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RESUMEN EJECUTIVO

Este trabajo fue orientado a la creacion de biomateriales, de las biopeliculas generadas basadas en
almidon de melloco, se ha determinado que, a mayor porcentaje de plastificante, menor sera la rigidez
y la resistencia del material; mientras que la flexibilidad y la deformacion en la méxima tension
aumentaran. En cuanto a su interaccion con el agua, las biopeliculas con una mayor permeabilidad
fueron las que tenian mayor concentracion de plastificante. En las pruebas de solubilidad y contenido
de humedad, los valores fueron dependientes del porcentaje de plastificante, mostrando valores menores
utilizando sorbitol como plastificante. En las medidas Opticas se ha encontrado que los valores de
opacidad son mayores al aumentar la concentracion de plastificante. En las imagenes obtenidas con el
microscopio de fuerza atdmica, la topografia nanoscopica ha mostrado diferencias en la corrugacion de
las peliculas con diferente concentracién de plastificante, asi como en la amplitud y en la fase. Se ha
observado que las peliculas con sorbitol y sin plastificante muestran una estructura superficial mas
homogénea, aumentando progresivamente la cantidad de morfologias ovaladas a medida que disminuye
la cantidad de plastificante agregado. En la caracterizacién por Espectroscopia Infrarroja por
Transformada de Fourier y reflectancia total atenuada (ATR-FTIR) se han obtenido espectros de
absorcion ligeramente distintos, dependientes del tipo de plastificante y variedad de melloco de las
peliculas generadas. Toda esta caracterizacion se realiz6 con la finalidad de explorar su posible uso

como alternativa a los plasticos convencionales.

Palabras Claves: biopeliculas, almidon, melloco, glicerol, sorbitol, fisicogquimicas, microscopio de

fuerza atdmica, FTIR.
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ABSTRACT

This work was aimed at the creation of biomaterials. From the bioplastics generated based on meloco
starch, it was determined that the more percentage of plasticizer, the lower the rigidity and resistance
of the material, but the higher flexibility and deformation at maximum stress. Regarding the interaction
with water, the biofilms with higher plasticizer concentration showed higher permeability. Concerning
the solubility and moisture content tests, the values were dependent on the percentage of plasticizer,
revealing lower values when using sorbitol as plasticizer. Optical tests found that, as the plasticizer
concentration increased, the opacity values increased. Regarding the images obtained using the atomic
force microscope, the topography showed differences in the films’ corrugation at different plasticizer
concentrations, as well as contrasts at the amplitude and phase measurements. Those films with sorbitol
and without plasticizer showed a more homogeneous structure, progressively increasing the appearance
of oval morphologies as the amount of plasticizer is increased. Fourier Transform Infrared Spectroscopy
with Attenuated Total Reflectance (ATR-FTIR) revealed slightly different spectra, depending on the
type of plasticizer and variety of melloco in the generated films. All this characterization was carried

out whit the aim of exploring its possible use as an alternative to conventional plastics.

Key words: biofilms, starch, melloco, glycerol, sorbitol, physicochemical, atomic force microscopy,
FTIR.
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CAPITULO |

MARCO TEORICO
1.1. Antecedentes investigativos
1.1.1. Justificacion

La contaminacion provocada por plasticos derivados de petroleo estd aumentando continuamente,
principalmente debido a su elevado tiempo de descomposicidn. Por causa del mal manejo de estos
desechos existe una baja sostenibilidad de los reciclajes, con lo que la contaminacion persiste (Elgarahy
et al., 2023). Una posible solucidn a esta problematica consistiria en un paulatino reemplazo para estos
polimeros sintéticos, ya que su demanda ha ido aumentando dentro de la industria (Shafgat et al.,
2020).

Los bioplasticos basados en almidon podrian constituir una posible alternativa para paliar esta
problematica, puesto que su conformacién tiene como base polimeros naturales biodegradables. Para
su uso en el desarrollo industrial en la actualidad, estos plasticos deberian tener unas caracteristicas

similares a la del plastico petroquimico (Cardenas-Alcaide et al., 2022).

Una de las fuentes més habituales de almiddn es el obtenido a partir de tubérculos como la patata (llvis
et al., 2024) o la yuca (Ebrahimzade et al., 2022). No obstante, se conocen otras fuentes de almidén
en Ecuador con enorme potencial que no han sido todavia exploradas completamente. Una de estas
posibilidades es el melloco. Ya se ha demostrado la factibilidad del almiddn extraido de este tubérculo
para crear laminas (Pico et al., 2022). El estimulo de su produccion mediante la provision de un valor
agregado al del consumo culinario podra permitir, adicionalmente, un incremento en su cultivo,
beneficioso para la industria local (Velasquez-Barreto etal., 2021). En este estudio se pretende
analizar la generacion de biopeliculas basadas en almidon de melloco usando glicerol y sorbitol como
plastificantes. El uso de uno y otro compuesto en diferentes concentraciones puede alterar las
propiedades fisicoquimicas de las ldminas generadas. Se propone en este trabajo generar laminas
obtenidas a partir del almidon de melloco con plastificantes como el glicerol y el sorbitol, y
caracterizarlas fisicoquimica, dptica y nanoscopicamente, con el objetivo de proporcionar una potencial

alternativa a los plasticos derivados del petr6leo basada en este tubérculo andino.

1.1.2. Impacto ambiental y la Biotecnologia

La facilidad de su elaboracion hace de los plasticos sintéticos materiales muy atractivos para la

industria. Sin embargo, su elevado tiempo de descomposicion natural, de aproximadamente 70 a 1000



afos, los hacen también muy peligrosos para el medio ambiente (Chamas et al., 2020). Su acumulacion
esta generando multiples y crecientes inconvenientes ecoldgicos en la actualidad (Yang et al., 2021).
Segln Rhodes (2018), entre 1950 y 2015 se generaron un total de 6.300 millones de toneladas de
residuos plasticos primarios y secundarios (reciclados). Igualmente, la generacién de estos plasticos
implica la expulsion al medio ambiente gases generadores de efecto invernadero. Por ejemplo, en China
los plésticos y su industria generan emisién de gases principalmente en las etapas de produccién (Chu
et al., 2022). Es por estas razones por las que se estan buscando alternativas donde se utilicen productos
mas amigables con el medio ambiente. La Biotecnologia podria dar un paso importante en este sentido,
enfocandose en el desarrollo de protocolos y bioprocesos para investigar recursos naturales que podrian

ser utilizados para generar alternativas que reduzcan este impacto ambiental.

1.1.3. Bioplasticos y polimeros naturales

Una de las posibilidades para la creacion de bioplasticos a partir de polimeros naturales es el uso del
almidon, el cual se encuentra abundantemente en la naturaleza y permite un entrecruzamiento molecular
capaz de generar biopeliculas. Los bioplasticos van a tener como principal caracteristica la
biodegradabilidad (Chu et al., 2022). Algunos de estos productos se han generado a partir de almidon
de patata, yuca, maiz, entre otros (Otalora Gonzalez et al., 2023); (Mustapha & Wan, 2022). Estos,
por si solos, no poseen prestaciones comparables a las de las peliculas plasticas basadas en el petroleo,
ya que tienen poca resistencia mecéanica a la traccién y no se podrian utilizar como una alternativa
viable. Sin embargo, es posible afiadir plastificantes naturales como el glicerol o el sorbitol en una
proporcion adecuada para que las ldminas generadas tengan las caracteristicas 6ptimas (Ma et al.,
2023).

1.1.4. Almiddn de Ullucus tuberosus (melloco) para bioplasticos

El almid6én de melloco se puede conseguir a través de un proceso similar al utilizado para extraer el
almidén de la patata. El tipo de almidén que se obtiene depende de las variedades: algunas especies
pueden tener un porcentaje diferente de amilosa y amilopectina (Choque-Quispe et al., 2024). Al
aplicar las diferentes pruebas fisicoquimicas y caracterizarlas dptica y mecanicamente, se comprueba
que la eficiencia como biomaterial (Iaminas de biopolimero) depende de la variedad y del plastificante,
por lo que es necesario realizar un estudio metddico y pormenorizado que permita determinar la mezcla
idénea para estos fines. En este trabajo se ha realizado este estudio para el caso de algunas variedades

de melloco.

Se ha extraido almidon de tres variedades de melloco (Ullucus tuberosus): amarilla, blanca y roja. Este
almidon se ha combinado con dos tipos diferentes de plastificantes naturales: glicerol y sorbitol, para
explorar sus diferentes caracteristicas para producir un bioplastico. Analizando qué cantidad y tipo de

plastificante debe ser afiadido, se busca optimizar sus propiedades.
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1.1.5. Plastificantes utilizados para generacion de las biopeliculas

El glicerol y el sorbitol se han utilizado como plastificantes en un estudio en el que se han medido las
propiedades termo-selladoras de peliculas de almidon extraido de la yuca (Lim et al 2020). En ese
estudio se ha demostrado que el aumento de sorbitol otorga una disminucion en el contenido de
humedad y en el espesor, pero le aporta una mayor flexibilidad. Esto quiz&s es debido a su estructura,
compuesta por mas grupos hidroxilos que el glicerol, lo que le otorga una mayor fuerza de sellado
debido a su interaccion con las cadenas poliméricas proporcionadas por el almidén.

1.1.6. Antecedentes del uso del glicerol y sorbitol para formacion de Biopeliculas

El uso de estos plastificantes en biopeliculas ha sido registrado en algunos estudios. Segun Aguirre
et al, 2013 se utilizé sorbitol y glicerol como plastificantes, evidenciando que el contenido de humedad
en peliculas generadas con glicerol fue mayor en comparacion con las peliculas que se generaron con
sorbitol; ademas, las peliculas con sorbitol muestran mayor solubilidad que las peliculas con glicerol.
En pruebas de resistencia de traccion y fuerza de puncidn, estos valores disminuyen con el aumento de
la concentracién de glicerol. Asimismo, en un estudio de Farhan & Hani (2017) se demostrd que
adicionando glicerol al 25% o 30%, o sorbitol al 30%, como plastificantes en la generacién de peliculas,
se obtiene un mayor contenido de humedad, una mayor solubilidad en agua y un aumento en la

permeabilidad de vapor de agua, en contraste con el control sin plastificantes.

1.1.7. Transmision de vapor de agua

La transmision de vapor de agua determina la resistencia al paso de vapor de agua a través de la
biopelicula. En los bioplasticos basados en almidon ayuda a conocer la permeabilidad de las
biopeliculas generadas. Se debe tener cuidado al momento de realizar la prueba puesto que este aumento
de peso en los contenedores utilizados puede diferir debido a que los cambios de peso son minimos
(Chemiru & Gonfa, 2023).

1.1.8. Contenido de humedad en las biopeliculas

El contenido de humedad mide la cantidad de agua absorbida por las muestras, lo cual es fundamental
conocer para explicar algunas caracteristicas fisicoquimicas observadas en las biopeliculas, asi como
para, posiblemente, minimizar crecimientos microbianos no deseados. Sin embargo, un bajo contenido
de humedad puede generar en algunos casos, dependiendo de la estructura interna, peliculas mas

fragiles.



1.1.9. Solubilidad de las biopeliculas

Otra prueba fisicoquimica es la solubilidad, la cual mide la capacidad de desintegracién de la biopelicula
al ser puesta en contacto del agua. Si las biopeliculas son demasiado solubles, esto puede ser un
problema si se pretenden utilizar como materiales para contener liquidos. Por el contrario, las laminas

con una menor solubilidad pueden utilizarse como remplazo de plasticos rigidos.

1.1.10. Microscopia de Fuerza Atémica (AFM)

La obtencion de la topografia nanoscopica de la superficie de las peliculas puede ayudar a comprender
los fendmenos macroscopicos observados, lo que permitiria un mayor control y, por consiguiente, una
posible mejora en la calidad (Fadeel, 2022). El microscopio de barrido electrénico (SEM) utiliza un
filamento térmico que emite electrones, los cuales se enfocan por medio de una serie de lentes
magnéticos dirigidos a la muestra interactuando con su superficie esto va a generar una sefial y de la

misma se obtiene imagenes de alta resolucion (Barandiaran et al., 2024).

Pese a que también se utiliza en este tipo de estudios, no es recomendable para bioplasticos, puesto que
si el material no es conductor se requiere un recubrimiento de la muestra con metales, o que merma su
resolucion. El microscopio de fuerza atomica (AFM) es una técnica basada en la medicion de fuerzas
intermoleculares entre una punta afilada y la superficie de la muestra (Tsoligkas et al., 2012). El AFM
genera imagenes de topografia al recorrer la superficie de la muestra con una punta de radio nanométrico
en su extremo. Esta punta se encuentra en el borde de una ldmina voladiza denominada cantiléver, que
va escaneando la superficie de la muestra intermitentemente, generando imagenes topograficas con
resolucion nanométrica. La posicion del cantiéver y la punta estan controlados por una plataforma
movida por materiales piezoeléctricos de elevada precision, a la cual estan adheridos. Se ha demostrado
la capacidad de esta técnica para caracterizar la superficie de células vivas y para correlacionar la
corrugacion superficial con propiedades macroscépicas observables (S. Casado et al., 2017) (S.
Casado, 2017).

El modo que se ha utilizado en este estudio es el modo tapping. Este modo opera con una oscilacion
inicial, en donde el cantiléver oscila antes de aproximarse a la muestra a su frecuencia ligeramente
inferior a la de resonancia libre en el aire. Cuando las fuerzas de interaccién punta-muestra aumentan,
la amplitud de la oscilacién se reduce, y el programa del AFM envia una sefial al material piezoeléctrico
solidario a la punta para que levante ésta. Esta altura necesaria para recuperar la amplitud de oscilacion
inicial es lo que se toma como la altura de la muestra. Si, en cambio, se encuentra con una depresion,
la oscilacion aumentard, con lo que el equipo bajard la altura de la punta para recuperar de nuevo la

amplitud inicial, tomando este descenso como la profundidad del objeto escaneado. Se utiliza este modo



tapping ya que ejerce menores fuerzas laterales que, por ejemplo, el modo contacto (Park Systems
2022).

Dentro de los pardmetros que se monitorean durante la obtencion de las imagenes, se encuentra la
amplitud, la fase, el error y la topografia, los cuales van a ser dependientes del modo que se esté
aplicando. La amplitud en el modo tapping representa la magnitud de la oscilacion del cantiléver. Por
otra parte, el error va a ser la diferencia entre la amplitud de oscilacion deseada y la amplitud real
medida. La fase es el desfase entre la oscilacion del cantiléver y la sefial aplicada para mantenimiento
de la oscilacion, lo cual esta relacionado con la energia disipativa provocada por la colision entre la
punta y la muestra en cada pixel. Por Gltimo, la topografia viene a ser la representacion tridimensional

en donde se muestran los relieves y depresiones luego del escaneado de la muestra (Parker et al., 2022).

1.1.11. Pruebas 6pticas EVOS XL y espectroscopia por FTIR y UV/Vis

Para obtener las imagenes de microscopia Optica, en este estudio se utilizé el microscopio EVOS XL,
un microscopio invertido equipado con capacidad de analisis en tiempo real. Por otro lado, también se
han utilizado equipos para caracterizar las peliculas por medio de espectroscopia de absorcion, como el
ATR-FTIR (Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de Fourier con Reflectancia Total
Atenuada, por sus siglas en inglés), que permite el analisis e identificacion de la composicion quimica
de una muestra a través de la interaccién con la radiacion infrarroja. Los enlaces quimicos especificos
de los grupos funcionales presentes en una muestra causan absorcion a unos determinados y especificos
nameros de onda. Asimismo, también se ha utilizado la técnica analitica de espectroscopia ultravioleta-
visible (UV/Vis). Esta se basa en la absorcion de radiacion electromagnética en la region ultravioleta o

visible del espectro por parte de las moléculas que estan presentes en la muestra (Picollo et al., 2019).



1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo general

Caracterizar nanoscopicamente la superficie y propiedades fisicoquimicas de peliculas de almidén

basadas en variedades de Ullucus tuberosus utilizando sorbitol y glicerol como plastificantes.

1.2.2. Objetivos especificos

e Producir peliculas basadas en almidon de variedades de melloco (Ullucus tuberosus)
incorporando sorbitol y glicerol como plastificantes para toma de imagenes por microscopia
Optica.

e Determinar medidas fisicoquimicas para caracterizacion de las biopeliculas generadas.

e Medir la topografia nanoscopica superficial de las biopeliculas usando el AFM y de los
espectros de absorcion mediante espectroscopia infrarroja y de ultravioleta-visible.



CAPITULO II

METODOLOGIA
2.1. Materiales y equipos

El presente trabajo de titulacion fue de tipo experimental y se llevé a cabo en los laboratorios
académicos de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia de la Universidad
Técnica de Ambato. En la Tabla 1 se enlistan los materiales.

2.1.1. Materiales

Tabla 1.
Materiales necesarios para el proyecto de investigacion.

Materiales Cantidad

Variedades de melloco (amarillo, 10 kg aproximados por variedad.

blanco y rojo)

Vasos de precipitacion de diferente Variedad de vasos de 100, 50, 200, 250,
tamafio 500, 1000 ml

Papel aluminio 1rollo

Celdas de cuarzo 2 celdas

Frascos estériles 6 frascos

Agitador magnético 3 agitadores de diferente tamafo

Pinzas y aguja 1
Fundas ziplog 1 paquete

Contenedores de vidrio para prueba de

absorcidn de vapor de agua 11 frascos



Portaobjetos 3

Desecador 2

Cinta doble faz 1

2.1.2 Equipos

Tabla 2.
Equipos necesarios para el trabajo de investigacion.

Equipos Laboratorio
Microscopio Optico invertido Laboratorios de la UODIDE
EVOS XL
Microscopio de fuerza atémica Canje de deuda
(AFM)
Espectrofotometro de infrarrojo de Canje de deuda
TF (FTIR)
Espectrofotometro accuSkan GO Laboratorios de la UODIDE
UV/Vis
Estufa Laboratorios de la UODIDE
Horno Binder Canje de deuda
Incubadora Laboratorios de la UODIDE
Balanza analitica Laboratorios de la UODIDE
Licuadora Laboratorios de la UODIDE




2.2. Metodologia

2.2.1. Produccidn de biopeliculas basadas en almidén de melloco con glicerol y sorbitol y toma
de iméagenes por microscopia optica.

2.2.1.1. Extraccion de almidon

Se utiliz6 la metodologia de Ghoshal & Kaur (2023) empleando algunas modificaciones: se seleccion6
el melloco de las variedades amarilla, blanca y roja, se lavaron con cuidado los tubérculos y se cortaron
en trozos pequefios para posteriormente licuarlos afiadiendo 1500 mL aproximadamente de agua
destilada. Después, con la ayuda de un colador de 1,5 mm aproximadamente, se tamizé el licuado en
vasos de precipitacion de 1000 mL y se dej6 decantar durante aproximadamente 6 horas. Después se
realizaron re-suspensiones hasta que el extracto tuvo una coloracién blanquecina. Se coloco este
extracto en laminas de aluminio y se llevé a una incubadora a 40°C, hasta que éste tuvo una textura
sOlida y se pudo triturar utilizando un mortero y pistilo. Finalmente, se tamizé con un diametro de poro

de aproximado de 180 um hasta obtener el polvo del extracto, el cual se almacend en frascos estériles.

2.2.1.2. Elaboracion de peliculas

Para poder analizar el distinto comportamiento de las peliculas basadas en almidén de melloco, se
estudiaron las laminas obtenidas a partir de las concentraciones indicadas en la Tabla 3, considerando
la siguiente denominacién: g almidon: mL agua destilada: mL plastificante, y que las iniciales
corresponden a las diferentes variedades y plastificantes: variedad amarilla (VA), variedad blanca (VB),

variedad roja (VR), sorbitol (S), glicerol (G) y sin plastificante (OP):

Tabla 3.
Componentes de las diferentes biopeliculas generadas de las variedades de melloco, siendo: variedad
amarilla (VA), variedad blanca (VB), variedad roja (VR), sorbitol (S), glicerol (G).

Concentraciones VA VB VR
0 5g: 100mL:0mL 5g: 100mL:0mL 5¢: 100mL:0mL
1S 5¢: 100mL:1mL 5g: 100mL:1mL 5¢: 100mL:1mL
2S 5¢: 100mL:2mL 5g: 100mL:2mL 5¢: 100mL:2mL
3S 5¢: 100mL:3mL 5¢: 100mL:3mL 5¢: 100mL:3mL
4S 5¢: 100mL:4mL 5g: 100mL:4mL 5¢: 100mL:4mL
5S 5¢: 100mL:5mL 5¢: 100mL:5mL 5¢: 100mL:5mL



1G 5g: 100mL:1mL 5¢: 100mL:1mL 5¢: 100mL:1mL

2G 5g: 100mL:2mL 5g: 100mL:2mL 5g: 100mL:2mL
3G 5g: 100mL:3mL 5¢: 100mL:3mL 5¢: 100mL:3mL
4G 5g: 100mL:4mL 5g: 100mL:4mL 5g: 100mL:4mL
5G 5g: 100mL:5mL 5¢: 100mL:5mL 5¢: 100mL:5mL

En todos los casos presentados en la Tabla 3, las mezclas se colocaron en agitacion continua a 200 rpm
con agitador magnético en una plancha aumentando la temperatura hasta que la mezcla estuvo
suficientemente espesa (Salazar et al., 2021). Obtenida la solucién de las peliculas, de 20 mL a 25 mL
de la solucién se colocaron en placas Petri de 100 mm de didmetro por 10 mm de altura, y se llevaron
a enfriar en una incubadora entre 40-50°C. Las soluciones se dejaron secar en la incubadora y luego se
retiraron a un desecador a temperatura ambiente. Finalmente, las laminas fueron retiradas de las placas

y almacenadas para realizar las pruebas de caracterizacion (Imoisili & Jen, 2023).

2.2.1.3. Toma de imagenes por microscopia Optica

Se procedi6 a cortar muestras cuadradas de 1 a 2 cm por lado de cada una de las peliculas del almidén
obtenido de todas las mezclas indicadas en el punto 2.2.1.2. Estas muestras se observaron con un
microscopio invertido EVOS XL con luz blanca en transmisién. Cada una de las muestras fue fijada al
portaobjetos con cinta adhesiva en los extremos de las secciones de las ldminas que se analizaron y se
posicionaron en el microscopio. Se realizaron capturas utilizando un objetivo de 40x y 0,65 de apertura

numérica (Perez et al., 2022).

2.2.2. Pruebas fisicoquimicas para caracterizacion de peliculas

2.2.2.1. Determinacion de propiedades elasticas

La resistencia a la maxima tension (R), deformacién en la maxima tensiéon (E) y modulo de Young
(MY) de las peliculas se obtuvieron en condiciones ambientales utilizando una modificacion del método
estandar ASTM D 882-88 con un texturémetro Brookfield CT3 (Ametek, USA). Las peliculas se
cortaron en tiras rectangulares de 3-6 cm de largo x 2 cm de ancho. La velocidad de separacion entre
las mordazas se configuré a 50 mm/s y se promediaron los resultados de 3 réplicas de cada muestra
(Pico et al, 2022).
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2.2.2.2. Determinacion de la Permeabilidad del vapor de agua

Para la permeabilidad al vapor de agua (WVP) se utilizaron cAmaras de vidrio con abertura circular de
aproximadamente 16,5 mm de didmetro, en donde se coloco una cantidad conocida de gel de silice seco
y se sellaron con cada una de las peliculas obtenidas. Las camaras fueron colocadas dentro de un
recipiente en presencia de agua destilada en saturacién. Las muestras fueron expuestas al vapor de agua
saturado en condiciones ambientales durante al menos 8 horas y se registro el peso cada hora. Todas las
mediciones se hicieron por triplicado. Para obtener el valor de la permeabilidad al vapor de agua, se
ocupd la regresion lineal del peso (w) versus el tiempo (t), el espesor (x), rea de permeacion (A) dado
por la apertura del recipiente y la diferencia parcial de presion de vapor entre atmosfera (AP), con gel
de silice y agua pura en condiciones ambientales:

wyp = 2 2
“tA AP

(Arancibia et al., 2015)

2.2.2.3. Calculo del contenido de humedad

El contenido de humedad (CH) de las peliculas se determiné gravimétricamente. Se tomaron muestras
de cada pelicula de un tamafio similar, sin ningun tratamiento adicional y fueron pesadas (Wn). Las
piezas se secaron a 105 °C durante 24 h y se volvieron a pesar (Wg). Los datos se obtuvieron utilizando

la siguiente ecuacion:

W, —Ww,
%CH=W*100
d

(Akhter et al., 2019)

2.2.2.4. Célculo de la Solubilidad

La medida de solubilidad o porcentaje de solubilidad en agua (%S5) se obtuvo considerando el método
de Gontard utilizado por Rotta et al. (2009) con algunas modificaciones en el tamafio de las muestras
y la velocidad de agitacion. Para ello, se midieron muestras cuadradas de aproximadamente 5 mm de

lado. Para obtener el peso inicial (W) se midié con una balanza cada una de las muestras. Después, se
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colocaron en frascos con 30 ml de agua destilada y se llevaron a agitacion a 70 rpm durante 24 h a
temperatura ambiente. Luego, se recuperaron las muestras y se las llevd a almacenar a 105°C
nuevamente por 24 h. Finalmente, se determind el peso seco final (Ws) de cada muestra. El porcentaje
de solubilidad fue determinado a partir de la siguiente expresion:

_(wi-wy)
%S = T* 100

2.2.3. Caracterizacion de las biopeliculas por espectrofotometria y AFM

2.2.3.1 Obtencidn de espectrofotometria UV/Vis

Se utiliz6 un espectrofotometro accuSkan GO UV/Vis (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.
UU.), que posee una luz Ultravioleta/visible para la determinacion de la opacidad de cada una de las
peliculas. Para realizar la medicidn, se cortaron muestras rectangulares teniendo en cuenta el tamafio de
las celdas que se introdujeron en el equipo. La celda vacia fue considerada como el blanco para la
prueba. Las mediciones de absorcion (Absseo) se realizaron por triplicado en condiciones ambientales a
la longitud de onda de 560 nm. Considerando el espesor de la pelicula (X), el cual se obtuvo con la
ayuda de un micrometro, la opacidad (O) se calculé mediante la ecuacion:

_ Ab5560
X
(Arancibia et al. 2015)

2.2.3.2. Caracterizacion nanoscopica - Microscopio de Fuerza Atémica

Se coloco un pequeio pedazo de entre 4 x 4 mm? y 8 x 8 mm? de cada una de las laminas en el disco
magnético porta-muestras del AFM con cinta doble cara. Preparadas las muestras, se determind su
topografia nanoscdpica superficial con el AFM. Las muestras fueron ingresadas en el campo Optico del
objetivo acoplado al equipo y se focalizo la imagen. Luego, se cerré el sistema de aislamiento acustico
para evitar perturbaciones y, finalmente, se escaneé el &rea de cada una de las muestras bajo las

siguientes caracteristicas:

e Size:5x5um?
e Resolucion de imagen: 512 x 512 pixeles?

e Velocidad de escaneo: entre 0.5y 1 Hz.
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Para evitar posibles deformaciones plésticas debido a la presion lateral de la punta sobre la muestra, se
utiliz6 el modo dinamico (tapping), consistente en el escaneo de la superficie por el mantenimiento de
un valor constante de la amplitud de oscilacion del cantiléver, ligeramente inferior al de la oscilacion

en resonancia libre (Park Systems, 2022).

2.2.3.3. Obtencidn de Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier

Los espectros de absorcion optica de las peliculas se registraron con un espectrofotémetro infrarrojo de
transformada de Fourier con reflectancia total atenuada (ATR-FTIR). EI ATR se combina al FTIR para
generar una onda evanescente que interactla asi con las moléculas de la muestra absorbiendo
frecuencias especificas. Finalmente, dicha luz se recoge y analiza para producir un espectro de
absorcidn infrarroja. Los espectros correspondientes a cada una de las muestras generadas se obtuvieron
mediante idéntico protocolo: se posicionaron directamente sobre la celda ATR, se presionaron con el
vastago y se hizo el barrido de nimeros de onda (Bai et al., 2023).

Se aplicd una correccion de linea base para compensar la distorsion de la pendiente del espectro
trazando una linea de conexién desde los puntos minimos de absorbancia entre dos 0 mas picos. De este
modo se corrige la pendiente de base, creando una funcidn paralela a los puntos minimos de absorbancia
a lo largo del espectro (Smith et al., 2023). Luego fue aplicada la correccién ATR, puesto que, al
utilizarlo, éste induce cambios relativos en la intensidad de la banda, ademas de cambios de frecuencia,

por lo que es necesario corregir estos desplazamientos relativos (Corujo et al., 2018).
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CAPITULO Il
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Andlisis y discusién de los resultados

3.1.1. Extraccion del almidén

Siguiendo con el protocolo mencionado en el punto 2.2.1.1 de la metodologia, se extrajo la harina
(almidon) de las tres variedades de melloco. El resultado fue la obtencion de una harina de color
blanguecino independiente del color de la variedad de melloco, la cual fue utilizada para elaborar
biomateriales (bioplasticos) (Pacheco et al., 2019). En la Figura 1 se observan las partes principales del

proceso de extraccion de las harinas de melloco.

Figural. Proceso de la obtencidon de la harina de melloco rojo.

3.1.2 Elaboracion de biopeliculas

Las biopeliculas se elaboraron una por una de acuerdo con las condiciones indicadas en el punto 2.2.1.2
de metodologia. Asimismo, se ocuparon las cantidades indicadas en la Tabla 3 para generar un total de
33 tipos de biopeliculas. Finalmente, se obtuvieron peliculas semejantes a las estructuras y apariencias
de los plésticos convencionales como se muestra en la Figura 2. A simple vista y tacto, presentaban una
buena conformacion y consistencia como bioplastico. Con este biomaterial ya generado, se procedio

con la caracterizacion fisicoquimica y con la caracterizacion optica.
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Figura2. Proceso de generacion de las biopeliculas de melloco. Se muestra el caso de la variedad

amarilla, como ejemplo.

3.1.1 Microscopia 6ptica EVOS XL

Tipo | 0% de Plastificante 5 % Sorbitol 5 % Gilicerol

VA

VB

VR

Figura3.  Microscopia de las biopeliculas en porcentajes de los extremos, plastificantes y carencia
de plastificante. Todas las barras de escala equivalen a 100 pm.

En la Figura 3, se presenta la diferencia morfoldgica microscopica de las biopeliculas conformadas
desde un contenido nulo de plastificante hasta el maximo indicado en la Tabla 3, esto es, 5 % para
sorbitol (S) y 5 % para glicerol (G), observadas por microscopia Optica. Se observd que existe una
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similitud en la estructura sin plastificante en las tres variedades. En los casos de la variedad amarilla
(VA) y la variedad roja (VR), al utilizar un 5 % de S se observa una gran diferencia, comparado con las
que carecian de plastificantes, en concordancia con un estudio realizado por Gao et al., 2014. Las
estructuras ovoidales que se presentan en las imagenes pueden corresponder a la presencia de almidén
en el biomaterial. En variedad roja (VR) se observa que en 5 % de S la estructura es similar a la que se

muestra en 0%.

En los mellocos de VA al 5 % de G se presentd una estructura acoplada por lo que la distribucién en
las laminas fue equitativa en toda la imagen, mientras que, al mismo porcentaje, para VB y VR, se
observa una baja cantidad de aquellas estructuras en comparacion con VA, ademas, la cantidad y el tipo
de plastificante puede ser la causa para que las estructuras se muestren de esa manera, puesto que en 5

% de S no se muestran estructuras con similar acoplamiento.

3.1.2 Determinacion de propiedades elastométricas

Los resultados de las propiedades mecénicas se muestran a continuacion de la siguiente manera: (R)
que indica la resistencia a la méxima tension (Figura 4), el Modulo de Young (MY), que representa la
rigidez elastica del material (Figura 5) y la deformacion en la méxima tension (E), que permite comparar
la modificacién de la extensién la muestra en el punto de maxima tension (Figura 6). La caracterizacion
de dichas propiedades ayudara a entender la funcionalidad del biomaterial en la industria, como, por
ejemplo, en los recubrimientos alimenticios, recubrimientos medicinales o sustituto del plastico

convencional (Tarique et al, 2021).
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Figura4. En la gréafica | representa la resistencia a la méxima tension (R) de las biopeliculas con
sorbitol (S) para las variedades amarilla (VA), blanca (VB) y roja (VR). En la gréfica Il se reflejan los

resultados de la resistencia a la maxima tension (R) de las biopeliculas conformadas con glicerol (G).
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En la gréafica | representa el modulo de Young (MY) de las biopeliculas con sorbitol (S),

para la variedad amarilla (VA), blanca (VB) y roja (VR). En la gréfica 1l se observan los resultados de

MY de las biopeliculas conformadas con glicerol (G).
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Figura6. Enlagréfica | representa la deformacion en la méxima tension (E) de las biopeliculas con

sorbitol (S), para la variedad amarilla (VA), blanca (VB) y roja (VR). En la grafica Il se observan los

resultados de la deformacion en la méxima tension (E) de las biopeliculas que se agregé glicerol (G).

Se observo en las muestras evaluadas que, al aumentar la concentracion de plastificante, aumento E. De

la misma manera fueron reportaron resultados similares por (Taljaet et al., 2007) y (Jouki et al.,2023).

Ademas, el uso de S como plastificante presenta valores més altos en relacion con el G. Sin embargo,

las biopeliculas generadas sin plastificantes presentan valores bajos de E en comparacion con las que

contenian plastificante. Esto puede estar relacionado con el contenido de humedad, donde el almidon

interactta con las moléculas de agua que asume el rol de plastificante (Talon et al.,2017).
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En contraste, los valores de R, que presentan un efecto contrario, mostraron que de menor a mayor
concentracion de plastificante disminuye la resistencia, y se observo que las biopeliculas con G
presentan una disminucion significativa de R, a diferencia del S. Un valor de R alto en aquellas peliculas
generadas sin plastificante o con menor concentracién de éste podria deberse al predominio de fuertes
enlaces de hidrégeno intermoleculares formados por las interacciones almidén-almidén o almidén-
plastificante (Smits et al.,2003). De la misma manera, se reporta en varios estudios que las biopeliculas
a base de almidon presentan una reduccion en R a medida que aumenta la concentracion de plastificante,

como por ejemplo los reportados revelados por (Muscat et al.,2012) y (L6pez, 2011).

El valor del MY mas alto indica una mayor rigidez del material (Tarique et al, 2021). Se observé que
sin plastificante y con menor concentracién de plastificante (S) el valor de MY es mayor, a diferencia
de los valores obtenidos a mayores concentraciones de G, que es menor. Segiin Ramin et al., 2018, a
menor concentracion de plastificante se presentan mejores caracteristicas de rigidez. Ademas, se

observé que el valor de R es proporcional al MY, como en los datos reportados por (Daza et al.,2021).

3.1.3. Determinacion de permeabilidad al vapor de agua (WVP)

En la Tabla 4 se puede observar una reaccion escalar directa: cuanto mayor plastificante se le agregue
a la mezcla, la permeabilidad de vapor aumenta, lo cual puede atribuirse a la naturaleza hidrofilica del
G y del S. La adicién de los plastificantes podria también permitir la reorganizacion de la red de los
polisacéridos, provocando un aumento del volumen libre y de los movimientos segmentarios, logrando
gue las moléculas de agua se difundan mas facilmente, desarrollando una estructura menos permeable
(Farhan & Hani, 2017).

Tabla 4.

Permeabilidad al vapor de agua (WVP) de las biopeliculas formadas en las diferentes variedades de
melloco y plastificante, en unidades de 102 g mm min* m= kPa™. Las variedades estan representadas
como: variedad amarilla (VA), variedad blanca (VB) y variedad roja (VR), y los plastificantes como:
glicerol (G) y sorbitol (S).

Variedad
(plastificante)
/ - 0% 1% 2% 3% 4 % 5%

concentracion

plastificante
VA(S) 4,140,3 5,1+0,2 5,4+0,2 5,9+0,3 6,3+0,1 6,8+0,2
VB(S) 4,440,3 4,6+0,4 6,0+0,2 6,3+0,1 6,9+0,1 7,1+0,1
VR(S) 4,740,2 4,9+0,1 5,8+0,2 5,4+0,3 6,5+0,1 6,7+0,2
VA(G) 4,140,3 7,1+0,2 7,4+0,1 7,6+0,1 8,310,1 8,5+0,1
VB(G) 4,440,3 7,2+0,1 7,8+0,2 8,0+0,1 8,4+0,1 8,510,1
VR(G) 4,740,2 7,3+0,1 7,5+0,1 7,8+0,1 8,3+0,1 8,410,1
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De acuerdo con Pico et al. (2022), las biopeliculas generadas a partir de almidén de melloco tienen un
valor de WVP igual a 8,1+0,1. En el presente estudio, al utilizar una cantidad similar de almidén (en
las laminas de VB al 3 % de G) coincide aproximadamente con el valor encontrado de 8,0+0,1 en los
valores de VA 'y VR con 3% de G.

Los valores encontrados de WVP concuerdan con los resultados obtenidos previamente en las pruebas
fisicas, en donde, los valores mayores de permeabilidad representan menor resistencia a la maxima
tensién, mayor flexibilidad y deformacidn en la maxima tension. Al contrario, valores mas pequefios
de WVP reflejan que la biopelicula tiene una menor resistencia a la maxima tension y rigidez mayor
(Cazon et al., 2017).

3.1.4 Contenido de humedad para las peliculas
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Figura7. Se muestra el porcentaje del contenido de humedad (% CH) de las biopeliculas formadas
en las diferentes variedades de melloco y plastificante. Las variedades estan representadas como:

variedad amarilla (VA), variedad blanca (VB) y variedad roja (VR) para las figuras | y II.

De acuerdo con la Figura 7 el % CH fue menor en las biopeliculas con S, siendo el de mayor valor el
conformado por VA al 1 %, con un valor de 12,7+0,4 % de contenido de humedad. Los valores de
contenido de humedad de G fueron dependientes del porcentaje de plastificante utilizado. El valor
menor para las muestras que contienen G fue de 14,1+0,5 %, obtenido en el caso del 1 % de G en la
muestra VB, mientras que el valor mayor corresponde a VR con un 5% de G, en cuyo caso fue de
98,1+1,9 %. Cabe recalcar que los valores con 4 %y 5 % de G superan el 90 % de contenido de humedad

debido a su comportamiento hidréfilo.

Majamo & Amibo, 2023 reportan en su investigacion un % CH de 9,55+0,21 % al 0 % de carga de
fibra'y de 8,32+0,32 % con la mayor carga, que fue de un 16 % para biopeliculas reforzadas de anchota

y fibra de ensete. De esto se considera que la carga de fibra del refuerzo es alta, mientras que segun los
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resultados de la Figura 7, se consigue un valor de 7,4+0,5 % utilizando tan solo un 2 % de S en VA,
considerando todas las biopeliculas generadas, aun asi, esta pelicula llega a ese valor con menor
contenido de refuerzo utilizado.

En otro estudio, donde se utilizé queratina de plumas de pollo y almidon de jengibre, se reporta un
18,7+0,3 de contenido de humedad en peliculas sin queratina, teniendo en cuenta que esta Gltima ayuda
a que este valor siga reduciéndose, dependiendo del porcentaje utilizado (Oluba et al., 2023). En otro
estudio, donde se uso6 el G como plastificante y se emplearon diferentes combinaciones al usar un 30 %
total entre plastificante y agua para crear el biomaterial, se reportaron resultados entre 11,0+0,6 con 15
% de Gy 15 % de agua y 13,43+0,14 con un 30 % de G (Gao et al., 2021).

3.1.5 Solubilidad total de las peliculas
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Figura8. Solubilidad (% S) de las biopeliculas formadas en las diferentes variedades de melloco y
plastificante. Las variedades estan representadas como: variedad amarilla (VA), variedad blanca (VB)
y variedad roja (VR) para las figuras 1 y 1l.

Los porcentajes de solubilidad méas bajos se obtuvieron sin plastificantes en cada una de las variedades.
Los valores fueron mayores utilizando G en comparacion con la solubilidad de los porcentajes de S. En
el caso de S se encontrd que los valores més altos estan en VR, mientras que afiadiendo G los valores
mayores se presentaron dentro de VB.

El valor més bajo se encontrd en VA sin plastificante, con un valor de 16,8+0,5 % de solubilidad. El
valor més alto se reporté en la VB con G al 5 %, con un valor de 67,0£0,5 % de solubilidad. (Majamo
& Amibo, 2023), también reportan valores entre 46,2+0,4 % al 0 % de carga de fibra para el refuerzo
hasta un 40,6+0,2, % con una carga de 16 %.
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De acuerdo a lo reportado por Ballesteros-Martinez et al., 2020, el uso de G y S a similares porcentajes
del trabajo propuesto para la elaboracion de peliculas basadas en almidon de camote, muestra un
incremento progresivo con el aumento de plastificante para G (menor al que se muestra en la Figura 8
del presente estudio), con valores entre 23,2+0,3 % y 33,4+1,0 %, mientras que para S se encontraron
valores entre 18,2+1,1 % a 37,5+0,5 %.

Farhan & Hani, (2017) crearon biopeliculas de kappa-carragenina semirrefinada (SRC) con Gy S de
20, 25y 30% de p/w, encontrando un aumento significativo de solubilidad igual a 45,9+1,7 y 49,5+1,9
para SRC-25G y SRC-30G y para SRC-30S un valor de 46,3+0,6 tomando referencia al control (sin
plastificantes) de 42,8+1,6. Los valores son cercanos a los valores presentados con dichos plastificantes
al 2 % y 3 %, presentados en la Figura 8. Considerando que, la variabilidad de los datos respecto al
aumento de solubilidad es mayor entre los porcentajes de plastificante en las peliculas basadas en

melloco.

A mayor porcentaje de plastificante, se observa un aumento de solubilidad. Esto puede ser una
consecuencia de que son hidrofilos. EI menor peso molecular y la simpleza de la molécula de G es uno
de los factores por lo que la solubilidad podria ser mayor, a diferencia de las peliculas de S (Jaderi
etal., 2022).

3.1.6 Opacidad por espectrofotometria ultravioleta visible

Tabla 5.
Espesor de las biopeliculas formadas en las diferentes variedades de melloco y plastificante. Las
variedades estan representadas como: variedad amarilla (VA), variedad blanca (VB) y variedad roja

(VR), y los plastificantes como: glicerol (G) y sorbitol (S). Los datos estan dados en mm.

Variedad
(plastificante) /
» 0% 1% 2% 3% 4% 5%
concentracion
plastificante

VA(S) 0,31+0,02 0,30+0,01 0,32+0,02 0,34+0,03 0,41+0,04 0,43+0,04
VB(S) 0,31+0,02 0,31+0,02 0,33+0,01 0,40+0,03 0,41+0,04 0,43+0,05
VR(S) 0,3240,03 0,31+0,02 0,33+0,03 0,41+0,03 0,42+0,05 0,4+0,05
VA(G) 0,31+0,02 0,34+0,03 0,35+0,04 0,41+0,04 0,43+0,06 0,43+0,07
VB(G) 0,31+0,02 0,33+0,03 0,35+0,03 0,40+0,05 0,43+0,06 0,45+0,06
VR(G) 0,3240,03 0,34+0,02 0,36+0,03 0,38+0,04 0,41+0,05 0,46+0,07
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Tabla 6.

Opacidad de las biopeliculas formadas con las diferentes variedades de melloco y plastificante. Las
variedades estan representadas como: variedad amarilla (VA), variedad blanca (VB) y variedad roja
(VR), y los plastificantes: sorbitol (S) y glicerol (G). Se emple6 una longitud de onda de 560 nm. La
opacidad se da en unidades de absorbancia por mm™.

0% 1% 2% 3% 4% 5%
Tipo
VA(S) 0,42+0,04 0,32+0,05 0,31+0,05 0,41+0,03 0,39+0,02 0,67+0,05
VB(S) 0,56+0,02 0,26+0,03 0,27+0,02 0,60+0,03 0,33+0,04 0,60+0,06
VR(S) 0,39+0,03 0,47+0,05 0,46+0,03 0,33+0,05 0,59+0,03 0,50+0,03
VA(G) 0,39+0,03 0,31+0,06 0,42+0,04 0,45+0,05 0,54+0,04 0,53+0,02
VB(G) 0,56+0,02 0,39+0,08 0,57+0,04 0,36+0,02 0,57+0,02 0,62+0,02
VR(G) 0,39+0,03 0,37+0,05 0,66+0,03 0,48+0,02 0,58+0,04 0,51+0,05

La Tabla 5 representa el espesor de las peliculas que se utilizaran en la determinacion de la opacidad,
de la cual se representan los resultados en la Tabla 6. La opacidad es un parametro que nos indica la
capacidad de obstaculo que presentan las laminas en determinadas longitudes de onda (Santacruz et
al., 2015). En este caso, la longitud de onda empleada fue de 560 nm. Las ld&minas de almiddn de
melloco presentan una opacidad en un rango entre 0,26 y 0,67 unidades de absorbancia por mm™. Se
observa que a mayor concentracion de almidén aumenta la opacidad. Esto se puede relacionar con los
datos reportados por (Daza et al., 2021), los cuales fueron intermedios con los obtenidos. La
concentracién de almidén y plastificante es esencial para la formulacién de las biopeliculas, las cuales
pueden afectar a las propiedades, donde la fibra y biocompuestos pueden aumentar la opacidad (Niu et
al., 2017).

3.1.7 Caracterizacion nanoscopica por AFM

3.1.7.1 Topografia

Tipo 0 % de Plastificante 5 % Sorbitol 5 % Glicerol

VA
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Figura9. Topografia de las biopeliculas en porcentajes de los extremos, plastificantes y carencia de
plastificantes, la escala de las imagenes es de 5x5um?. Las variedades estan representadas como:

variedad amarilla (VA), variedad blanca (VB) y variedad roja (VR).

En las topografias obtenidas se observa que las peliculas sin plastificante tienen una estructura
homogénea. Las areas oscuras de todas las imagenes reflejan declives de las estructuras generadas, las
partes claras son partes altas de la nanoestructura. En VA con 5 % de G puede observarse la presencia
de unos granos, quizas cristales. La corrugacién medida a nanoescala podria estar correlacionada con
los resultados de la deformacion en la m&xima tension de las pruebas fisicas: la estructura presentd una
mayor rugosidad utilizando 5 % de S en las tres variedades, y éstas poseen una estructura mas resistente
en comparacion con el otro plastificante. Para VB existe mayor declive dentro de la estructura sin
plastificante, mientras que al 5 % de G presenta un valor menor. Sin embargo, existen puntos altos y
granos dentro de ésta. Con S al 5 % hay una mayor rugosidad y se observa menos declinacién de la
estructura. Finalmente, en VR aparecen bajas rugosidades y el material presenta homogeneidad sin
plastificante. Las biopeliculas generadas con 5 % de G presentan granulos, una estructura con una
distribucién poco homogénea y flexible por la imagen obtenida en el modo tapping. Los demas

porcentajes se pueden apreciar en la parte de Anexos.

23



3.1.7.2 Fase

Tipo 0 % de Plastificante 5 % Sorbitol 5 % Glicerol

VA

VB

VR

Figura 10. Fase de las biopeliculas en porcentajes de los extremos, plastificantes y carencia de
plastificantes en una escala 5x5um?. Las variedades estan representadas como: variedad amarilla (VA),

variedad blanca (VB) y variedad roja (VR).

En la Figura 10, se muestra la fase de las biopeliculas generadas. En VA sin plastificante no se refleja
homogeneidad en la fase. Se observan granulos, rugosidad y, ademas, un contraste de fase distinto,
comparado con VB y VR al mismo porcentaje. Esto podria deberse a que existen regiones en donde la
composicion quimica es distinta en cierta area. En VA al 5 % de G, la estructura es homogeénea y la
estructura presenta algunos granulos, pese a encontrarse en su mayoria con una estructura homogénea.
La gréafica que presentd VA al 5 % de S muestra una homogeneidad mayor. En VB al 5 % de G se
identificaron granos como puntos blancos que pueden deberse a restos segregados del plastificante. En
VR, tanto sin plastificante como con un 5 % de S, se observa una fase similar, con una distribucién

homogénea, sin regiones de composicion distintas. La diferencia significativa en VR est& dada al 5 %
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de G. Se muestra una estructura con contrastes diferentes, sin uniformidad, difiriendo de VAy VB. La
variacion del contraste fase de los deméas porcentajes se puede apreciar en la parte de Anexos.

3.1.7.3 Amplitud

Tipo 0 % de Plastificante § % Sorbitol 5 % Glicerol

VA

VB

VR

Figura1l. Amplitud de las biopeliculas en porcentajes de los extremos, plastificante y carencia de
plastificante a una escala de 5x5 um?2. Las variedades estan representadas como: variedad amarilla (VA),
variedad blanca (VB) y variedad roja (VR).

Las imagenes de la Figura 11 corresponden a la medida de la amplitud. Se observa que, en VA sin
plastificante, la imagen es heterogénea dentro de la estructura. En las peliculas al 5% de G las
variaciones no son tan significativas esto puede ser debido al acoplamiento del almidén de melloco con
esa cantidad de G. También existe una buena homogeneidad del biomaterial en una parte de la imagen.
Al 5 % de S se muestra heterogéneo, el mal acoplamiento deriva en una variacién de realces de la

superficie.
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En VB sin plastificante se muestra una diferencia de realces. La estructura se observa heterogénea. La
distribucion es similar a la de VA sin plastificante. En las biopeliculas generadas al 5 % de G se carece
de variaciones de realces apreciables. Existen un buen acoplamiento por la estructura la cual en su
mayoria presenta una buena distribucion mostrandose homogénea. En VB al 5 % de S, la variacion de

realces no es significativa.

La muestra con VR sin plastificante muestra una estructura con una homogeneidad mayor que las otras
variedades al mismo porcentaje, la variacion de realces segun los relieves de las partes mas claras de la
imagen no es significativa. En VR al agregar 5 % de G, la estructura no es completamente homogénea.
En el caso de VB, se evidencia una mejor distribucion en este porcentaje. Finalmente, en VR al 5 % de
S se observan resultados similares a los de VA. Se pueden visualizar las amplitudes del resto de las

biopeliculas en Anexos.

3.1.8. Obtencion de espectrofotometria de absorcion infrarroja con transformada de Fourier
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Figura12. Espectros IR cm™ de las biopeliculas de almidén de variedad amarilla (VA), blanca (VB)
y roja (VR) con sorbitol (S) obtenidas por FTIR acoplando el ATR, aplicando correccion de linea base,

correccion del ATR y normalizacion.
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Figura 13. Espectros IR cm™ de las biopeliculas de almidén de variedad amarilla (VA), blanca (VB)
y roja (VR) con glicerol (G) obtenidas por FTIR acoplando el ATR, aplicada correccién de linea base,

correccion del ATR y normalizacion.
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Figura 14.  Acercamiento de espectros IR cm™ de las biopeliculas de almidén de variedad amarilla
(VA), blanca (VB) y roja (VR) con sorbitol (S) y glicerol (G) obtenidas por FTIR acoplando el ATR,
aplicada correccion de linea base, correcciéon del ATR y normalizacion. En las graficas I, 11 y 11, se

muestran acercamientos de picos para analizar con mayor objetividad.

De acuerdo con los resultados, los espectros de las Figuras 12,13 y 14 comparten ubicacion en ciertos
picos, sin embargo, hay diferencias que se pueden notar entre variedades de melloco y cantidad de
plastificante. Los picos que se presentan entre 3400 cm™ y 3300 cm™ pertenecen a la vibracion de

tension del grupo de los alcoholes O-H. Otro pico comun presente en todas las biopeliculas es el que se
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encuentra a 1000 cm™ que pertenece al grupo de alcoholes y representan la vibracién de tencién C-O
se muestra ampliada en la Figura 14 (1) (Khedri et al., 2021). El pico que se present6 en 3000 cm™ es
propio de la vibracion de tension de grupos pertenecientes a los hidrocarburos, exactamente de C-H, los
picos presentes que van desde 2935 cm™ a 2965 cm™, también corresponden con vibraciones de tension
del grupo funcional C-H de los alcanos, 1672 cm™ a 1637 cm™ corresponde a las vibraciones de tension
H-O-H se muestra ampliada en la Figura 14 (I1), los valores de los picos cercanos a 1452 cm™ indican
que ocurrio una deformacidon del grupo CH, como se muestra en la Figura 14 (111). EI comportamiento
de los espectros con respecto al aumento del porcentaje de plastificante indica que, a mayor
concentracién de plastificante, menor serd la transmitancia, por lo que, pese a ser de la misma variedad,

los espectros se presentan separados como se observé en la Figura 14 (Bai et al., 2024).
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CAPITULO IV
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
4.1. Conclusiones

e Se generaron biopeliculas basadas en almidon extraido de las variedades de melloco amarilla, blanca
y roja utilizando 1, 2, 3, 4 y 5 % de plastificante, incluyendo biopeliculas sin plastificante. De estas,
se obtuvieron las microscopias de cada muestra usando el microscopio EVOS XL, pudiendo
observar diferencias dependiendo del tipo de melloco utilizado, de las cantidades y del tipo de

plastificante.

e Las peliculas generadas presentaron valores bajos de resistencia a la maxima tension y el médulo de
Young respecto al aumento de los plastificantes. Para la deformacion en la méaxima tension, al
aumentar la cantidad de plastificante, las biopeliculas se vuelven mas flexibles por lo que los valores
fueron aumentando dependientes a la concentracion utilizada. En los resultados de permeabilidad de
vapor de agua, valores menores se relacionan con que la estructura tiene mayor resistencia y rigidez,
mientras que valores mayores les otorgaron mayor flexibilidad, menor resistencia y rigidez. Las
peliculas generadas fueron mas solubles con el aumento de plastificante; ademas, el contenido de

humedad fue mayor utilizando glicerol que con sorbitol.

e Se obtuvieron imagenes de topografia, fase y amplitud utilizando el AFM, algunas con una estructura
mas homogénea que otras. La amplitud y la fase definieron estructuras con mejor acoplamiento en
carencia de plastificante, de igual manera, el uso de un 5 % de S mostr6 mayor homogeneidad en
sus estructuras contrario a 5 % de G que fueron méas heterogéneas. Las espectroscopias IR
presentaron vibraciones de tension de los grupos funcionales propios de las biopeliculas debido al
contenido de los alcoholes y del almidén que conforman sus estructuras. Ademas, se determiné una
opacidad en estas muestras en un rango de 0,26 a 0,67, valores que cambian dependiendo de la

concentracién de plastificante.
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4.2. Recomendaciones

e El melloco es un tubérculo que no se ha explorado de mejor manera por expertos europeos, se debe
considerar el estudio concreto de todos sus componentes, ademas del almidon, ya que se podria
hallar otro elemento que sirva como material potencial para crear sustitutos bioamigables a otros que

causan impacto ambiental negativo.

e Se recomienda realizar estudios de biodegradabilidad de las peliculas, con pruebas de
descomposicidon en diferentes condiciones de estrés, ya que se puede determinar la viabilidad que
tienen las peliculas generadas para aplicaciones sostenibles, ademas, se identificarian posibles

mejoras en los procesos de su produccion.

e Se podria investigar especificamente la variedad de melloco amarilla, pues, macroscopicamente, ésta
contiene mayor viscosidad que las otras variedades. Esta sustancia podria ser utilizada en otras areas,

por lo que se podria aumentar la produccion de estas biopeliculas.
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Anexos

Anexo 1.  Microscopia de las biopeliculas en porcentajes de las muestras restantes con su respectiva

variedad y plastificantes.

Tipo 1% Sorbitol 2% Sorbitol 3% Sorbitol 4% Sorbitol

VA

VR

Tipo 1% Glicerol 2% Glicerol 3% Glicerol 4% Glicerol

VA

VR
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Anexo 2. Topografia de las biopeliculas en porcentajes de las muestras restantes con su respectiva

variedad y plastificante a una escala de 5um x 5um

Tipo 1% Sorbitol 2% Sorbitol 3% Sorbitol 4% Sorbitol

- ﬂ

VA

VB

VR
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Tipo 1% Glicerol 2% Glicerol 3% Glicerol 4% Glicerol
VA s S

VB

VR
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Anexo 3.  Fase de las biopeliculas en porcentajes de las muestras restantes con su respectiva variedad
y plastificante a una escala de 5Sum x 5um.

Tipo 1% Sorbitol 2% Sorbitol 3% Sorbitol 4% Sorbitol

VA

VB
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Tipo

1% Glicerol

2% Glicerol

3% Glicerol

4% Glicerol

VA

VB

VR
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Anexo 4.  Amplitud de las biopeliculas en porcentajes de las muestras restantes con su respectiva
variedad y plastificante a una escala de 5um x 5um

Tipo 1% Sorbitol 2% Sorbitol 3% Sorbitol 4% Sorbitol

VA

VB

VR
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Tipo

1% Glicerol

2% Glicerol

3% Glicerol

4% Glicerol

VA

VB

VR
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