de
amilopectina dentro de los granulos de almiddn genera un ordenamiento superior debido a
que esta biomacromolécula conforma la seccion cristalina de los granulos, ocasionando que
se requiera una mayor energia para desestructurar los mismos en el proceso de gelacion. Sin
embargo, al correlacionar la composicion de los almidones de yuca y papa se observa que
existe una menor proporcién de amilopectina en el almidon de papa (72,3 %) que en el de
yuca (79,9 %) mientras que se requirié una mayor temperatura de gelacion para el almidon
de papa. Este resultado se atribuye al tamafio de los granulos de almidon de papa; por lo que
se puede afirmar que a pesar de que existe una menor proporcion de amilopectina, el mayor

tamafio de las cadenas poliméricas que componen los granulos de almidon de papa tienen un
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requerimiento energético superior frente a los granulos de almidon de yuca. Estos resultados
demuestran que las diferencias de temperatura de gelacion entre el almidon obtenido de la

variedad de yuca y el almidon comercial de papa se deben a la fuente vegetal de extraccion.
122

5.2.  Caracterizacién de los materiales obtenidos del rastrojo de pifia

5.2.1. Caracterizacién del rastrojo de pifia decorticado

Experimentalmente se realizd un proceso de decorticado a las hojas de la planta, este
procedimiento remueve la corteza de la hoja exponiendo las macrofibras de la planta. Por lo
cual, la determinacion de la composicion fisica y quimica del rastrojo de pifia permite
considerar el impacto del proceso de decorticado en el rendimiento de la extraccion de

celulosa.

En el cuadro 4 se muestra la composicion fisica y quimica del rastrojo de pifia decorticado.
El contenido de extraibles se determiné como 28,97 %, mientras que otras investigaciones
realizadas por Wan Nadirah, 2012 reportan un 6,68 % 2%, Por su parte, se determind un
contenido 1,26 % cenizas de la fibra. Los elementos que constituyen las cenizas son Na, K,
Ca, Si, Fe, Mg, Mn, Cl, Cr. 2% Otras investigaciones realizadas por Moreno G., 2018 !®y
Wan Nadirah, 2012 1 para rastrojo de pifia no decorticado han reportado un contenido de
4,5 % y 4.73% de cenizas respectivamente. %> La remocion de la corteza de la hoja por el
método de decorticado reduce el residuo inorganico que queda luego que la biomasa se

somete a combustion completa para la determinacion de cenizas presentes en la muestra. 2

Por otra parte, se cuantifico un 13,97 % de a-celulosa. Sin embargo, estudios similares
realizados por Moreno G., 2018 1%, Cherian et al., 2010 1/, Khali et al., 2006 2" , Pardo et
al., 2014 2 y Wan Nadirah, 2012 2 reportaron para la fibra de hoja de pifia un contenido
de a-celulosa 75,5 %, 81,27 %, 73,4 %, 43,53 % y 74,33 % respectivamente. El resultado
experimental presenta un bajo contenido de celulosa en la hoja de pifia en contraste con varios
de los datos reportados en la literatura. Estas diferencias entre estos estudios se pueden deber
a las variaciones agroambientales y a genética de la planta. Por otra parte, el contenido de

hemicelulosa determinado experimentalmente fue de 19,38 %, este resultado se encuentra
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correlacionado con los valores presentados por los estudios mencionados anteriormente
Cherian et al., 2010 1" obtuvo 12,31% y Khali et al, 2006 2" un 7,1% y Pardo et al., 2014
128 yn 21,88 % de hemicelulosas en la fibra.

Cuadro 4. Composicidn fisica y quimica del rastrojo de pifia decorticado en base seca.

Paradmetro Valor (% m/m)
Humedad* 71,960 + 0,003
Cenizas 1,259 £ 0,005
Extraibles 28,9741 + 0,0002
Celulosa 13,9747 =+ 0,0001
Lignina &cida insoluble 2,8549 + 0,0001
Hemicelulosa 19,3812 + 0,0003

De la misma manera, se determind el contenido de lignina por medio de la hidrolisis de los
carbohidratos presentes y la cuantificacion posterior de sus residuos, dando como resultado
un 2,85 % de lignina el cual se encuentra por debajo de los valores obtenidos en otros
estudios, como el de Moreno G., 2018 *?° con un 5,0 % y Cherian et al., 2010 " con un 3,46
% de lignina. El bajo contenido de lignina en la fibra de las hojas de pifia decorticadas puede
deberse a la eliminacién de la corteza de la hoja, con lo cual se facilita su eliminacion para

la extraccion de celulosa mediante procesos alcalinos y de blanqueamiento.

Con base en estos resultados, se puede apreciar una correlacion entre los valores
experimentales y los reportados por la literatura, y que, las diferencias encontradas entre
dichos valores se justifican segun las diferentes fuentes vegetales utilizadas en términos de
genética, condiciones climaticas, composicion quimica del suelo, época de cosecha y la

utilizacion de la hoja de la planta con o sin corteza. 1%
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5.2.2. Caracterizacion de la nanocelulosa

El rendimiento de extraccion de NCC a partir del sustrato celuldsico obtenido del rastrojo de
pifia decorticado fue de 4,95 % en base seca. La pérdida de masa de celulosa durante el
proceso de extraccion de NCC puede estar relacionada a factores como la descomposicion
de las cadenas de celulosa durante el blanqueo, la pérdida de material inherente a diversos
procesos de filtracion y transferencia de masa, la eliminacion de los componentes no

celuldsicos y principalmente al decorticado previo del restrojo de pifia. 18

Con la finalidad de evaluar las caracteristicas fisicas de la nanocelulosa extraida de rastrojo
de pifia decorticado, se determinaron los grupos funcionales presentes mediante la técnica de
FT-IR y se establecio el tamafio y concentracion de la muestra por medio de DLS y TEM.
Ademas, se elucidd el comportamiento térmico de la NCC utilizando un anélisis

termogravimétrico.

5.2.2.1. Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR)

El espectro realizado para determinar la naturaleza quimica de la muestra de NCC extraida

fue realizado por la técnica FT-IR y se muestra en la figura 7.
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Figura 7. Espectro FT-IR de la NCC.
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La muestra presentd dos regiones principales de absorbancia las cuales también han sido
reportadas por Haafiz M., et al.; 2013 1, Cherian B.M., et al.; 2010 '’ y Santos R., et al.;
2013 18, Estas regiones se encuentran a nimeros de onda altos de 3100 cm™ a 3800 cm™ y
nimeros de onda bajos de 500 cm™ a 1700 cm'?, respectivamente. En el espectro infrarrojo
se observa la amplia banda de absorcion ubicada a 3310 cm™ producto del estiramiento de
los grupos —OH, ademas una absorcién a 2889 cm™ la cual esta relacionada con el
estiramiento de los grupos C-H presentes en la celulosa. La banda de absorcion entre 1642 y
1316 cm* esta asociada al hidrégeno intermolecular en el carbono 6 del anillo de glucosa.
La banda de absorcién a 1031 cm™ corresponde al estiramiento de C-O-C vy el pico
ensanchado por debajo de 1000 cm™ esta asociado a la vibracion anomérica especifica para

el enlace glicosidico que constituye a la celulosa,”18101

De acuerdo con lo anterior, el espectro revela la ausencia de la banda de absorciéon que
corresponde a los grupos éster acetilo o uronico de las hemicelulosas que normalmente
aparece en la region 1700-1740 cm™. Ademas, no hay picos definidos alrededor de 1500 cm
! los cuales se asocian al estiramiento del doble enlace C=C de los componentes de la

lignina. 1318

5.2.2.2. Determinacion de tamafio de las particulas de NCC por DLSy TEM

Por medio de microscopia electronica de transmision mostrada en la figura 8, se evaluo la
NCC obtenida por hidrolisis acida de celulosa extraida utilizando rastrojo de pifia como
sustrato. La accion del acido sulfarico sobre la celulosa permitié el aislamiento de particulas
de aspecto alargadas en forma de varilla. Sin embargo, como se puede observar en la figura
8 b), se obtuvieron particulas cuyo tamafio se encuentra en el rango de micras; resultado que
se encuentra relacionado con una baja eficiencia del método utilizado para extraer las nano

particulas. 1%°

En este sentido, el TEM se emplea para obtener informacion sobre la morfologia y la calidad
de dispersion de la NCC. La morfologia de la nanocelulosa depende principalmente de su
fuente y de las condiciones del proceso de hidrdlisis &cida, como el tipo de &cido, la

temperatura y el tiempo. En general, investigadores como Ferreira F.V., et al.; 2017 ” han
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determinado que un &cido més fuerte, una temperatura mas alta y un tiempo de reaccién mas

largo pueden producir nano particulas mas cortas. 7

Figura 8. Microscopia electrdnica de transmision de la NCC. a. 6kX y b. 3kX.

Las particulas de celulosa con al menos una dimension en nanoescala (1-100 nm) se
denominan nanocelulosa. Los nanocristales de NCC fueron producidos por primera vez por
Ranby en 1949 usando hidrdlisis acida de fibras de celulosa dispersas en agua. En este
método, se usa comunmente acido sulfdrico concentrado, que degrada las regiones amorfas
de celulosa y deja intactas las cristalinas. Mediante dicho tratamiento, se produce NCC
rigidos en forma de barra con grupos sulfato en su superficie. Su morfologia generalmente
depende de la fuente de celulosa. Cominmente, se produce NCC con un diametro de 3-35

nm y una longitud de 200-500 nm. 30

El analisis de dispersion dinamica de luz permite establecer la concentracion de particulas
por mililitro de cada uno de los tamafios presentes en la muestra. Los resultados mostrados
en la figura 9 denotan un tamafio de particula mayoritario entre 401 y 495 nm cuya
concentracion maxima fue de 1,207 x 10 particulas por mililitro; ademas se presentd un
segundo grupo de particulas con una longitud entre 702 y 807 nm y una concentracién
maxima de 1 x 107 particulas por mililitro. Finalmente, hubo un grupo minoritario con

tamafios entre 3759 y 5331 nm y una concentracion méxima de 1 302 000 particulas por
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mililitro. ® Estos resultados obtenidos por DLS concuerdan con el analisis de TEM donde se
pudo observar que la muestra extraida presenta diversidad de tamafios derivados del proceso
de extraccion. Para efectos de la presente investigacion, se utilizaré la mezcla que comprende
nano celulosa combinada con micro celulosa; en adelante sera denominada NCC, debido a
que la optimizacién del proceso de extraccion de esta materia prima no forma parte de los
objetivos de alcance de la investigacion.
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Figura 9. Gréfica de tamafio de la nanocelulosa extraida de rastrojo de pifia con respecto a

la concentracion de particulas por mL de muestra analizada por DLS.

5.2.2.3. Analisis termogravimétrico (TGA)

Las temperaturas de procesamiento tipicas para los termoplasticos se elevan por encima de
200 °C, por lo que la estabilidad térmica de estos cristales es un factor clave para que puedan
usarse como materiales de refuerzo efectivos en diversas aplicaciones. 8 El resultado

termogravimétrico para la muestra de NCC se muestran en la figura 10.
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Figura 10. Curva termogravimétrica de % peso y la derivada del cambio en el peso con

respecto a la temperatura de la NCC.

El inicio de la degradacion térmica de los nanocristales de celulosa obtenidos de rastrojo de
pifia muestra dos zonas principales de pérdida de peso. A bajas temperaturas se presenté una
pérdida de peso preliminar en un intervalo de 20°C a 200 °C como resultado de la
evaporacion de la humedad ligada a la superficie de las muestras o compuestos de bajo peso
molecular correspondientes a la descomposicion del enlace glucosidico o degradacion de
residuos de lignina, para formar residuos carbonosos. Por su parte, la segunda zona de pérdida
de peso corresponde al rango de temperatura comprendido entre 235 °C y 400 °C
correspondiente a la depolimerizacion de la celulosa que da lugar a productos volatiles que

generan una pérdida de masa del 62 %, siendo este el evento principal de descomposicion.

Las investigaciones realizadas por Santos et al., 2013 para la NCC extraida de la misma
fuente vegetal, mostraron temperaturas de degradacion iniciales de alrededor de 245, 225y
220 °C para muestras extraidas con &cido sulfarico utilizando diferentes tiempos de

extraccion. * Con respecto al método de extraccion cabe sefialar que el tratamiento con &cido
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sulfdrico conduce a una disminucion notable en la estabilidad térmica de NCC. Esto ocurre
porque la incorporacién de grupos sulfato en la superficie de la celulosa después de la

hidrolisis tiene un efecto catalitico en sus reacciones de degradacion térmica.*®

Adicionalmente, investigaciones similares realizadas por Mishra R., et al.; 2018 ™ han
mencionado que el secado por conveccion de NCC elimina el agua, lo que conduce
gradualmente a la creacién de agregados. Como resultado, la NCC seca ofrece el menor nivel
de estabilidad térmica en comparacién con los cristales suspendidos en agua.”
Experimentalmente se utilizar& NCC suspendida en agua para la formacién de TPS/NCC
para disminuir la creacion de agregados, proporcionar uniformidad, estabilidad y facil

dispersion en la pelicula.

Con respecto a la curva termogravimérica de la primera derivada, se evaluo la velocidad de
la variacion del peso con respecto a la temperatura. La muestra que presento una temperatura
de descomposicion maxima de 341 °C, siendo esta la temperatura de descomposicion donde
existe la mayor pérdida de masa en los materiales. Por otro lado, existe una sefial a 230 °C
que describe una presunta separacion de componentes dentro de la matriz de NCC derivada
de residuos de los compuestos extraibles, hemicelulosa atrapados en los aglomerados y/o la
descomposicion de grupos sulfato ligados a la superficie que fue modificada quimicamente

durante la extraccion de NCC. ™
5.3. Preparacion y caracterizacion del aceite esencial de romero

5.3.1. Rendimiento de la extraccién de aceite esencial de romero

El proceso de hidrodestilacion del AER generd un rendimiento del 2,5 % de extraccion a
partir del material seco compuesto por hojas y tallos delgados. El rendimiento de extraccion
por el método de hidrodestilacion ha sido reportado como 2,05 % y 1,9 % para
investigaciones similares realizadas por Jiang Y., et al.; 2011 “°y Ozcan M. y Chalchat J.;

2008 3, respectivamente.
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5.3.2. Caracterizacion del aceite esencial de romero

El AER se analiz6 por cromatografia de gases acoplada a espectroscopia de masas (GC-MS)
para determinar la composicion quimica de la muestra extraida y se realizé la cuantificacion

de fenoles totales como parte de la caracterizacion.

5.3.2.1. Cromatografia de gases acoplada a espectroscopia de masas (GC-MS)

El AER obtenido por hidrodestilacién se analizé por cromatografia de gases acoplada a
espectroscopia de masas, el anexo 2 describe los componentes identificados utilizando la
metodologia descrita. Se identificaron 38 componentes en total de los cuales el 1,8-cineol
conocido como eucaliptol (25,23 %), alcanfor (18,39 %), B-mirceno (18,14 %), a-pineno
(10,5 %), canfeno (4,16 %), bornil acetato (3,54 %) y p— pineno (3,40 %) representan los

componentes principales.

Investigaciones similares realizadas por Jiang Y. et al., 2011 bajo la misma técnica,
identificaron un total de 22 componentes donde el 1,8-cineol (26,54 %), a-pineno (20,14 %),
alcanfor (12,88 %), canfeno (11,38%) y B-pineno (6,95%) representan los componentes
principales. 4 Ademas, Jalali-Heravi M. et al., 2011 coinciden en algunos de los
componentes mayoritarios determinados experimentalmente como 1,8-cineol (23,47 %), a-
pineno (21,74%), berbonona (7,57%), alcanfor (7,21%) y eucaliptol (4,49%). 132 La fraccion
volatil de R. officinalis difiere para muchos de los quimiotipos con respecto a los compuestos,
y su abundancia. Las diferencias observadas probablemente pueden deberse a diferentes
factores ambientales y genéticos, diferentes quimiotipos y el estado nutricional de las plantas,

asi como otros factores que pueden influir en la composicion del aceite.*®

5.3.2.2. Cuantificacion de fenoles

En este estudio, el contenido fendlico total del extracto de la planta de romero fue de 6,71
mg AGE/g romero; el anexo 3 muestra la curva de calibracion de acido galico elaborada para
determinar los miligramos de AGE presentes en la muestra. Las investigaciones de Proestos
C., etal; 2013 33 mostraron un contenido de fenoles de 8,5 mg AGE/g romero; mientras que
Hesenov A., et al; 2010 ** obtuvieron valores de 10 a 36 mg AGE/g Romero al probar

diferentes condiciones de almacenamiento.
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Por otra parte, las condiciones de almacenamiento estudiadas por Hesenov A., et al; 2010
134 indican que la mayor actividad antioxidante se presenta en refrigeracion a una temperatura
de 4 °C, en la oscuridad y con un extracto fresco, es decir, que con el aumento en la
temperatura, la presencia de luz y el almacenamiento prolongado disminuyen el contenido
de fenoles totales con el consecuente descenso en el efecto antioxidante debido a que se
genera la destruccion oxidativa del B-caroteno por los productos de la degradacion oxidativa
del acido linoleico.t3*

Es importante sefialar que existe una correlacion positiva entre la actividad antioxidante y el
contenido fenolico total de las plantas. Las plantas que pertenecen a la familia Lamiaceae
son muy ricas en compuestos polifenolicos. Las diferencias en la composicion de aceite
volatil y el contenido total de fenol del romero podrian atribuirse a los efectos climaticos en
las plantas que crecen en diferentes habitats. Ademas, el tiempo de cosecha y el tipo de
destilacion influyen en la composicion cualitativa del aceite volatil producido y el

almacenamiento del mismo. 1%

5.4. Preparacion y caracterizacion de las peliculas de almidon termoplastico

5.4.1. Resultados cualitativos de las formulaciones de las peliculas de almidén
termoplastico

Las peliculas de TPS fueron clasificadas mediante la observacién, una vez que se encontraron
secas para valorar cuales de ellas tenian caracteristicas idoneas para ser analizadas en los
procesos de caracterizacion funcional, para ello se tomaron las formulaciones uniformes y
sin quebraduras. La figura 11 muestra las peliculas elaboradas para las formulaciones

descritas en la seccion 2.7.1.
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Formulaciones
(% glicerol)

Peliculas de TPS con

almidon de yuca de
la variedad 7951-5

Figura 11. Peliculas de almidon termoplastico (TPS) elaboradas con almiddn de yuca
obtenido de la variedad CM7951-5 y porcentajes de glicerol de 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30 % de
glicerol/contenido de almiddn.

Como se puede observar en la figura 10, las peliculas de TPS con porcentajes de glicerol
inferiores al 20 % presentaron quebraduras posteriores al secado; en contraste, la pelicula
con un contenido de 30 % de glicerol presentd pegajosidad debido a la aparente absorcion de
agua. Por otra parte, las peliculas TPS 20 % y TPS 25 % mostraron aparente flexibilidad,
mayor resistencia y poca adherencia en un ambiente de humedad y temperatura controlada
al 50 % HR y 21 °C respectivamente. Por lo tanto, debido a sus caracteristicas aparentes, se
seleccionaron las formulaciones TPS 20 % y TPS 25 % para realizar su caracterizacion por
métodos térmicos, mecanicos y morfologicos. Posteriormente, con los resultados obtenidos
de la caracterizacion, se determind la formulacion con la que se elaborarian los
biocompuestos de TPS/NCC, TPS/AER y TPS/NCC/AER.

5.4.2. Caracterizacion de las peliculas de almidon termoplastico
5.4.2.1. Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR)

La espectroscopia FT-IR se ha utilizado para investigar cambios en la estructura del almidén
al ser convertido en peliculas de TPS en un nivel molecular de corto alcance, e identificar las
posibles interacciones entre el almiddn, el agente plastificante y materiales adicionales como
NCC y AER. Los espectros FTIR de las peliculas de TPS de almidon extraido de la variedad
de yuca CM7951-5, las peliculas de TPS/NCC elaboradas con NCC extraida del sustrato
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celuldsico obtenido de rastrojo de pifia y las peliculas de TPS/AER y TPS/NCC/AER se
muestran en las figuras 12, 13 y 14 respectivamente.
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Figura 12. Espectro infrarrojo de las peliculas de TPS elaboradas con el almidén extraido
de la variedad de yuca CM7951-5.

En las figuras 12, 13 y 14 se observan sefiales de gran similitud como lo son dos picos
alrededor de ~1020 y 1145 cm™ que representan el estiramiento de union de C-O-C en el
anillo de la unidad de anhidroglucosa. Los picos a ~1645 cm™ ! y 1330 cm™ ! corresponden
al agua fuertemente ligada en el almidén por enlaces O-H, mientras que el pico a ~2940 cm™
Lse atribuye a la vibracion de estiramiento C-H en el anillo de anhidroglucosa, que se muestra
intensificado en los analisis de muestras de TPS que contienen glicerol como plastificante
(TPS 20 y 25 %) en contraste con la sefial mostrada por los granulos de almidon nativo en la
figura 12. En este aspecto, la muestra de almidon nativo, es decir, no plastificado (linea
negra), presenta menor intensidad en la sefal del estiramiento de la banda ancha en

aproximadamente ~3290 cm™ ' generado por las vibraciones de los grupos hidroxilo. De
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acuerdo con esto se puede decir que las interacciones con el glicerol debidas a la

plastificacion del TPS se hacen notorias por medio del analisis espectroscépico.

1000
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Figura 13. Espectro infrarrojo de las peliculas de TPS 20 %y TPS/NCC al 5, 10 y 15 %.

Por otra parte, para todas las peliculas preparadas adicionando NCC, AER o una combinacion
de ambos componentes, las sefiales obtenidas por medio del andlisis espectroscopico fueron
muy similares en cuanto al nimero de onda; sin embargo, las relaciones de altura de pico en
el estiramiento a ~1637 cm™ %, 1330 cm™ * y ~3290 cm ! expresan la cantidad de agua unida
en las muestras. Como se puede observar, en todos los casos estas bandas se ampliaron para
las muestras que contienen glicerol con respecto a la muestra de almiddn nativo, esto debido
a una interaccion por puente de hidrdgeno entre los grupos del glicerol (R-O-R) y almidén
(—OH). Sin embargo, se present6 una disminucion en la altura de pico a ~3290 cm™ ! para las
muestras que contienen NCC, AER o una combinacidn de ellos, lo que se podria interpretar

como una disminucion en la interaccion con agua producto de la disminucion de absorcion
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de humedad por parte de las peliculas formuladas con estos componentes al estar

almacenadas a una temperatura de 21 °C y una humedad relativa de 55 % + 5% HR.

Finalmente, se observaron varias bandas con frecuencias de onda bajas (inferiores a ~850
cm ~ 1) atribuidos a los complejos modos de vibracion debido a las vibraciones en el modo
esquelético del anillo de glucosa. En las investigaciones de Castillo et al.’*® y Nguyen et al.

122 sp obtuvieron resultados similares a este estudio.

3295 2940 1655 1340 1150

! | | 11020

W ! [
| | |

| | | \

I | | 1 930

I | | 50

I I

I

I

Transmitancia (%)

—\/\’/- —— TPS/NCC/AER 0,5%

—— TPS/NCC/AER 0,4%
TPS/AER 0,5%
TPS/AER 0,4%

I
I
I
| TPS/NCC 15%
I

I
|
|
|
|
I
|
|
|
|
|
1
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
!
|
|
I
|
|
I
|
1
|
|
|
I
|
| = TPS 20%

T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm")

Figura 14. Espectro infrarrojo de las peliculas de TPS 20 % y TPS/NCC 15 % y TPS/AER
0,4y0,5%y TPS/NCC/AER 0,4y 0,5 %.

5.4.2.2. Analisis termogravimétrico (TGA)

Las mediciones termogravimétricas se usaron para evaluar los procesos de degradacién de
los materiales obtenidos como una funcion de la temperatura como se muestra en las figuras

15, 16 y 17. Los datos de degradacion térmica de los diferentes compdsitos se presentan en
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el cuadro 5 usando las temperaturas a las que se producen pérdidas de peso al inicio, en la

degradacion principal, el peso residual a 800 °C y la DTGA de las muestras.

Cuadro 5. Transiciones térmicas de las peliculas de TPS elaboradas con glicerol, NCC y

AER en diferentes formulaciones.

% Pérdida | % Pérdida
Tempg;atura Tempgeratura de masaen | demasaen | % de masa dTGA

Muestra degradacion degradacién la la residual a max
- : o evaporacié | degradacid 800 °C (°C)

inicial (°C) final (°C) n inicial n principal
émgggge yuea 320 358 13,68 7472 10,27 343
TPS 20 % 314 360 11,80 76,76 11,08 345
TPS 25 % 311 361 12,47 74,88 11,92 344
TPS/NCC5 % 314 359 14,03 75,20 4,04 344
TPS/NCC 10 % 315 357 7,42 83,47 5,29 344
TPS/NCC 15 % 318 360 10,31 79,83 6,08 346
TPS/NCC/AER 0.4 % 308 360 12,58 68,94 10,20 339
TPS/NCC/AER 0.5 % 312 356 10,26 74,83 10,41 339
TPS/AER 0.4 % 315 357 9,62 78,36 9,87 339
TPS/AER 0.5 % 315 359 12,54 76,89 7,32 344

En general, todas las formulaciones presentaron una pérdida de peso inicial, correspondiente

a la deshidratacion de las muestras, hasta 200 °C y la evaporacion de glicerol cuyo punto de

ebullicion es 182 °C.1% Segin Wilhelm et al., 2003 ¥, el alto contenido de humedad

(aproximadamente 15%) de este tipo de muestras es el resultado de la facil difusién de las
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moléculas de agua dentro de la matriz, a través de enlaces de hidrégeno con grupos hidroxilo
de las unidades de glucosilo. **’

Por otra parte, segin lo informado por Liu et al. 2013 3y Perotti et al., 2014 1% el almiddn
sufre una descomposicion térmica alrededor de 200-400 °C la cual se asocia a la
depolimerizacion de los anillos de D-glucosa con la consecuente degradacion de la amilosa
y la amilopectina. La masa total perdida a 800 ° C fue en promedio de entre 91 y 99 %
aproximadamente. Datos presentados por Basiak E., 2017 “° para el almidon de yuca

confirmaron los resultados obtenidos.

Especificamente, el termograma mostrado en la figura 15 a) muestra el proceso de
degradacion del TPS con 20 y 25 % de glicerol en comparacion con la degradacion de los
granulos nativos de almidon extraidos de yuca amarga. Como se aprecia, el evento principal
de degradacién entre 320 y 358 °C muestra un proceso de degradacion méas pronunciado para
los granulos de almidon nativos, cuya pérdida de peso corresponde a un 74,72 %, mientras
que las peliculas de TPS 20 y 25 % presentaron un porcentaje de pérdida de peso de 76,76 %
y 74,88 % respectivamente. Al analizar la temperatura de inicio de la degradacion térmica de
los compuestos, la misma se reduce cuando se ha plastificado el almiddn nativo; esto se debe
a que se requiere una mayor temperatura y energia para desestructurar las regiones cristalinas
y amorfas de los granulos que para degradar el TPS debido a la uniformidad que propicia la
plastificacion previa del almidon. Por otra parte, con respecto al mayor porcentaje de masa
residual de TPS con respecto a los granulos de almidén, se puede decir que al contener
diversos componentes en la formulacion se generan diversos residuos no ligados al TPS
plastificado. Ademas, al analizar la grafica de dTGA, no se observan diferencias
significativas entre los datos obtenidos para la temperatura de degradacion entre las muestras
almidény TPS 20 y 25 %.

71



190 —— Almidon
—TPS 20%
——TPS 25%
80
S 60
Q
w
L
~
40
20
0 ' ‘ y . I :
200 400 600 800
a. Temperatura (°C)
2.0 4
—— Almidon
— TPS 20%
O 154 — TPS 25%
<
)
w
L)
= 1.0
<
=
«
=
S
L
a 0.5 4
0.0 4
T T T T T .
200 400 600 800

Temperatura (°C)

Figura 15. Termograma (a) y curva termogravimétrica de la primera derivada DTGA (b)

de granulos de almidon nativo, TPS 20y 25 %.

Con respecto a las curvas de la primera derivada (figuras 15, 16 y 17 b) para todas las
formulaciones mostraron una tendencia similar con respecto a las etapas de degradacién
térmica. Un primer evento de pérdida de peso por debajo de los 100 °C se asocia con la

evaporacion del agua y la evaporacion de glicerol que no estaban involucrados en la matriz
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de almidén termoplastico. Por otro lado, se observo el evento principal alrededor de 340 y
345 °C, correspondiente a la degradacion térmica de los anillos de anhidroglucosa de la
amilosa y amilopectina presentes en el almidon.
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Figura 16. Termograma (a) y curva termogravimétrica de la primera derivada (b) de TPS
20 % y TPS/NCC 5,10 y 15 %.
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En el caso de la figura 16 donde se muestran las propiedades térmicas del TPS/NCC, el
primer evento entre 25 y 100 ° C relacionado con la pérdida de humedad absorbida, el
segundo entre 100 y 200 ° C esté asociado a la descomposicion de la fase rica en compuestos
volatiles como agua y glicerol y el Gltimo, por debajo de 400 ° C se debe a descomposicién
térmica. Por otra parte, segln resultados descritos por Gonzéles K., et al. 2015 mostraron una
disminucién de la estabilidad de la degradacion de los bionanocompuestos que contienen
NCC comparados con la pelicula de TPS debido a que los grupos éster de sulfato acido unidos
a la superficie de nanocristales de celulosa durante la extraccién de NCC pueden actuar como
catalizadores de la descomposicion térmica, lo que resulta en una disminucion de la
temperatura de degradacion de los nanocompuestos en comparacion con la de la matriz sin
relleno. Sin embargo, la proporcion de NCC de 5, 10 y 15 % utilizada como refuerzo dentro
de la matriz de TPS no proporciona diferencias significativas para afirmar que la cantidad de
grupos eéster de sulfato acido propician una disminucion de la temperatura de

descomposicion. *2

Al mismo tiempo, para el andlisis de los biocompuestos elaborados con TPS/AER y
TPS/NCC/AER, como se muestra en la figura 17 y 18, el uso de AER dentro de la matriz
termoplastica no condujo a una diferencia significativa entre los resultados. No obstante, se
esperaba una reduccion en la estabilidad térmica de las peliculas debido a la disminucion
entre las interacciones polimero — polimero como consecuencia de la presencia del aceite en
la formulacion. Experimentalmente, no se observaron diferencias significativas entre el TPS
sin AER, con lo cual se puede afirmar que la estabilidad térmica de la matriz no se vio

afectada por la baja concentracion de AER utilizada. 2
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Figura 17. Termograma (a) y curva termogravimétrica de la primera derivada (b) de TPS

20 %, TPS/NCC 15 %, TPS/AER 0,4y 0,5 % y TPS/INCC/AER 0,4 y 0,5 %.
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5.4.2.3. Calorimetria de barrido diferencial (DSC)

El almidon nativo no se considera un polimero termoplastico debido principalmente a su
estructura morfoldgica puesto que al ser evaluada por DSC, su temperatura de transicion
vitrea (Tg) se ubica por encima de la temperatura de descomposicion. *?* Para transformar
los gréanulos de almidén en un material termoplastico se requiere la ruptura de su
conformacién semicristalina. La interrupcion granular se lleva a cabo en presencia de un
plastificante lo cual disminuye los valores de Tg, procesado bajo alta presion de corte y

temperatura. 12

Los materiales termoplasticos pueden sufrir un proceso reversible, volviéndose flexibles o
moldeables por encima de su temperatura de fusion y solidos al enfriarse. Por lo tanto, la
determinacion de los parametros asociados con esta transicion térmica se llevé a cabo para
establecer las temperaturas de procesamiento. En este sentido, se realizaron ensayos de DSC

para el TPS con 20 y 25 % de glicerol en la formulacién como se muestra en la figura 18.

Flujo de calor (mW, endo abajo)

—— TPS 25%
— TPS 20%
—— Almiddn

T T T T

T J T T
150 200 250 300

T
50 100

Temperatura (°C)

Figura 18. Termograma obtenido a partir de un analisis por DSC para el granulo de
almidén nativo y las peliculas de TPS 20 % y TPS 25 %.
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Experimentalmente los granulos de almidon nativos almacenados con una humedad
aproximada del 15 % sufrieron un proceso de deshidratacion al alcanzar aproximadamente
los 100°C como se observa en la figura 18. Ademas, con respecto a las formulaciones de TPS
se observo una transicion primaria endotérmica debida a la fusion de los cristales derivados
del proceso de retrogradacion que sufre el TPS en los dias posteriores a su plastificacion, esta
temperatura fue de 151,84 y 159,66 °C respectivamente, para muestras acondicionadas a 50
% HR y 21 °C; otras investigaciones han reportado que el almidén plastificado con un
contenido de agua menor al 35 % de humedad relativa (HR) no se presenta ningin pico
endotérmico en el DSC, lo cual indica un estado amorfo del material. Otras investigaciones
realizadas por Angle’s y Dufresne, 2000 ** mostraron que al aumentar el contenido de
humedad para muestras acondicionadas entre 43 % y 58 % HR, aparece un pico endotérmico
de 130 ° C hasta 155 ° C respectivamente, lo cual coincide con los resultados obtenidos.

La temperatura de fusion depende de la proporcion de almidén y agua. Con un gran exceso
de agua, solo aparece una endoterma en la curva DSC, correspondiente a la temperatura de
gelatinizacion, mientras que con un contenido moderado de agua, solo aparece una
endoterma nuevamente pero a una temperatura mas alta. Con una concentracion de agua
intermedia, se observan dos transiciones endotérmicas. Este comportamiento ha sido
correlacionado al estudiar el punto de fusion de las fases cristalinas y la cantidad de agua

afiadida. ©

En este sentido, la figura 19 muestra una comparacion entre las peliculas de TPS 20 % vy
TPS/NCC 5, 10 y 15 % donde la transicion primaria del TPS/NCC presenta una separacion
de picos la cual puede ser ocasionada por la separacion de los componentes dentro de la
matriz, proporcional al aumento de NCC. Lo anterior se debe a que el agua no se distribuye
de manera homogénea en el granulo y la difusién puede jugar un papel importante en ese
proceso. Esta falta de homogeneidad conduce a una fusion parcial, seguida de recristalizacion

y refundicion, lo que implica que la termoplastificacion se trata de un proceso irreversible.
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Flujo de calor (mW, endo abajo)

TPS/NCC 15%
———TPS/NCC 10%
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—TPS 20%
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Figura 19. Termograma obtenido a partir de un analisis por DSC para las peliculas de TPS
y TPS/NCC.

Ademas presenta un aumento en la temperatura de transicion en el rango entre 150 °C y 220
°C ocasionado por la presencia de NCC dentro de la matriz, cuyas interacciones por puente
de hidrégeno con la amilosa y la amilopectina del almidon ocasionan un desplazamiento
hacia temperaturas mayores debido a que se requiere una mayor energia para desestructurar

el material. 3

Asimismo, las curvas de DSC correspondientes a las formulaciones con NCC presentan
varios picos a diferencia del TPS 20 % analizado. Esta diferencia puede atribuirse a la
inhadecuada dispersion de componentes dentro de la matriz y a una baja adherencia
interfacial del refuerzo, lo cual limita la reorganizacion de las cadenas moleculares de
almiddn y el efecto de cristalizacion de las moléculas de amilopectina. Como resultado, se

pueden observar puntos de fusion a diferentes temperaturas alrededor del evento principal. =
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Para todas las peliculas elaboradas se muestra una transicion primaria atribuida a la fusion
de los dominios de amilopectina cristalinos inducidos por el agua debido a que durante el
almacenamiento, el almidén gelatinizado puede convertirse de una forma no cristalizada a
una forma cristalina. Este evento, conocido como retrogradacion, resulta de la re-asociacion
de la amilopectina en estado amorfo con un bajo grado de ordenamiento en un estado mas
ordenado. * Este fendmeno incluye la formacion de ordenacién de corto alcance de la
amilosa y la formacion de dobles hélices caracteristicas de la estructura de la

amilopectinas.!*

Esta reorganizacion y cristalizacion de las moléculas de amilopectina se ve favorecida por el
efecto de plastificacion inducido por el agua 'y el glicerol.}*! Cuanto mayor sea el contenido
de plastificantes, la amilopectina forma hélices dobles intermoleculares. El desplazamiento
del pico endotérmico hacia temperaturas mas altas cuando el contenido de plastificante
aumenta, probablemente se deba a la formacién de dominios de cristales mas grandes como
resultado del aumento de la movilidad de las cadenas amorfas. Ademas, el aumento de la
cristalinidad de la amilopectina disminuye la movilidad de la misma, lo que resulta en un
refuerzo de la red por la formacion de enlaces y una estabilizacion del fendmeno de

retrogradacion. 4

Bajo este contexto, el andlisis de las transiciones térmicas de las demas formulaciones
elaboradas con AER y NCC/AER mostradas en las figuras 20 y 21, permiten observar que el
efecto del AER adicionado a la matriz termoplastica de TPS y a la matriz de TPS con NCC,
donde tanto el aceite esencial como el surfactante Tween utilizado actan como plastificantes
induciendo un desplazamiento térmico hacia mayores temperaturas. ** ElI Tween 80 o
polisorbato 80 (CesH124026) €s un aditivo alimentario que por sus caracteristicas actia como
tensoactivo no ionico, es decir, funciona como surfactante hidrofilico emulsificando el aceite
de romero dentro de la matriz acuosa de almidon; lo que a su vez propicia la plastificacion al

permitir la transicion de las secciones cristalinas del almidon a secciones amorfas. 3
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Flujo de calor (mW, endo abajo)
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v T v T T T v T -
50 100 150 200 250 300

Temperatura (°C)

Figura 20. Termograma obtenido a partir de un analisis por DSC para las peliculas de TPS

20 % y TPS/AER 0,4y 0,5 %.

Flujo de calor (mW, endo abajo)
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Figura 21. Termograma obtenido a partir de un analisis por DSC para las peliculas de
TPS/NCC 15 % y TPS/INCC/AER 0,4 y 0,5 %.
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Ademas, se observa un efecto reducido en la cantidad de sefiales presentes al evaluar las
peliculas de TPS/NCC con respecto a las de TPS/INCC/AER, estas Ultimas presentaron una
menor cantidad de sefiales lo cual puede ser indicativo de que el AER presente no sélo actlan
como plastificantes sino que propicia la uniformidad de la muestra al ser expuesta a

temperaturas mayores a los 100 °C.

5.4.2.4. Propiedades mecéanicas

Las caracteristicas mecéanicas de las peliculas son importantes porque estan relacionadas con
el uso final de estos materiales. Las propiedades mecénicas de las peliculas se estudian
normalmente a través de pruebas de traccion, extendiendo gradualmente la pelicula a una
velocidad dada y registrando la resistencia frente al tiempo o la distancia. Los parametros de
traccion més utilizados son el modulo elastico o modulo de Young (EM, por sus siglas en
inglés), directamente relacionado con la rigidez de la pelicula, la resistencia a la traccion (TS,
por sus siglas en inglés) como una medida de la resistencia de la pelicula y el porcentaje de
alargamiento a la rotura (% EB, por sus siglas en inglés) vinculado a la capacidad de
estiramiento de la pelicula tras el rompimiento. El estudio de estas propiedades caracteristicas
es importante para determinar el alcance de las aplicaciones que tendra el material elaborado.
142 os resultados de los parametros de propiedades mecanicas analizados experimentalmente

se presentan en el anexo 6, cuadro 12y las figuras 22 a 24.

Las propiedades mecanicas dependen sustancialmente de la composicion de la mezcla de
almidén con los aditivos; la figura 22 muestra una representacion grafica de los datos
obtenidos para la resistencia a la traccion con respecto a las diferentes composiciones de TPS
elaboradas experimentalmente. En general, la resistencia a la traccidn se encontro6 en el rango
entre 0,495y 1,795 MPa. Especificamente, las peliculas de TPS de 20 % y 25 % de glicerol
con respecto al contenido de almidén, mostraron una resistencia a la traccion de 1,263 y
1,569 MPa, un alargamiento a la rotura de 76,77 % y 34,85 % y un médulo de 4,47 y 12,37
MPa.

En este sentido, se observa un aumento en la resistencia a la traccion del TPS con el aumento
del contenido de glicerol el cual esta respaldado por los datos del médulo de Young; este

aumento en TS y EM es tipico para materiales flexibles y se encuentra relacionado con el
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aumento en el contenido de glicerol utilizado, debido a las interacciones moleculares por
puente de hidrégeno que interactian con las moléculas de amilosa y amilopectina
ocasionando una mayor movilidad de las moléculas. *** De acuerdo con estudios realizados
por Mali S. et al., 2005 *® donde también se probaron las propiedades mecénicas de las
peliculas de almiddn de yuca utilizando 20 y 30 % de glicerol segun el contenido de almidén,
se obtuvieron valores de TS entre 3y 8 MPa, valores de % EB entre 40 y 60 % y EM entre
50 y 100 MPa. 143

2.0

Resistencia a la traccion (MPa)

TPS 20 % TPS 25 % TPS/NCC TPS/NCC TPS/NCC TPS/AER TPS/AER  TPS/AER/NCC TPS/AER/NCC
5% 10 % 15% 0.4 % 0,5% 0,4 % 0,5 %

Composicion (%)

Figura 22. Resistencia a la traccion (MPa) de las peliculas de TPS segun su composicién
de TPS, TPS/NCC, TPS/AER y TPS/INCC/AER.

En cuanto a los resultados obtenidos para las pruebas mecéanicas realizadas para las peliculas
de TPS/NCC, como se puede observar en la figura 22 la resistencia a la traccion aumento al
incrementar el contenido de NCC desde 10 a 15 %, dando valores de 1,71 y 1,80 MPa
respectivamente. Los resultados obtenidos por Ma X., et al., 2017 ®mostraron que la
resistencia a la traccion aumento significativamente de 5 a 15 MPa aproximadamente, al
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aumentar la concentracion de NCC a 0 a 0,3 g/100 mL triplicando asi los valores de
resistencia. Sin embargo, para el TPS/INCC 5 % el TS fue de 1,07 MPa un resultado de TS
menor con respecto a la formulacion que contiene tnicamente TPS y puede deberse a que la
proporcién de NCC utilizada no proporciona una mejora en la resistencia a la traccion dentro
de la formulacién.

La mezcla de almidén/NCC conduce a un incremento discreto de la resistencia a la traccion
de las peliculas de 10 y 15 % de NCC. Estos resultados indicaron la formacion de una
interaccion intermolecular entre el grupo hidroxilo de las moléculas de almidén y el grupo
hidroxilo de la NCC, debido a la naturaleza quimica similar entre la matriz de almidon y el
refuerzo de NCC, ambos derivados de unidades de D-glusosa. =

16 T T T T T T T IOO
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—m— Alargamiento a a rotura E (%)
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Figura 23. Mddulo elastico (MPa) y alargamiento a la rotura (%) para las muestras de TPS
20 % y TPS/NCC 5, 10 y 15 %.
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Ademas, como se puede observar en la figura 23, la representacion gréfica de los datos
obtenidos para el modulo eléstico con respecto al alargamiento a la rotura donde se observa
que el modulo elastico presentd valores méas altos de médulo para los bionanocompuestos
que para el TPS donde el aumento fue proporcional al aumento de NCC en la composicion;
se obtuvo asi una rigidez de 4,47 MPa para el TPS 20 % hasta 11,95 MPa para la formulacién
de TPS/NCC 15 %; es decir, la combinacién de los nanocristales de celulosa dentro de la
matriz conduciria a una red de enlace de hidrégeno que aumenta la rigidez del material
obtenido. 2

Ademas, se detecto el efecto contrario para el alargamiento a la rotura que presentd una
tendencia decreciente con niveles crecientes de refuerzos de NCC adicionados a la
composicion; desde 76,77 % para el TPS 20 % hasta 41,75 % para la formulacion de
TPS/INCC 15 %. Este resultado podria atribuirse al hecho de que concentraciones
suficientemente altas de refuerzos forman una red rigida y continua de refuerzos unidos entre
si por enlaces de hidrégeno, lo que restringiria el estiramiento de la cadena, lo que indica que
la NCC podrian reducir de manera mas efectiva la fragilidad de las peliculas a base de

almidon de yuca. 3

En sintesis, la razon principal del aumento la resistencia dentro de las propiedades mecanicas,
es la fuerte interaccion entre el almidon de yuca y la NCC, que se debe al area de contacto
expuesta de los cristales de orden nano y micro que interaccionan por medio de puentes de
hidrogeno con el almiddn desestructurado. Durante el procesamiento y el secado de las
peliculas, los fuertes enlaces de hidrégeno formados entre los grupos hidroxilo de las cadenas
de NCC vy los grupos hidroxilo en la cadena de almidon de yuca propician un aumento en la
resistencia del termoplastico elaborado. * En comparacion con los datos presentes en el
cuadro 1 que describen las propiedades de los materiales de embalaje principales utilizados
en la industria plastica, se puede decir que, con respecto a la resistencia a la traccion, el
TPS/NCC 15 % es similar a los valores mas bajos de resistencia del LDPE y PVC. Estos
resultados indican que el biocompuesto elaborado podria sustituir algunas aplicaciones

relacionadas con estos materiales de empaque tradicionales.
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Por otro lado, la adicion de AER a las muestras de TPS presenté resultados de resistencia a
la traccion que disminuyeron de 1,26 MPa para el TPS 20 % a 0,495 y 0,545 MPa para el
TPS/AER 0,4 y 0,5 % respectivamente y de 1,80 para el TPS/NCC 15 % a 1,022 y 0,882
MPa para el TPS/NCC/AER 0,4 y 0,5 % respectivamente. En este sentido, el efecto de la
adicion de lipidos como lo son los aceites esenciales sobre las propiedades de traccion de las
peliculas elaboradas utilizando la formulacion base de TPS 20 % y TPS/NCC 15 %
demuestran que existe una correlacién entre las caracteristicas de los aceites y su capacidad

para interactuar como plastificantes dentro de la matriz de polisacaridos. %

Ademas, estos datos se encuentran respaldados por los valores de modulo de Young presentes
en la figura 24, los cuales decaen con respecto a las formulaciones sin este componente, se
observé un médulo de 5,81 y 3,50 para el TPS/INCC/AER 0,4 y 0,5 % respectivamente,
mientras que los valores mas bajos fueron obtenidos para el TPS/AER 0,4 y 0,5 % con
modulos de 2,57 y 2,64 MPa respectivamente; en comparacion con sus analogas sin AER, el
modulo elastico fue de 4,47 MPa para el TPS 20 % y 11,95 MPa para el TPS/NCC 15 %.

La incorporacion de AER en la matriz de la pelicula induce una estructura de pelicula
heterogenea. Esto afecta las propiedades de traccion de las peliculas, dependiendo de las
caracteristicas del lipido agregado. La reduccion de la resistencia y la rigidez podrian
explicarse principalmente por el reemplazo parcial de interacciones polimero-polimero mas
fuertes por interacciones de Van der Waals polimero-aceite mas debiles en la red de peliculas
las cuales reducen la cohesion de las fuerzas de la red de almidon, reduciendo la resistencia
a la traccion de la pelicula y a su vez la rigidez de la matriz disminuye. *** (Shojaee-Aliabadi
et al., 2013). 142

Asi mismo, en cuanto a las peliculas de TPS/NCC, la reduccion observada en las propiedades
mecanicas con respecto al TPS/NCC/AER se debe a que las interacciones polimero - refuerzo
se ven afectadas por la presencia del aceite esencial debido a la generacion de agregados, es
decir, que se genera una mayor cantidad de interacciones entre los nanocristales de celulosa
que evitan la dispersién adecuada del refuerzo dentro de la matriz y reducen asi las
propiedades de rigidez y resistencia de la matriz. 3 EI mismo comportamiento se observé en

las peliculas de almidon de yuca donde se estudié el efecto de la adicién de Tween como
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surfactante; este efecto se debe a que el tensioactivo aumenta el volumen libre en las cadenas

de almiddn adyacentes generando una estructura mas ductil. 244

Por su parte, la representacion grafica de los datos obtenidos para el médulo elastico con
respecto al alargamiento a la rotura mostrados en la figura 24 permite observar que para las
peliculas de TPS/AER 0,4 y 0,5 %, el alargamiento a la rotura fue de 113 y 106 % EB
respectivamente; mientras los valores para el TPS/NCC/AER 0,4 y 0,5 % fueron de 65y 101
% E respectivamente. Por lo cual, la proporcién de AER generdé un aumento de la capacidad
de estiramiento de las peliculas al compararlas con sus analogas sin AER (77 % EB para el
TPS 20 % y 42 % EB TPS/NCC 15 %). De acuerdo con este resultado se puede decir que el
AER adicionado tiene un efecto plastificante incluso a pequefias concentraciones. Esto se
explica por el desarrollo de una estructura de pelicula heterogénea derivada de la

incorporacion de aceite, lo que aumenta la capacidad de estiramiento de la pelicula. 142
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Figura 24. Mddulo elastico y alargamiento a la rotura segun la composicion del
biocompuesto elaborado con TPS 20 %, TPS/NCC 15 %, TPS/AER 0,4y 0,5% y

TPS/NCC/AER 0,4y 0,5 %.
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En conclusién, la resistencia a la traccion, el alargamiento en la rotura y el médulo elastico
de las peliculas termoplasticas estan determinadas por una amplia gama de factores, como
las caracteristicas microestructurales del material. Es decir, que las propiedades de traccién
de las peliculas dependen de los constituyentes de las peliculas y sus proporciones relativas.
142 Experimentalmente, las peliculas de TPS/NCC presentaron las caracteristicas mas
adecuadas en cuanto a propiedades mecanicas para una potencial aplicacién en la sustitucion

de plasticos de un solo uso.

5.4.2.5. Propiedades de interaccion con el agua

Las propiedades de interaccion con el agua corresponden a la solubilidad, la permeabilidad
y velocidad de transmision de vapor de las peliculas de almiddn termoplastico al
interaccionar directamente con el agua o por medio de su interaccion en ambientes de
humedad relativa controlada. Estas propiedades son fundamentales para delimitar la
funcionabilidad del material debido a que las aplicaciones potenciales de las peliculas a base
de almidon pueden requerir resistencia y baja interaccién con el agua para mejorar la
integridad de productos utilizados como materiales de embalaje. Sin embargo, una mayor
interaccion con agua o fases acuosas puede ser Gtil para la aplicacion de recubrimientos o
encapsulacion de alimentos. ¥° El cuadro 6 muestra los resultados obtenidos para las pruebas
relacionadas con la interaccion con agua de las peliculas elaboradas con TPS, TPS/NCC,
TPS/NCC/AER y TPS/AER.
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Cuadro 6. Resultados obtenidos para las pruebas relacionadas con la interaccion con agua

de las peliculas elaboradas con diferentes formulaciones y componentes.

Velocidad de transmision Permeabilidad al vapor
Pelicula Solubilidad (%0) de vapor de agua de agua
(gh*m?) (g mm h* m? kPa™)
TPS 20 % 6,34+0,13 2,47 £0,05 0,144 + 0,003
TPS 25 % 7,34+£0,12 3,37£0,06 0,197 +0,03
TPS/NCC 5 % 7,19£0,10 2,54+0,04 0,148 + 0,002
TPS/NCC 10 % 5,44 +0,14 2,48 +0,16 0,144 + 0,010
TPS/NCC 15 % 4,76 £0,10 2,07+0,01 0,121 + 0,001
TPS/AER 0.4 % 8,76 £0,13 3,36 £0,28 0,198 + 0,016
TPS/AER 0.5 % 6,07+0,11 3,08 +0,37 0,180 + 0,022
TPS/NCC/AER 0.4 % 10,45 +0,11 3,37+0,24 0,196 + 0,014
TPS/NCC/AER 0.5 % 9,84+0,11 2,72+0,31 0,158 + 0,018

5.4.2.5.1. Propiedades de solubilidad en agua

La solubilidad en agua es un parametro clave a determinar para biopolimeros sensibles al
agua como el TPS. % Como se muestra en el cuadro 6, la solubilidad varié segun las
diferentes formulaciones y componentes afiadidos a la matriz termoplastica. En el caso del
TPS en donde se utiliz6 agua y glicerol como plastificantes, la solubilidad aument6 de 6,34
a 7,34 % al aumentar de 20 a 25 % el contenido de glicerol/g de almiddn respectivamente.
Las investigaciones realizadas por Chiumarelli M., et al.; 2014 % coinciden en que la
solubilidad de las peliculas biodegradables esta influenciada por el tipo y concentracion de

plastificante. Ademas, segun Miller C., et al.; 2008 * la adicion de plastificantes, en
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particular de glicerol, tiene una gran influencia en la solubilidad de las peliculas de almidon,
debido a su carcter hidrofilico. El glicerol interactta con la matriz de la pelicula aumentando
el espacio entre las cadenas, facilitando la difusion del agua y, en consecuencia, el aumento
de la solubilidad de la pelicula. #’

Por su parte, las peliculas de TPS/NCC presentaron una disminucion desde 7,19; 5,44 y 4,76
% seguln la adicion de 5, 10 y 15 % de NCC en la matriz termoplastica respectivamente, lo
cual concuerda con las caracteristicas propias del NCC que, por su grado de orden molecular
la hace menos higroscépica que el almidén debido a que propicia la formacion de puentes de
hidrogeno entre las biomacromoléculas del almidon y la los nanocristales de celulosa, lo cual
disminuye la disponibilidad de los grupos hidroxilo para la formacion de enlaces de
hidrogeno con el agua, es decir, las interacciones del NCC con el agua provoca que las
peliculas se hinchen, lo cual debilita el material y propicia que parte del material se solubilice

en agua. 2

Por otra parte, las peliculas con aceite esencial, independientemente de la concentracion de
AER, mostraron una mayor solubilidad que su analoga sin aceite. En general, la solubilidad
de las peliculas depende del tipo y la concentracion de los compuestos, asi como de sus
indices de hidrofilia e hidrofobicidad. Los resultados obtenidos experimentales muestran un
aumento en la solubilidad de las peliculas de TPS/NCC/AER que contienen un 15 % de NCC,
donde se muestran valores de 10,45 y 9,84 % de solubilidad para formulaciones con 0,4 y
0,5 % de AER mientras que la pelicula de TPS/NCC sin AER presentd un 4,76 % de
solubilidad. Con respecto a las peliculas de TPS/AER 0,4 y 0,5 % se pudo determinar un
porcentaje del 8,76 y 6,07 % de solubilidad, mientras que su andloga sin AER mostr6 un 6,34
% solubilidad.

El aumento en la solubilidad puede deberse a que a pesar del caracter hidrofobico de los
aceites esenciales, la insercién de este componente dentro de la matriz polimérica genera una
composicion heterogénea que disminuye las interacciones polimero-polimero y polimero-
NCC de las peliculas, lo cual facilita la insercion de moléculas de agua entre las cadenas de
polimeros, aumenta del grosor y las estructuras superficiales irregulares de las peliculas,

aumentando asi el area de contacto de la pelicula y el agua. La alta solubilidad puede ser
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beneficiosa para la aplicacion de las peliculas en frutas y verduras, para su posterior

eliminacion.

Cabe resaltar que las formulaciones TPS/AER Y TPS/NCC/AER con 0,5 % de AER
presentaron menores solubilidades que las formulaciones con 0,4 % de AER, lo cual indica
que existe una concentracién por encima de la cual la adicion de AER interacciona de forma
tal que disminuye la solubilidad. Aunado a esto, se utiliz6 una proporcion del 50 % de
surfactante Tween con respecto al contenido de AER; el cual adiciona parte del caracter
hidrofébico de la formulacién empleada. Ambos factores podrian ser los responsables de la
disminucidn de la solubilidad entre el contenido de 0,4 a 0,5 % de AER utilizado. *

En conclusion, la baja solubilidad en agua de las peliculas a base de almidon esta relacionada
con los fuertes enlaces intermoleculares entre las cadenas de almiddon, que evitan la
disociacion del polimero. Los valores de solubilidad indican una fuerte interaccion entre las
cadenas de almidon. La formacion de enlaces de hidrogeno entre ellos reduce la interaccion
entre el agua y la superficie de la pelicula reduciendo asi la solubilidad de la matriz

polimérica. 2

5.4.2.5.2. Permeabilidad y velocidad de transmision de vapor de agua

La capacidad de las peliculas para retrasar la pérdida de humedad del producto es una
caracteristica importante que afecta la calidad del producto. La permeabilidad al vapor de
agua de las peliculas se encuentra relacionada a la capacidad de interaccion con el agua. 42
Investigaciones realizadas por Navia D., et al.; 2019 1% indican que valores bajos de WVP
son ideales para aplicaciones de envasado utilizando TPS porque permiten controlar el
intercambio de vapor de agua entre el producto y su atmosfera circundante, con la finalidad

de preservar la vida Gtil del producto. 44

El cuadro 6 muestra los rangos experimentales de WVTR entre 2.07 y 3,37 (g ht m?) y de
WVP entre 0,121 y 0,198 (g mm h** m? kPa). Estos valores son mas bajos que algunos de
los reportados en otros estudios bajo las mismas condiciones de prueba como: 0,15y 0,42 %
Luchese et al., 2017 22y 0,19 % Colivet y Carvalho, 2017 1“8 para diversas formulaciones de

TPS. Las formulaciones TPS 20 % y TPS 25 % presentan una permeabilidad al vapor de
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agua (WVP) entre 0,144 y 0,198 (g mm h™* m? kPa) respectivamente; ademas la velocidad
de transmision de vapor de agua fue de 2,47 y 3,37 (g h* m™) estos resultados confirman que
la capacidad de interaccionar con el agua se ve aumentada en las peliculas de TPS 25 %. Este
comportamiento también fue informado por Luchese et al., 2017 22 asegurando que el
aumento de la concentracion de plastificante genera una mayor afinidad por el agua, como
consecuencia del caracter polar de la molécula de glicerol y probablemente, al aumentar su
relacion, estimulara la disponibilidad del grupo hidroxilo para atraer moléculas de agua y por
lo tanto, WVP y WVTR aumentaran. 2

En cuanto a la incorporacion de NCC en la matriz termopléastica, los resultados para WVP
mostraron valores de 0,148; 0,144 y 0,121 (g mm h' m? kPa?) para las peliculas de
TPS/NCC 5, 10y 15 % respectivamente; las cuales mostraron una WV TR que disminuye de
manera lineal con el aumento de NCC de 2,54; 2,48 y 2,07 (g h'* m?); mientas que para la
pelicula de TPS 20 % los resultados de WVP y WVTR fueron 0,144 (g mm h* m? kPal) y
2,47(g 't m) respectivamente; por lo que se puede concluir que la incorporacion de NCC
al biocompuesto no resulté en una mejora significativa de las propiedades de barrera debido
a que la permeabilidad al vapor de agua parece estar gobernada por la fuerte afinidad quimica

del TPS con las moléculas de agua. 2

En cuanto a las peliculas con AER en su formulacion presentaron valores superiores de
permeabilidad al vapor de agua con respecto a sus analogas sin AER. Los valores mostrados
de WVP fueron 0,198 y 0,180 (g mm h?* m? kPa) para el TPS con un contenido de 0,4 y
0,5 % AER respectivamente, mientras que su analoga sin AER presenté un WVP de 0,144
(g mm h*t m? kPa). Por su parte, las peliculas de TPS/NCC/AER 0,4 y 0,5 % presentaron
valores de 0,196 y 0,158 (g mm h™* m? kPa) respectivamente mientras que el TPS/NCC
present6 un valor de 0,121 (g mm h* m? kPa). Se observa que al aumentar la concentracion
de aceite de romero en condiciones fijas de almiddn, plastificante y surfactante se genera una
reduccion en los valores de WVP. Seguin Shen X. et al.; 2010 1%, la interaccion como enlace
covalente y enlace de hidrégeno formado entre el almiddn y el aceite de romero podria limitar
la disponibilidad de grupos hidroxilo para crear enlaces hidréfilos con el agua y, como

consecuencia, la hidrofilia y WVP en las peliculas disminuye. 14
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Las formulaciones elaboradas de TPS incorporaron un 50 % de surfactante Tween con
respecto a la proporcién de AER incorporado. En comparacion con las peliculas de TPS y
TPS/NCC, donde no se incorpora ningun tipo de surfactante, en las peliculas de TPS/AER Y
TPS/NCC/AER no se observé un efecto en la reduccion de WVP de las peliculas; por lo que
se presume que la adicion de AER vy surfactante tuvieron un efecto mayoritariamente
plastificante bajo las proporciones utilizadas, aumentando el volumen libre entre las cadenas
de almiddn adyacentes favoreciendo asi la penetracion del vapor de agua. 4°

En términos generales, las peliculas a base de almiddn de yuca tienen propiedades de barrera
contra el vapor de agua muy pobres en comparacion con los polimeros utilizados
tradicionalmente por la industria del empaque; como se muestra en el cuadro 1, las
propiedades de los materiales de embalaje como el PP y HDPE presentan valores de WVTR
similares a los obtenidos con las formulaciones elaboradas experimentalmente; por lo que su

uso debe ser diferenciado y limitado a sus capacidades.

5.4.2.6. Opacidad

La opacidad es un atributo de los materiales que tiene un papel relevante en el area del
envasado de productos debido a que comercialmente se prefiere un embalaje que permita ver
el producto. Los datos experimentales de opacidad se presentan en el cuadro 7.
Experimentalmente, la opacidad vario de 16,24 a 17,75 % entre todas las peliculas
elaboradas. Cabe sefialar que los valores de opacidad en unidades de 16 % corresponden a
las peliculas de TPS y TPS/AER mientras que los valores de opacidad en unidades del 17 %
fueron determinados para las peliculas de TPS/NCC y TPS/NCC/AER; con lo cual es posible
interpretar que el contenido de NCC propicia el aumento en una unidad de la opacidad de la

muestra.
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Cuadro 7. Determinacion de la opacidad de las peliculas de almidén termoplastico
elaboradas con diferentes componentes.

Pelicula Opacidad (%)
TPS 20 % 16,59 + 0,30
TPS 25 % 16,61 + 0,32
TPS/NCC 5 % 17,65 £ 0,24
TPS/NCC 10 % 17,70 £ 0,26
TPS/NCC 15 % 17,75+ 0,21
TPS/AER 0.4 % 16,24 + 0,29
TPS/AER 0.5 % 16,44 + 0,30
TPS/NCC/AER 0.4 % 17,31 £ 0,26
TPS/NCC/AER 0.5 % 17,45 + 0,27

Cualitativamente se mantuvo la transparencia observada en estas muestras. El ligero aumento
de la opacidad en las peliculas que contienen NCC se puede fundamentar en la formacién de
una estructura de red densa y continua por la interaccion de enlaces de hidrogeno entre la
nanocelulosa que, en algunos casos, puede conducir a una aglomeracion parcial por enlaces
de hidrogeno entre el refuerzo que se dispersé de manera desigual en el sistema a base de

almidon.

Otros autores como Navia D., et al.; 2019 ** informaron valores de opacidad que van desde

16,4 hasta 16,9 % para peliculas con una formulacién similar en composicion donde se utilizd
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almidon de yuca, aceite de romero y Tween como surfactante los cuales coinciden con los
obtenidos para las peliculas de TPS/AER 0,4 y 0,5 % que poseen valores de opacidad de
16,24 y 16,44 % de opacidad respectivamente. En el caso de las muestras de TPS/NCC/AER
los valores determinados fueron 17,31 y 17,45 % cuyo aumento corresponde a la presencia
de NCC en la matriz termoplastica. Sin embargo, otro aspecto a considerar es la proporcion
de AER y surfactante Tween en la muestra; debido a que, al igual que en las investigaciones
de Navia D., et al.; 2019 **4, se obtuvo un aumento en la opacidad al aumentar la proporcion
de estos componentes en la muestra manteniendo los demas pardmetros constantes en la

formulacion.

En general, se encontro que la incorporacion de AER causé una reduccion de la transparencia
de la pelicula. La adicion de aceites resultdé en una disminucién de la transmision de luz,
posiblemente debido a la dispersion de la luz en la interfaz de las gotas de AER incrustadas
en la matriz de la pelicula. En consecuencia, se observo un aumento en la opacidad de las

peliculas que contienen AER. 42

Cabe sefalar que muchas de las diferencias encontradas entre los parametros reportados en
la literatura y los valores obtenidos experimentalmente pueden deberse a factores como el
grosor de la pelicula, debido a que cuanto mayor es el grosor, mas opacas aparecen las
peliculas. Ademas, esta variabilidad podria estar relacionada con la fuente boténica de
almiddn utilizado para elaborar la matriz polimérica debido a que puede contener otros
compuestos como proteinas y lipidos que podrian aumentar la opacidad del material, aunado
a esto la proporcion de amilosa/amilopectina y las condiciones agroambientales de cosecha

son factores gque se ven involucrados en la opacidad de acuerdo con Basiak E. et al.; 2017.
140

La opacidad es una propiedad importante porque la cantidad de luz que afecta los alimentos
y la apariencia de los productos envasados se consideran relevantes para la aceptacion del
consumidor. % En este sentido, todas las peliculas obtenidas en este estudio fueron claras

como para ser utilizadas como materiales de embalaje o revestimiento transparentes.
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5.4.2.7. Determinacién de la actividad antimicrobiana del AER

Se pueden incorporar agentes antimicrobianos en peliculas de TPS para proporcionar
estabilidad microbioldgica, ya que las peliculas se pueden usar como portadores de una
variedad de aditivos para extender la vida util del producto y reducir el riesgo de crecimiento
microbiano en las superficies de los alimentos. La adicion de agentes antimicrobianos a las
peliculas comestibles ofrece ventajas tales como el uso de pequefias concentraciones de
antimicrobianos las cuales pueden ser determinadas al establecer la minima concentracion

inhibitoria requerida para inhibir el crecimiento bacteriano. %

5.4.2.7.1. Determinacion de la concentracién minima inhibitoria

Los resultados obtenidos para el aceite esencial de romero (R. officinalis) segun el espectro
de accion antimicrobiana planteado experimentalmente de 1000 a 4000 ppm (figura 25)
mostraron una disminucion a partir de los 3000 ppm en las cepas bacterianas observadas para
la bacteria Gram negativa E. coli. Estos resultados concuerdan con lo encontrado por Castafio
H. et al; 2010 ®¥ y Mathlouthi N. et al; 2012 *® quienes demostraron la actividad
antimicrobiana del aceite esencial de R. officinalis contra cepas de E. coli donde la inhibicién
del crecimiento bacteriano se alcanz6 a una concentracion de 4096 y 4400 ppm
respectivamente. Por otra parte, el aceite esencial de romero present6 actividad
antimicrobiana contra la bacteria Gram positiva S. aureus notoria a partir de los 2000 ppm,
resultado que coincide con los obtenidos por Castafio H. et al., 2010 ** con una MIC de
2048 ppm. Sin embargo, no fue posible observar un efecto inhibitorio para la bacteria Gram
Negativa S. entérica bajo ninguna concentracion del espectro de accién antimicrobiana

planteado experimentalmente.
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Figura 25. Concentracién minima inhibitoria del AER en las bacterias a. E. coli, b. S.
Aureus, c. S. entérica; en concentraciones (1000, 2000, 3000, 4000) uL de AER (de

izquierda a derecha).

El espectro de inhibicion frente al extracto de AER puede ser explicado por los posibles
mecanismos de dafio a la membrana celular bacteriana debido al incremento de su
permeabilidad y la afectacion de su estructura. 3 Se considera que el modo de accion
antimicrobiano del AER surge principalmente de su potencial hidrofébico para introducirse
en la membrana celular bacteriana, desintegrar las estructuras de la membrana, causar fuga
de iones y/o interactuar con sitios intracelulares criticos para las actividades bacterianas.
Especificamente, son capaces de inhibir la actividad de la enzima glucosiltransferasa, que es
responsable de la adhesion de bacterias a sus sitios. % Ademas se ha establecido que la
estructura hidrofilica de la pared celular de las bacterias Gram negativas, constituida
esencialmente por un lipo-polisacérido, bloquea la penetracion de los componentes
hidrofébicos de los aceites y por esta razon, las bacterias Gram-positivas son mas sensibles
a los efectos de los aceites esenciales. %
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Investigaciones realizadas por Klancnik A. et al.; 2009 1°° demostraron que la bacteria Gram
negativa S. entérica exhibié una resistencia marcada a las formulaciones de extracto de AER
probadas. Debido a que, la membrana externa que rodea la pared celular en bacterias Gram

negativas, que restringe la difusion de compuestos a través de su cubierta de lipopolisacérido.
150

La composicién quimica de los aceites esenciales es critica para sus actividades
antibacterianas. *® Se han realizado diversos estudios para determinar si la actividad
antibacteriana de los aceites esenciales podria estar relacionada con sus compuestos
principales, a-pineno, mirceno, 1,8-cineol, alcanfor y borneol. Ademés, también se ha
informado de otros componentes menores por su actividad antimicrobiana, como [3-pineno,
limoneno, o-terpino y canfeno. %2 Esto podria deberse al efecto sinérgico de algunos
componentes menores presentes en el aceite. Los componentes menores son criticos para la

actividad y pueden tener una influencia potencial. %

Para ello se ha evaluado la actividad antibacteriana de estos compuestos en las mismas
condiciones experimentales. En este sentido, los resultados mostrados por Ojeda-Sana A. et
al; 2013 %2 demuestran que el a-pineno fue el Ginico compuesto que fue capaz de inhibir todos
los microorganismos probados, entre ellos S. Aureus y E. coli con valores de MIC que varian
de 800 a 8000 ppm. Por otro lado, el alcanfor y el borneol inhibieron solo las bacterias Gram
positivas, mientras que el 1,8-cineol fue activo contra las bacterias Gram negativas con
valores de MIC de 8000 a 20000 ppm. %2

Con respecto a los resultados relacionados con la actividad antifangica que se muestran en la
figura 26, el AER probado en placas de agar de dextrosa de papa exhibi6 un efecto inhibidor
efectivo contra todos los hongos analizados experimentalmente con un MIC de 4000 ppm
para A. flavus y A. niger y de 3000 ppm para F. oxyporum. Estos resultados concuerdan con
las investigaciones realizadas por Souza et al., 2013 1% quienes comprobaron la actividad
antimicrobiana para los hongos Aspergillus niger y Aspergillus flavus.'® Investigadores
como Ozcan M. et al., 2008 han estudiado la efectividad del romero en el crecimiento de los
hongos concluyendo que las principales sustancias como el timol, el carvacrol y el mentol

son las responsables del efecto antiftingico. 3! Por lo tanto, los resultados sugieren el uso
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potencial de algunos aceites como conservantes antimicoticos en los alimentos. Aunque los
altos niveles de aceites volatiles pueden afectar negativamente las propiedades sensoriales de
los alimentos, las concentraciones mas bajas pueden ser suficientes para la inocuidad

alimentaria en situaciones reales donde la carga microbiana es baja. 3!

Figura 26. Concentracion minima inhibitoria del AER en los hongos a. A.flavus, b.
A.niger, c. F. oxyporum; en concentraciones (0, 1000, 2000, 3000, 4000) uL de AER (de

izquierda a derecha).

Las diferencias encontradas con respecto a la susceptibilidad de los microorganismos con
respecto a las muestras de prueba podrian atribuirse a la variacién en la tasa de penetracion
de las muestras a través de la pared celular y las estructuras de la membrana celular, asi como
su respuesta adaptativa y estrategia de supervivencia derivada de su especie. “°Ademas,
diversas revisiones de la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales han informado

una multiplicidad de factores que van desde el cultivo de la planta hasta las variaciones en
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las condiciones experimentales para la medicion de la actividad antibacteriana, asi como las

diferencias en la metodologia que afectan la diversidad de resultados obtenidos. 8492

5.4.2.7.2. Prueba cualitativa de inhibicién de disco

El crecimiento de microorganismos de descomposicion y patégenos transmitidos por los
alimentos es una de las causas mas importantes de degradacion de los alimentos. La presencia
de microorganismos de descomposicion en los alimentos puede acelerar la oxidacién de los
lipidos y otros procesos de oxidacion, o puede producir cambios en las propiedades
organolépticas de los alimentos. Los patogenos transmitidos por los alimentos son
directamente responsables de ciertas enfermedades en el organismo humano, o pueden ser

indirectamente responsables debido a la produccion de toxinas. 142

La determinacion de la actividad antimicrobiana de las peliculas biocompuestas de TPS
elaboradas con diversas proporciones de NCC y AER se estudid contra tres bacterias
comunes de intoxicacion alimentaria las cuales se resumen en la figura 27 (a. E.coli, b. S.
Aureus, c. S. entérica) y tres hongos comunes en el entorno alimenticio figura 28 (a. A. flavus,
b. A. niger, c. F. oxysporum). Considerando los caracteres inertes (no antimicrobianos) del
almiddn y otros componentes presentes en la solucion filmogénica, las peliculas de TPS 20
% de glicerol/contenido de almidon y TPS/NCC 15 % de nanocristales de celulosa, no
mostraron ninguna actividad antimicrobiana contra las bacterias y hongos estudiados debido
a que el almidon y la nanocelulosa son polisacaridos compuestos por unidades de glucosa las

cuales no poseen propiedades antimicrobianas por si mismas.
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Figura 27. Prueba de inhibicion de disco del TPS, TPS/NCC, TPS/INCC/AER y TPS/AER

en las bacterias a. E. coli, b. S. Aureus, c. S. entérica.

Por otra parte, la prueba de inhibicion de disco para las peliculas de TPS/NCC/AER de 0,4 y
0,5 % mostraron una zona inhibitoria en ambas formulaciones para la bacteria E. coli,
mientras que para la bacteria S. Aureus se observo un halo de inhibicion Unicamente en la
pelicula de TPS/NCC con un contenido de 0,5 % de AER. Sin embargo, para la bacteria S.
entérica no fue posible observar ningan efecto inhibitorio por parte del agente antimicrobiano
incorporado en la pelicula. En cuanto a los resultados derivados de la prueba de inhibicién
de disco realizada con hongos para estas formulaciones de TPS/NCC/AER, fue posible
observar una disminucién en la esporulacion del hongo A. niger, con un pequefio halo de

inhibicién alrededor de la pelicula con un contenido de 0,5 % de AER. Para los hongos A.
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flavus y F. oxysporum no fue posible observar una disminucion en la esporulacion alrededor
de los discos de TPS.

Con respecto a las peliculas de TPS/AER de 0,4 y 0,5 % los resultados permitieron observar
halos de inhibicidn para cada una de las bacterias estudiadas en el orden E. coli > S. entérica
> S. Aureus segun el didmetro del halo observado en la pelicula con un contenido de 0,5 %
de AER. Por su parte, los hongos evaluados para las formulaciones de las peliculas de
TPS/AER presentaron actividad antifungica principalmente para el hongo A. niger para
ambas concentraciones de AER utilizadas, siendo méas notorio en de 0,5 % de AER. En
cuanto al hongo A. falvus se presentd una disminucion en la esporulacion del hongo; sin
embargo, no fue posible observar un halo de inhibicion definido. Finalmente, para el hongo
F. oxysporum se identificd un pequefio halo de inhibicion alrededor de la pelicula con un
contenido de 0,5 % de AER.

Las peliculas con actividad antibacteriana presentaron una mayor actividad al aumentar la
concentracion de AER de 0,4 a 0,5 %. Se utilizo la concentracion de 0,4 % de AER debido a
que esta fue determinada como la minima concentracion inhibitoria y se propuso la
utilizacién de 0,5 % AER para superar la MIC. En este sentido, se determind que una mayor
concentracion de AER actia como plastificante al aumentar la cantidad de grupos hidroxilos
disponibles para la formacion de enlaces de hidrogeno. Ademas, estos efectos podrian
favorecer la actividad antimicrobiana del AER incorporado y promover una difusion
relativamente rapida a la fase de vapor. En general, la incorporacidn de aceites esenciales en
peliculas comestibles para permitir la aplicacién por fase de vapor requiere concentraciones
mas pequefias en comparacion con las requeridas para la aplicacion directa del aceite esencial
para inhibir diferentes tipos de microorganismos. * Este resultado confirma que el AER
puede actuar como un agente antimicrobiano en combinacién con una pelicula de TPS o
TPS/NCC. La accion inhibitoria dependera de la minima concentracion inhibitoria del mismo

dentro de la pelicula termopléastica para el desarrollo de un material de embalaje activo.

El embalaje antimicrobiano podria reducir las pérdidas de alimentos y aumentar la vida Gtil
de los productos alimenticios de baja humedad. Los aceites esenciales extraidos de plantas

son fuentes de compuestos bioactivos como lo son los compuestos fendlicos, estos han sido
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reconocidos como agentes antimicrobianos pues afectan a las células microbianas por
diversos mecanismos antimicrobianos, que incluyen atacar la bicapa de fosfolipidos de la
membrana celular, alterar los sistemas enzimaticos y comprometer el material genético de

las bacterias. 142

En el caso de las bacterias, estos componentes fendlicos pueden atacar las membranas
celulares o interactuar de manera enzimatica con la pared célular de las bacterias, lo que en
consecuencia aumenta la permeabilidad. Por su parte, el analisis antimicrobiano fue Gtil para
evaluar la inhibicion de hongos por compuestos volatiles del AER y comparar las
capacidades de diferentes esporas de hongos para colonizar las superficies del biocompuesto
elaborado. La exposicion a compuestos volatiles de los aceites esenciales da lugar a
alteraciones en la morfologia de las hifas, que son los filamentos que forman el cuerpo de los
hongos, tales modificaciones pueden estar relacionadas con el efecto de los aceites esenciales
en las reacciones enzimaticas que regulan la sintesis de la pared. Las propiedades lipofilicas
de los componentes del aceite también ayudan en la capacidad del AER para penetrar la

membrana plasmatica. 32
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Figura 28. Prueba de inhibicion de disco del TPS, TPS/NCC, TPS/INCC/AER y TPS/AER

en los hongos a. A. flavus, b. A. niger, c. F. oxysporum.

Dado que el uso de aceites esenciales como conservantes de alimentos esta limitado por ser
un saborizante fuerte, la inclusion en peliculas comestibles representa una alternativa
interesante dado que la capacidad de liberar estos componentes a través del contacto directo
es una caracteristica importante porgue, normalmente, la mayor contaminacion microbiana
ocurre en la superficie. Por lo tanto, las peliculas antimicrobianas interactuarian dando como
resultado una liberacion gradual de los compuestos antimicrobianos y garantizan su accion
durante un periodo mas largo en comparacion con la aplicacién directa. Sin embargo, dado
que el aceite esencial forma parte de la estructura quimica de la pelicula e interactta con el
polimero y el plastificante, la difusién de los compuestos antimicrobianos en el producto

puede verse reducida. %
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La liberacion de agentes antimicrobianos de las peliculas comestibles depende de muchos
factores, incluidas las interacciones electrostaticas entre el agente antimicrobiano y las
cadenas de polimero, los cambios estructurales inducidos por la presencia del antimicrobiano
y las condiciones ambientales. A pesar de esto, se ha afirmado que, en comparacion con la
aplicacion directa, se necesitarian cantidades mas pequefias de agentes antimicrobianos
cuando se usan peliculas comestibles como portadores para lograr una vida Util especifica de

los alimentos debido a una liberacién gradual en las superficies de los alimentos. 142

Ademas, la incorporacion de aceites esenciales en las peliculas es un método indirecto de
usar este extracto natural en alimentos sin la necesidad de agregarlos como ingrediente, lo
que reduce las interferencias sensoriales indeseables; sin embargo, se requiere de estudios de
migracion de componentes para garantizar la aceptacion por parte de los consumidores y la

inocuidad alimentaria.
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CAPITULO VI. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
6.1. Conclusiones

Se obtuvieron granulos de almiddn a partir de yuca amarga cuya caracterizacion demostro
que esta materia prima es adecuada para la formacion de almidon termoplastico al ser
sometida a procesos de calentamiento y agitacion magnética que conducen a la formacion de
un material termoplastico al combinarse por medio interacciones de puente de hidrégeno con

plastificantes como el agua y el glicerol.

Los resultados obtenidos para la extraccion de nanocristales de celulosa al ser analizada por
FT-IR confirmaron que la reaccion de hidrolisis acida removio componentes como lignina
sin afectar la estructura quimica de los fragmentos celuldsicos; al mismo tiempo, se observo
mediante SEM que fue posible modificar la morfologia del sustrato celuldsico para obtener
fragmentos en el rango de nano y micrometros. Se demostré mediante el analisis de TGA
que la NCC producida a partir del rastrojo de pifia posee una temperatura de degradacion
mayor a la temperatura de gelacion del TPS que se encuentra por debajo de los 100 °C, lo

cual le permite tener un potencial de ser un material adecuado para reforzar polimeros.

La yuca amarga, el rastrojo de pifia y el romero son fuentes vegetales que pueden ser
aprovechadas como materias primas para la extraccion de almidon, nanocristales de celulosa
y aceite esencial respectivamente; la combinacion de estos componentes mediante procesos
de termoplastificacion conduce a la generacion de biocompuestos que pueden ser utilizados
en la industria como un recurso de valor agregado para la sustitucion de algunos plasticos de

un solo uso.

A partir de la caracterizacion de los biocompuestos elaborados se determiné su funcionalidad.
Sus propiedades mecanicas mostraron que la mayor resistencia y rigidez corresponde a las
peliculas de TPS/NCC 15 %, las cuales también presentaron la menor solubilidad,
permeacion y velocidad de transmisién de vapor de agua. Por su parte, los menores valores
de resistencia fueron obtenidos para el TPS/AER donde el aceite actué como plastificante
ocasionando el reemplazo parcial de interacciones polimero-polimero mas fuertes por

interacciones polimero-aceite mas débiles, lo cual condujo ademas a una mayor interaccion
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con agua en términos de solubilidad, WVP y WV TR debido a que se facilita la insercion de

moléculas de agua entre las cadenas de polimeros.

Ademas, la adicion de AER proporcioné propiedades antimicrobianas contra las bacterias
E.coli y S. aureus y el hongo A. niger mayoritariamente, donde también se determiné que a
concentraciones mas altas el AER incorporado actla como plastificante; estos efectos
podrian favorecer la actividad antimicrobiana del AER incorporado y promover una difusion
relativamente répida a la fase de vapor. Por lo tanto, los resultados de este estudio
proporcionan informacidon sobre el desarrollo de nuevas peliculas biocompuestas para su uso
en la industria del empaquetado, que, con la adicion de aceites esenciales puede tener un
alcance mayor e incursionar en la industria de alimentos para promover una mayor vida Gtil y

garantizar seguridad alimenticia.

106



6.2. Recomendaciones

La extraccion de almidén de fuentes vegetales diversas, asi como la utilizacion de diferentes
plastificantes dentro de la matriz permitiria apreciar el impacto de estos factores en las
propiedades del TPS y con ello realizar multiples comparaciones entre las diferentes

formulaciones elaboradas.

Investigar otros métodos de extraccién de NCC o la variacion de los pardmetros actuales de

trabajo puede conducir a una mejora en el rendimiento y uniformidad de tamarfios de particulas.

El estudio de la modificacion quimica de la NCC y del almidén podria conducir a una mejora en
las interacciones entre estos componentes y con ello explorar los resultados en cuanto a la

interaccién con el agua, resistencia mecanica y demas propiedades de los biocompuestos.

La incorporacion del aceite esencial dentro de la matriz termoplastica en mayores proporciones
permitiria un andlisis mas profundo con respecto a la capacidad del agente antimicrobiano para
combatir bacterias y hongos y con ello ampliar el espectro de posibles aplicaciones del

termopléstico obtenido.

La elaboracion de peliculas termoplasticas que involucran la adicion de aceite esencial en su
formulacion requiere la determinacién de fendbmenos de migracion de componentes debido a que
la elaboracion de envasado activo de alimentos requiere el control de las propiedades

organolépticas de los alimentos.
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ANEXOS

Anexo 1. Determinacion del contenido de amilosa en el almidon de yuca amarga CM7951-5

Curva de calibracion del contenido de amilosa

y = 18.554x + 0.0743
R2 = 0.9984

1.5

Absorbancia (nm)

0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25
Concentraciéon (mg/mL)

Figura 29. Curva de calibracién de amilosa de papa para la determinacién del contenido de
amilosa en una muestra de almidon de yuca amarga determinada a 622 nm. Titulo de figura

debajo de la misma.

Anexo 2. Caracterizacion por CG-MS y cuantificacion de fenoles totales del aceite esencial

de romero extraido por hidrodestilacion

Cuadro 8. Componentes quimicos volatiles del aceite esencial de romero determinado por

cromatografia de gases acoplada a espectroscopia de masas.
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N° Compuesto Tiempo de retencion Abundancia (%)
(min)
1 | Tricicleno 4,88 0,04
2 | a-tujeno 4,97 0,37
3 | a-pineno 5,19 10,5
4 | Canfeno 5,54 4,16
5 | Thuja-2,4(10)-dieno 5,64 0,06
6 | 4(10)-tujeno 6,14 0,04
7 | B -pineno 6,26 3,40
8 | B-mirceno 6,68 18,14
9 | o-felandreno 7,02 0,12
10 | a-Terpinene 7,39 0,52
11 | o-cimeno 7,64 0,18
12 | 1,8-cineol 7,93 25,23
13 | Trans- g —Ocimene 8,06 1,01
14 | B-cis-Ocimene 8,39 0,05
15 | &-terpineno 8,78 1,28
16 | Hidrato de sabineno 9,04 0,11
17 | a-Terpinoleno 9,82 0,65
18 | Linalol 10,24 1,17
19 | 2-pinen-7-ona 11,17 0,29
20 | Alcanfor 12,03 18,39
21 | Pinocarvona 12,63 0,12
22 | Borneol 12,79 1,81
23 | Pinocanfona 13,09 0,32
24 | (-)-4-Terpineol 13,25 0,94
25 | a-Terpineol 13,79 1,18
26 | Mirtenol 14,02 0,15
27 | Verbona 14,54 2,58
28 | Citronelol 15,30 0,08
29 | Cis-verbenol 15,84 0,12
30 | Geraniol 16,42 1,34
31 | (E)-geranial 17,04 0,08
32 | Bornil acetato 17,72 3,54
33 | (E)-geranil acetato 21,73 0,10
34 | Metil eugenol 22,56 0,13
35 | Isocariofileno 23,15 1,02
36 | a-humuleno 24,49 0,27
37 | 6-Cardinene 27,27 0,07
38 | Cariofinelo oxido 29,48 0,28
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Curva de Calibracion
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Figura 30. Curva de calibracion de acido galico para la determinacion del contenido de
fenoles totales en una muestra de AER determinada a 780 nm.

Cuadro 9. Absorbancia de la muestra de AER para la determinacion del contenido de
fenoles totales (mg AGE/g muestra) del aceite esencial de romero (Romerus officialis)

determinada a 760 nm.

Absorbancia mg AGE/kg (ppm) mg AGE/g muestra

0,676 6836,36
1,384 6805,74 6,71
2,678 6498,56
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Anexo 3. Caracterizacion de las propiedades de interaccion con el agua de las de las

peliculas termoplasticas.

Cuadro 10. Resultados obtenidos para la determinacion de la solubilidad en agua de las

peliculas elaboradas con diferentes formulaciones y componentes realizada por triplicado.

Masa de la

Masa - I\_/Iasa capsula con Masa de - Solubilidad
Pelicula capsula inicial de la la muestra muestra | Solubilidad promedio
(gramos) muestra seca seca (%) (%)
(gramos) (gramos) (gramos)

1,94 0,11 2,04 0,10 5,61

TPS 20 % 1,83 0,11 1,93 0,10 6,67 6.34
1,96 0,12 2,07 0,11 6,73
1,97 0,11 2,06 0,10 7,59

TPS 25 % 1,96 0,10 2,05 0,09 8,02 7.34
1,88 0,11 1,98 0,10 6,42
1,82 0,10 1,92 0,10 6,49

TPS/NCC 5% 1,89 0,11 1,99 0,10 8,15 7.19
1,96 0,11 2,06 0,10 6,93
1,96 0,12 2,07 0,11 5,20

TPS/NCC 10 % 1,93 0,11 2,02 0,09 5,44 5.44
1,95 0,11 2,05 0,10 5,68
1,98 0,11 2,08 0.,10 4,64

TPS/NCC 15 % 2,03 0,11 2,13 0,10 5,92 4,76
1,91 0,10 2,01 0,10 3,73
1,94 0,10 2,03 0,10 8,88

TPS/'%/ER 04 1,94 0,10 2,03 0,09 9,31 8.76
1,98 0,10 2,07 0,09 8,08
TPSIAER 0.5 1,88 0,11 1,98 0,10 5,88

% ' 1,88 0,11 1,96 0,09 6,07 6.07
1.,82 0,11 1,92 0,10 6,26
1,94 0,10 2,04 0,09 11,00

TPS/ONSSZAER 1,90 0,11 1,99 0,10 8,99 10.45
’ 1,93 0,12 2,04 0,10 11,34
1,87 0,11 1,96 0,10 8,93

TPS/S‘EEZAER 2,00 0,10 2,09 0,09 9,73 9.84
’ 2,00 0,10 2,09 0,09 10,87
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Cuadro 11. Resultados obtenidos para la determinacion de la permeabilidad al vapor de
agua y la velocidad de transmision de vapor de agua de las peliculas termoplasticas.

Tiempo (h) Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
Masadela | Masade Masa de la Masa de Masadela | Masade
muestra agua muestra agua muestra agua
@) ganada (g) 9 ganada (g) @) ganada (g)

0 134,2789 0,0000 133,34960 0,0000 133,60740 0,0000
1 134,3011 0,0222 133,36980 0,0202 133,62470 0,0173
2 134,3180 0,0391 133,38300 0,0334 133,63980 0,0324
3 134,3303 0,0514 133,39770 0,0481 133,65290 0,0455
4 134,3431 0,0642 133,40880 0,0592 133,66400 0,0566
5 134,3539 0,0750 133,42120 0,0716 133,67680 0,0694
6 134,3628 0,0839 133,43100 0,0814 133,68640 0,0790
7 134,3744 0,0955 133,44010 0,0905 133,69780 0,0904
8 134,3849 0,1060 133,45100 0,1014 133,71100 0,1036
9 134,3992 0,1203 133,4649 0,1153 133,72660 0,1192

Anexo 4. Propiedades mecanicas como resistencia a la traccion, alargamiento a la rotura 'y
modulo elastico de las peliculas de TPS, TPS/NCC, TPS/NC/AER y TPS/AER.
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Cuadro 12. Resultados obtenidos para la determinacion de las propiedades mecanicas como

la resistencia a la traccion, alargamiento a la roturay mddulo elastico de las peliculas de TPS,
TPS/NCC, TPS/NC/AER y TPS/AER.

Pelicula Res_i§tencia ala Alargamiento a la Modulo elastico EM
traccion TS (MPa) rotura EB (%) (MPa)

TPS 20 % 1,263 £0,142 76,767 £ 15,037 4,470 £ 0,919

TPS 25 % 1,569 + 0,055 34,847 + 2,659 12,390 + 1,285
TPS/NCC 5 % 1,067 0,130 58,350 + 6,998 4,770 £ 0,888
TPS/NCC 10 % 1,710 £ 0,128 45,515 + 8,783 11,000 + 3,535
TPS/NCC 15 % 1,795 +0,110 41,750 * 4,449 11,950 + 2,446
TPS/AER 0,4 % 0,495 + 0,032 113,679 £ 22,895 2,570 £ 1,760
TPS/AER 0,5 % 0,545 + 0,054 106,254 + 25,501 2,640 + 1,297
TPS/NCC/AER 0,4 % 1,022 £ 0,024 64,780 * 6,944 5,810 + 0,983
TPS/NCC/AER 0,5 % 0,882 + 0,083 100,975 + 9,415 3,500 + 0,676

Figura 31. Ejemplo de graficas obtenidas con el equipo donde se determinan las propiedades
mecanicas medidas para las peliculas termoplasticas.
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