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RESUMEN

Ultimamente, se ha estado estudiando el comportamiento de almidén para la
elaboracion de materiales para empaques de alimentos, con la idea de que estos
puedan remplazar a los plasticos derivados del petroleo, ya que el almiddn tiene la
caracteristica de ser biodegradable. Sin embargo, los materiales de solo almidén
tienen propiedades mecanicas débiles y son altamente higroscopicos. Para mejorar
las propiedades mecanicas y/o funcionales ha sido necesario agregar reforzantes
al almidon. Por lo tanto, el objetivo en este trabajo de investigacion fue elaborar
peliculas a partir de una mezcla de almidén de frijol (Phaseolus vulgaris L.) con
dioxido de titanio (TiO2). El TiO2 generara propiedades antimicrobianas a los
materiales de almiddén. La elaboracion de estas peliculas se llevdé a cabo por el
meétodo de vaciado en placa o también nombrado método de casting usando glicerol
al 50 % p/p como plastificante y diéxido de titanio (TiO2) a diferentes
concentraciones (1, 3,5y 7 % p/p).

A las peliculas elaboradas se les realizo la caracterizacion microestructural y
morfolégica a través de difraccibn de rayos X, espectroscopia infrarroja con
transformada de Fourier (FTIR) y microscopia electronica de barrido (MEB). Analisis
termogravimétrico (TGA), las propiedades mecanicas de tension a la fractura (TF),
modulo de elasticidad (ME), el % de elongacién (% E), determinacion de humedad
y solubilidad, permeabilidad al vapor de agua (PVA) y el comportamiento

antimicrobiano.
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En los resultados de difraccibn de rayos X se observé un patron tipo C, con
aumentos en la cristalinidad de la pelicula en funcion del contenido de TiO2, asi
mismo se observé un cambio de patron de C a A en la pelicula con 3 % de TiOz2.
Las propiedades mecéanicas se vieron mejoradas al agregar el didéxido de titanio
aumentando la tension a la fractura (TF) y médulo de elasticidad (ME), obteniéndose
una disminucién en % de elongacion (% E). En los resultados de humedad,
solubilidad y permeabilidad al vapor de agua se obtuvieron diferentes
comportamientos en cada uno de los diferentes sistemas. Las peliculas mostraron

mejor actividad antimicrobiana a mayores concentraciones de diéxido de titanio.
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i. INTRODUCCION

En nuestros dias, los polimeros sintéticos derivados del petréleo son altamente
utilizados por la industria del empaque, por lo que ha causado una preocupacion,
ya que el tiempo de uso de los empaques es corto y los productos una vez
desechados generan una gran cantidad de basura acumulada. Estos materiales son
estables en la naturaleza por periodos largos y dificilmente se degradan, generando
asi grandes cantidades de plastico que provocan problemas de contaminacion en
el medio ambiente. Una alternativa a esta problematica, es utilizar productos
biodegradables que provengan de fuentes renovables. El almidon es una opcion
para la elaboracion de peliculas biodegradables, por lo que seria una alternativa de
uso en empaques. Sin embargo, las peliculas a base de almidén presentan
desventajas tales como; un alto caracter hidréfilo que eleva la permeabilidad al
vapor de agua y propiedades mecénicas pobres en comparacion con los plasticos
comunes. Por lo tanto, se han realizado estudios para mejorar estas desventajas.
Entre ellos, la modificacién quimica del almidén para hacerlo mas resistente y el
reforzamiento de almidén con componentes mas resistentes como arcilla y diéxido
de titanio. La combinacion de almidon con didxido de titanio (TiO2) podria dar buenos
resultados, ya se ha reportado que el TiOz tiene alta resistencia mecanica y ademas
por sus caracteristicas fotocataliticas puede aprovecharse como barrera de

empaques de almidon al atague microbiano.

En trabajos previos, dentro de la Universidad del Papaloapan, se ha estudiado la

formacion de peliculas de almidén con TiOz2, obtenido del platano macho en estado
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inmaduro. Los resultados han mostrado la formacion de peliculas con buenas
propiedades mecanicas. Alternativamente, también se ha probado con almidon de
frijol. Los primeros experimentos mostraron resultados interesantes en términos de
propiedades fisicas y de compatibilidad.

Con el fin de profundizar en el comportamiento de peliculas de almidén de frijol/TiO2
y con la intencién de conocer sus capacidades antimicrobianas, en el presente
trabajo de investigacion se estudiaré el efecto del TiO2 en la elaboracion de peliculas

de almiddn de frijol y su comportamiento antimicrobiano.
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ii.  ANTECEDENTES

2.1. Almidén
El almidon constituye la principal fuente de reserva de carbohidratos en los

vegetales. Este polisacarido se encuentra en diversas partes de las plantas y puede
ser aislado de semillas, frutas, hojas, tubérculos y raices [1]. La ubicacion principal
de la sintesis y almacenamiento de almidon de los cereales es el endospermo. Las
principales fuentes de almiddn son los cereales (40 a 90 %), raices (de 30 a 70 %),
tubérculos (65 a 85 %), las legumbres (25 a 50 %) y algunas frutas inmaduras como

platanos o mangos, que contienen aproximadamente 70 % de almidon en peso seco

2].

Quimicamente el almidén estd constituido por unidades de glucosa. Esta
organizado en particulas discretas conocidas como granulos, los granulos tienen
diferente tamafio y morfologia varian dependiendo la fuente vegetal. Las formas de
los granulos pueden ser redondas, elipticas, ovales, lenticulares, poliédricas o
poligonales e incluso de forma irregular [3-4]. Los granulos de almidén presentan
una composicién quimica con proteinas (0.045 a 0.06 %), lipidos (0.05 a 0.8 %) y

cenizas (0.07 a 1.4 %) [5].
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2.1.1. Propiedades estructurales del almidén

El almidon es un hidrato de carbono polimérico compuesto por unidades de
anhidroglucosa, que se deposita en los tejidos vegetales como granulos insolubles
semicristalinos que varian de forma, tamafio y estructura, dependiendo de su origen.
Por lo general se compone principalmente por una mezcla de dos biopolimeros
(glucanos): amilosa de cadena lineal y amilopectina de cadena ramificada. La
estructura del almidon del granulo depende de la forma en que la amilosa y la
amilopectina se asocian y distribuido [6]. La relacion entre amilosa amilopectina
varia dependiendo de la fuente de almidon. La amilosa constituye aproximadamente

el 15-30 % del almiddn total [7].

2.1.1.1. Amilosa

Las moléculas de amilosa, situadas en las capas interiores, estan compuestas de
aproximadamente 200 a 20,000 moléculas de glucosa unidas por enlaces
glucosidicos a-1,4 (Figura 1) en cadenas no ramificadas y enrolladas en forma de
hélice. Algunas moléculas de amilosa tienen ramificaciones a-D-(1,6),
aproximadamente entre 0.3 a 0.5 % del total de los enlaces. Estas generalmente,
no son ni muy largas ni muy cortas, y estidn separadas por grandes distancias
permitiendo a las moléculas actuar, esencialmente como un polimero lineal,
formando peliculas y fibras fuertes, y retrogradando facilmente. Como consecuencia
de la formacion de cadenas en forma de hélice, las fibras y peliculas de amilosa son
mas elasticas que las de celulosa. La amilosa es soluble en agua caliente, lo cual

se debe a la formacion de una suspension coloidal [8].
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CH,OH CH,OH
H U H H °

H H
4 1 4 1
mod N\ OH H 0\ OH H
H OH H OH

Figura 1. Segmento de una molécula de amilosa [8].

2.1.1.2. Amilopectina

La amilopectina es una estructura muy ramificada de cadenas cortas a-1,4 unidas
a cadenas por enlaces a-1,6 (Figura 2) que contienen 10-60 unidades de glucosay
cadenas laterales de 15-45 unidades de glucosa con un promedio de 5 % de enlaces
a-(1-6) en sus puntos de ramificacién [9].

El peso molecular de la amilopectina es de aproximadamente 1000 veces el peso
molecular de la amilosa y varia de 1 x 107 a 5 x 108 g/mol [10]. Las cadenas de
amilopectina dispuestos radialmente dentro del granulo. El grdnulo estd compuesto
por zonas cristalinas (como una doble hélice) y las zonas amorfas con regiones de

puntos de ramificacion [6].

Una de las propiedades mas importantes del almidon es su semicristalinidad, donde
la amilopectina es el componente dominante para la cristalizacién en la mayoria de
los almidones. La parte amorfa esta formada por regiones ramificadas de
amilopectina y amilosa. Las propiedades comercialmente significativas del almidén,
tales como su resistencia mecanica y flexibilidad, dependen de la resistencia y
caracter de la region cristalina, la cual depende de la relacion de amilosa y

amilopectina y por lo tanto del tipo de fuente, de la distribucién del peso molecular,
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del grado de ramificacion y del proceso de conformacién de cada componente en el

polimero [8].
CH,OH CH,OH
- °UH H O H
A A Enlace glicosidico «-1,6
OH H o OH H A~ g a-1,
HO o
H OH H OH Enlace glicosidico o-1,4
GH,OH CH, CH,OH CH,OH
H i v AT w AT R [ O H
H H H H
m Q0 OH H o OH H o OH H Lo OH H
H OH H OH H OH H OH

Figura 2. Segmento de la molécula de amilopectina [8].

2.1.2. Cristalinidad del almidén

Una técnica utilizada para determinar el grado de cristalinidad de los almidones es
a través de la difraccién de rayos X [11], se han realizado numerosos estudios para
analizar la estructura cristalina del granulo de los diferentes tipos de almidén, Katz
y colaboradores fueron los primeros en realizar estudios de difraccion por rayos X
para distinguir los dos principales patrones [12].

Las dobles hélices conformadas por la amilopectina se pueden ordenar en tres
arreglos: patron de difraccién tipo A, B y C [13], estas dobles hélices son
estabilizadas por puentes de hidrégeno y fuerzas de Van der Waals [14]. Los

cereales muestran un patrén tipo A las dobles hélices de la amilopectina estan

empaquetadas en forma monoclinica y contiene de 4 a 8 moléculas de agua, los
tubérculos un patrén tipo B presentando dobles hélices de amilopectina
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empaquetadas en forma hexagonal y con 36 moléculas de agua [15], los almidones
de algunas raices y semillas dan un patron tipo C que es una mezcla intermedia del
patron tipo A y B. Otro tipo de patron es el V, y que es caracteristico cuando se
forma un complejo de inclusion o clatrato en el interior de la hélice de la amilosa
(Figura 3) [13]. La estructura cristalina del granulo de almidén ha sido atribuida

directamente a la amilopectina [16].

El patron tipo A tiene picos de mayor intensidad de difraccion para los angulos 22 =
15y 23. El tipo B tiene picos de mayor intensidad para los angulos 2 = 5.6, 15y 24.
El tipo C su mayor intensidad se muestran en los angulos 2 = 5.6 (del tipo B) y 2 =

23 (caracteristico del tipo A) [17].

El analisis de rayos X a bajo angulo muestra que el granulo del almidén esta formado
de regiones amorfas y regiones cristalinas [18]. La regidon con mayor proporcion de
amilosa se manifiesta de una forma amorfa y la region con mayor proporcion de
amilopectina adopta una forma cristalina [19]. Esta Ultima region cristalina esta
formada por cimulos paralelos de cadenas cortas (50-60 A) en la amilopectina, la
cual asi mismo, presenta regiones amorfas y regiones altamente cristalinas. Las
regiones amorfas estan asociadas a los puntos ramales de la amilopectina mientras
gue la region cristalina se debe a los planos formados por los cimulos y las cadenas

lineales de la amilosa en la molécula de la amilopectina [20].
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Figura 3. Patrones de difraccion para las diferentes fuentes de almidones. (A) cereales,
(B) tubérculos, (C) una mezcla intermedia del patrén tipo Ay B, (V) caracteristico cuando
se forma un complejo de inclusién o clatrato en el interior de la hélice de la amilosa.

2.1.3. Propiedades del almidon

2.1.3.1. Gelatinizacion del almidén

Los granulos de almidén no son solubles en agua fria. Sin embargo, cuando el
almidon se calienta en agua, la estructura cristalina se altera y las moléculas de
agua interaccionan con los grupos hidroxilo de la amilosa y la amilopectina,
obteniendo solubilizacion parcial del almidon [21]. ElI almiddén al estar en
calentamiento en un exceso de agua es capaz de formar enlaces de hidrégeno y a
altas temperaturas entre 65-100 °C provoca un efecto irreversible de gelatinizacion
[22]. Este proceso ocasiona cambios irreversibles en los granulos de almidon, tales
como la pérdida de cristalinidad, absorcion de agua y el hinchamiento de los

granulos [23-24].
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La gelatinizacion del almidon es un proceso en el que los granulos se hinchan,
dependiendo de la disponibilidad de agua, provocando la rotura de la matriz de
amilopectina y la liberacion de la amilosa. Se puede considerar como un primer
paso, en que el disolvente se difunde a través de los granulos de almidén y una
segunda, en la que la fusion de los cristalitos de almidon se lleva a cabo [24].
La gelatinizaciéon es un proceso de tres etapas en el que diferentes eventos
estructurales tienen lugar [25]:
I. Laabsorcion de agua por los granulos de almidén promueve un aumento en
la movilidad de las regiones amorfas del polimero.
Il. En las regiones amorfas del polimero se reorganiza formando nuevas
interacciones intermoleculares.
lll.  El aumento hidrotérmico afecta, los polimeros se vuelven mas moviles y

pierden sus interacciones intermoleculares y estructura granular general.

2.1.3.2. Retrogradacion del almidén

Posterior a la gelatinizacion, en el momento en que deja de introducirse calor y
comienza la etapa de enfriamiento, la viscosidad aumenta de nuevo y se presenta

el fenbmeno denominado retrogradacion.

La retrogradacion se define como un incremento espontaneo del estado del orden,
es decir, una reorganizacion de los puentes de hidrégeno y reorientacion de las
cadenas moleculares. Paralelamente, se genera una disminucion de la solubilidad

en agua fria y un incremento de la turbidez [26].
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2.1.3.3. Propiedades de barrera del almidén

La permeabilidad a los gases de almidén ha sido estudiada por varios afios, con el
fin de que productos de almiddn sean capaces de sustituir a los polimeros sintéticos
en aplicaciones de empaques y envases. La permeabilidad a los gases de almidon,
almidon modificado y membranas o peliculas de almidon plastificado ha sido
estudiada como una funcion de la hidratacion de agua. En general, las peliculas de
almidon presentan buenas propiedades de barrera a un nivel bajo de hidratacién, a
comparacion de los plastificantes convencionales. En el caso de las membranas o
peliculas a base de almidon se debe encontrar el equilibrio adecuado entre las
propiedades de barrera y las propiedades mecanicas. En general, con alto
contenido de plastificante se obtendra un material mayormente blando y las
propiedades de barrera seran evidentemente inferiores. Paralelamente, las
propiedades mecanicas y de barrera a gases son altamente dependientes de la

actividad del agua [27].

El caracter hidrdfilo es la principal limitacion para el desarrollo del envasado basado
en almidon. Las peliculas de almidon tienen buena resistencia mecéanica; Sin

embargo, presentan una alta permeabilidad al vapor de agua [28].

2.2. Pelicula de almidén

El almidon es uno de los polisacaridos usados para obtener peliculas
biodegradables debido a su capacidad para formar una matriz continua [27-29]. Una

pelicula puede estar hecha de cualquier tipo de almidon que contenga amilosa ya
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que la amilosa es la mas estrechamente asociada con la capacidad para formar
peliculas debido a su naturaleza predominante [30]. Las peliculas de almidén
presentan varios inconvenientes, tales como su caracter hidrofilo y pobres
propiedades mecéanicas [22]. Los plastificantes se afiaden a los polimeros para
mejorar la flexibilidad y extensibilidad de la pelicula, en la mayoria de los estudios
de peliculas a base de almidén se plastifican mas eficazmente con el uso de
glicerina ya que tiene ciertas ventajas ser de bajo costo, y se ha concedido el término
GRAS (generalmente reconocido como seguro para la salud) por la FDA

(administracion de alimentos y medicamentos) [30].

Las peliculas fundidas a partir de almidones de cereales y raices han sido
ampliamente desarrolladas y estudiadas por sus propiedades. No obstante, los
estudios sobre peliculas producidas a partir de almidones de leguminosas son poco

frecuentes [31].

Los requisitos que deben tener las peliculas son: permitir una respiracion lenta pero
controlada, formar una atmosfera modificada con respecto a la composicion del gas
interno, regulando asi, el proceso de maduracion y extendiendo la vida atil del
producto, disminuir la migracién y uso de lipidos sobre todo en productos de la
industria de confiteria, mantener la integridad estructural (retrasar la perdida de
clorofila) y mejorar la manipulacién mecéanica. También puede servir para incorporar
aditivos alimenticios (sabor, color, antioxidantes) y agente antimicrobiano, evitar el

deterioro microbiano [32].
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Coa et al. [33] elaboraron peliculas usando almidon de guisante de campo, glicerol,
suspensiéon de nanocristales de celulosa y agua destilada; obtenidas mediante el
método de casting. En otros reportes utilizan almidén de maiz con alto contenido de
amilosa para elaborar peliculas por el método de vaciado en placa “casting”,
examinan los efectos del tiempo y temperatura durante la fabricacion [34]. Zamudio-
Flores et al. [35] obtienen peliculas de almidon de platano oxidado y glicerol usando
gelatinizacion térmica y vaciado en placa. También se ha utilizado el almidon de
avena oxidado con quitosano en la obtencién de peliculas [36]. También se han

reportado peliculas de almidon de yuca enriquecidas con ajo en polvo [37].

2.2.1. Método de elaboracién

Las peliculas se pueden obtener a partir de dos principales procesos: una es la via
hameda donde los polimeros se dispersan o solubilizan en una solucién formadora
de pelicula (solucion casting), seguido por evaporacion del solvente; y extrusion

[38].

2.2.1.1. Vaciado en placa (casting)

Este método consiste en verter en placas o moldes, una suspensién acuosa de
almidon gelatinizado (la gelatinizacion de los granulos de almidon se consigue
calentando la suspensién antes de verterla), plastificante y otros aditivos,
posteriormente siguiendo un proceso de secado donde se evapora el agua. Esta
técnica es adecuada para elaborar peliculas a nivel laboratorio y determinar las

pruebas de barrera, mecanicas entre otras. El espesor de las peliculas es controlado

Pagina | 23



Maestria en Biotecnologia Antecedentes

por la cantidad de masa en la suspension vertida sobre la placa, en cuanto al tamafio
de las peliculas varia dependiendo el molde [39].

Lépez y Garcia [40]. En un Trabajo con ahipa, yuca y almidones de maiz en la
elaboracion de biocompuestos por el método de casting gelatinizando a 90 °C
durante 20 min. Valencia et al. [41] prepararon por casting mezclas de alcohol
polivinilico-almidén de yuca-sorbitol. Obtuvieron peliculas a base de almidén de
platano guayabo (Musa paradisiaca L.) por el método de casting [42] por mencionar

algunas investigaciones.

2.2.1.2. Extrusién

Esta operacion fue desarrollada por la industria de plastico durante los afios 30 [43],
la cual consiste en exponer un material sélido a un campo constante o creciente de
esfuerzos cortantes o de cizallamiento dentro de un barril, a medida que es
transportado por un tornillo sin fin. Como resultado de la friccion o disipacion
viscosa, puede autogenerarse gran cantidad de calor que junto con el calor que
pueda ser aplicado desde el exterior del barril, constituye a la fusion el sélido,
convirtiéndolo en una masa viscosa que prosigue su desplazamiento hacia una
boquilla 0 dado de diametro apreciablemente reducido. Por este orificio sale o se

extruda el material al exterior [44].

Algunos reportes de elaboracion de peliculas por extrusion son. Gonzéales-Soto et
al. [45] elaboran peliculas de almidén de papa obtenidas por casting y extrusion

reforzadas con montmorillonita de sodio modificada para mejorar las propiedades
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de los materiales. En otros estudios se elaboraron peliculas de almidén modificado
de tres variedades de yuca obtenidas por extrusion donde se les evalud la
morfologia superficial [46]. También sean elaborado peliculas de almidon de maiz

por el método de extrusién [47] para el estudio de la biodegradacion aerobia.

2.2.2. Aplicaciones del almidon

Los almidones nativos se usan como materia prima para diferentes productos y se
usan en la industria alimentaria debido a sus propiedades de espesamiento,
gelificacion y estabilizador de la textura [48]. También son usados para la

preservacion de caramelos, pasas y nueces para evitar rancidez oxidativa [32].

Una de las aplicaciones actuales de los almidones es como empaques
biodegradables, ya que es un recurso renovable ampliamente disponible que puede
obtenerse de diferentes fuentes como cereales (maiz, trigo y arroz), semillas,
legumbres (lentejas, garbanzo y frijol) y tubérculos (patata, yuca y malanga),
ademas a diferencia de otros polimeros biodegradables su costo es relativamente

bajo [39].

Algunas aplicaciones en el mercado, el almidén ha tenido que ser mezclado con
plasticos sintéticos, como PE (polietileno), PP (polipropileno), PS (poliestireno) y
poliésteres biodegradables (PEsB), Para mejorar la permeabilidad y las
propiedades mecanicas, algunos productores de materiales derivados del almidon:

Biopar, Bioplast, Cereplast [49] y Mater-Bi [50].
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2.2.3. Importancia de las peliculas

Recientemente ha crecido la importancia en las peliculas de almidon ya que estas
podrian remplazar a los plasticos provenientes del petréleo, principalmente la causa
por la que se requiere reemplazarlos es por la acumulacién de plasticos y como
consecuente dafios al ambiente.

Los plasticos elaborados a partir de almidon podrian utilizarse en diferentes areas:
agricultura (en el uso de acolchados), en la industria farmacéutica (contenedor de
medicamentos), envases rigidos (termoformados), recubrimientos en alimentos
(uso de gomas para alargar la vida Gtil de anaquel) y envases activos, en la industria

de los alimentos, etc. [51].

2.3. Frijol (Phaseolus vulgaris L.)

El frijol comun Phaseolus vulgaris L. es una especie de origen americano. México,
Guatemala y Peru son los méas posibles centros de origen. Desde el punto de vista
taxonomico el frijol es el prototipo del género Phaseolus. Su nombre cientifico
completo fue designado por Lineo en 1753 como Phaseolus vulgaris L. el género
Phaseolus incluye aproximadamente 35 especies [52].

El frijol es un fruto que se da en una vaina las cuales se abren longitudinalmente en
dos valvas, las cuales provienen del ovario comprimido. Las reservas nutritivas se
concentran en los cotiledones, y se les agrupa como miembros de la familia

leguminosa [53].
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Figura 4. Composicion interna de la semilla.

Las legumbres son semillas dicotiledoneas de plantas que pertenecen a la familia

leguminosas (16000-19000 especies en 750 géneros) [54].

2.3.1. Almidén de Frijol

Los polisacaridos mas importantes de las leguminosas son el almidon, los
polisacaridos de la pared celular (fibra dietética) y los oligosacaridos, que se
encuentran en cantidades pequefias, aunque significativas [55]. El almidén es uno
de los componentes principales de la dieta humana [56]. Las leguminosas contienen
alrededor de 60-65 % de carbohidratos. Los carbohidratos de las leguminosas estan
constituidos principalmente por monosacéaridos (ribosa, galactosa y fructosa),
disacaridos (sacarosa y maltosa), oligosacaridos (rafinosa, estaquinosa y
verbascosa) y polisacaridos (almidén, componentes de la fibra dietética). El almidon
es el principal carbohidrato de almacenamiento, debido a que constituye la fracciéon

mayoritaria del total de carbohidratos de las leguminosas [57- 58].
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Hoover y Ratnayake [59] reportaron que el almidén de frijol negro presenta tamafios
de granulo de 12-28 um de largo y 7-30 um de ancho, mientras que para el almidén
de frijol pinto el tamafo fue de 14-42 um de largo y 6-32 um de ancho, mencionan
que éste depende de la variedad, encontrando una mayor variaciéon en la
distribucién del tamafio en el almidon de frijol pinto. Chung et al. [60] y Singh et al.
[61] reportan que el granulo de almidon de frijol presenta una forma redonda o

eliptica, cuya superficie es lisa y sin fisuras.

Figura 5. Micrografia del granulo de almidon de frijol [60].

Se ha reportado que la extraccion de almidén de frijol es dificil debido a la presencia
de proteina insoluble y fibra muy fina que disminuye la sedimentacion [7]. Para la
extraccion de almidén se han utilizado dos métodos de aislamiento que son la
molienda en seco que es utilizada a nivel industrial y molienda himeda que utilizada
nivel laboratorio. Sin embargo, la molienda himeda da como resultado un mayor
grado de pureza ya que se ha demostrado que se obtiene un contenido de proteinas

de 0.25 % en el almiddén lavado.
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2.3.1.1. Peliculas de almidén de frijol

Algunos estudios publicados de peliculas de almidon. Rompothi et al. [31]
desarrollan peliculas comestibles a partir de almidon de frijol mungo las peliculas
obtenidas tenian buena resistencia a la tracciéon (misma que el polietileno de baja y
alta densidad, polipropileno y poliestireno) y un buen porcentaje de elongacion
(misma que el polipropileno y cloruro de polivinilideno) esto conlleva que las
peliculas de almidén de frijol mungo pueden mantener la integridad del envasado
de alimentos durante el almacenamiento, sin embargo las peliculas de frijol tienen
inconvenientes son pobres al vapor de agua. Por lo tanto, dichas peliculas deben
protegerse de la humedad, por ejemplo, se podria usar un embalaje secundario,
para mantener sus propiedades deseables. Caamal-Herrera et al. [62] estudiaron la
caracterizacion 6ptica y mecanica de peliculas comestibles a base de mezclas
binarias de almidones Phaseolus lunatus L, yuca y maiz presentando adecuadas
propiedades mecanicas factibles para usarse como recubrimientos de alimentos.
Prachayawarakorn et al. [63] realizaron peliculas de almidén de frijol mungo con
fibra de algoddn y polietileno de baja densidad obteniendo aumentos en el estrés a
la carga maxima, médulo de Young y disminuciones en la absorcion de agua. Entre

otros [64-65].

Las peliculas de almidones de raices y cereales han sido ampliamente estudiadas
sin embargo son escasos los estudios en las peliculas elaboradas a partir de
almidon de legumbres [31]. Por lo tanto, los almidones de leguminosas deben
estudiarse para el desarrollo de nuevas aplicaciones en productos alimenticios y no

alimenticios [7-66].
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2.4. Dioxido de titanio (TiO2)

El didxido de titanio (TiO2) es un pigmento blanco excelente que es ampliamente
utilizado en pinturas, plasticos, papel, caucho y tinta entre otras [67]. El TiO2 es el
material fotocatalitico mas comun y puede existir en tres formas diferentes: anatasa,
rutilo y brookita. La forma anatasa es particularmente eficaz como fotocatalizador,

con una separacion de banda de 3.2 eV. [68].

El TiO2 tiene una fuerte actividad fotocatalitica: produce electrones y agujeros bajo
irradiacion de luz UV, que reaccionan con el agua y el oxigeno para generar
radicales que catalizan y degradan la materia organica alrededor de las particulas

de diéxido de titanio [69].

Las estructuras cristalinas del TiO2 muestran las siguientes caracteristicas: anatasa
(tetragonal, a = b = 3.78 A; ¢=9.50 A), rutilo, (tetragonal, a=b =4.58 A; c = 2.95 A),
y brookita, (romboédrico, a =5.43 A; b =9.16 A; ¢ = 5.13 A) [70]. En la Figura 6 se
muestran las estructuras de la celda unitaria del cristal de la anatasa y del rutilo.
Ambas estructuras se pueden describir en términos de los octaedros del TiO2. Cada
ion Ti** esta rodeado por un octaedro de seis iones de O2. El octaedro en el rutilo
no es regular, muestra una ligera distorsion ortorrombica. El octaedro en la anatasa
esta distorsionado significativamente, asi que su simetria es mas baja que la
ortorrombica. La distancia Ti -Ti es mas grande en la anatasa mientras que las
distancias de Ti-O son mas cortas en el rutilo. En las estructuras del rutilo cada

octaedro esta en contacto con 10 octaedros vecinos (dos pares de oxigeno unidos
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al borde y ocho atomos de oxigeno unidos en la esquina) mientras que en la
estructura de la anatasa cada octaedro estd en contacto con ocho vecinos (cuatro
unidos en el borde y cuatro unidos en la esquina). Esta diferencia en las estructuras
causa diferencia en las densidades de masa y bandas electrénicas entre las dos

formas del TiOo.

(@)

(b)

Figura 6. Estructuras cristalinas del TiOz: (a) rutilo y (b) anatasa [71].

El TiO2 es estable en medio acuoso y es tolerante a soluciones &cidas y alcalinas.
Econdmico, es reciclable, reusable y relativamente facil de producir. También puede
ser sintetizado a escala nanométrica mas facilmente que otros catalizadores. Su
banda prohibida es apropiada para iniciar una variedad de reacciones organicas

[72].
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La fase rutilo es la Unica fase estable, mientras que las fases anatasa y brookita son
metaestables y transforman a rutilo irreversiblemente por calentamiento [73]. Se ha
reportado que de 500 a 1000 °C ocurre la transicion anatasa a rutilo. Agrawal et al.
[74] comprobaron el resultado por medio de difraccion de rayos X. El TiO2 es una
de las sustancias con un indice de refraccion muy alto (2.4, similar al diamante),
incluso pulverizado o mezclado, y por esta misma razén es muy opaco. Refleja
practicamente toda la luz, incluso ultravioleta. Es un fotocatalizador muy eficaz para

acelerar las reacciones quimicas provocadas por la radiacién UV [75].

2.4.1. Aplicaciones del TiO2
El TiO2 es un material de amplias aplicaciones, extendiéndose desde una sustancia

como pigmento blanco hasta fotocatalisis y para dispositivos electronicos a
nanoescala [76].

El TiO2 es un compuesto inorganico de altas cualidades como pigmento blanco,
entre las que se destacan el alto indice de refraccion, alto brillo, alto indice de
blancura, insolubilidad en soluciones alcalinas y &cidas, y su baja toxicidad. Las
particulas sub-micrométricas de TiO2 en dispersién le proporcionan al material un
color blanco mate, que hacen que sea utilizado como pigmento en practicamente
todo tipo de pintura [89]. Se ha determinado que el TiO2 mas eficiente es aquel cuyo
diametro es un poco menor que la mitad de la longitud de onda de luz dispersada.

Este tamafio oscila entre los 0.20 y 0.30 ym.
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Una de las mas importantes aplicaciones del TiO2 es la foto-desintoxicacion de agua
y aire contaminados, debido a su alta eficiencia fotocatalitica, estabilidad quimica,
no toxico y bajo costo de fabricacion. Esta area de investigacion ha sido de rapido
crecimiento durante las Ultimas décadas [77]. La fotocatélisis de TiO2 se ha
estudiado desde hace algunas décadas por su papel en la degradacion de las
sustancias organicas en el agua. Sin embargo, sélo recientemente se ha explorado
esta tecnologia para la desinfeccion del agua. Se ha informado de la inactivacion de
microorganismos en agua destilada utilizando la fotocatélisis bajo diferentes
condiciones experimentales. Sin embargo, sélo unos pocos estudios han sido

publicados utilizando aguas residuales [78].

El diéxido de titanio se ha incorporado en materiales termoplasticos a base de
polisacaridos [79,80,81,82,83], el di6éxido de titanio tiene potenciales aplicaciones
como relleno para materiales, debido a sus propiedades Unicas, tales como mayor

estabilidad, duradero y seguro [84-85].

Debido a que el di6éxido de titanio tiene actividad fotocatalitica también se puede
utilizar para hacer peliculas a base de biopolimeros para proporcionar proteccion
frente a microorganismos transmitidos por los alimentos y alérgenos en presencia
de radiacion ultravioleta. Las particulas de TiO2 son faciles de agregar y por lo tanto

influir en las propiedades de la pelicula [86].

Los fotocatalizadores de TiO2 inactivan o destruyen un amplio espectro de

microorganismos incluyendo bacterias, hongos, algas y virus [87-88].
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El TiO2 ademas, ha sido usado como relleno en matrices poliméricas tales como el
hule [89], polipropileno [90], polietileno [70], mediante diferentes procesos de
mezclado. En los cuales, se han reportado buenas dispersiones, que dan como
consecuencia materiales con buenas propiedades mecénicas, reolégicas y hasta

antimicrobianas y con ello gran potencial de aplicacion industrial.

En particular, estd aumentando las aplicaciones de nanoparticulas de TiO2 en las
industrias agricola y alimentaria. Se han utilizado como fotocatalizador en peliculas
de envasado de alimentos para conservar frutas y verduras; al igual como refuerzo

de polimeros biodegradables [86,91,92,93,94].

2.4.2. Diéxido de titanio como relleno en peliculas de almidon

Las peliculas de almidon tienen ciertas limitaciones son pobres en sus propiedades
mecanicas y tienen alta permeabilidad. Debido a esto se estudia la incorporacién de
diferentes rellenos como fibras, copos y particulas en matrices de almidén
[95,96,97,98,99,100], o la mezcla de almidén con otros polimeros [39].

El TiO2 se utiliza como relleno en materiales, debido a sus propiedades Unicas tales
como mayor estabilidad [84] y a su actividad fotocatalitica [101-102]. Los métodos
mas utilizados para agregarlo en polimeros son agregarlo directamente a la solucién
de la matriz de almidén [103] o directamente en una dispersion de almidén, que

actlia no solo como estabilizante sino también como matriz [104].
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Algunos trabajos donde se ha incorporado el TiO2 son los siguientes. Wang et al.
[105] utilizaron el didxido de titanio como relleno en almidén de maiz con glicerol
encontrando una mejora en las propiedades mecanicas que se le atribuye a la
interaccion entre el relleno TiO2 y la matriz del almidon-glicerol. Hejri et al. [80]
desarrollan una pelicula compuesta de almidén/Poly (alcohol vinilico)/TiOz, obtienen
una mejora en la estabilidad térmica y la atribuyen a la mejora en la adhesion
interfacial y la compatibilidad entre el TiOzy el almidon. Sreekumar et al. [82] en la
elaboracion de peliculas de almidon/polyvinyl alcohol/TiO2 obtienen como
resultados que al agregar el TiO2 aumenta la heterogeneidad de la mezcla y una
caida en la ductilidad de los materiales compuestos. Yun et al. [103] prepararon
peliculas de almidén de maiz/poli (alcohol vinilico) (PVA)/PMMA-co-AM obteniendo

en los resultados ligeros aumentos de TSy S, y disminucién en el % E.

2.4.3. El dioxido de titanio como agente antimicrobiano

Cuando el TiOz se irradia con luz UV, este semiconductor exhibe una fuerte
actividad bactericida. La formulacién P25 de TiO2 de Degussa Chemical Company
(Teterboro, NJ) es el fotocatalizador mas ampliamente utilizado. El TiO2 en la forma
cristalina anatasa es un semiconductor con una banda prohibida de 3.2 eV 0 mas.
Tras la excitacion por la luz cuya longitud de onda es menor que 385 nm, la energia
del fotébn genera un par de orificios de electrones en la superficie de TiO2. El agujero
en la banda de valencia puede reaccionar con H20 o iones hidroxido adsorbidos en
la superficie para producir radicales hidroxilo (OH-), y el electrén en la banda de

conduccion puede reducir Oz para producir iones superéxido (O2). Los dos agujeros
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y OH son extremadamente reactivo al ponerse en contacto con compuestos
organicos. La deteccién de otras especies reactivas de oxigeno (ROS), tales como
peroxido de hidrogeno (H202) y oxigeno también ha sido reportado [106]. La
oxidacion completa de compuestos organicos y células de Escherichia coli a dioxido
de carbono se puede lograr [107-108]. Las células microbianas en el agua pueden
ser eliminadas por el contacto del catalizador Pt-TiO2 con luz UV cercano de 60 a

120 minutos [109].

Sunada et al. [110] estudiaron el comportamiento de E. coli con TiOz y encontr6 que
la endotoxina, un componente integral de la membrana externa, fue destruido bajo

condiciones fotocataliticas cuando utilizdé TiO»2.

En estudios sobre bacterias Gram-positivas resultaron ser mas resistentes a la
desinfeccién fotocatalitica que las bacterias Gram-negativas [92]. Esto se atribuye
a la diferencia en la estructura de la pared celular entre las bacterias Gram-positivas
y Gram-negativas. Las bacterias Gram-negativas tienen una pared celular de triple
capa con una membrana interna, una capa delgada de peptidoglucano y una
membrana externa, mientras que las bacterias Gram-positivas tienen una capa de
peptidoglucano mas gruesa y sin membrana externa. Sin embargo, algunos
estudios muestran que las bacterias Gram-positivas son mas sensibles al TiO2.
Lactobacillus fue mas sensible que E. coli usando un catalizador de Pt-TiO2 dopado
[109]. Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM) y E. coli fueron méas

resistentes que Micrococcus luteus [111].
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iii. JUSTIFICACION

Debido a la problematica que ha surgido en los ultimos afios por la acumulacion
irracional de plasticos, se han buscado alternativas de nuevos materiales que
sustituyan a los plasticos sintéticos comunes, cuyo tiempo de uso es menor a un
afo. Una alternativa es utilizar almidén para obtener materiales biodegradables. El
almidon es un biopolimero, de gran interés en las investigaciones cientificas en los
altimos afos, especialmente para la elaboracion de empaques biodegradables. Sin
embargo, las peliculas elaboradas a base de almidén presentan propiedades
mecanicas limitadas, como consecuencia suelen ser quebradizas. Ademas, debido

a su alta hidrofilicidad absorben una gran cantidad de agua.

En el presente trabajo se pretende que al incorporarle TiO2 a almidon de frijol, las
peliculas producidas presenten una mejora en sus propiedades mecéanicas, ya que
el TiO2 por si solo presenta alta resistencia mecénica debido a su estructura bien
definida y ordenada. Ademas, dado que es un fotocatalizador muy eficaz para
acelerar las reacciones quimicas a partir de la radiacion UV, es capaz de
descomponer compuestos organicos volatiles contaminantes y la destruccion de
bacterias. Por lo tanto, ayudaria a la conservacion de alimentos al ser utilizado junto

con el almidéon como material de empaque.
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iv. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Elaborar peliculas con propiedades antimicrobianas a partir de una mezcla de

almiddn de frijol con diéxido de titanio (TiOz2).

4.2. Objetivos Especificos

a.

b.

Aislar el almidén de frijol.

Elaborar peliculas por el método de casting a partir de almidén de frijol
adicionado con diéxido de titanio (TiOz2).

Determinar el contenido de humedad y solubilidad de las peliculas.
Realizar la caracterizacion microestructural y morfologica de las peliculas a
través de difraccion de rayos X, FTIR, microscopia electrénica de barrido y
analisis térmico.

Evaluar las propiedades mecanicas de las peliculas.

Evaluar las propiedades de barrera de las peliculas a través de
permeabilidad a vapor de agua.

Evaluar las propiedades antimicrobianas de las peliculas elaboradas a partir

de almidén de frijol con diéxido de titanio (TiOz2).
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v. HIPOTESIS

El almidon puede favorecer atracciones con las particulas de TiO2 y con ello,
generar peliculas con mejores propiedades mecanicas. La capacidad fotocatalitica
de las particulas de TiO2 dispersadas en el almidon generara un efecto

antimicrobiano en las peliculas, favoreciendo su uso como empaques de alimento.
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vi. MATERIALES Y METODOS

6.1. Materiales

Se utilizé almiddén de frijol P. vulgaris aislado, glicerol adquirido de Sigma-Aldrich
con punto de fusién de 175 °C y una densidad de 1.262 g/cm? se utiliz6 como agente
plastificante del almidén. El TiO2 que se utilizé es P25 proporcionado por Degussa
Inc., con una estructura preferentemente de anatasa, con temperatura de ebullicion

(Tb) de 2,500 - 3,000 °C y temperatura de fusion (Tm) de 1,830 - 1,850 °C.

6.2. Métodos

En la Figura 7, se muestra el proceso para la obtencion de las peliculas

biodegradables

Andlisis Quimico
Proximal
- Elaboracion
Aislar el almidén > de las < TiO,
de frijol (Nativo) Peliculas
A\ 4 \ 4 v \ 4
Determinacion Caracterizacion Permeabilidad Determinacion
de Humedad Estructural y al Vapor de de las
. Morfolégica Agua Propiedades
Determinacion | L——HoJ__1 Mecanicas
de Solubilidad DRX, FTIR y
Actividad Apalsis
Antimicrobiana
de las Microscopia
Peliculas Electrénica de
Barrido

Figura 7. Diagrama de flujo del proceso experimental.
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6.2.1. Obtencion de almidon de frijol (Phaseolus vulgaris L.)

La Figura 8 muestra el proceso de obtencion del almidén de frijol.

Semillas de frijol

Lavado

N

Remojo 12 h

N

Descascarillado

Agua ——| Molienda

\ 4

Sedimentado 1 h

Filtrado

A

Sedimentado 4 h

\ 4

Decantacion

Lavado con agua

A

Secado 40 °C/24 h

Molienda

'

Almidén de frijol

Figura 8. Diagrama de flujo del proceso de extraccion de
almidon de frijol.
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La realizacion de la obtencion de almidon de frijol se llevé acabo utilizando un lote
de 400 g en peso seco, con un rendimiento de 50.94 % en base seca. El
procedimiento a seguir para la obtencion de almidén fue usando el método
propuesto por Betancourt et al. [112]. Las semillas de frijol se lavaron a chorro de
agua dejandose en remojo durante 12 h transcurrido este tiempo se realizé el
descascarillado manual para después moler en una licuadora semi-industrial
modelo: CB15, marca: WARING. La masa obtenida se dej6 sedimentar por 1 h
posteriormente la mezcla se filtr6 en mallas de No. 40 (0.425 mm) y No. 100 (0.15
mm). La mezcla filtrada se dejo sedimentar durante 4 h para después decantar el
sobrenadante, el precipitado se lavo con agua hasta que el sobrenadante de salida
fue transparente este procedimiento se repitid 4 veces. Se procedié a secar los
sélidos recuperados (almidén) en charolas de aluminio con recubrimiento de teflén
en un secador a una temperatura de 40 °C durante 24 h. El almidon obtenido se
pulverizd en un mortero y se tamizé nuevamente por la malla No. 100. Por ultimo,

el almidon se almacend en un recipiente cerrado.

6.2.2. Analisis quimico proximal del almidén

La caracterizacion quimica proximal del almidén consistié en la determinacion del
contenido de humedad, cenizas, lipidos y el contenido de proteinas en la muestra
de almiddn de frijol. Se realizé empleando las metodologias propuestas por la AOAC

y la AACC [113-114].
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Humedad. Se utilizaron 0.5 g de muestra a una temperatura de 110 £ 3 °C por 5 h
en una estufa. Método 14.004 de la AOAC, 1980.

Cenizas. Se determind utilizando la pérdida en peso de 5 g de muestra después de
incineracion a 600 °C durante 5 h en una mufla. Método 32.10 de la AACC, 2000.
Lipidos. Se determind utilizando un sistema de extraccion soxhlet. Se pesaron 3 ¢
de muestra empleando éter de petrdleo como disolvente. Método 7.056 de la AOAC,
1980.

Proteinas. Utilizando el mirokjeldahl. Se pesaron 0.04 - 0.05 g de muestra utilizando

el factor para vegetales 5.7. Método 14.026 de la AOAC, 1980.

6.2.3. Elaboracién de las peliculas Almidon/TiO:2
La elaboracion de las peliculas se realiz6 utilizando el método Aguliero V. [115]. Se

coloco en agitacién el dibxido de titanio, agua y glicerol durante 3 h a una velocidad
de 1000 rpm, a temperatura ambiente (para una mayor dispersion del diéxido de
titanio en las peliculas) utilizando una mezcladora mecanica IKA RW20 Digital,
modelo RW 20 D S1 con una propela de altos esfuerzos cortantes (geometria de 9
dientes hacia arriba y 9 hacia abajo). Pasado el tiempo, se agreg6 el almidén de
frijol a la mezcla manteniéndolo con una agitacién de 650 rpm durante 30 min, la
suspension obtenida se llevo a la gelatinizacion a una temperatura de 80-85 °C,
una vez obtenida esta temperatura se mantuvo durante 30 min, transcurrido los 30
min de gelatinizacién se virtid esta suspensién en recipientes de aluminio con
recubrimiento de teflébn. Se secaron en un horno con una temperatura de 50 °C

durante 16 h. Por ultimo, las peliculas se desprendieron del recipiente y se colocaron
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en un desecador que contenia una solucidon de NaBr con una humedad relativa de
57 % y una temperatura de 25 + 2 °C. Las concentraciones de diéxido de titanio que
se manejaron fueron de 1 %, 3 %, 5 % y 7 %. Todas las peliculas a diferentes

concentraciones se elaboraron por triplicado.

Tabla 1. Simbologia utilizada para la diferenciacion de las peliculas.

Descripcion de las

Mezcla Simbologia :
peliculas

Almidon + agua + glicerol PAF Pelicula de almidon de frijol

. . . . Pelicula de almidén de frijol
Almidon + agua + glicerol + TiO2  PAFTIO2 1 % con 1% de diéxido de titar{io
Pelicula de almidén de frijol
con 3 % de didxido de titanio
Pelicula de almidén de frijol
con 5 % de didxido de titanio
Pelicula de almidén de frijol
con 7 % de didxido de titanio

Almidén + agua + glicerol + TiO2  PAFTIO2 3 %
Almidén + agua + glicerol + TiO2  PAFTIO25 %

Almidén + agua + glicerol + TiO2  PAFTIO2 7 %

6.2.4. Determinacion de humedad de las peliculas

La determinacion del porcentaje de humedad se realizé midiendo la pérdida en peso
de las peliculas, se pesaron 0.5 g de pelicula y se mantuvieron en un horno de
conveccién marca BINDER a una temperatura de 110 °C durante 2 h. Las muestras
fueron analizadas por triplicado. El contenido de humedad (%) se determiné con la

siguiente formula.

Peso inicial de la muestra

% Humedad = —1|x100 Ecuaciéon 1
It )-1]

Peso seco de la muestra
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6.2.5. Determinacion del porcentaje de solubilidad

El porcentaje de solubilidad de las peliculas se evalu6 de acuerdo al método
propuesto por Garcia et al. [116]. Consiste en cortar las peliculas en forma
rectangular con dimensiones de 2 cm x 3 cm. Las muestras se almacenaron en un
desecador que contiene silica gel para con una humedad relativa cercana al 0 %
durante un tiempo de 7 dias. Pasado este tiempo, las muestras se pesaron y cada
una se situdé en un vaso de precipitado de 100 mL que contenia 80 mL de agua
desionizada. Las muestras se mantuvieron en agitacion constante durante 1 hora a
temperatura ambiente (25 °C). Después del tiempo de agitacion transcurrido, las
piezas de peliculas se secaron en una estufa a 60 °C por 2 horas. El porcentaje de

materia soluble (% solubilidad) fue calculado de la siguiente manera.

(Peso inicial seco — peso final seco)

% solubilidad = — x 100 Ecuacion 2
Peso inicial seco

6.2.6. Difraccion de rayos X (DRX)

La técnica de difraccidén de rayos-X se utilizé para determinar el grado cristalino de
las peliculas, asi como también el efecto del TiO2 sobre el comportamiento cristalino
en las peliculas. Los patrones de difraccion se obtuvieron con un difractometro de
rayos-X marca Bruker Axs, modelo D8 Advance, con un generador de radiacion de
Cu-Ka con filtro de Ni y rejillas de 1 mm. Los analisis se llevaron a cabo de 1 a 50
en 26, utilizando una intensidad de 30 mA y un voltaje de 40 kV. Las peliculas fueron

cortadas en circulos de 5 cm de diametro para su utilizacion en el equipo.
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6.2.7. Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier

Esta técnica se llevo a cabo para identificar los grupos funcionales del almidon-TiO2
y posibles cambios en ellos utilizando un espectrémetro Dynascan modelo
Spectrum 100, Perkin Elmer, con un interferometro de reflectancia total atenuada
(ATR por sus siglas en ingles). Los espectros FTIR se realizaron a una resolucion

de 4 cm™? y en un rango de 4000-500 cm-t.

6.2.8. Analisis termogravimétrico (TGA)

El analisis termogravimétrico de las peliculas se llevé a cabo utilizando 10 mg £ 0.5
de muestra usando un equipo de Andlisis Térmico Simultaneo (STA) modelo STA
6000, marca Perkin Elmer, bajo una atmosfera inerte de nitrdgeno gaseoso con una

velocidad de 20°/min, en un rango de temperatura de 30-700 °C.

6.2.9. Determinacion de las propiedades mecénicas

Las pruebas mecéanicas consistieron en ensayos de tension-elongacion para la
determinacién de la tension a la fractura (TF), el porcentaje de elongacion (% E) y
el modulo de elasticidad (ME). Las pruebas mecanicas se realizaron de acuerdo a
la norma estandar ASTM-882-95a [117]. Para ello, se utilizd un equipo de textura
TAXT2i (Stable Micro Systems, Surrey, UK), utilizando una celda de carga de 25
Kg. Primeramente, las muestras de las peliculas se cortaron en rectangulos con las
medidas de 6 cm de largo por 1 cm de ancho. Previamente las muestras se
mantuvieron por lo menos dos dias en desecadores, los cuales contenian una

solucion salina saturada de NaBr (57 % HR). El espesor de cada rectangulo se
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determiné usando un micrometro manual eléctrico (Fowler, Massachussets, USA)
en 10 posiciones aleatorias a lo largo del rectangulo. ElI promedio de estas
determinaciones se utilizd para calcular el &rea de seccion transversal sobre la cual
se ejercid la fuerza de tension. Se us6 una velocidad de deformacion de 24 mm/min.
El esfuerzo de tension se calculé por la division de la fuerza méxima sobre la pelicula
durante la fractura entre el area de seccién transversal (espesor por el ancho). El
porcentaje de elongacién a la fractura se determiné por la medicion de la extension
maxima de la pelicula entre la separacion final e inicial de las pinzas y el médulo de
elasticidad es el valor que resulto de la pendiente durante el comportamiento lineal

de la curva de esfuerzo-deformacion.

6.2.10. Permeabilidad al vapor de agua (PVA)

La permeabilidad al vapor de agua (PVA) de las peliculas, se determiné empleando
el método gravimétrico estandar de la ASTM método E96 [118] conocido como el
“‘método de copa” o “celda de prueba”. Las peliculas se cortaron en forma circular
con un diametro de 7.5 cm, equilibradas anteriormente en un desecador que
contiene una solucion de NaBr con una humedad relativa de 57 % y una temperatura
de 25 °C. Posteriormente, las peliculas se pusieron sobre la parte superior de la
celda a prueba que contiene la silica gel en su interior para que se obtenga una
humedad relativa de 0 %. La celda se coloca en un desecador que contiene una
solucion de NaCl para generar una humedad relativa del 75 % con una humedad de
25 °C. Se toma el peso de la celda cada hora durante 8 horas. La prueba se realiz6

por triplicado.
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Se realizara un andlisis de regresion lineal de los datos registrados de la ganancia
de peso en funcién del tiempo para calcular la velocidad de transmision de vapor de

agua (VTVA).

TVA = AT X A Ecuacion 3
TVA(L) .,
PVA = Ap Ecuacion 4

TVA es la transmision de vapor de agua, AG/At es la pendiente de la linea recta
(g/s), A es el area de la pelicula expuesta (m?), L es el espesor de la pelicula (m),

AP (Pa).

6.2.11. Determinacion del comportamiento antimicrobiano de las

peliculas
6.2.11.1. Curva de crecimiento de la bacteria (Staphylococcus aureus)

Se utilizé6 el método de Lowry [119] para la determinacion de proteinas. La
absorbancia se midié a 750 nm, usando un espectrofotometro Perkin Elmer Lambda

25 UV/VIS, la muestra se analizo por triplicado.
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6.2.11.2. Conteo de microorganismos

El conteo de microorganismos viables en placa se determiné mediante la disolucion
1 mL de muestra en 9 mL de medio liquido, las diluciones se realizaron seriadas
hasta 10 que posteriormente se transfirié 0.1 mL a las cajas Petri que contenian
un medio solido de agar de soja tripticasa, las cajas fueron incubadas durante 24
horas a 37 °C. Las diluciones se realizaron con la finalidad de obtener el nUmero de

bacterias iniciales.

El recuento de unidades formadoras de colonias en placa (UFC), es el método mas
utilizado a nivel laboratorio de microbiologia, el conteo de colonias se realizé usando
un contador de colonias contando Unicamente las cajas Petri con conteos entre 30
y 300 colonias. Para la cuantificacion de UFC se realiz6 mediante la siguiente

ecuacion:

UFC/mL = (N° de colonias contabilizadas)(Factor de dilucion) Ecuacion 5

6.2.11.3. Radiacion de las peliculas

Para la evaluacion de la actividad antimicrobiana se evalué el porcentaje de
reduccion de la bacteria gram-positiva (Staphylococcus aureus), utilizando el

meétodo el reportado por [92].

Las peliculas se cortaron de 3 cm? colocandola en una caja petri estéril, agregandole

1 mL del inoculo que contenia 108/mL, la caja con la pelicula inoculada se cubre con
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un acetato esto para disminuir la intensidad de la luz UV. Las cajas petri inoculada
se colocé bajo radiacion (UV) con longitud de onda de 385 nm. Las muestras se
tomaron por duplicado con un tiempo de radiacion de 60 min. Posteriormente se
retiré de la luz UV, e inmediatamente se lavé colocando la pelicula en un tubo con
9 mL de medio estéril manteniéndolo en agitacion durante 10 min posteriormente
se tom6 0.1 mL del tubo para la siembra en un medio solido de agar de soja
tripticasa, las placas se incubaron a 37 °C por 24 horas, después se contaron las
unidades formadoras de colonias (UFC). El porcentaje de reduccion se calculo

usando la siguiente ecuacion:

x 100 Ecuacion 6

% Reduccion =

% Supervivencia = §x100 Ecuacion 7

Donde A es el numero de células sobrevivientes (UFC) después de la radiacion, B

el nimero de células sobrevivientes desde el control.
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vii. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Composicion quimico proximal del almidon de frijol (Phaseolus vulgaris
L.)
Los resultados obtenidos de la composicion quimica del almidén de frijol (Phaseolus

vulgaris L.) se muestran en la Tabla 2. Se obtuvo un rendimiento de almidoén en frijol

de 50.94 % en base seca.

Tabla 2. Composicion quimica proximal del almidén de frijol (Phaseolus vulgaris L.).

Porcentajes (%)

Humedad 8.509 + 0.524
Cenizas 0.059 + 0.010
Lipidos 0.419 £ 0.043
Proteina 0.969 + 0.015

Media aritmética de tres repeticiones + error estandar.

Para la determinacion de la pureza del almidén se consideré el contenido de
cenizas, lipidos, proteinas y % de humedad. Las leguminosas contienen entre 30 a
50 % de su peso seco de almidén y los porcentajes varian entre las distintas
especies [120], Tovar et al. [121] reportaron el rendimiento de almidén de frijol
comun de 38 %, Vargas et al. [122] reportan rendimientos de cuatro variedades de
frijol comun (Phaseolus vulgaris L.): flor de mayo 34.70, Mayocoba 40.24, frijol negro
36.3 y peruano 42.81 %. Miranda-Villa et al. [120] reportan un rendimiento de 15 %
en frijol zaragoza (Phaseolus lunatus L.) variedad roja. Las diferencias encontradas

en las diferentes variedades en el rendimiento de almiddn se puede deber al método
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de extraccion y al equipo utilizado durante la molienda [120]. En otros reportes se
informd que el rendimiento del almidén puede estar en funcidn de la composicion

genética de la fuente, del medio de siembra y del método de extraccion [123].

Sun-Jin et al. [124] reportaron contenidos de humedad entre 8.16 a 8.51 % en
almiddén de frijol mungo. Se ha reportado que el contenido de humedad de un
almidén depende del procedimiento de extraccion y secado [125]. En el presente
trabajo, el frijol fue extraido por el método de molienda humeda y secado a una
temperatura de 40 °C durante un tiempo de 24 h. Maaran et al. [126] reportaron
contenidos de ceniza entre 0.06 y 0.58 %, lipidos de 0.03 a 0.12 % y un rendimiento
de 24.3 a 29.9 % en almidones de diferentes especies de semillas de frijol. Wenhao
et al. [127] reportaron contenidos de proteinas de 0.39 a 0.52 %, lipidos de 0.05 a
0.07 % y cenizas entre 0.02 a 0.12 % en almidones de semillas de diferentes
especies de frijol cultivadas en china, obteniendo rendimientos de almidén de 93.28
a 96.32 %. La composicién quimica de los almidones podria estar influida por las
condiciones climaticas y de crecimiento [125]. De acuerdo a lo reportado, los
resultados de analisis proximal y rendimiento de almidén dependen de la parte de

la planta que se considere; semilla o producto.

7.2. Contenido de humedad y solubilidad en las peliculas

La solubilidad es una propiedad esencial en la seleccién adecuada de empaques
de los alimentos y esta relacionada con la hidrofilicidad de los materiales [128]. En

la industria alimentaria, se requieren empaques con buena insolubilidad al agua
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para prolongar la vida de anaquel de los productos alimenticios [129,130,131]. El
contenido de humedad en un empaque tipo pelicula, es un parametro relacionado
con el volumen vacio total ocupado por moléculas de agua en la microestructura de

la red de la pelicula [128-132].

Los resultados de humedad y solubilidad de los productos obtenidos en el presente

trabajo se muestran en la Figura 9.

Figura 9. Contenido de humedad y solubilidad en las peliculas de almidén/TiO..

Los datos obtenidos por el método estadistico ANOVA muestran que no se encontro
diferencia estadistica a un nivel de significancia de a=0.05. Se muestran cambios
en contenido de humedad y % de solubilidad en las peliculas con TiOz con respecto
a la pelicula de almidén de frijol (PAF). En ambos casos, los valores de humedad y

solubilidad de las peliculas con TiO2 son menores que el valor de la PAF. En las
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peliculas de almidon de frijol compuestas Almidon/TiO2 se disminuye la humedad
de 20.78 % a 16.44 % con el 3 % de TiO2. La solubilidad disminuye de 37.43 % a
24.94 % con 1 % de TiO2. A pesar de que en todas las peliculas de almidén/TiO2
disminuyen, los parametros de humedad y solubilidad lo hacen favorablemente a
menores concentraciones de TiO2 (1 y 3 % en peso). Este comportamiento esta
relacionado con la dispersién de las particulas de TiO2 sobre la matriz polimérica de
almidon, tal como se observa y discute en el andlisis de morfologia por MEB. Las
particulas de TiO2 a grandes concentraciones provocan cambios en la estructura
cristalina de las peliculas dando como resultado aumentos en la solubilidad [133].
Se le puede atribuir a esto los aumentos de solubilidad al aumentar las
concentraciones de TiO2 pero aun siguen siendo mas bajos que la pelicula de solo
almidén. Generalmente, la absorcion de humedad en peliculas de almidén se
atribuye a la fuerte afinidad de los hidroxilos del glicerol con las moléculas de agua,
permitiendo la retencion facilmente del agua dentro de la matriz polimérica formando
enlaces de hidrégeno (O-H) [134-135]. El glicerol actia como un agente retenedor
de agua [131]. Garcia et al. [42] reportaron que debido a su caracter hidrofilico el
glicerol incrementa la humedad y solubilidad de peliculas de almidon. Al mismo
tiempo, las peliculas de polisacaridos por si solas tienen la caracteristica de ser
hidrofilicas y por lo tanto presentar propiedades de barrera a la humedad muy bajas

[136-86].

Los resultados de disminucion de contenido de humedad en los productos

Almidon/TiO2 mostrados en la Figura 9 se deben a la baja hidrofilicidad de las
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particulas de TiO2 que estan incorporadas en el almidon. Resultados similares
fueron obtenidos por Zolfi et al. [132] en peliculas de Kefiran-proteina de suero de
leche con particulas de TiOz. La disminucion de la solubilidad en las peliculas se le
puede atribuir a la propiedad del TiO2 (baja solubilidad). Resultados similares se
obtuvieron al agregar nanoparticulas de TiO2 en peliculas de almidon de papa [137],
adicion de nanoparticulas de TiO2 a almidon-polycaprolactone [138], kefiran-

proteina de suero de leche (WPI) [132], peliculas de PVA-xilanio con TiO2 [139].

7.3. Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier

La Figura 10 muestra los espectros de las peliculas donde se observa el
estiramiento de banda a 3279 debido a las vibraciones de los grupos OH del almidén
y glicerol, la banda de 2925 cm es atribuible al estiramiento, flexién y vibraciones
de C-H y C-C-H asociados con el anillo de glucopiranosa. Se puede observar la
presencia de agua enlazada principalmente con el carbonilo del almidén ya que se
observa una banda en 1647 cm, se observa una banda correspondiente a los
grupos carboxilos a 1338 cm™ , también se observa una banda intensa 1000 cm
debido al estiramiento de enlace C-O, la espectroscopia de infrarrojo se realiz6 con
la finalidad de observar algin enlace del almidon con el diéxido de titanio (TiOz2)
como se observa en la Figura 10 no se aprecia cambio alguno en las bandas debido
a que el almidon y el TiO2 no hacen ningun tipo de enlace. El TiO2 tiene atracciones
polares e interacciones por efecto electrostatico. Pueden tener una interaccion entre
la matriz polimérica del almidon/glicerol/ TiO2 de Van der Waals débiles o enlaces

de hidrégeno entre las especies hidroxilos del glicerol y atomos de oxigeno de TiO2
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[140-141]. Una posibilidad méas podria ser la adsorcion quimica entre el hidroxilo del

glicerol y la superficie de TiOz2 [142].

Cabrera et al. [143] durante un estudio de peliculas de alcohol polivinilico con TiO2
reportan no haber encontrado interacciones quimicas entre el TiOz y el polialcohol
vinilico por IR. Los mismos resultados obtienen en peliculas de butiral de polivinilo

con TiO2 [144].

Figura 10. IR de las peliculas de frijol adicionadas con TiO; a concentraciones del 1
%(rojo), 3 %(verde), 5 %(azul) y 7 %(rosa).

7.4. Difraccion de rayos X (DRX)
El difractograma obtenido de las peliculas se muestra en la Figura 11 con diferentes

contenidos de TiOx2.
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Figura 11. Difraccién de rayos X de las peliculas a diferentes concentraciones de TiOx.

La pelicula nativa (PAF) y las peliculas con TiO2 muestran picos a un angulo 20 =
5.6, 17, 19 y 23° los cuales corresponden a un patrén tipo C que es una mezcla de
espectros tipo Ay B y es caracteristico del almidon de las leguminosas (ver Figura
3). Los picos correspondientes al TiO2 se observaron a 20 = 25.2°, 37.9° y 48°, los
cuales corresponden a la fase anatasa, siendo mas intenso el 20 = 25.2°. La fase

rutilo se logra observar a 20 = 27.5 °.

El TiO2 provoca cambios en las peliculas: puede apreciarse que el pico 20 = 5.6°
desaparece con el 3 % provocando un cambio de patron de C a A correspondiente
a los cereales, en el pico 20 = 17° (los picos 19 y 23° también son mas anchos y

menos intensos en comparacion a los picos de la pelicula sin TiO2) muestra cambios
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en anchura e intensidad observdndose mas notable con 3 % de TiO2 este cambio
se cree que puede deberse a la interaccion entre los grupos OH del polimero y las
particulas de TiO2 como se ha mencionado en otros estudios [82], al mismo tiempo
el pico 20 = 25.2° (los picos 37.9 y 48° también incrementan en la concentraciones
del 5y 7 % de TiO2) incrementa su intensidad al aumentar las concentraciones de

TiO2 [145-146].

Hejri et al. [147] En un estudio de peliculas biodegradables de almidén/ poli (alcohol
vinilico) reforzadas con TiOz, en los resultados de DRX observan que desaparece la
cristalinidad del tipo A del almidon de maiz y aparece la cristalinidad tipo V. La
adicion de nanoparticulas en almidén puede cambiar la morfologia cristalina, forma
del cristal y tamafio del cristal. Estas diferencias en la morfologia del cristal pueden

afectar las propiedades mecanicas y fisicas del almidon [106,148,149].

7.5. Microscopia electrénica de barrido (MEB)

La microscopia electrénica de barrido se empled para observar la superficie de las
peliculas, asi como la homogeneidad de las particulas de TiO2. En la Figura 12 se
muestra la morfologia obtenida por MEB a diferentes contenidos de TiO2. Se puede
observar aglomerados de las nanoparticulas de TiO2, los cuales aumentan al
incrementar la concentracion de TiO2. En la Figura 12a con TiO2 al 1 % los
aglomerados son ligeros comparados con la Figura 12d que contiene 7 % de TiOz,
donde se observan aglomerados en forma de racimos. En la Figura 12a, los

aglomerados son pequeiios alrededor de 500 nm y las particulas miden alrededor
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de 35 a 40 nm, estos valores son similares a los reportados anteriormente para TiO2
dispersado en hule natural [141]. En la Figura 12b, donde la pelicula contiene 3 %
de TiO2 hay una buena distribucion de aglomerados, pero una mala dispersion de
nanoparticulas de TiO2. En la Figura 12c con un contenido de 5 % de TiO2 se
observa buena distribucién y una mala dispersién de aglomerados. Los tamafios de
los aglomerados son diversos, alrededor de 500 nm y otros de 100 nm
aproximadamente. En la Figura 12d, la cual contiene 7 % de TiO2 se puede apreciar
que a mayores cantidades de TiO2 se forman aglomerados (tipo racimos) mas
grandes. Por lo tanto, no es conveniente agregar TiO2 a concentraciones mayores
a 5 %. Seentrakoon et al. [150] reportaron que a concentraciones bajas de TiO2 se
puede obtener una mejor dispersion. Las particulas de TiO2 puede reforzar el

polimero si se dispersa adecuadamente [147].
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Figura 12. MEB de las peliculas de almidén/TiO.: a) PAFTIOz 1 % b) PAFTIO, 3
% c) PAFTIO25 % d) PAFTIO, 7 %.

Pagina | 60



Maestria en Biotecnologia Resultados y Discusion

En la Figura 13a se observa que a una magnificacion de 1000x no se muestran los
aglomerados de TiO2. Sin embargo, a mayor magnificacion (Figura 13b) es posible
ver pequefos aglomerados de las particulas. Al aumentar la concentracion a 7 % si
son observables los aglomerados de TiO2 a bajas magnificaciones, tal como se
muestra en la Figura 13c. En la Figura 13b también se pueden observar fracturas
del almidén. Sin embargo, es notorio que los aglomerados de TiO2 se anclan al
almiddn a pesar de las fracturas. Esto puede estar ocurriendo durante el proceso de

gelatinizacion.

Figura 13. MEB PAFTIO2 5 % (a, b), PAFTIO, 7 % (c).
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El didxido de titanio tiende aglomerarse debido a las fuerzas de atraccion de Van
der Waals atrayéndose entre si las particulas de TiO2 consecuentemente
aglomerandose observandose este fendmeno en las micrografias de las peliculas

(Figura 12-13), por otro lado, una buena dispersion de particulas manométricas en
la matriz polimérica conlleva a obtener un mejoramiento en el médulo de Young
(mdédulo de elasticidad), mayor estabilidad térmica y mejores propiedades de

barrera en comparacion con los biopolimeros puros [151].

7.6. Analisis termogravimétrico (TGA)

Los resultados obtenidos del analisis termogravimétrico de las peliculas de almidon
de frijol con diéxido de titanio se muestran en la Figura 14. Los termogramas
muestran la pérdida de peso en funcion de la temperatura de degradacion del
biopolimero elaborado. La primer pérdida de peso es alrededor del 10 % respecto
al contenido de humedad inicial en las muestras [152], ocurre entre 30 y 150 °C lo
cual se debe a la eliminacion del agua en el sistema [153], esto indica que el agua
gue estaba absorbida en la pelicula fue puesta en libertad o agua cristalina dado
que las peliculas eran hidrofilicas [133], la segunda se presenta entre un rango de
150 y 250 °C correspondiente al glicerol y a algunas moléculas de agua [154], con
un porcentaje de pérdida del 16 %, la tercer pedida de peso es alrededor de 250 y
400 °C con una pérdida del 87 % de peso, por ultimo se obtiene el residuo carbonoso
a una temperatura de 690 °C (para PAF: 5.5, 1 %: 8.1, 3 %: 9.0, 5 %: 8.5, 7 %: 10)
este se le atribuye a la degradacion total. En el estudio de la derivada del analisis

termogravimétrico del material se encontr6 que la temperatura a la que presento la
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mayor rapidez de pérdida de peso fue de 330 °C como se muestra en la Figura 15
se encuentran los picos de pérdida de peso: el primer pico maximo se observa a los
100 °C, el segundo es notorio para las peliculas que contienen TiO2 (1,3, y 5 %) a
los 200 °C, el tercer pico es a los 300 °C para las peliculas con 3,5y 7 %, a los 330

°C el pico donde ocurre la mayor temperatura de degradacion.

En las graficas se observa que primeramente en las muestras ocurre una
deshidratacion por evaporacion al alcanzar la temperatura alrededor de los 100 °C
el porcentaje de pérdida de peso depende del contenido de humedad de la muestra
[155-156], posteriormente alcanzan la temperatura de descomposicion a la
temperatura de 300 °C. La deshidratacion y la descomposicion en general han sido
consideradas como dos procesos separados asociados con los mecanismos de

degradacion del almidon [55].

Morsyleide et al. [157] reportaron la temperatura de degradacion maxima del
almidon a 301 °C. Guinesi et al. [158] estudiaron el comportamiento térmico de
diferentes almidones: maiz, arroz, papa y yuca obteniendo la temperatura de
degradacion entre 274 y 374 °C. Puede estar relacionado con la degradaciéon y
despolimerizacion de los almidones [159]. En otros estudios reportan la temperatura
de descomposicion térmica de 320 °C en almidén de maiz, describen que cuando
mayor sea el contenido de amilopectina, mayor serd la temperatura de
descomposicion [152]. La amilopectina esta presente en el almidén en mayor

porcentaje lo que induce una degradacién térmica facil debido a los enlaces débiles

Pagina | 63



Maestria en Biotecnologia Resultados y Discusion

de la cadena ramificada [160]. La descomposicion del almidon ocurre después de
los 300 °C provocando primeramente un cambio estructural en el polimero
generando pirodextrinas como productos. A temperaturas mas altas, sucede la
descomposicion de las macromoléculas obteniéndose la formacion de
levoglucosano, furfural finalmente se obtienen los productos carbonosos de menor

peso molecular [159-161].

En las muestras analizadas se encontré que a mayor concentracion de TiO:z las
peliculas adquieren mayor estabilidad térmica. El TiO2 proporciona una mayor
resistencia a la degradacion térmica [145] otros investigadores también han
observado aumento en la estabilidad térmica del polimero debido al efecto de TiO2
[162]. Hassan et al. [163] informaron un aumento en la estabilidad térmica de
PP/TiO2 nanocompuesto con una temperatura 320.16 °C de descomposicion

térmica.
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Figura 14. Termograma de las peliculas con diferente concentracion de TiOx.

Figura 15. DTG de las peliculas con diferentes porcentajes de TiO,.
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7.7. Propiedades mecanicas de las peliculas

Los materiales deben de poseer propiedades mecanicas adecuadas para proteger
al producto contra una variedad de tensiones hasta que el producto sea consumido
[164]. En la Figura 16 se reportan los datos obtenidos de las pruebas mecénicas de
las peliculas de almiddn de frijol con los diferentes porcentajes de TiO2. La tensién
a la fractura (TF) en la PAF fue 18.92 MPa, sin embargo, al agregar el TiO2 en la
pelicula incrementa la TF en el intervalo de 21.54 a 29.36 MPa cuando la
concentracion de TiOz en la matriz va de 1 a 7 %, respectivamente. Estos resultados

indican que se mejora la resistencia mecanica de las peliculas de almidon.

Figura 16. Resultados de pruebas mecanicas de las peliculas de almidén/TiOx.
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Todas las peliculas con diéxido de titanio mostraron mayor tension a la fractura que
las peliculas de solo almidén se le pueden atribuir a la interaccién del TiO2 con la
matriz polimérica. El médulo de elasticidad es la relacion del esfuerzo a la tension
en la region lineal de la tension deformacion [165]. EI ME de la PAF es de 656.21
MPa, al agregar el diéxido de titanio e incrementara 7 % aumenta el ME a 708.62
MPa. Al aumentar las concentraciones de TiO2 el ME aumenta, el médulo aumenta
para un polimero cuando se le incorpora cualquier relleno [165]. Ocurre lo contrario
en el porcentaje de elongacién (% E) ya que hay una disminucion 23.50 a 17.96 %
cuando se aumenta la cantidad de TiO2, este comportamiento puede ser atribuido a
la disminucion de la plastificacion por las nanoparticulas. El TiO2 puede actuar como
un anti-plastificante mediante el aumento de las interacciones, reduciendo el
volumen libre entre las cadenas del biopolimero, y la disminucion de la flexibilidad
de las peliculas [164]. El TiO2 mejora la rigidez de la cadena molecular y reduce la
elasticidad de la cadena, cuando la fuerza a la traccion es lo suficiente grande, no
sufre demasiada deformacion por lo tanto el TiO2 disminuye el alargamiento a la
rotura de las peliculas [166]. Hubo disminucion en el % E y aumentos de ME y TF
al agregarse el dioxido de titanio, mismos resultados obtuvieron Shaili et al. [167].
Este fenbmeno también puede ser debido a dos razones, una de las razones se
relaciona con el contenido de humedad de las peliculas, el agua puede realizar una

funcién de plastificacion en la matriz de la pelicula, la disminucion del contenido de
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humedad disminuye la flexibilidad de las peliculas. Por lo tanto, disminuye de este

modo el % E y aumenta el ME 'y TF [167- 168].

La segunda razén se relaciona con la interaccion interfacial entre la matriz
polimérica y los rellenos [168-169]. Shaili et al. [167] en el estudio del desarrollo de
un biocompuesto de polisacéarido de soja reforzado con TiO2 observo un incremento
en la TF y ME después de la adicion de 5 % de TiO2. Zhang et al. [170] Elaboraron
una pelicula de quitosano con laurato de sodio modificado con TiO2 obteniendo
como resultado un aumento de la TF de 14.32 a 18.04 MPa. La presencia de las
particulas de TiO2 ha demostrado la mejora de las propiedades mecanicas [171].
Miiller et al. [169] hacen un estudio de la influencia que aporta la incorporacién de
arcilla en peliculas de almidon de yuca donde reportan que la incorporacion de

arcilla mejoro la resistencia a la traccién y la rigidez de la pelicula.

7.8. Permeabilidad al vapor de agua (PVA)
Una de las funciones principales del envasado de alimentos es evitar o reducir la

transferencia de humedad entre el alimento y la atmosfera circundante. Por lo tanto,
la permeabilidad al vapor de agua (PVA) debe ser tan baja como sea posible, con
el fin de mejorar el empaque y aumentar el tiempo de conservacion del producto
alimenticio [172]. La PVA se relaciona con los trayectos del vapor de agua en la

microestructura de la red [128].

Los resultados de la PVA se muestran en la Figura 17.
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Figura 17. PVA de las peliculas de AImidon/TiO; a diferentes concentraciones de TiOx.

Los resultados indicaron en la mayoria de los casos se observaron ligeras
variaciones con la presencia de TiO2. Contrariamente, con 5 % el cambio es muy
evidente pasando de 1.228 x 10° g/s.m.Pa a 3.050 x 10 g/s.m.Pa. Esto se puede
deber a cambios morfolégicos en la muestra. Un gran tamafio de aglomerados de
particulas de TiO2 a mayores porcentajes (5 %) podrian permitir la transferencia o

incorporacion de moléculas de agua, como se confirma en los resultados de MEB.

Las propiedades de barrera al vapor de agua mejoran si la carga es menos
permeable, menos hidrofila, presenta buena dispersion en la matriz y una alta
relacion de aspecto [171-173]. EI-Wakil et al. [174] reportan una mejora en los
resultados de PVA al 1 % de TiOz, expresando que se puede deber a la combinacién
de nanoparticulas de TiO2 con WG/CNC (gluten de trigo-nanocristales de celulosa),

lo cual evité que las moléculas de agua se absorbieran. Junli et al. [139] obtienen
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disminuciones en la PVA en peliculas de PVA/xylan con TiO2. Por otra parte, en un
estudio de peliculas de gelatina bovina reforzadas con TiO2 la PVA decrece al
incorporar el TiO2[175]. En otros reportes al introducir el TiO2 en proteina de suero
[86] y en kefiran-proteina de suero [132], obtienen efectos positivos en la

permeabilidad al vapor de agua.

7.9. Determinacion del comportamiento antimicrobiano de las peliculas
7.9.1. Curva de crecimiento

En la Figura 18 se muestra la curva de crecimiento de la determinacion de proteinas
mediante el método de Lowry [119]. La proteina se relaciona al crecimiento, por lo
que un incremento en la cantidad de proteina en el paquete celular indica que hay
mayor concentracion de células. La fase logaritmica o exponencial de la bacteria
Staphylococcus aureus en la que las células se duplican al mismo ritmo fue

encontrada en el tiempo de 2 horas 30 min.

Figura 18. Curva de crecimiento bacteriano de Staphylococcus aureus.
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7.9.2. Radiacién de las peliculas

Tabla 3. Resultados de las peliculas expuestas a luz UV durante 60 min.

Pelicula UFC/ML Supervivencia Reduccion
(%) (%)

PAF 2.53x108 107.66 + 1.2802 -7.66 + 1.276°

PAFTIO2 1% | 2.20x108 93.4 +1.061P 6.596 + 1.063¢

PAFTIO23% | 6.20x10 26.38 + 0.849¢ 73.617 + 0.8512

PAFTIO25% | 1.13x108 47.87 £ 0.212°¢ 52.128 + 0.213¢

PAFTIO2 7% | 4.90x107 20.85 + 1.280¢ 79.149 + 1.2762

Media aritmética de duplicaciones * error estandar. Letras iguales en la misma columna
indican que no hay diferencia estadistica a un nivel de significancia de a=0.05.

En la Tabla 3 se muestran los resultados de UFC/mL y el porcentaje de reduccion
de Staphylococcus aureus en las peliculas a una radiacion de 385 nm con un tiempo
de exposicion de 60 min, se puede observar que los mejores tratamientos donde se
obtuvo mayor porcentaje de reduccion microbiana fue en las peliculas PAFTIO2 3 %
(73.61) y PAFTIO2 7 % (79.15), mientras que la pelicula PAFTIO2 1 % presentd
menor % de reduccién microbiana 6.59, esto se puede deber que las peliculas no
presentan actividad antimicrobiana a bajas concentraciones de dioxido de titanio.
En la PAF se observa que no presenta reduccion debido a que la pelicula no
presentd actividad antimicrobiana mostrando un aumento en el porcentaje de
sobrevivencia de 107.66. La actividad antimicrobiana depende de la distribucion de
las particulas del diéxido de titanio en la pelicula, ya que si hay una buena
distribucion del TiOz en la matriz polimérica del almidon habria mayor disponibilidad
de las particulas para la interaccion con las bacterias. Estrada-Monje et al. [176]

obtuvieron peliculas de polietileno de baja densidad adicionadas con TiO2 por el
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método de disolucion asistida por ultrasénico concluyendo que mediante el
ultrasonido se mejoran las propiedades antibacteriales del TiO2, ya que mediante
este método obtuvieron un mejoramiento en la dispersion, por lo tanto, mayor
disponibilidad de las nanoparticulas en la matriz polimérica para interactuar con las
bacterias. Xing et al. [177], Elaboraron peliculas de polietileno incorporadas con
TiO2 obteniendo alta inhibicion de S. aureus (95.2 %) y E. coli (89.3 %), con un

tiempo de exposicion de la pelicula de 60 min a la luz UV.

Algunos mecanismos que se han reportado hasta el momento para explicar la
muerte de las bacterias por fotoactivacion del didxido de titanio es lo descrito por
Rezaei-Zarchi et al. [178], quienes explican que uno de los mecanismos por el cual
puede explicarse la actividad antimicrobiana es la interaccién entre las particulas
del TiO2 y las macromoléculas de la bacteria como fosfolipidos, lipoproteinas y
acidos nucleicos. La interaccion entre ambas provoca la permeabilidad de la
membrana y la muerte celular. Este mecanismo indica que el microorganismo tiene
carga negativa, mientras que el TiOztiene una carga positiva, creando una atracciéon
entre ellos, que estando en contacto, la bacteria es oxidada provocando su muerte.
Las especies de oxigeno reactivo (ROS), como el peréxido de hidrégeno, el radical
hidroxilo y los aniones superoxido, generados en la superficie de TiO:z irradiada
promueven inicialmente la peroxidacion del componente de fosfolipidos
poliinsaturados del lipido del microorganismo [106]. Kuhn et al. [179] describen que
la destruccién microbiana se produce a través del dafio directo a las paredes

celulares causado por el radical hidroxilo (OH").
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viii.  CONCLUSIONES

Se obtuvieron peliculas de almidén de frijol/TiO2 a diferentes concentraciones de

diéxido de titanio por el método de casting (vaciado en placa).

Se aislo el almidén de frijol obteniendo un rendimiento del 50.94 % en base seca.

Se determind la humedad y la solubilidad de las peliculas, obteniendo una

disminucioén al agregar el diéxido de titanio.

Se realiz6 la caracterizacion estructural mediante rayos X, en la cual las peliculas
presentan un patrén de difraccion tipo C. en los analisis de rayos X se obtuvieron
cambios en la estructura cristalina de las peliculas de almidén al agregar el TiO2
(mayor cristalinidad y cambio de patron presentando un tipo A en la pelicula

PAFTIO2 3 %).

Se obtuvo una dispersibn homogénea en las peliculas posiblemente por
interacciones débiles generando compatibilidad en los componentes. FTIR
evidencio que no hubo nuevos grupos funcionales formados por enlaces quimicos

entre el TiO2 y almidon.

Las propiedades mecanicas de tensién a la fractura y médulo de Young aumentan
al incrementar las concentraciones de di6xido de titanio, mientras que el % de
elongacion disminuye.
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La adiciéon de TiO2 al 5% no favorecié la disminuciobn de PVA debido a una

aglomeracion de las particulas como se mostré en los resultados de MEB.

Las imagenes de microscopia electronica de barrido muestran que se obtuvo una

buena distribucion y mala dispersion lo cual nos dice que por més grande o pequefia

que sea el contenido de TiO2 habra aglomerados.

Las peliculas de almidén/TiO2 demostraron una reduccién en la bacteria

Staphylococcus aureus.
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iXx. RECOMENDACIONES

Recomendaciones para investigaciones futuras:

Utilizar las particulas de TiO2 en menor tamafio para obtener peliculas con una

mejor distribucion y dispersion.

Aplicar o probar otros métodos de dispersion del TiO2 para la obtencién de peliculas

con mejor dispersion y distribucién del TiO2 como: sonicacion.

Determinar la propiedad de barrera contra el oxigeno (ya que esta propiedad es de

suma importancia para retardar los procesos oxidativos en los alimentos).

Realizar pruebas antimicrobianas in vitro in vivo utilizando diversos patdégenos

alimenticios.
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