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RESUMEN
El objetivo de este trabajo fue modificar el almidén de yuca quimicamente
(metilacién) para su uso en un empaque tipo comercial y con aplicaciones
biomédicas. La metodologia empleada permitio la caracterizacion fisica,
quimica, funcional y reologica del almidén nativo y modificado. Se realizé un
estudio de biocompatibilidad in vitro del almidon modificado, asi como la
identificacion por microscopia (MLP) de los granulos de ambos almidones. Los
almidones modificados mostraron marcadas diferencias (p<0,05) con el nativo,
respecto a los analisis proximales, fisicos y fisicoquimicos evaluados. El
tratamiento de estos almidones con dimetil sulfato (DMSO,) resultdé ser una
técnica con potencial para la obtencion de material de empaque organico. Los
resultados indican que la formulacién de 6g almidén nativo/1mL de DMSQO4/3,3g
hidroxido de bario Ba (OH), fue efectiva para la elaboracion de peliculas rigidas;
y la incorporacion de glicerol les confirid un caracter flexible. Se puede también
indicar en funcion a los resultados obtenidos en los experimentos antes
mencionados, y ademas de las pruebas de citotoxicidad (MTT), que puede ser
empleado como material de empaque terciario. Por otra parte, este estudio
tiende a representar un aporte innovador en el empleo de almidones
modificados para la produccién o formulacién de material de empaques (rigidos,
y flexibles con glicerol) biodegradables de impacto en el area de alimentos y de
la biomedicina debido a que se pueden obtener hidrogeles, a base de este
polimero con quitosano y glutaraldehido (agente entrecruzante) que mostraron
ser excelente material de soporte que permite la adhesion, proliferacion y

estimulaciéon considerable de la actividad celular.

Xii
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INTRODUCCION

La utilizacion de harinas y almidones obtenido a partir de raices y
tubérculos tropicales, como materia prima en la elaboracion de productos, se ha
convertido en una forma de incentivar e incrementar la produccion y demanda de
estos tubérculos (Pérez y Pacheco, 2005). En Venezuela la yuca ocupa el renglon
productivo significativo en la alimentaciéon humana tradicional, en la alimentacion
animal, en la industria doméstica y en la industria de alimentos (Rangel, 1980;
Montaldo, 1991). EIl almidén es el principal componente de la raiz de yuca y
representa junto con los azucares ~90% de la materia seca (Cock, 1985).

El almidon es un polisacarido vegetal, sustancia de reserva en el tejido
vegetal, semejante al glicobgeno del tejido animal (Braverman, 1980; Cheftel,
1976). El almidon de yuca presenta caracteristicas especificas que lo hacen
insumo importante y en algunos casos insustituibles para ciertos procesos
industriales, como es el caso de la industria alimentaria donde es ventajoso en
comparacion con almidones de otras fuentes; ya que presenta caracteristicas de
particular interés en el &mbito industrial como, por ejemplo una alta pureza, sabor
neutro, facil hinchamiento y solubilizacion, desarrollo de viscosidad considerable y
una baja tendencia a retrogradar (Gonzalez y Pérez, 2003). Por otra parte en
aguellos procesos donde puede ser reemplazado por otro tipo de almidon, el
almidon de yuca permite la obtencion de productos finales de mayor calidad

(Whistler y Paschall, 1967; Wurzburg, 1986; Morthy, 1994).
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Aun cuando los almidones nativos han sido por muchos afios un pilar
fundamental para los cientificos en el area de los alimentos, los almidones
modificados tienen ilimitadas aplicaciones (Rogols, 1986). El desarrollo de
técnicas de modificacion ha permitido expandir el uso de los almidones, en la
industria alimentaria, los productos farmacéuticos, la industria de papel (como
adhesivo laminado de ciertos papeles), en la industria de explosivos para obtener
alcoholes, glucosa y acetona (Alarcon y col. 1998; Van der Burg y col. 2000,
Whistler y Paschall, 1967; Wurzburg, 1986; Ligh, 1990).

En las ultimas décadas, se han venido aplicando métodos quimicos de
modificacion con la finalidad de lograr el desarrollo de nuevos productos donde se
requiere que el almidén cumpla con propiedades y funciones muy especificas
(Rogols, 1986; Light, 1990), como por ejemplo su uso como empaque, por lo que
es necesario estudiar cada vez mas el almidén en sus propiedades. La técnica de
modificacion por metilacion tiene potencial para el desarrollo de empaques
organicos por lo que se hace necesario asi mismo profundizar en este campo.

La prioridad principal de los empaques es la preservacion y proteccion de
todo tipo de productos, siendo los alimentos y las materias primas el campo de
mayor prioridad. Estos productos requieren atenciéon dada la contaminacion
generada por microorganismos (bacterias, esporas, hongos, etc.) durante la
manipulacion (Tharanathan, 2003). La proteccion se hace a través de los
empaques, los cuales generalmente se elaboran a partir de polimeros sintéticos.
No obstante, el uso indiscriminado de empaques sintéticos ha generado serios
problemas ecolédgicos contribuyendo a la contaminacion ambiental provocada por

desechos solidos de baja degradabilidad, o que ha impulsado a la busqueda de
2
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biopolimeros naturales que puedan cumplir con las mismas funciones. El
aprovechar los recursos naturales y autoctonos como fuente de conservacion y
reciclaje se convierte en una excelente opcidén e innovacion en el desarrollo de
nuevos productos biodegradables. Su total biodegradacién en productos como
CO,, agua y posteriormente en abono organico es una gran ventaja frente a los
sintéticos (Bastioli, 2001).

Dada la potencialidad de degradabilidad del almidon, este ha sido
propuesto en el campo de la biomedicina, especificamente en la ingenieria de
tejido, como la materia prima para la fabricacién de soportes celulares (Gomes y
col. 2003), incluyendo una gama de polimeros naturales sobre la base de almidon
ya que son biocompatibles y con diferentes formas estructurales y propiedades
gue pueden ser adaptados de acuerdo a sus métodos de elaboracion y a la
incorporacion de aditivos y materiales de refuerzo, por esta razén junto con su
bajo costo y abundancia se han sugerido para una amplia gama de aplicaciones
biomédicas.

Por lo antes expuesto el objetivo principal de este trabajo fue modificar el
almidon de yuca por un método quimico (metilacién) para su uso en un empaque
tipo comercial y con aplicaciones biomédicas; donde se trata de proporcionar un
material que satisfaga las demandas del impacto ecoldgico, ademas que pueda

ser empleado en el campo de la biomedicina.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

La yuca (Manihot esculenta Crantz), pertenece a la familia Euphorbiciae y
responde a diversos nombres vulgares; yuca, mandioca, cassava, tapioca) en
(Montaldo, 1991). El valor de la produccion del trépico de este cultivo (yuca) se
encuentra entre los rubros mas importantes, entre los que se mencionan el maiz,
sorgo, la papa, arroz, la cafia de azucar, entre otros (Montaldo, 1995). Su cultivo
se hace como planta alimenticia o para fines industriales, notandose cada vez
mas el incremento en la utilizacién industrial de sus raices (CIAT, s. f.). Debido a
su alto contenido en almidon, la yuca se utiliza junto con el maiz, como las
principales fuentes de la materia prima para la extraccién de almidén (Thomas y

Atwell, 1999).

Existen dos tipos de yuca: La yuca amarga y la yuca dulce; la primera, de
mayor desarrollo, rica en almidén y con un contenido superior de linamarina
(glucésido cianogénico), mientras que la yuca dulce es generalmente para
consumo directo. Una alternativa para minimizar pérdidas en este rubro es la
obtencion de almiddn, el cual presenta caracteristicas de particular interés en el
ambito industrial como, por ejemplo, una alta pureza, un sabor neutro, facil
hinchamiento y solubilizacion, desarrollo de viscosidad considerable y una baja

tendencia a retrogradar.
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2.1- ALMIDONES NATIVOS

Estructuralmente, los almidones nativos en forma de granulos
semicristalinos estan constituidos por amilosa y amilopectina empaqguetadas en
una estructura insoluble en agua (Figura 1) embebida en una matriz proteica
(Hoover y Sosulski, 1991). Estos granulos presentan de 3-100 um de diametro,

dependiendo de la fuente vegetal (Cheftel, 1977).

dominie amorfo
i doble helices
lamela cristalina h— L
""""""""" 3 lineares)
= . Tegi0NeS Altamente
domixio amerfe iBeadas

Fig. N°1: Modelo esquematico del granulo de almidén. Fuente: Van der Burgt y col.

(1998).

Los granulos de almidon de yuca se caracterizan por presentar forma oval,
con denticion en uno de sus extremos (huevo truncado) y un tamafio promedio
que oscila entre 5 y 35 um (Figura 2) (Wurzburg, 1972; Jones, 1983; Moorthy,

1994).
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Figura 2: Granulos de almiddn nativo de yuca. Fuente Sivoli y col. (2005).

El uso de los almidones esta sujeto a su composicion en amilosa y
amilopectina, ya que esta va a determinar sus propiedades funcionales y por lo
tanto las caracteristicas del producto final. Las moléculas de amilosa y
amilopeptina se encuentran asociadas dentro del granulo, por enlaces de
hidrogeno. Asi forman micelas orientadas radialmente a zonas cristalinas, con

diferentes grados de organizacion (Zobel, 1992).

Los almidones nativos de tubérculos y cereales contienen un porcentaje
de 20 y 25 % de amilosa y a causa de esto estan mucho mas sujetos al fenébmeno
de retrogradacion (Cheftel, 1976), lo cual origina una serie de cambios
indeseables en algunos alimentos (Coultate, 1987). Los almidones con alto
contenido de amilosa permiten obtener geles mas firmes rpidamente (Cheftel,
1976). Los almidones de yuca, papa y maiz céreo (bajo contenido de amilosa)
hinchan bien y dan una viscosidad elevada y aun a bajas temperaturas
retrogradan poco. En lineas generales los almidones nativos se utilizan porque

regulan y estabilizan la textura de los alimentos y por sus propiedades espesantes
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y gelificantes. Sin embargo, la estructura nativa del almidén a veces resulta poco
eficiente, ya que ciertas condiciones de los procesos tecnolégicos, como
temperatura, pH y presion, reducen su uso en aplicaciones industriales al provocar
una baja resistencia a esfuerzos de corte, descomposicion terminal, alto nivel de
retrogradacion y sinéresis (Amani y col. 2005; Bello y col. 2002; Kaur y col.
2004). Ademas, algunas dispersiones de almidon nativo, como aquellas obtenidas
a partir de raices y tubérculos, imparten una textura gomosa y cohesiva en

aguellos alimentos donde se utilizan como agentes espesantes (Wurburg, 1986).

2.2- COMPOSICION QUIMICA DEL ALMIDON DE YUCA (Manihot esculenta

Crantz)

Estudios realizados han permitido evaluar la composicion de la raiz de
yuca, obteniéndose valores de 70,25% de humedad, 13,13% de azucares, 1,12%
de proteinas, 0,14% de grasa, 1,11% de fibra y 0,54% de ceniza; se considera
ademas que las variedades amargas presentan en promedio 30% de almidén
(Grace, 1987). Debido al alto contenido de almidén en sus raices, las variedades

amargas son cultivadas con fines industriales.

Para el caso del almidén, se han reportado valores de contenido de
humedad que oscilan entre 8,2 a 14% (Whistler y Paschal, 1967; Wurzburg, 1972,
Matos, 1996, Gonzéalez y Pérez; 2003). Whistler y Paschal, (1967), sefialan que la
humedad puede variar hasta alcanzar valores de 15% dependiendo de las

condiciones de almacenamiento; sin embargo, valores de 18% 0 mayores traen
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problemas principalmente por el desarrollo de mohos y otros microorganismos,

ademas de impedir el flujo del material debido al apelmazamiento de las particulas

(Radley, 1976).

Matos, (1996) indic6 en el andlisis quimico una alta pureza de almidon
(98,12%), Pérez, (1994), reportd un contenido de almidén total de 99,5%. La grasa
presento un valor de 0,17%, Cenizas 0,11%, Proteina cruda 0,75%, y Fibra cruda

0,49%.

Gonzalez y Pérez (2003), sefalan que muestras modificadas por
calentamiento en microondas y pregelatinizados reportaron una disminucion del
contenido de humedad (9,73% y 8,4% respectivamente). En la pregelatinizacion
por doble tambor se hizo pasar, la mezcla de almidén-agua en forma de
suspension, a través de 2 rodillos calentados con vapor a una temperatura de

152°C.

2.3- ALMIDONES MODIFICADOS

Con la finalidad de superar las limitaciones que presentan el uso de almidon
nativo se han desarrollado una serie de técnicas para la modificacion de
almidones, a fin de obtener derivados que presenten las caracteristicas deseables
para procesos especificos. Con la modificacion entonces, se puede diversificar el
uso adecuado del almidén al modificar las caracteristicas que gobiernan sus

propiedades (Wurzburg y Szymanski, 1970) dotandole asi a los productos, de las
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propiedades funcionales para sus usos especificos (Swinkels, (1985); Light, 1990,

Wurzburg, 1986).

Existen diferentes técnicas de modificacion; que pueden ser genéticas,
fisicas o quimicas (Wurzburg, 1972; Cheftel, 1976, Wurzburg, 1986; Rogols, 1986;
Light, 1990), y que involucran cambios en la forma fisica, una degradacion
controlada y/o la introduccion de grupos quimicos (Swinkels, (1985); Colonna y
col.,, 1984, Rogols, 1986). Dependiendo del tipo, los almidones modificados
pueden espesar, suspender solidos, proveer textura, estabilizar emulsiones,
facilitar el procesamiento o proteger los productos durante la distribucién y el
almacenamiento (Wurzburg, 1986) o dar propiedades especiales a los productos
desarrollados. Estos almidones generalmente muestran, mejor claridad de pasta y
estabilidad, imparten diversos grados de viscosidad, menor tendencia de
retrogradacion y aumento en la estabilidad al congelamiento-deshielo, entre otras
ventajas (Agoola y col. 1991; Amani y col. 2005; Schmitz y col. 2006). Por lo que
se han dado tres razones fundamentales para modificar almidones, la primera se
debe a que ellos proporcionan caracteristicas funcionales que no pueden
obtenerse al utilizar almidones nativos; la abundancia y la relativa disponibilidad
del almidon viene a ser la segunda razén de uso, y tercero, el almidén puede
proporcionar ventajas econémicas en muchas aplicaciones en donde los

productos de mas alto precio deberian ser usados (Light, 1990).
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2.4- Modificacién Quimica

El tipo mas comun de modificacion del almidon es el tratamiento de almidon
nativo con pequefas cantidades de reactivos quimicos. La modificacion quimica
de los almidones cambia la funcionalidad del almidén. La derivacion via éter o
formacién de ester, oxidacion de grupos carboxilo hidroxilo o grupos carboxilicos
y la hidrdlisis de enlaces glucosidicos son algunos de los mejores mecanismos
de la modificacion quimica. Usualmente, la modificacion quimica del almidon es
desarrollada en un medio acuoso. Una suspension del almidén en agua con 30-
45% de sdlidos, es tratada con el reactivo quimico bajo una debida agitacion,
temperatura y pH. Cuando la reaccién es completada, el almidén es llevado a un
pH deseado para neutralizar al agente y entonces es purificado con agua y

recuperado como polvo seco (Thomas y Atwell, 1999).

MODIFICACION QUIMICA
DEL ALMIDON

REDUCCION SUSTITUCION ENTRECRUZAMIENTO

' : ' '
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Fig. N°3. Modificacion quimica del almidon. Fuente: Pefiaranda y col. (2008).

10



Modificacion del almidén de yuca (Manihot esculenta Crantz)
por metilacién para aplicaciones en alimentos y biomedicina.  Caraballo, (2011)

Asi, cuando se tienen bajos grados de sustitucion los almidones
modificados se utilizan como espesantes para mejorar la estabilidad y claridad de
las pastas a bajas temperaturas para proteger las fibras con respecto a la abrasion
y el desgaste del hilado y asi mejorar la impresion, porosidad y resistencia a la
abrasion en la industria del papel, mientras que en altos grados de sustitucion los
almidones modificados se pueden emplear en recubrimientos, produccion de

peliculas y adhesivos (Myllyméki y Aksela, 2005).

2.5- MODIFICACION DEL ALMIDON POR METILACION

En la modificacion quimica por metilacion, el almidon es facilmente metilado
usando ioduro de metilo o dimetil sulfato. La técnica con dimetil sulfato en
condiciones alcalinas es recomendada para el uso comercial, especialmente para
almidones de bajo grado de sustitucién (Hung, citado por Wistler y Paschall,
1967). Un numero de procedimientos de metilacion estan disponibles y en gran
parte, la eleccién del procedimiento dependera del grado de metilacion deseado.
Un bajo grado de sustitucion (DS) también resulta del tratamiento de una solucién
acuosa alcalina del almidén con pequefias cantidades de ioduro de metilo o con
cloruro de metilo. También se puede obtener la metilacién con ioduro de metilo, en
tolueno. El procedimiento de Haworth utilizando dimetil sulfato y una solucion
concentrada de hidroxido de sodio, produce metil almidones teniendo valores de
grado de sustitucion sobre 2; el hidroxido de sodio puede ser reemplazado por

hidréoxido de bario.

11
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En cada una de estas técnicas de metilacion, el mecanismo es una

sustitucion nucleofilica bimolecular en la cual - X es un ioduro 6 ion sulfato

monometil.
H- H
| |
Almidon — O +H—C— X Almidonh — O— C—H + X
| |
H H

Kerr, (1950) sefala que la metilacién del almidon da como producto final
2,3,6 trimetilglucosa y en adicion 4,5% de 2,3,4,6 tetrametilglucosa. Muchos
almidones tales como el de papa, maiz y maiz waxy dieron aproximadamente los
mismos resultados para los experimentos de metilacion. El autor antes expuesto,
cita que las propiedades de los metilalmidones de bajo grado de sustitucién son
similares a aquellos almidones ligeramente sustituidos con pocos grupos no
i6bnicos. Estas propiedades incluyen disminucion de las temperaturas de
gelatinizacion, incrementada solubilidad en agua y reducida tendencia a
Retrogradar. A altos grados de sustitucion, las propiedades dependen del grado y
método de metilacion, ya que la extension de la degradacién del almidon varia
ampliamente de una técnica de metilacion a otra. Un relativo bajo grado de
sustitucion del metilalmidon, es soluble en agua fria, pero insoluble en cloroformo
y agua hirviente, cuando se incrementa la cantidad de metoxilos, se incrementa la

solubilidad en cloroformo, pero disminuye la solubilidad en agua.

Entre los usos sugeridos para los metilalmidones se encuentran: coloides

protectores en emulsiones, agente suspensor de manchas de detergentes,

12
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floculante para pigmentos, espesante para proteccion de papel, y componente de
la capa de transferencia fotografica en la produccion directa de imagenes

positivas.

Los plasticos sintéticos, el polietilieno y el polipropileno, se utilizan
ampliamente en la vida cotidiana, en la industria de alimentos, el campo de la
biomedicina y la agricultura. En las ultimas dos décadas debido a los problemas
de residuos plasticos, se le ha prestado mucha atencion a los materiales
biodegradables como alternativa a los derivados del petréleo. Biopolimeros
naturales incluidos el almidén, la celulosa y quitosano se han ensayado solos o
combinados con polimeros sintéticos, con la finalidad de formar total o
parcialmente polimeros biodegradables. De estos materiales el almidén es el méas
atractivo, debido a su bajo costo, facil disponibilidad y potencial en alta produccion
de recursos renovables. Sin embargo, la baja resistencia al agua y la alta fragilidad
de las peliculas de almiddn, han limitado su aplicacién extensiva. No obstante, la
biodegradabilidad de la pelicula de almidén disminuyé con la adiciébn de los
polimeros sintéticos no degradables (Guohua y col. 2005). Teéricamente, la
metilacion es una forma eficaz de aumentar la hidrofobicidad del almidén y para
mejorar la compatibilidad del almidén y el PVA (grado de hidrélisis 99,5%)
(Guohua y col. 2005). Van der Burgt, y col. (1998), sefialan una preferencia en los
sitios de sustitucion en los residuos de glucosa ramificada; estos investigadores
han demostrado que se distribuyen sustituyentes de metilo casi al azar en las

regiones ramificadas de los almidones metilados, y en cuyos resultados exhiben

13
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una distribucion aleatoria de los sustituyentes de metilo sobre las regiones

ramificadas durante la metilacion.

Hom,c (&l

15-20%

20 OH Oys

El —

20% OH

Fig. N°4. Porcentaje de sustitucion en amilopectina (almidon metilado). Los porcentajes indicados
se refieren a sustituir residuos de glucosa solamente. El importe de las glucosas no sustituidas
varia con la sustitucion molar. Fuente: (Van der Burgt y col. 2000).

Fig. N°5. Esquema de una parte de amilopectina desnaturalizado, propuesto
por Imberty y Pérez, (1989).Tamafio total de la molécula de amilopectina es
100-500 nm. Las flechas indican la posicion preferente de sustituyentes de metilo.

La metilacién de los granulos de almidén en un medio acuoso, utilizando
una suspension de sulfato de dimetilo tiene lugar preferiblemente en las regiones
ramificadas de la amilopeptina. Por otro lado, las regiones lineales de la
amilopectina presentan una sustitucion mas heterogénea (no aleatoriamente) que
las regiones ramificadas. La amilosa esta en un nivel de sustitucion mas alto en

las regiones lineales que las regiones lineales de la amilopeptina y esto se puede
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concluir por las diferencias en el nivel de sustitucion entre el almidon metilado y la

amilopectina (Van der Burgt, y col. 1998).

Los cambios en la estructura y tamafo granular estudiados en la
modificacion quimica fosfatodoacetilado por Sivoli y col. (2005) con observacion
de tres replicas de los campos microscépicos, empleando técnicas de Microscopia
Electronica de Barrido (MEB) y Microscopia de Luz Polarizada, sefialan que las
imagenes del almidon en su forma nativa (sin ningun tipo de tratamiento quimico),
revelaron la forma caracteristica de huevo truncado, ovalada y esférica de este
tipo de almidén con tamafio promedio de 7.5 um, lo que concuerda con los valores
promedios de tamafio granular para el almidén de yuca reportado en la bibliografia
(Mestre, 1996; Srichuwong, y col. 2005; Tester y col. 2001). Al iniciarse el proceso
de modificacién (introduccion de grupos quimicos dentro de la molécula),
observaron un aumento de tamafio en el granulo que alcanzé en promedio 19 um.

Resultados similares fueron reportados (Sitohy y Ramadan, 2001).
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2.6- Modificaciones realizadas en Venezuela

En Venezuela se han realizado diversos estudios en almidones
convencionales como arroz, trigo, maiz, yuca y no convencionales, entre los
cuales se tiene el amaranto, sorgo, platano, zull, sagu y lenteja; se iniciaron estos
estudios estableciendo criterios de extraccion y purificacion para luego aplicar los

meétodos de modificacion fisicas y quimicas (Paredes, 2004).

Gonzalez, (1997) realizé las evaluaciones de los almidones de arroz y trigo
modificados por métodos quimicos de acetilacion y oxidacion. En dicha
investigacion, la acetilacion de los almidones de arroz y trigo se llevé a cabo de
acuerdo a la metodologia sugerida por Wuzburg, (1964), con algunas
modificaciones en las fases finales del proceso, es decir, durante la recuperacion
y secado de los almidones acetilados, los cuales se realizaron por centrifugacion y

lavado en espuma, respectivamente.

Sivoli, (1995) realizé la modificacion quimica por metilacion en almidones
de maiz y de papa respectivamente; sefialdé que las caracteristicas reolégicas del
almidon metilado variaron drasticamente, especialmente en el almidén de maiz en

el cual no hubo respuesta amilogréfica.

La modificacion por metilacion cambi6é totalmente las propiedades y
morfometria del almidén nativo, concluyendo que aunque este almidon no puede
ser utilizado en la industria de alimentos, mas con las caracteristicas adquiridas

este puede tener una aplicacién en otra industria (Sivoli, 1995).
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Matos, (1996) realiz6 modificacion por métodos quimicos de fosfatacion,
acetilacion, y doble derivacion (combinacion de ambas). En el caso de
modificacion por fosfatacion, para obtener el almidén de yuca de bajo grado de
sustitucion (GS =< 0,2) se aplicé la metodologia descrita por Paschall (1964),
utilizando tripolifosfato de sodio (TPFS) como agente de entrecruzamiento. Para el
almidon acetilado (estabilizado) se aplicé la metodologia descrita por Wurzburg
(1964), para bajo grado de sustitucion (aprox. 0,07 GS) utilizando anhidrido

acético como agente estabilizante.

El uso de almidones modificados quiimicamente esta regulado en los
Estados Unidos por la Ley Federal sobre Comestibles, Drogas y Cosmeéticos;
permite utilizar en la industria alimentaria dos tipos de almidones modificados, que
son el “almidén modificado para comestibles” y el “almidén modificado para
aplicaciones industriales” (CPE, 1999). El almidon modificado para productos
alimenticios debe respetar determinados limites de tratamiento, y el almidén
modificado para aplicaciones industriales puede ser utilizado en articulos tales
como envases que entren en contacto con alimentos, y debe satisfacer también
exigencias especificas en cuanto al tratamiento. Esta normativa limita el grado de
modificacién quimica y define la cantidad maxima de reactivo quimico que puede
ser utilizado en los pasos de modificacion. Son también regulados los niveles de
subproductos en el almidén resultantes del proceso de modificacion. Por ejemplo,
preocupan especialmente los residuos de clorhidrina de propileno en el almidon

hidroxipropilico.
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2.7- ENVASES Y EMBALAJES DE ALIMENTOS

El empaque juega un papel importante en el mantenimiento de la calidad y
en la extension de la vida util del producto, sea fresco o manufacturado. El
empaque contiene y protege el producto a través de su distribucion hasta el
consumo final; facilita el uso, manejo y transporte, entre otros; identifica el

contenido y promueve la comercializacion (Brennan y col. 1990).

Para la mayor comprension de las secciones subsiguientes de este trabajo,
conviene presentar los siguientes términos y definiciones: El codigo Alimentario

Espariol establece las siguientes definiciones (Madi, 1984):

Envase: es todo recipiente destinado a contener un alimento, y protegerlo
de su deterioro, contaminacion o adulteracidon. En la practica se utiliza este término

como sinbnimo de empaque.

Embalaje: todo material utilizado para proteger el envase y el alimento de

los dafios fisicos y agentes exteriores durante el almacenamiento y transporte.

Segun la funcionalidad y proximidad al producto, los envases se clasifican

en:

Envase Primario: es aquel que se mantiene en contacto directo con el

alimento; es la primera envoltura o el primer continente.

Envase Secundario: es aquel que contiene el producto ya envasado,

mejorando su presentacion y proteccion.
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Envase Terciario: es aquel cuya funcion es agrupar los envases para la

expedicion, almacenamiento y manejo del producto.

Los empaques primarios a su vez se subdividen en rigidos, semirrigidos y
flexibles, cuyas definiciones citadas por Von Boc Kelmann, y col. (1986), son las

siguientes:

Rigido: significa que la forma o contorno del reciente, llenado y cerrado no
es afectado por el producto contenido, ni deformado por una presién externa de 70

KPa (0,69 atm).

Semirigido: significa que la forma o contorno del recipiente no es afectado
por el producto contenido bajo presion y temperatura normal, pero que puede ser

deformado por una presién externa no mayor de 70 KPa.

Flexible: significa que la forma o contorno del reciente, llenado y cerrado

son afectado por el producto contenido.

Entre los primeros incluyen los envases de metal, vidrio; los semirigidos
incluyen papel, peliculas plasticas, bolsas, “foil” de aluminio, tubos colapsibles,

entre otros.

Gracin y Brozozowska, (1987) sefialan los criterios que deben emplearse en

la seleccion de un sistema para el empacado de alimentos:

1.- Estabilidad del alimento, lo cual puede involucrar la reaccion de sus
componentes tales como lipidos, proteinas y ciertas vitaminas con el oxigeno, la

luz y cambios en la actividad del agua (aw) del producto.
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2.- Las condiciones ambientales prevalecientes a las cuales el producto
estara expuesto durante la distribucién y el almacenamiento. Condiciones tales
como la temperatura y la humedad relativa del ambiente dictaran las propiedades

de barreras exigidas por el empaque.

3.- Compatibilidad del empaque con el método de preservacion

seleccionado para el alimento.

4.- ElI material de empaque en particular y su efecto potencial sobre Ila
calidad intrinseca y seguridad del producto empacado, debido a la migracion

desde el material de empaque a la fase de contacto.

Esta ultima consideracion, de componentes potencialmente toxicos de los
materiales de empaque al alimento es el de mayor interés en la seleccién y uso de
empaques comestibles y posible efecto en la salud. A este respecto (Harte y
Gray, 1987) agregan que el uso de los materiales no esta excepto a riesgos a la
salud y/o a la pérdida de la calidad del alimento contenido. La calidad de los
productos alimenticios puede deteriorarse debido a fallas en el empaque y/o a la

interaccion producto empaque.

Gilbert (1985); Harte y Gray, (1987), se refieren al concepto de
“‘compatibilidad producto/empaque”, el cual incluye la migracién desde el material
de empaque al producto contenido, la absorcidon o desercion de productos del
flavor del alimento por el material de empaque y la violacion intencional del

producto durante su comercializacion.
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La elaboracion de peliculas biodegradables de almiddén es importante
debido a los problemas de contaminacién generados por el uso generalizado del

polietileno.

Las peliculas plasticas se usan principalmente para extender la vida de
anaquel y la calidad de los alimentos ya que proporcionan una barrera al oxigeno,
ayudando a prevenir los cambios de aroma, sabor, apariencia y las caracteristicas
de textura. Las peliculas biodegradables a menudo contienen componentes

hidrofilicos como proteinas o polisacaridos.

Estas peliculas proveen, bajo ciertas condiciones de humedad relativa (HR),
buenas propiedades de barrera de transmisibn a los gases pero pobres
propiedades de barrera al vapor de agua (Guilbert, 1986; Kester y Fennema,
1986). Se ha reportado varios tipos de peliculas y cubiertas compuestas que
contienen una base de polisacarido (Garcia y col. 2000; Garcia y col. 2004; Mali y
col. 2005). El almidén es la materia prima mas usada en la elaboracion de
peliculas biodegradables, debido principalmente a que es renovable, barato,
abundante y relativamente facil de manejar (Lourdin y col. 1995). Las peliculas de
almidon se usan principalmente para disminuir el intercambio gaseoso entre el
medio ambiente y el alimento, mas que retardar la pérdida de humedad debido a
sus caracteristicas hidrofilicas (Krochta y Mulder, 1997). El caracter hidrofilico de
estas peliculas les confiere un aspecto quebradizo causado por las altas fuerzas
intermoleculares. Los plastificantes como glicerol, sorbitol, polietilen glicol,
aumentan la flexibilidad de las peliculas debido a su capacidad para reducir los

enlaces de hidrégeno internos entre las cadenas de los polimeros mientras
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aumentan el espacio molecular. Los plastificantes mas usados en las peliculas de

almiddn son el sorbitol y el glicerol (Mali y col. 2005).

Origen animal Procesamiento industrial

Colageno / gelatina . . de algngatpto:;, m;rinos
uitina / quitosan
BIOPOLIMEROS

. .

Alimentos / insumos agricolas Origen microbiano
| » Pululan
l l » Acido polilactico
Hid loid ~ Polihidroxialcanoatos
Lipidos / grasas rocoiowdes
|
» Cera l l
» Cera carnauba o i Poli arid
» Acidos grasos Proteinas olisacaridos
: Zeina, proteina Celulosa, fibra
libres s s
de soya, suero de (complejo lignocelulésico)
leche, gluten de trigo almidén, pectina / goma

Figura N°6. Biopolimeros naturales usados en empaque Biodegradables tipo
peliculas. Fuente: Tharantahan, (2003).

Con el propoésito de atenuar los problemas de la contaminacién, se han
realizado numerosos estudios para valorar algunos materiales alternativos. En ese
sentido, surgié el concepto de plastico biodegradable asociado al uso de materias
primas renovables que ofrecen un buen control en el medio ambiente después de
diversos usos. Los biopolimeros, como también se llama a esas materias primas,
son macromoléculas sintetizadas por procesos biolégicos o por via quimica a

partir de monomeros naturales o idénticos a los naturales.

Por fortuna, algunos paises estan preocupados por evitar la contaminacion
ambiental y tratan de desarrollar materiales plasticos biodegradables para reducir
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la basura provocada por los terribles plasticos sintéticos y eliminarlos en un tiempo

no muy lejano

2.8- Algunas aplicaciones Biomédicas

Actualmente el uso de biomateriales para el tratamiento de heridas es un
area de interés para los investigadores y personal médico, a tal punto que la
ingenieria de tejidos busca soluciones mediante la utilizacién de estos productos

en interesantes aplicaciones en cirugia y reparacion de tejidos dafados.

La capacidad del quitosano de formar peliculas o soportes ha permitido su
aplicacion dentro de los campos de ingenieria de tejidos y liberacion de drogas,
debido tanto a sus propiedades mecanicas como a su baja tasa de biodegradacion
(Rojas y col. 2004). Los soportes de quitosano pueden servir para mantener,
reforzar y en algunos casos organizar la regeneracion tisular; como matriz puede
ser utilizada para liberar materiales bioactivos o influenciar directamente el
crecimiento celular. En aplicaciones que involucran cultivo celular se requiere la
incorporacion de matrices poliméricas biodegradables, las cuales deben contar
con una microestructura porosa y compatibilidad con las células en crecimiento

(Roh y Kwon, 2002).

El quitosano (Figura 2) es el producto parcialmente desacetilado de la
quitina. Es un polisacéarido cationico lineal compuesto por unidades de 3-(1-4)-2-
desoxi-2amino-D-glucopiranosa (D-glucosamina) y 3-(1-4)-2-desoxi-2-acetamido-

D-glucopiranosa (N-acetil-D-glucosamina) (Sastre y col. 2004); presenta una
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configuracion helicoidal tridimensional estabilizada mediante enlaces de

hidrégeno entre los mondmeros que lo forman (Andradel y col. 2003).

CH,OH CH,OH
o o
e = oOH
=
MH iy

Fig. N°7. Estructura molecular del quitosano. Fuente Sanchez y col. (2007).

Los hidrogeles como soportes para ingenieria de tejidos, actian como guia
para el desarrollo de tejidos in vitro e in vivo, los polimeros utilizados para la
fabricacion de los soportes deben asemejar las matrices extracelulares presentes

en los tejidos.

Las ventajas que presentan los hidrogeles es su capacidad de brindar un
ambiente favorable para las proteinas, la capacidad de moldearse en diferentes
formas y su alta biocompatibilidad; sin embargo presentan limitaciones como baja

resistencia mecénica y dificultad para esterilizar.

Los hidrogeles al igual que otro tipo de soporte deben de cumplir ciertos
criterios para ser utilizados en ingenieria de tejidos, los cuales se mencionan a

continuacion (Sanchez, 2007):

v' Habilidad para restaurar la regeneracion normal de tejido
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v Facilidad en disefio, modificacion y manipulacion

v" No téxico y que interaccione especificamente con las células

v' Fé&cil de esterilizar

v Que tenga una minima respuesta inmune e inflamatoria

v Facil de escalar el proceso de obtencion del soporte

v Propiedades fisico-quimicas deseables

v Adecuada difusiéon de nutrientes, metabolitos y factores de crecimiento

v Permeabilidad macromolecular

v Variacion espacial en la morfologia porosa

v" Modo de degradacion del hidrogel

Actualmente los fibroblastos son utilizados para la evaluacién de
biomateriales en ingenieria de tejidos, gracias a la utilizacion de lineas celulares
aisladas de cualquier parte del cuerpo humano, las cuales tienen la capacidad de

permanecer cultivadas por largos periodos de tiempo.

Otra caracteristica que presentan estas células es que son dependientes de
soporte para su crecimiento; estudios indican que este tipo de células tienen
preferencia por superficies cationicas como la del quitosano; Los fibroblastos son
el principal tipo de célula presente en la dermis y es el encargado de producir
fiboras colagenas, reticulares y elasticas, y de la sintesis de los

glicosaminoglicanos, glucoproteinas y acido hialurénico de la sustancia intercelular
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amorfa. Adicionalmente los fibroblastos son las células de mamiferos mas faciles

de cultivar (Katalinich, 1997).

Hoy en dia la mayoria de los polimeros son materiales sintéticos, su
biocompatibilidad y su biodegradabilidad son mucho mas limitadas que en los
polimeros naturales como la celulosa, quitina, quitosano, gelatina, dextrano, etc.,
estos polimeros naturales tienen excelentes propiedades tales como la
biocompatibilidad, biodegradabilidad, no-toxicidad, propiedades de adsorcion, que
individualmente han sido ya estudiados y utilizados en la sintesis de materiales
con propiedades superabsorbentes, como soportes para tejido interconectivo (piel)

y como liberadores graduales de drogas.
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OBJETIVOS

Objetivo General:

v Moadificar el almidén de yuca quimicamente (metilacién) para su uso en un

empaque tipo comercial, y con aplicaciones biomédicas.

Objetivos especificos:

v

Determinar la composicion proximal y pureza del almidon de yuca (Manihot
esculenta C.) comercial.

Caracterizar las propiedades fisicas y funcionales del almidén de yuca
(Manihot esculenta C.) comercial.

Modificar con un método quimico (metilacion) el almidén de yuca (Manihot
esculenta C.) comercial.

Formular y definir peliculas a base de almidén modificado de yuca (Manihot
esculenta C.).

Optimizar las formulaciones para peliculas rigidas a base de almidon
modificado de yuca (Manihot esculenta C.).

Optimizar las formulaciones para peliculas flexibles a base de almidon
modificado de yuca (Manihot esculenta C.).

Determinar la composicion proximal y pureza del almidon de yuca (Manihot
esculenta C.) modificado.

Caracterizar las propiedades fisicas y funcionales del almidén de yuca
(Manihot esculenta C.) modificado.

Evaluar la biocompatibilidad del almidén de yuca (Manihot esculenta C.)
modificado in vitro, utilizando una linea celular establecida.
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4- MATERIALES Y METODOS

4.1- MATERIA PRIMA:

Para el estudio, el almidén de yuca (Manihot esculenta C.) fue suministrado
por la Empresa Alfonzo Rivas & Cia. La Encrucijada de Turmero, Edo. Aragua,

Venezuela; se dispuso de una muestra representativa de 5 kg.

Reactivos: todos los reactivos empleados presentaban grado comercial.

4.2- Determinacion de los parametros del almidon nativo de yuca (Manihot

esculenta Crantz)

4.2.1- Determinacion proximal del almidén de yuca:

La determinacion de la composicion proximal y los analisis quimicos en el
almidon de yuca (Manihot esculenta Crantz) se realizaron evaluando lo siguiente:
cuantificacion del contenido de humedad, cenizas, proteina cruda (%N X 6,25)
método de MICRO-KJELDAHL, se realizardn de acuerdo a los métodos oficiales

N°44-19; 08-17 y 46-13, respectivamente, descritos en la Técnica: AACC, (2003).

La determinacion del contenido de grasa en almidon de yuca (Manihot

esculenta Crantz), se realiz6 segun el método de Schoch, (1964).

La determinacion de la pureza se realizé mediante la siguiente formula:

% de pureza= 100 - (% proteina cruda + % grasa cruda +% ceniza)
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4.2.2- Determinacion de los pardmetros fisicos y fisicoquimicos del almidén.

La determinacion del pH y la acidez del almidon de yuca (Manihot esculenta
Crantz) se realiz6 de acuerdo al método de Smith, (1967). Para ello se pesaron
10g de almidon nativo en un beacker de 250mL, se le afiadi6 100mL de agua
destilada, agitando con una varilla de vidrio hasta suspensién homogénea; se dejo
en reposo por 30min (agitacion ocasional). Se decantd el sobrenadante y se
determiné en pH en un pHmetro; se titul6 el sobrenadante con NaOH 0,01N con

fenoftaleina y se cuantificé en contenido de acidez.

La determinacién del amilograma, viscosidad y consistencia del gel del
almidon de yuca (Manihot esculenta Crantz), se realizaron de acuerdo a los

métodos descritos en AACC, (2003), seccion N°22-10 y Smith y col. 1967.

Color: Método de Giese, (1995) y Manual Hunter Lab. (2001), se empleé el
Colorimetro Triestimulo, modelo Color Flex, bajo el Software Color Universal
Cielab. Se determinaran los parametros: L', a’ y b’, para describir el color reflejado,

utilizando el iluminante D65.
Parametros: L: indice de claridad y luminosidad (Blanco 100%, Negro 0%).
a*: Matiz, indica lo longitud de onda predominante (Rojo + Verde-).
b*: Intensidad del color (Amarillo +, Azul-).

Se calculé ademas el indice de blanco (IB), el cual representd la blancura total de
la muestra y se calcul6 de acuerdo a la ecuacion usada por Chin-Lin (2003):
IB =100 - (100 - L*)? + a*? + b*?
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4.2.3- Absorcion de agua, solubilidad y poder de Hinchamiento de los

granulos de almiddn.

Se realizé segun la metodologia descrita por Whistler, (1964); para ello se
pesaron 4g de almidén en un balén y se le afiadi6 200mL de agua destilada,
seguidamente se le introdujo un agitador magnético y se colocé en una manta de
calentamiento, se ajustd el termostato para que la temperatura aumentara

1,5°C/min.

Se identifico y peso los tubos de centrifuga, asi como las capsulas de
porcelana, llevadas a peso constante. A intervalos de 5°C entre 60°C y 90°C, se
tomaron alicuotas de 10mL de la suspension y se colocaron en los tubos de
centrifuga. Se dejé enfriar en agua corriente, los tubos se secaron con papel de
seda y se procedidé a pesar (A) cada uno de los tubos; se centrifugé a 12000 rpm
durante 20min, en una centrifuga con cabezal en angulo. Se decantd el liquido
sobrenadante de cada uno de los tubos y se colocé en capsulas taradas, para
evaporar a sequedad (hasta que no se observara humedad visible) y después se
colocé en una estufa a 60°C durante 16h, luego de ello se dejé enfriar en un
desecador a vacio y se procedi6 a pesar (b). Pesar asimismo el sedimento dejado

en el tubo (a).

Célculos: W= (peso (g) almidon (b.s.)/ peso (g) almidéon (b. h.) + 200) x 100

Wy= A x W1/ 100

W3: W2 -b
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S.S.= sélidos solubles (g/g almidén)= b/ W

%S.S.= solidos solubles (g/g almidon)= (b/ W3) x 100

A.A= absorcion de agua= (a- W3z)/ W3

P.H.= poder de hinchamiento= [(a x 100)/ peso almidon (b.s)] x (100 - %S.S.)

4.2.4- Microscopia de luz polarizada

La Microscopia de Luz Polarizada (MLP) fue realizada en un equipo marca
Nikon modelo Optihot 2, con camara acoplada Nikon FX-35DX, vy filtro de luz
polarizada (Wang y White, 1994). Los almidones pudieron ser vistos bajo el
microscopio colocando una pequefia cantidad sobre el portaobjetos, adicionando
una gota de agua y una lamina cubreobjetos a fin de incrementar el indice de

refraccion de las mismas (Pérez y col. 2005).

4.3- Modificacion quimica del almidén (Manihot esculenta Crantz).

4.3.1- Metilacion

Para la modificacion del almidén por la técnica de metilacion se emple¢ el

método descrito por Whistler y Paschall, (1964); con ciertas modificaciones.

Se procedi6 de la siguiente manera (Fig. N°9): primeramente se formé una
pasta suave con 6 gramos de almidén y 8 mL de agua destilada, luego a esta

pasta se le afiadié una solucién preparada con 3,3 gramos de hidréxido de bario
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gue han sido previamente disueltos en 8 mL de agua destilada; posteriormente se

le fue afadiendo gota a gota y con continua agitacion, 1mL de dimetil sulfato

(DMSQ,) y calentar esta muestra por 24h en un bafio de agua a 45°C para

obtener la méaxima conversion del metil sulfato de bario a sulfato de bario.

Transcurrido este tiempo resuspender el almidon con agua destilada a
55°C, centrifugar a 2500 rpm por 15 min (varias veces) a fin de descartar el
exceso de sulfato de bario. Se reuni6 todo el precipitado en un beacker, se mide el
pH; esta suspension fue netralizada con H,SO4 0,5N para destruir el exceso de
bario adherido y para disolver algun precipitado de almidén. Nuevamente se
centrifug6 la solucién bajo las mismas condiciones y se retne todo el precipitado
en un recipiente sellado; esta se guarda bajo condiciones de refrigeracién para los

ensayos posteriores.

4.3.2- Obtencion de peliculas Rigidas: Se midieron 50 mL de solucién de

almidon modificado (AM) en beacker y se homogeneizé en ultaturrax, evitando la
formacion de burbujas; se sirvieron 14mL de la solucion por placa de Petri y se

colocaron en la estufa a 45°C hasta sequedad. Moler para los analisis requeridos.

4.3.3- Obtencién de peliculas Flexibles: Se midieron 45,5mL de solucién de

almidon modificado (AM) en beacker y se le adicionaron 0,5mL glicerol, se
homogeneiz6 en ultraturrax por 3min; se midieron 14mL por cdpsulas de petri y

colocar en estufa a 45°C hasta sequedad.
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Se Formd una pasta suave (6g almidon por 8mL de agua a 2812 °C)

3,39/8mL agua Ba (OH),

Ebullicion 98°C =< 1mL DMSO, (gota a gota)

Se calento por 24h en un bafio de agua a 45°C

=T
<

Resuspendié a
55°C <l

R4

\

Se centrifug6 a 2500 rpm por 15 min varias veces y con cambios de gua a 55°C

e Descarta el exceso de
'~ BaSO,

Se recogi6 el sedimento en Beacker a fin de formar una sola solucion

=T
<

y ! Medir el pH'y neutralizar
bl con H,S0, 0,5N

.

Centrifugar a 2500 rpm por 15 min

-+ Descartar el sobrenadante

Recoger el sedimento en recipientes sellados a fin de formar una sola solucion

Guardar soluc. (AM) Formular Peliculas Formular Peliculas
bajo temperatura de Rigidas Flexibles
refrigeracion, para
ensayos de

Biocompatibilidad

Figura N°8: Esquema secuencial para la modificacion quimica (metilacion) del almidén.
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4.3.4- Evaluacion de los pardmetros de calidad del almidon modificado

El almidon modificado por metilacion, se evalu6é a través de un andlisis
proximal junto con sus respectivas estimaciones en sus parametros fisicos y
fisicoquimicos, siguiendo las metodologias descritas anteriormente para la
evaluacion del almidon nativo (no modificado). Ademas, se observd bajo
microscopio de luz polarizada la estructura del almidon modificado y se determiné
la absorcion de agua, solubilidad y poder de hinchamiento de los granulos de

almidon, siguiendo la metodologia descrita para el almidon nativo.

4.4- Caracterizacion de las Peliculas a base de almidén modificado

4.4.1- Prueba de Textura.

Se determiné la textura a las peliculas flexibles (almidon modificado/glicerol)
mediante un analizador de textura modelo TA-TXT2 (Texture Technologies Corp.
New York, USA.), Se cortaron diferentes peliculas de 4,5cm de largo por 2cm de
ancho, cada muestra fue sujetada con la sonda A/TG Tensile Grips o pinzas de
tensién, esta se movio verticalmente ejerciendo una fuerza sobre la pelicula, a una
velocidad Pre-ensayo=1 mm/seg.; Velocidad del Ensayo= 1,5 mm/seg.; velocidad
del Post-ensayo= 10,0 mm/seg.; Distancia= 100mm; Célula de carga= 2Kg. La
curva de la fuerza de defomacién, fue procesada con el Sofware del equipo para

determinar la fuerza de deformacion y ruptura (Yan y Paulson, 2000).
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4.4.2- Grosor de las peliculas

El grosor de las peliculas se midio por triplicado con un micrometro digital
(electronic Digital Micrometer Symmetry Especialidades, S.A.) con una escala de
calibracion de 0-25mm y de 0,00lmm de precision. Para ello se tomaron 5
medidas en diferentes posiciones en cada pelicula y se obtuvo un promedio de

ellas.

4.4.3- Propiedad de barrera: Permeabilidad del vapor de agua

La permeabilidad al vapor de agua (PVA) se determind gravimétricamente a
25°C, utilizando una modificacion del método E96-93 de la ASTM (Tapia y col.
2007). Se tomaron capsulas de metacrilato de 3cm de didmetro interno, 4,5cm de
diametro externo y 2cm de profundidad, y se llenaron con 5 mL de agua destilada.
Asimismo, se cortaron 2 peliculas en forma circular de las formuladas con almidon
modificado/glicerol (peliculas flexibles) y se colocaron sobre las capsulas. Luego
se sellaron con una tapa que se ajust6 a presidon mediante una goma tipo O-ring,
dejando un espacio de 1 cm aproximadamente entre la pelicula y el agua, y se
pesaron. Estas tapas son huecas de manera de dejar un area expuesta para el
intercambio de vapor de agua. El sistema formado por las capsulas, el agua y las
peliculas se colocé en desecadores sellados herméticamente, que contienen en el
fondo una soluciéon de MgCl; (esta solucién saturada genera una humedad relativa
de 33%). El peso de las cépsulas fue registrado cada hora durante 6h. Estos
puntos fueron utilizados para graficar la variacion de peso de las capsulas en

funcién del tiempo. La pendiente de esta curva es la tasa de pérdida de agua, la
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cual se estimé mediante un analisis de regresion lineal, realizada con el programa

Microsof ® Office Excel 2003.

La velocidad de transmision del vapor de agua (VTVA) a través de las
peliculas y la permeabilidad al vapor de agua fueron obtenidos segun la
descripcion de Kaya y Kaya, (2000) y Chinnan y Park, (1995), respectivamente,

usando las siguientes férmulas:
VTVA= Pendiente/area expuesta de la pelicula (g/Cm? S.)
PVA= L x VTVA (pi-pa)

Donde pa es la presion externa de la capsula y es igual a 1,046 Kpa; pi es
la presion interna de la capsula y es igual a 3,17 Kpa (Tapia y col. 2007); y L es el

grosor promedio de las pelicula es mm. La PVA se expres6 como g/m.s.Pa.

4.4.4- Propiedad Estructural: Solubilidad en agua y Retencidon de agua

La solubilidad en agua (SA) y la capacidad de retencién de agua (RA) de
las peliculas fue determinada de acuerdo a Gontard y col. (1992); Rhim, (2004).
Se tomaron al azar seis muestras de las peliculas flexibles, tres de ellas se
secaron a 105°C por 24h para obtener la materia seca inicial. Las otras tres se
colocaron individualmente en beacker de 50 mL con 30mL de agua destilada, los
beacker fueron sellados con parafilm y colocados en una estufa de secado a
25°C por 24h, agitando ocasionalmente. Las peliculas fueron retiradas

cuidadosamente y lavadas suavemente con agua destilada y colocadas en una
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estufa a 105°C por 24h para determinar finalmente la materia seca remanente (no

solubilizada).
La siguiente formula se utilizé para determinar SA:
SA= (So0-S)/So=g Sdlidos solubles/g Sdlidos totales.

Donde So es la muestra seca inicial y S es la materia seca final (no
solubilizada). La capacidad de retencion de agua se determino de acuerdo a Lee y
col. (2004) y Rhim, (2004). Para ello, muestras de peliculas pre-pesadas (por
triplicado) fueron sumergidas en agua a 25°C por 10min, secadas suavemente con
papel secante por 1min de manera de remover el agua superficial y asi
determinar el peso final de las muestras hinchadas. La RA fue expresada como la

fraccion de agua (g) vs los solidos totales en la pelicula (g).

4.5- Evaluacion de la Biocompatibilidad del almidén de yuca modificado

Para los estudios de la biocompatibilidad del almidon de yuca (Manihot
esculenta Crantz) modificado, se empled las metodologias descritas por:
Microscopia Optica segun Alvarez y col. (2007). Ensayo MTT descrito por Nam y

col. (1999).
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Se prepararon hidrogeles con almidén modificado/quitosano/glutaraldehido
(1:2(200uL)/50 pL) en placas de 24 pozos, lavadas extensivamente, secadas y
esterilizadas con Etanol 70%.

Se sembraron

Células primarias (fibroblastos) previamente cultivadas; a una densidad de 20x10°
cel. /pozo

Se cultivaron

Las células por 3y 5 dias, a 37°C en atmosfera de 5% CO, y 95% de humedad.

En cada tiempo

Se realizaron los anélisis Se determiné la

de morfologia celular, proliferacién  celular

usando microscopia usando el método del

MTT.

Figura N° 9.Esquema secuencial para el analisis de biocompatibilidad del almidon
modificado

4.5.1- Preparacion de Muestras para Cultivo Celular

Para las pruebas de bio-compatibilidad, peliculas de hidrogeles compuestos
de quitosano con almidon metilado fueron preparadas en placas estériles de 24
pozos. Para esto, la metilacion del almidon fue previamente realizada bajo
condiciones de esterilidad. Separadamente, el quitosano fue disuelto en una

solucion de acido acético al 1% v/v, con una concentracion final de quitosano de
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1% p/v. La suspension del almidon y la solucidn de quitosano fueron mezcladas en
una relacion 1:1. 200uL de la mezcla fueron afladidos a cada pozo, seguido por la
adicion de 50uL de glutaraldehido a fin de promover el entrecruzamiento de las
cadenas de quitosano, el cual fue llevado a cabo por 15 min. Luego del
entrecruzamiento, los hidrogeles fueron esterilizados por 15 min con etanol al
70%, el cual también sirve para la extraccion del glutaraldehido sin reaccionar.
Luego de esto, el etanol fue removido y se prosiguid a realizar tres lavados con
solucion tampodn fosfato-salina (PBS). Las condiciones de cultivo fueron: placa con
medio de crecimiento (C1), ademas de quitosano sélo (C2) y almidon solo (C3),
siendo estos comparados con la mezcla (M) de quitosano y almidén modificado.
Los cultivos se realizaron por 3 y 5 dias, en los cuales se realizaron ensayos de

actividad metabolica para evaluar la viabilidad celular.

4.5.2- Fibroblastos epidérmicos humanos.

Los cultivos primarios de fibroblastos epidérmicos humanos fueron donados
por el Dr. Francisco Arvelo y en colaboracion del Lic. Felipe Sojo del Laboratorio
de Cultivo de Tejidos y Biologia de Tumores del Instituto de Biologia Experimental
de la Facultad de Ciencias. Estos fueron obtenidos a partir de muestras humanas
y fueron cultivados en medio DMEN suplementado con 10% de suero fetal bovino,
100U/mL penicilina y 100U/mL estreptomicina incubados a 37°C en atmosfera de

5% CO, y 95% de humedad.
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4.5.3- Medicion de citotoxicidad mediante el ensayo de MTT-ELISA.

Se cultivan las lineas celulares (fibroblastos) en medio DMEN
suplementado con 10% SFB, 1% Glutamina y 1% antibidtico (penicilina-
estreptomicina). Se incuban a 37°C en atmosfera 5% de CO..

Se retira el medio de cultivo y se lava con poca tripsina 6 PBS.

Se tripsinizan las células colocando un volumen que cubra la monocapa con
1X tripsina.

Se colocan en la estufa (incubar) por 2-5 min aproximadamente.

Se “repipetea” y se lava la placa hasta desprender la mayor cantidad de
células presentes.

Se retiran las células y se colocan en tubo conico (15 mL) con una alicuota
de medio suplementado para neutralizar la accidén de la tripsina. Se puede
lavar la placa igualmente con medio para neutralizar la accion de la tripsina
restante.

Se centrifugan las células a 2400 r.p.m por 5 min.

Se descarta el sobrenadante y el sedimento se resuspende en 1-2 mL de
medio suplementado.

Se toman 20 pL del pool de células para contar y se diluyen en un volumen
igual de azul tripano.

Se coloca una alicuota en una camara de Neubauer para contar.

El nimero de células se determina de acuerdo a la ecuacion:

N° células= n° células contadas X ¥ (cuadrantes) x 2 (factor de dilucion) x

10.000 (factor de la camara).
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Se colocan por pozos 50.000 células y se completa en un volumen de 250
UL sobre las palcas sensibilizadas previamente con los tratamientos
correspondientes ejemplo: almidén, quitosano, y quitosano+glutaraldehido.
Se incuban por 72h y 120h en atmosfera de 5% de CO, y 95% de humedad
a37°C.
Luego, se retira el medio y se coloca 250 pyL del reactivo MTT diluido en
solucion salina o Buffer fosfato (PBS) estéril.
Se incuban por 2h en atmosfera de 5% de CO, y 95% de humedad a 37°C.
Seguidamente, se descarta el MTT y se revela los cristales violetas de

formazan que se hayan formado con 250 uL DMSO (dimetilsulfoxido).

La lectura de se realiza a una A .570 nm utilizando un lector de microplacas

modelo TECAN infinite M200.

5- ANALISIS ESTADISTICO.

Los resultados obtenidos para las muestras de almidén nativo asi como
para el almidén modificado (granular o formando peliculas), fue evaluado
estadisticamente usando el paquete estadistico Statigraphis Vs. 8 (Graphis
SofwareSystems Inc., USA, 1997) para establecer si existia diferencias
significativas entre las muestras se realizé un analisis de varianza de una 'y
de dos vias (segun los resultados), asi como una prueba t-student a una

p<0,05.
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RESULTADOS Y DISCUSION

6- Determinacion de los parametros del almidon nativo de yuca (Manihot

esculenta Crantz)

6.1.1- Determinacion proximal del almidon de yuca

Tabla N°1. Andlisis proximal y pureza del almidén nativo de yuca

Analisis Almidon Nativo
Humedad 10,45+0,03
Cenizas , 0,22+0,01
Proteina cruda,p ND
Grasa cruda, 0,09+0,01
Pureza , 99,69+0,02

Media + desviacién estandar n=3; a = % base seca; b = N x 6,25; ND= no detectada

En la tabla N°1, se muestran los resultados obtenidos de la composicién
proximal del almidon nativo de yuca, en el cual se obtuvo un contenido de
humedad de (10,45+0,03)%, un valor superior reportado por Matos (1996), de
8,25%; similar a los sefalados por Wistler y Paschal (1967), de 10-12% y Pérez
(1994) de 10,13%. Wistler y Paschal, (1967) destacan que la humedad puede
variar hasta alcanzar valores de 15% dependiendo de las condiciones de
almacenamiento. Asi mismo, la humedad de equilibrio de los mismos depende del

tipo de almidon.

Bajo las condiciones atmosféricas normales, muchos almidones
comerciales nativos contienen entre 10 y 20% de humedad (Swinkels, 1985);
segun Thomas y col. (1999), la humedad en almidones tipicamente se equilibra al

alcanzar 12 %. Estos valores de humedad son los adecuados para lograr que el
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producto tenga un mayor y estable periodo de almacenamiento, debido a que

sobre estos valores el desarrollo microbiano es muy lento (Jay, 1996).

El contenido de humedad de los alimentos se utiliza frecuentemente como
indice de calidad y estabilidad. Asi mismo, este pardmetro condiciona el tiempo de
vida de un producto en almacenamiento, el tipo de empaque a utilizar, el tipo de
procesamiento que se puede aplicar al producto, etc. (Joslyn, 1970; citado por

Becerra, 1983).

La determinacidn de cenizas en los alimentos permite conocer la cantidad y
tipo de residuos inorganicos. Indica, ademas, la calidad de los almidones y de los
productos obtenidos a partir de él, asi como su pureza. En la Tabla N°1 se
muestran el resultado de cenizas obtenido para el almidén nativo de yuca de
(0,22+0,01) % el cual fue superior al reportado por Pérez, (1994) de 0,11% y

coincidiendo con el de Whistler y Pascall, (1967) de 0,2%.

Para cuantificar el nitrégeno total en los alimentos y en la materia organica
en general se requiere la conversion completa del nitrégeno en su forma nativa a
nitrdgeno gaseoso 0 a una sal inorganica de amonio (estado totalmente reducido
del nitrégeno). Segun Vender (1966), las proteinas no so6lo se relacionan con el
nitrdgeno total, sino también con los aminoacidos esenciales. La capacidad de la
proteina para satisfacer estas necesidades y la eficiencia con que puede hacerlo
dependen de su combinacion de aminoéacidos, puesto que el valor nutritivo de las
proteinas esta correlacionado con su contenido de aminoacidos esenciales. Sin

embargo, en los ensayos realizados no se detecto la presencia de las mismas
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para el almidon nativo de yuca por lo que se inferiré que el método de extraccion
fue eficiente o quizas el equipo para la determinacion de las mismas no mostro la
sensibilidad necesaria para su cuantificacion, por otra parte también se puede
hacer énfasis en que quizas, el almidon en estudio no presentaba ningun tipo de
impurezas que incidieran en los resultados obtenidos. Esto concuerda con Pérez,
(1994) donde se sefialdé que el contenido de proteinas no pudo ser detectado por

el método empleado.

Pérez, (1994) obtuvo un contenido de grasas de 0,12% el cual es superior
al obtenido en el presente estudio de (0,09+0,01) %, cuya disminucion observada
podria explicarse por una extraccion incompleta del material lipidico presente, el
cual, de por si, esta en una cantidad limitada. Es importante mencionar, en este
punto, la importancia de la seleccion del solvente a utilizar ya que este debe reunir
ciertas caracteristicas que hacen un método eficiente. El solvente, por lo tanto,
debe ser selectivo; es decir, debe ser capaz de no solubilizar compuestos que no
sean de interés, asi como también considerar el grado de volatilidad de los

mismaos.

La composicion proximal permite calcular la pureza del almidén nativo, y su
consideracion es importante al momento de evaluar las propiedades funcionales,
ya que estas pueden verse afectadas por ciertas impurezas presentes. El grado de
pureza esta determinado por el contenido de almidon, que para la muestra en
estudio fue de (99,69+0,02) %, el cual se encuentra superior a los reportados por

Pérez, (1994) de 99,5% y Matos, (1996) de 98,12%; sin embargo cada uno de los
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resultados sefalados mostraron un elevado porcentaje de pureza respecto al

almiddn de yuca de interés.

6.1.2- Determinacion de los parametros fisicos y fisicoquimicos del almidon

nativo de yuca.

Las caracteristicas fisicas y fisicoquimicas evaluadas en el almidén nativo
de yuca se presentan en la tabla N°2; el valor de pH obtenido fue bajo (4,22) e
inferior a lo reportado por Pérez, (1994) de 5,4; ambos resultados indican que el

almidon estudiado se caracterizé por presentar un valor de pH relativamente bajo.

Por otra parte el valor de la acidez titulable obtenido para el almidon de
yuca es considerablemente bajo, por lo que se puede caracterizar como un
almidon de alta acidez; esto concuerda con lo sefalado por Pérez, (1994) donde
se refiere un valor de acidez de 6,8X10° meq NaOH/g para el almidén de yuca

nativo.

Diferentes metodologias son empleadas para evaluar la consistencia de los
geles en los almidones; en este caso se utilizé el método descrito por Cagampang
y col. (1973), estos autores sefialan que la prueba de consistencia del gel es

rapida, simple y un indicador sensible de la viscosidad de la pasta fria.

La consistencia esta asociada con la cantidad de amilosa y de
amilopectina. La amilosa es el componente principal implicado en la produccion de

la estructuras de la red que da a los geles la firmeza durante el proceso de
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enfriamiento Zhou y col. (1998), entre mas cantidad de este componente esté
presente mas consistencia tendra el almidén. En los granulos de almidon este
polimero esta presente bajo la forma cristalizada, debido principalmente al gran
namero de enlaces de hidrogeno existente entre los grupos hidréxilo. Los enlaces
de hidrégeno de la amilosa también son responsables de la absorcion de agua y
de la formacién de geles (originan redes tridimensionales), en el curso de la
retrogradacion después de la gelatinizacion. El almidén en estudio presenté una
fluidez menor (92,33 mm) comparado con el obtenido por Pérez, (1994) de 115mm
a temperatura ambiente, cuyas diferencias pueden estar relacionadas o afectadas
por el tratamiento alcalino al cual fue sometido; asi como también, a su
composicién de amilosa y amilopectina como se sefial6 anteriormente. Segun

Cheftel, (1976), la yuca presenta un 20% de amilosa y un 80% de amilopectina.

Tabla N°2. Caracteristicas fisico-quimicas del almidén nativo de yuca.

Analisis Almidon Nativo
pH 4,22+0,02
Acidez , 2,00X10%*+1,10X10™%
Consistencia del Gel 92,33+0,58

Media + desviacién estandar n=3; a=expresado como porcentaje de 4cido malico; b=

referido en mm

El color es un pardmetro de identidad de los almidones con el cual se puede
predecir la efectividad del proceso de extraccién y la presencia de algunos

contaminantes.
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Good, (2002) define al parametro L* como la luminosidad donde el valor
100 representa al blanco, mientras que el O representa el color negro. El
pardmetro a* lo relaciona al matiz rojo o verde, en donde lo valores positivos
representan al rojo, los negativos al verde y el cero es neutro. El autor sefiala que
el parametro b* refleja el matiz amarillo y azul, siendo los valores positivos
correspondientes al amarillo y los negativos al azul siendo cero neutro. El valor de
L* encontrado en el almidén de yuca nativo fue de 97,10 indicando que el almidon
es de color blanco. Sin embargo para a* el valor es positivo y de 0,03+0,01 lo que
indica un matiz rojizo en el almidén. Por otra parte, se tiene, que para b* el valor
mostrado en la tabla N°3 es positivo e igual a 2,38+0,01 reflejando un matiz
amarillo. Por dltimo y considerando al indice de blancura como un factor
importante de la calidad se tiene que este presentd un valor de 97,42+0,23,
indicando que el almidén estd muy cercano al blanco. Estos resultados difieren un
poco con los obtenidos por Pérez, (1994) respecto a los valores obtenidos para los
diferentes parametros (74,7L*; 2,2a*; 14,2b*) sin embargo reflejan los mismos
matices que los antes sefialados, es decir tiende al blanco, refleja un matiz rojizo y
amarillo respectivamente. Es importante destacar en este punto la diferencia
obtenida en el pardmetro L* ya que se puede deber a la eficiencia en el método de

extraccion del almidén en estudio.

47



Modificacion del almidén de yuca (Manihot esculenta Crantz)
por metilacién para aplicaciones en alimentos y biomedicina.  Caraballo, (2011)

Tabla N°3. Parametros para describir el color del almidén nativo de yuca.

Parametro Almidén Nativo
L* 97,10+0,04
a* 0,03+0,01
b* 2,38+0,01
1B 97,42+0,23
Media + desviacion estandar n=3, L*: negro=0, blanco=100; a*: + = rojo, - = verde; b*; + =

amarillo, - = azul; IB: indice de blanco

6.1.3- Caracteristicas morfométricas del almidén nativo de yuca.

6.1.3.1- Microscopia de Luz polarizada

El estudio microscopico de los granulos de almidén puede ser empleado
para juzgar la calidad (presencia de granos dafiados) y grado en la gelatinizacion.
Gregova y col. (2006) reportaron que, todas las caracteristicas de los almidones
nativos, incluyendo tamafio y forma, exhiben una relativa variabilidad, que
depende ademas del proceso de extraccion del almidén, del tipo genético de la
planta y de las condiciones de siembra (clima y humedad entre los mas
importantes). Aun cuando los almidones de varias fuentes exhiben estructuras
fundamentales similares, Huber y Miller, (2001) difieren en detalles especificos de
Su micro y ultraestructura.

Las imagenes del almidon en su forma nativa (Fig. N°10), revelaron la forma
caracteristica, de acuerdo a la bibliografia, de huevo truncado, ovalada y esférica,

con un tamafio promedio de 20 um a 40 um. Se ha reportado que los almidones

48



Modificacion del almidén de yuca (Manihot esculenta Crantz)
por metilacién para aplicaciones en alimentos y biomedicina.  Caraballo, (2011)

con tamafio de granulo grande presentan un grado mas bajo de modificacién

(Huang y col. 2007).

Fig. N°10. AImidén nativo de yuca visto por Microscopia Optica con Luz Polarizada
(200X).

Por otra parte, la observacién microscopica bajo luz polarizada suministra
informacion mas detallada en relacion a la organizacion molecular de los granulos
de almiddn. La disposicion espacial y ordenada de las moléculas de almidon en un
granulo resulta evidente al observar la cruz de polarizacién (cruz blanca sobre un
fondo negro) en un microscopio de polarizacion cuando se colocan los
polarizadores a 90° entre si. El centro de la cruz se corresponde con el hilum, el
centro de crecimiento del granulo. La naturaleza birrefringente del almidon indica
el alto grado de orientacion molecular dentro de los granulos. En la micrografia
con MLP se observo una cruz de malta bien definida, al igual que los bordes de los

granulos y pequeias aglomeraciones, formas redondas y en forma oval- truncada
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con hilum definido y céntrico, indicando que el almidon no esta gelatinizado, esta

es una técnica rapida para ver el grado de gelatinizacion del almidén (Fig. N°11).

Fig. N°11. Cruz de malta del AiImidén nativo de yuca visto por Microscopia Optica con Luz
Polarizada (100X).

6.1.4- Caracteristicas Reoldgicas.

La evaluacion reologica del almidon consistio en el andlisis de viscosidad
aparente mediante un viscosimetro Brookfield, y del comportamiento
viscoamilégrafico empleando un viscoamilografo Brabender. Los resultados de la
viscosidad aparente, medida a 30 y 50° C con una aguja n°4 a diferentes tasas de

corte (rpm), se muestra en las figura N°12, para el almidon de yuca nativo.

50



Modificacion del almidén de yuca (Manihot esculenta Crantz)
por metilacién para aplicaciones en alimentos y biomedicina.  Caraballo, (2011)

9000,0
8000,0
7000,0
6000,0
5000,0

4000,0 ——T150°C+/-2°C

3000,0 \\¥ ~8-T30°C+/-2°C
2000,0 "

1000,0
0,0

Viscosidad Aparente (CPS)

Velocidad (rpm)

Fig. N°12. Curvas de viscosidad aparente del almidén nativo de yuca.

Hegenbert (1996), citado por Clemente, (2007) sefiala que la viscosidad es
una funcién del poder molecular y la estructura ramificada de la amilopectina, que
con todas sus cadenas unidas posee una molécula mucho mas grande que la
amilosa, por lo tanto mas pesada. La viscosidad aparente incrementa después que
los granulos de almidén son sometidos a un hinchamiento inicial, y depende de la
especie botanica y los tratamientos previos; asi como, de la presencia de otras

sustancias circundantes en el medio acuoso (Juliano, 1985).

La viscosidad es el principal parAmetro que caracteriza las propiedades de
los fluidos tales como liquidos, semisdlidos y gases. Los fluidos no newtonianos
se caracterizan porque su viscosidad no permanece constante cuando la
temperatura y la composicion permanecen invariables, sino que depende del
esfuerzo cortante o gradiente de velocidad y, a veces, del tiempo de aplicacién del

esfuerzo y de la historia previa del producto o muestra. Ello es debido a que la

51



Modificacion del almidén de yuca (Manihot esculenta Crantz)
por metilacién para aplicaciones en alimentos y biomedicina.  Caraballo, (2011)
constitucion fisica varia al someter el producto a los efectos de rozamiento a lo

largo del tiempo (Fennema, 2000).

El andlisis de la viscosidad del almidén nativo de yuca (fig.N°12) presento
una disminuciéon de la viscosidad respecto al aumento de la tasa de corte (rpm),
medido a 30 y 50°C; los valores de viscosidad son mayores a temperaturas
menores con lo cual se puede inferir o caracterizar el tipo de fluido en base al
comportamiento de este tipo de almidon, como un fluido caracteristico de liquidos
no newtonianos pseudoplasticos (Singh y Heldman, 1998), ya que su viscosidad
disminuye al aumentar la velocidad de deformacién. Este comportamiento indica
una ruptura o reorganizacion continua de la estructura, dando como resultado una
menor resistencia al flujo, y es debido a la presencia de sustancias de alto peso

molecular del almidén asi como a la dispersion de sélidos en la fase sélida.

Los resultados obtenidos en la viscosidad aparente fueron comparados con
el trabajo de Pérez, (1993) quien observd valores de viscosidad en el almidén
nativo de yuca que disminuian cuando aumentaba la tasa de corte medidos a las
mismas temperaturas de 50°C y 30°C, lo cual revela el caracter pseudoplastico de
este fluido. Asi mismo, Pérez, (1994) sefal6 que dentro del grupo de raices y
tubérculos, el almidén de yuca es el que desarrollo mayor viscosidad comparado

con el de papa.

El analisis amilografico se baso en medir los cambios de viscosidad que
ocurren durante la gelatinizacion. El amilografo registra la fuerza de corte, como

una funcion del tiempo y la temperatura, cuando el almidon en forma de pasta es
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agitado. La pasta se calienta a una tasa de 30-150 rpm, los granulos se hinchan e

interfieren unos con otros, incrementando la viscosidad de la pasta (Lund, 1984).

Tabla N°4. Analisis amilografico del almidon nativo de yuca.

Pardmetros Almidon Nativo

Viscosidad inicial (UB) (A) 11
Temperatura de gelatinizacion (°C) 63,3
Pico de viscosidad maxima (B) 647
Temperatura pico maximo de viscosidad 86.5
Viscosidad a 90°C 645
Viscosidad a 90°C x 30 min (D) 336
Viscosidad a 50°C (E) 336
Breakdown o estabilidad (B-D) 311

Set back o asentamiento (E-D) 0

La forma del amilograma obtenida para el almidén nativo de yuca (Fig.
N°13), presenta un primer registro de temperatura de 63,3°C, similar al de

Gonzalez y Pérez, (2003) de 60,8°C; seguido de un aumento considerable de la
misma a lo largo de todo el registro; estas temperaturas representan un colapso o
rompimiento del orden molecular dentro del granulo de almidon (Gelatinizacion),
con cambios irreversibles en las propiedades, tales como hinchamiento granular,
disolucion de los cristales nativos, pérdida de birrefringencia y solubilizacion de los

almidones.
53



Modificacion del almidén de yuca (Manihot esculenta Crantz)
por metilacién para aplicaciones en alimentos y biomedicina.  Caraballo, (2011)

El “pasting”, o fendmeno siguiente a la gelatinizacién (pérdida del orden
molecular) cuando el almidon estda en disolucion, incluye al hinchamiento del
granulo, exudacion de sus componentes moleculares y eventualmente el
rompimiento total de los mismos. Esto se ve reflejado en el incremento de la
viscosidad como resultado de la absorcidn de agua por parte de los granulos de
almidon con el subsecuente hinchamiento, deformacion de los mismos y liberacion
de la amilosa. Este fendmeno de “pasting” puede mantenerse segun Hoseney
(1986), durante una hora y cuya intensidad depende del tipo de almidén utilizado,
debido a que las moléculas de almidén soluble se orientan por si mismas en la
direccion en que el sistema esta siendo agitado fenémeno llamado “shear
thinning”; el mismo autor relaciona un pronunciado de este fendmeno con

almidones mas solubles.

La tabla N°4 muestra el valor de Breakdown, definido por Juliano, (1981)
como el indice de la fragilidad de los granulos de almidon, este valor fue de 311 un
valor bastante elevado por lo que se concluye que el granulo de almidon nativo de
yuca posee débiles fuerzas internas por lo que son bastante fragiles. Los granulos
de almidon fragiles producen un pico de viscosidad agudo como el que se puede
ver en la Fig. N°13, esto producto de la caida rapida de la viscosidad; este
comportamiento o respuesta amilografica es similar a la obtenida por Pérez,
(1994) quien sefiala una alta fragilidad del almidén de yuca y papa cuyos valores
fueron de 670 y 370 de breakdown. Si por el contrario los granulos son muy
resistentes, estos hinchan progresivamente, hasta que el sistema alcanza su

mayor temperatura. La solubilidad de los almidones sélo depende de la
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temperatura y no del tiempo en que se aplica el calor, por esto una vez que los
almidones de granulos resistentes alcanzan la maxima temperatura, la viscosidad
se mantiene constante. La fragilidad de los almidones es un parametro muy
importante, en la prediccion de los regimenes de coccion aquellos en los cuales
debe ser sometido el granulo de almidén e inclusive podria predecir el grado de

digestibilidad de los mismos, sino se aplica el tratamiento caldrico adecuado.

El alImidon nativo present6 un valor de “set back” o tendencia a retrogradar
igual a cero. Este parametro es causado por la disminucién de la energia del
sistema, permitiendo la formacion progresiva de puentes de hidrogeno entre las
cadenas de almidones, las cuales quedan unidas fuertemente, originandose el gel
y sucesivamente la retrodegradacion o cristalizacion del sistema. Este bajo valor

de “set back” también fue reportado por Pérez, (1994).
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6.1.5- Absorcién de agua, solubilidad y poder de Hinchamiento de los

granulos de almidén Nativos

Akalu y col. (1998), define al indice de absorcién de agua como una medida
de la cantidad de agua que puede retenerce dentro de los granulos de almidén.
Por esto, si se aumenta la temperatura de una solucién de almidén aumentara la
cantidad de agua absorbida con la consecuente hidratacion de los granulos de
almidodn, la liberacion de su contenido interno al medio circundante, esto debido a
la disolucién de la molécula de amilosa y a la destruccion de la regién cristalitos.
La distibucion del agua dentro del granulo de almidén no es homogenea, ya que
se encuentra una mayor cantidad de la misma en las regiones amorfas, que en la
region de los cristalitos. En la Fig. N°14 se tiene un incremento de la absorcion del
agua a lo largo de todo el ensayo y que es proporcional al aumento de la
temperatura. Este efecto podria relacionarse a la presencia de las zonas amorfas
ademas de la fuerza de las uniones intramoleculares en el granulo de almidén
nativo; esto también se encuentra relacionado con el tamafio del granulo de
almidon puesto a que a menor tamafio del granulo, mayor sera la absorcion del

agua Nibay col. (2001).

Requena y col. (2003) citado por Clemente, en el (2005), sefala que la
cantidad de agua que puede ser absorbida y retenida por las moléculas de
almidén dependen de varios factores, como son la estructura quimica, el tamafio
granular, la temperatura, asi como el grado de entrecruzamiento y asociacion

molecular.
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Fig. N°14. Absorcion de agua (%) contra temperatura (°C), del almidén nativo de yuca.

Akalu y col. (1998), definen al indice de solubilidad, de acuerdo al nivel de
solubilidad de los constituyntes disueltos en una solucion. Yeh y Yeh, (1993) la
utiliza para medir la estructura granular. Durante el calentamiento, al mismo
tiempo que la absorcion de agua, el material se lixivia fuera de los granulos de
almiddn; y esto va a depender de la cantidad de almidén y de las condiciones de

calentamiento (Eliasson y Gudmundsson, 1996).

En la Fig. N°15 se evidencia el incremento de la cantidad de sdlidos
solubles en el medio, al incrementar la temperatura, cuyo compartamiento se
puede relacionar también con el tamafio del granulo de almidéon ya que de este
dependera, en cierto modo, la facilidad de absorber agua del medio circundante, y

con esto de disolver sus contituyentes (amilosa y amilopectina).
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Fig. N°15. Sdlidos solubles (%) contra temperatura (°C), del almidén nativo de yuca.

El poder de hinchamiento, es una propiededad que la amilopectina le
confiere al granulo y que la amilosa actia como un diluyente e inhibidor de este
proceso (Testor y Morrison citado por Yeh y Li, 1996). El hinchamiento del granulo
de almidén se evidencia por el aumento de volumen del mismo y las regiones

amorfas adyacentes a la zona cristalina (Yeh y Li, 1996).

El hinchamiento comienza en las regiones intercristalinas amorfas y menos
organizadas. A medida que esta fase progresa, se ejerce una tensioén sobre los
cristales vecinos y los mismos tienden a desorganizarse. El calentamiento
adicional conduce a la disociacién de las regiones con doble hélice y se rompe la
estructura cristalina de la amilopectina. Las cadenas liberadas de la amilopectina
se hidratan e hinchan lateralmente, causando la desorganizaciéon adicional de la
estructura cristalina (Hari y col. 1989 citado por Pereira (2004) y por Clemente,

(2005).
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En la Fig. N°16 se distingue un incremento del poder de hinchamiento de
los granulos de almidén con el aumento de la temperatura y con un mayor
incremento de la misma a partir de los 80°C, un comportamiento similar al de la
solubilidad del mismo. Wankede y Umadevi, (1981), sefialan que la solubilidad y el
hinchamiento, incrementan debido a la disociacion de los enlaces de H, de la
molécula lineal del almidon; al elevarse la temperatura se acelera la relajacion de
las fuerzas dentro del granulo, la molécula adquiere una disposicion que facilita la
penetracion del agua dentro de la matriz granular, lo que resulta en un incremento

del poder de hinchamiento del almidon.
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Fig. N°16. Poder de Hinchamiento (%) contra temperatura (°C), del almidén nativo de
yuca.
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6.2- Modificacion quimica del almidon de yuca (Manihot esculenta Crantz).

6.2.1- Formulaciones

Varios estudios se han enfocado en la utilizacién del almidén no modificado,
por ser un producto biodegradable, con caracteristicas no toxicas, de naturaleza
abundante y de bajo costo. El almidén nativo es usado actualmente en la industria
como recubrimientos, textiles, alfombras, aglutinantes, absorbentes, entre otros

(Whistler y BeMiller, 1984; Whistler y col. 1984).

Sin embargo, el uso del almidon sin modificar es limitado debido a: su alta
higroscopicidad, las escasas propiedades para ser procesado, debido a su alta
viscosidad, asi como su incompatibilidad con algunos solventes y polimeros (Fang
y col. 2002; Gong Yy col. 2006; Jyothi y col. 2005; Santayanon y Wootthikanokkhan,
2003). Debido a las limitaciones de los almidones en cuanto a propiedades
mecanicas y quimicas, y su facil degradacion, se realizan modificaciones, que
pueden por tres métodos: reacciones de cambios de tipo fisicos, quimicos y

microbianos o por una combinacion entre estas.

Teniendo en cuenta los pardmetros establecidos en la metodologia descrita
por Whistler y Paschall (1964), se modificé el almidén quimicamente (metilacion).
Para ello se partié de una relacion de 1mL/3g respecto a la cantidad de Dimetil
sulfoxido (DMSO) en primera instancia, ademas de Dimetil Sulfato (DMSOQO,) y de
almiddn respectivamente, esto con el fin de establecer una relacion acorde con lo
sefialado por los autores antes mencionados. En segunda instancia y siguiendo la

metodologia descrita para tales fines, se incrementd la cantidad de reactivo
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manteniendo constante la cantidad en gramos de la muestra a modificar, esto con
el fin de poder establecer diferencias entre las formulaciones y de tal forma, de
tener una base inicial para conocer las variables que se van a cambiar a fin de

obtener la mejor formulacién, para asi cumplir con los objetivos establecidos.

6.2.2- Formulaciones con Dimetil Sulféxido (DMSO)

Se trabajé con varias formulaciones variando tanto la cantidad en gramos
del almidon a modificar como el volumen del reactivo requerido; los resultados
obtenidos se muestran en las siguientes tablas de forma detallada. Cabe sefialar
qgue en los tres primeros ensayos (a, b, ¢c) se trabajé con papel de cera como
medio de soporte para el secado del almidén modificado a fin de evitar que la
pelicula formada se adhiriera a la capsula de plastico, pero los resultados
obtenidos no fueron aceptables ya que se obtuvo una fuerte union entre la pelicula
y el papel no pudiéndose distinguir entre el almidén modificado y el papel
empleado. De acuerdo a los primeros resultados obtenidos y sefialados en la
Tabla N°5; se repiti6 nuevamente el ensayo con la diferencia de que no se utilizé
el papel para el secado del almidon modificado; es decir, 14mL de la solucién
obtenida una vez metilado el almidon se afiadié directamente sobre la capsula de
secado. Se obtuvo, bajo estas condiciones, una pelicula (d) muy fragil, con
presencia de burbujas de aire, esto posiblemente debido a la cantidad de
cloroformo utilizado, puesto que debido a su alta volatilidad, tiende a evaporarse

formando un numero considerable de burbujas quedando algunas atrapadas entre

61



Modificacion del almidén de yuca (Manihot esculenta Crantz)
por metilacién para aplicaciones en alimentos y biomedicina. ~ Caraballo, (2011)

la pelicula de almidéon modificado. El color apreciable fue amarillo el cual se
mantuvo para cada una de las formulaciones antes sefaladas. No obstante cabe
destacar que para la formulacion de 3g/9mL de almidén y de dimetil sulféxido
respectivamente: se obtuvo una pelicula con las caracteristicas de plasticidad que
se esperaba ya que a pesar de las observaciones antes mencionadas, ésta
presenté una apariencia semejante a un plastico, que se desprende facilmente de
la capsula aunque todavia bastante fragil como se puede observar en la imagen
referente a este ensayo (e).

Tabla N°5: Formulaciones probadas para la modificacion del almidén nativo de yuca con
1mL y 9mL Dimetil Sulféxido.

Iden. | Almidon A DMSO | Cloroformo pH Observaciones
(8) (mL) (mL)
a 3 1 10 10,60
b 3 9 10 10,67
c 6 9 10 10,77
d 3 1 10 10,67

e 3 9 10 10,56
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Teniendo en cuenta la fragilidad de la pelicula del almidén modificado
formada en los ensayos anteriores (b) se realizé un duplicado de una de las
formulaciones iniciales realizadas en papel (6g/9mL) como se sefala en la tabla
N°6 (imagen f) esto con el fin de establecer diferencias por la ausencia del papel.
Se obtuvo una pelicula no homogénea, de color blanco, con el almidén formando
grumos. Lo que permite inferir que tiende a haber un exceso de almidén por lo que
no se alcanza un nivel de sustitucidon que produzca una pelicula rigida y de
caracter plastica; también producto de la formacion de una pasta muy viscosa que

impidio la agitacion de la mezcla a fin de garantizar una buena homogenizacion.

Tabla N°6: Formulaciones probadas para la modificacion del almidén nativo de yuca con
9mL Dimetil Sulféxido, aumentando la cantidad en gramos de almidon.

Iden. | Almidéon | DMSO | Cloroformo A pH Observaciones
(8) (mL) (mL)
f 6 9 10 13,97

g 6 9 10 13,96

Resulta de gran importancia mantener una agitacion rigurosa y constante
de las mezclas al momento de establecer una reaccion de este tipo (metilacion),
ya que garantizarA que la reaccion se produzca de manera eficiente. Es
igualmente importante que la mayoria los granulos de almidén estén en contacto
con un gran numero de moléculas del reactivo, a fin de establecer un mayor

namero de enlaces entre dichas moléculas y los grupos hidréxilos expuestos en la
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molécula de almidén. Se puede notar una diferencia marcada en la tabla N°7
respecto a la imagen (j) de la formulacion de 6g/9mL, y la correspondiente a la
misma formulacion (f) en la tabla antes discutida (tabla N°6), con lo cual se pone
de manifiesto una mayor homogenizacion de la mezcla; no presentando ésta,
grumos ni burbujas en la pelicula obtenida; sin embargo, la misma era muy fragil y
dificil de separar de la capsula de secado.

Al incrementar la cantidad de reactivo (DMSO) manteniendo la cantidad en
gramos iniciales del almidon (3g/12mL) como se puede ver en la imagen (i) de la
tabla N°7, este tendio a formar una fuerte adherencia entre la pelicula y la capsula,
no pudiendo desprenderla de la misma, ademas de observarse una pequefa
deformacion en la cdpsula de secado, esto pudo ser debido a que se produjo
algun tipo de reaccién entre el reactivo empleado y la capsula de secado o por la
adicidén en exceso de uno de los grupos activos.

Por otro lado al repetir la formulacién (e) que arrojé los resultados
esperados inicialmente (3g/9mL), se obtuvo un mejoramiento de esta formulacion,
produciéndose una pelicula (h*) con mejores caracteristicas: fue translucida, facil
de despegar, ademas de una gran semejanza a una pelicula de acetato pero con

una alta fragilidad.
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Tabla N°7: Formulaciones probadas para la modificacion del almidon nativo de yuca a un

alto volumen (9 y 12mL) de Dimetil Sulféxido.

Iden. | Almidén DMSO | Cloroformo A pH Observaciones

(8 (mL) (mL)
h* 3 9 10 10,18

i 3 12 10 10,31

j 6 9 10 10,64

(*) Formulacion que permite obtener peliculas de caracter plastico (rigidas) para el
reactivo empleado.

La tabla N°8 muestra la ruptura de las capsulas de secado para el almidon
metilado, esto debido al incremento del volumen del reactivo, pudiéndose afirmar
gue se esta produciendo, tal y como se mencioné anteriormente, algun tipo de
interaccién entre el reactivo empleado (DMSO) y la cipsula de secado, ademas de
la presencia del cloroformo, un solvente organico del poli-estireno (material de las

capsulas).
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Tabla N°8: Formulaciones probadas para la modificacién del almidon nativo de yuca
variando el volumen (2 y 10mL) de Dimetil Sulféxido.

Iden. | Almidén DMSO | Cloroformo A pH Observaciones
(8) (mL) (mL)
k 3 2 10 10,80
1 3 10 10 10,76

m 6 10 10 10,97

Si bien el tiempo y temperatura de reaccion influyen sobre la modificacion
de los granulos de almiddn; también la pelicula, se puede ver afectada por la
temperatura de secado (45°C); un incremento en el tiempo de exposicion bajo
dichas condiciones de temperaturas influye considerablemente en la apariencia de
la pelicula obtenida (quemandose), lo que afecta la textura. Se concluye que se
debe ser muy rigurosos con el tiempo de secado de las mismas, esto se puede
evidenciar en la imagen (n) referente a la formulacion 6g/9mL en la tabla N°9 y

cuya formulacion se ha discutido previamente.
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Tabla N°9: Formulaciones probadas para la modificacion del almidén nativo de yuca a
volimenes iniciales (9 y 1 mL) de Dimetil Sulféxido

Iden. | Almidén  DMSO | Cloroformo A pH Observaciones
(8) (mL) (mL)
n 6 9 10 13,46
i 6 1 10 13,72
o 3 1 10 13,78
P 3 1 10 13,96

Por otra parte, teniendo en cuenta la adherencia del almidén modificado con
las capsulas de plastico, para el secado de las mismas se trabajé con capsulas de
vidrio en las siguientes formulaciones (fi, o, p) y sefialadas en la tabla N° 9. Se
obtuvo una mayor adherencia con el vidrio siendo muy dificil separar la pelicula de

almidén formada, ademas de que no se observo en este ensayo una pelicula
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homogénea luego del secado. Aqui es interesante, sefialar que se originaron

reacciones entre la solucion del almidén modificado y el vidrio durante el secado,

lo que es muy importante investigar.

Como se ha mencionado con anterioridad, el tiempo de secado juega un

papel importante en la obtencion de las peliculas de interés, como se observa en

las imagenes de la tabla N°10. Las peliculas obtenidas presentaron una coloracion

marron, pudiéndose separar de las capsulas con una gran dificultad y no se

pueden establecer diferencias entre las mismas.

Tabla N°10: Formulaciones probadas para la modificacion del almidén nativo de yuca a
con 1mL y 9mL de Dimetil Sulféxido.

Observaciones

Iden. | Almidon | DMSO | Cloroformo | pH
(8) (mL) (mL)
q 3 1 10 13,73
r 6 1 10 13,80
S 6 9 10 13,95
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6.2.3- Formulaciones con Dimetil Sulfato (DMSOQO,)

En las siguientes formulaciones se trabajé con Dimetil Sulfato bajo las
mismas condiciones de tiempo y temperatura, variando en este caso la cantidad
de cloroformo empleado, ya que por los resultados obtenidos en los experimentos
realizados con DMSO vy sefialados al inici6, este tiene un efecto considerable
sobre la capsula de secado, como se puede observar en las imagenes anteriores
(Tabla N°8), en donde se nota perforaciones y deformaciones de las mismas.
Ademas que el cloroformo por ser un compuesto muy volatil y bajo las condiciones
de temperatura a la cual es expuesta la pelicula, tiende a formar una gran cantidad
de burbujas producto de su evaporacion, quedando en su mayoria atrapadas
dentro de la estructura de la pelicula formada.

Se realizaron diferentes formulaciones, repitiendo las mismas condiciones
iniciales, donde se obtuvieron diferencias bien marcadas respecto a la cantidad en
gramos del almidon empleado y del volumen del reactivo, esto se puede ver
reflejado en las imagenes de la tabla N°11, donde para la formulacién (A) de
3g/1lmL del almidén nativo y de DMSO, respectivamente, la pelicula obtenida
presentd una apariencia algo plastica pero con una fuerte adherencia a la capsula
utilizada, como medio de soporte para el secado. Adicinalmente, la pelicula era
muy fagil al tacto y con presencia de un numero significativo de burbujas en toda
su superficie. En la siguiente formulacion (B), se puede notar claramente que al
aumentar el volumen del reactivo (9mL) manteniendo la misma cantidad en
gramos del almidon (3g) no se formo una pelicula de apariencia plastica, sino por

el contrario se obtuvo el almidon de apariencia semejante al almidon nativo (en
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polvo). Se puede inferir que no se produjo una sustitucion completa de los
granulos de almidon, por los grupos metilos presentes en solucion. Esto se puede
afirmar, ya que al momento de realizar los diferentes lavados, el reactivo se
eliminaba por completo del medio de reaccion, lo que se evidencié por el color del
agua de descarte (amarilla) y en el pH obtenido. Se encontr6 que para las
formulaciones de menor volumen del reactivo (1mL) presentdé valores de pH
basico a diferencia de los de mayor volumen de DMSO, (9mL) donde se obtuvo

valores de pH é&cido.

Tabla N°11: Formulaciones empleadas en la modificacién del almidén nativo de yuca con
1mL y 9mL de Dimetil Sulfato.

Iden. | Almidén A DMSO. Cloroformo  pH Observaciones
(8) (mL) (mL)
A 3 1 1 13,68
B 3 9 1 3,7

Debido a los resultados obtenidos y sefalados en la tabla anterior, se
realiz6 un duplicado de los mismos (C,D), a fin de corroborar lo antes expuesto.
Se puede ver el mismo comportamiento de las peliculas en las capsulas de
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secado; siendo estas muy dificiles de separar de las mismas; con alta fragilidad
para la formulacion de bajo volumen (1mL) de DMSQy4, y de apariencia semejante
al almidén nativo para un mayor volumen del mismo (9mL). Este comportamiento
también se pudo observar en las otras dos formulaciones sefaladas en dicha tabla
(E, F), pero es importante resaltar que la pelicula obtenida (E) con 6g/1mL de
DMSO,, mostro una textura mucho mas rigida comparada con las obtenidas hasta
el momento, pero su apariencia no era caracteristica de una pelicula homogénea
(tabla N°12). Se observaron granulos de almidon poco dispersos, esto producto de
una escaza agitacion de la mezcla al momento de realizar la modificacion del

mismo.

Tabla N°12: Formulaciones empleadas en la modificacién del almidén nativo de yuca
duplicando la cantidad en gramos de almidén nativo con 1mL y 9mL de Dimetil Sulfato.

Iden. ' Almidéon DMSO; Cloroformo  pH Observaciones
(8) (mL) (mL)
C 3 1 1 12,84

D 3 9 1 4,24
E 6 1 1 13,87
F 6 9 1 3,06
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En la siguiente tabla N°13 se pone de manifiesto los puntos discutidos hasta
el momento; es decir, se puede ver claramente que para cada una de las
formulaciones realizadas y cuyo volumen de DMSO,4 es >1mL (H, I, J) no se
obtienen las peliculas esperadas (de textura plastica); sino que, por el contrario,
se mantiene el almidén en polvo y de color blanco, caracteristico del almidén
nativo, ello también se ve reflejado en los valores de pH obtenidos, siendo estos
de caracter acido (pH<7), esto, tal y como se sefial6 anteriormente, pudo deberse
a una mala homogenizacién de la mezcla de reaccién, por lo que el reactivo tendio
a extraerse por completo del medio de reaccion al momento de realizar las
diferentes centrifugaciones a fin de descartar el exceso de sulfato de bario.

Respecto a las formulaciones en las cuales el volumen de DMSO,
empleado era igual a 1mL (G, K), se puede notar una clara diferencia respecto a
las anteriores. Estas presentaron una apariencia plastica, pero difieren entre ellas;
ya gque cuando se aumenta la cantidad en gramos de almidén nativo, la mezcla
tiende a tomar una consistencia bastante viscosa imposibilitando la agitacion
uniforme de toda la mezcla. Por lo que, se obtiene una pelicula no homogénea; ya
qgue los granulos de almidén no se dispersaron adecuadamente a lo largo de la
misma, como se puede apreciar en las imagenes de las dos formulaciones

respectivas para tal volumen en la tabla antes senalada.
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Tabla N°13: Formulaciones empleadas en la modificacion del almidén nativo de yuca
variando tanto la cantidad en gramos de almidon nativo como el volumen (1mL, 9mL y
5mL) de Dimetil Sulfato.

Observaciones

Iden. | Almidon DMSO; Cloroformo | pH
(8) (mL) (mL)
G 6 1 1 12,85
H 6 3 1 2,31
I 6 5 1 4,50
J 3 5 1 4,51
K 9 1 1 13,1

Como se ha sefalado previamente es indispensable mantener una

agitacion constante al momento de realizar la mezcla; ya que ello garantizara la

homogeneidad de la pelicula de almidon modificado (tabla N°14). Si se disminuye

la cantidad de almidon a modificar (de 6g a 3g), se obtiene una pelicula menos

rigida. Por lo tanto, basado en los

resultados obtenidos para las distintas

formulaciones, se selecciona a la formulacién (L) de 6g/1mL de almidén nativo y
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DMSO, como la ideal para los fines establecidos en este trabajo (obtencién de un
material de empaque con aplicaciones biomédicas).

Por otra parte, teniendo en cuenta los rangos de pH obtenidos en las
distintas formulaciones; asi como también, la aplicabilidad del material de
empaque obtenido (en alimentos), se consideré la neutralizacion con &acido
sulfrico 0,5N (Sivoli, 1995), para destruir el exceso de bario adherido y para
disolver algun precipitado de almidon. Cabe destacar que la adicion de esta
solucion no influye sobre la textura de la pelicula obtenida, sino en el color de la

misma, es decir tiende a ser un poco mas translucida.

Tabla N°14: Formulaciones empleadas en la modificacién del almidén nativo de yuca con
volumen constante (1mL) de Dimetil Sulfato y a pH neutralizado.

Iden. | Almidén | DMSO4 Cloroformo | pH Observaciones
(8) (mL) (mL)
L 6 1 1 6,76
M 3 1 1 7,05

Finalmente y considerando cada uno de los resultados obtenidos para las
diferentes formulaciones, se afirma la escogencia de la formulacion (N*) de
6g/1lmL de almidon nativo y de DMSQO, respectivamente; ésta es la que nos

proporcionaba los mejores resultados, los cuales se pueden observar en las
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imagenes presentadas en la tabla N°15. En esta tabla se observan peliculas
translucidas, de textura semejante a un plastico, pero con poca flexibilidad. Es
importante destacar en este punto, y de acuerdo con los resultados obtenidos con
el empleo de cloroformo a lo largo de los ensayos, donde este por ser un
compuesto de caracter volatil forma un nimero considerable de burbujas producto
de su evaporacion, se decidié eliminarlo de la formulacion, permitiendo asi,
obtener peliculas mas uniformes en toda su superficie, que se desprenden con

suma facilidad de la capsula de secado.

Tabla N°15: Formulaciones empleadas en la modificacién del almidén nativo de yuca con
cantidad en gramos de almidén nativo y volumen constante (1mL) de Dimetil Sulfato y a
pH neutralizado; sin cloroformo.

Iden.  Almidén DMSO. | Cloroformo & pH Observaciones
(8) (mL) (mL)
N* 6 1 0 6,62
N 6 1 0 6,62

(*) Formulacion que permite obtener peliculas de caracter plastico (rigidas) para el
reactivo empleado.
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La utilidad de las peliculas plasticas es extender principalmente la vida de
anaquel y la calidad de los alimentos, ya que proveen una barrera al vapor de
agua y al oxigeno, como también ayudan a prevenir cambios en su apariencia,
textura, aroma y sabor. De acuerdo a las condiciones de humedad relativa (HR),
estas peliculas proporcionan buenas propiedades de barrera de transferencia a los
gases, pero pobres propiedades de barrera al vapor de agua (Guilbert, 1986;
Kester y Fennema, 1986).

La materia prima mas usada en la elaboracion de peliculas es el almidon,
ya que este relne una serie de caracteristicas especificas que lo hacen insumo
importante, como lo es ser biodegradable, renovable, barato, abundante y
relativamente facil de manejar (Lourdin y col. 1995). Las peliculas de almidon se
usan principalmente para disminuir el intercambio gaseoso entre el medio
ambiente y el alimento, mas que retardar la pérdida de humedad debido a sus
caracteristicas hidrofilicas (Krochta y Mulder-Johnston, 1997). El caracter
hidrofilico de estas peliculas les confiere un aspecto quebradizo causado por las
altas fuerzas intermoleculares; las cuales se pueden ver reducidas, con el empleo
de plastificantes, ya que estos aumentan los espacios intermoleculares. Los
plastificantes mas usados en las peliculas de almidon son el sorbitol y el glicerol
(Mali y col. 2005).

El glicerol mejora la movilidad de las cadenas de almidon, produciendo una
disminucion en las fuerzas moleculares que mantienen unidas las cadenas (Garcia
y col. 2000; Stading y col. 2001; Arvanitoyannis y Biliaderis, 1999).

Las propiedades de resistencia mecanica y flexibilidad del almiddn,

dependen tanto de la resistencia y caracter de la region cristalina, como del tipo
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de planta, distribuciéon del peso molecular, grado de ramificacion y proceso de

conformacion (Lorcks, 1998; Chaléat, Halley y Rruss, 2008).

2.2.4- Formulaciones con Glicerol

En la tabla N°16 se presentan las distintas formulaciones realizadas con la
adicion de glicerol como plastificante, a fin de impartirles mayor flexibilidad a las
peliculas obtenidas y sefaladas con anterioridad, cabe destacar que se trabajo
con el reactivo de interés Dimetil Sulfato (DMSQO,), asi como también se trabajo a
pH bésico, a fin de poder establecer diferencias con respecto a las peliculas
rigidas obtenidas inicialmente.

Respecto a las tres primeras formulaciones (Fa, Fb, Fc) sefialadas en la
tabla N°16; en la primera de ellas (Fa) una vez obtenido el almidon modificado
este se solubilizé (2,6g de almidon modificado/50mL de agua) calentando la
solucion, posteriormente a dicha solucion se le afiadiéo 3mL de glicerol y 0,2mL de
aceite vegetal, se dejo secar 24h. La pelicula obtenida como se puede ver en la
imagen respectiva, se fragmenté formando grumos, con granulos de almidén no
homogéneos, fuerte adherencia a la capsula de secado y ademas presentd un
color marrén. De acuerdo a estos resultados en la segunda formulacion (Fb) se
pulverizé el almidén modificado (2,6g almidén modificado) y se afiadieron en 50mL
de agua calentando dicha solucion a fin de garantizar la solubilizacion de los
granulos de almidon. A la solucion formada se le afiadieron 2mL de glicerol y no
se le adiciond el aceite vegetal. De esta formulacion, se obtuvo una pelicula

flexible, homogénea, pero muy pegajosa que tiende a deformarse al momento de
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retirarla de la capsula de secado. La tercera formulacion (Fc) presento las mismas
caracteristicas de la anterior. Para las ultimas tres formulaciones (Fd, Fe, Ff) se
trabajo con un volumen menor de glicerol a fin de de obtener peliculas menos
pegajosas, sin embargo, las peliculas obtenidas adn resultaron ser muy
pegajosas; esto puede deberse a que la cantidad de glicerol empleado como
plastificante no fue el indicado para dicha solucion. El glicerol actia como un
agente lubricante, permitiendo que las moléculas deslicen unas sobre las otras
libremente; asi como también, la cantidad en exceso del mismo, tiende a exudar
con el tiempo o a migrar de un plastico a otro. La actuacion del plastificante puede
ser como un solvente parcial de resina, rompiendo algunos de los enlaces
polimero/polimero y sustituyéndolo por polimero/plastificante. Un plastificante
normalmente es utilizado para polimeros que presenten fuertes enlaces polares,
qgue tienden a tornarlos duros y quebradizos con dificultad de ser moldeados. La
eficiencia de un plastificante estd determinada por la concentracion necesaria para

conferir un cierto grado de flexibilidad.

Tabla N°16: Formulaciones empleadas en la modificacion del almidén nativo de yuca con
6 y 3 gramos de almidon, para volumenes de 9mL y 1mL de Dimetil Sulfato, y en adicion
de 3, 2 y 1mL de glicerol.
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Iden. | Almidon | DMSO; | Cloroformo pH Glic. Observaciones
(8) (mL) (mL) (mL)
Fa 6 9 10 13,95 3
Fb 6 9 10 13,96 2
Fc 6 9 10 13,46 2
Fd 6 1 10 13,72 1
Fe 3 9 10 10,18 1
Ff 3 1 10 13,96 1

En las formulaciones sefialadas en la tabla N°17 con DMSO,4 a pH neutro

(pH=7), se tiene que para la primera (Fg) formulacién (3g almidon/ImL DMSQ,) el
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volumen empleado de glicerol (0,25mL) fue inferior comparado con las anteriores.
Esto con el fin de obtener una pelicula menos pegajosa, sin embargo esta no
resulté ser la concentracion adecuada ya que no se obtuvo el caracter de
flexibilidad que se persigue con la adicién de plastificante. En las dos ultimas
formulaciones (6g almidén/1mL DMSQ,) si se obtuvieron las peliculas de caracter
flexible (Fh, Fi), y de textura plastica no pegajosa, la cual mantiene su forma al
momento de separarla de la capsula de secado con suma facilidad, por lo que se
concluye que ésta formulacion (Fi) 6g almidon/ImLDMSO,/0,5mLGlic. como la
idonea para obtener el material de empaque de caracter flexible que se persigue.
Cabe destacar que los plastificantes ideales deben ser permanentes,
eficientes y compatibles con la resina, debe también ser inoloro, insipido, no

téxico, no inflamable, estable al calor y debe facilitar el procesamiento.

Tabla N°17: Formulaciones empleadas en la modificaciéon del almidén nativo de yuca
con 1mL de Dimetil Sulfato, a pH neutralizado y en adicién de 0,25mL y 0,5mL de glicerol
y a pH neutralizado.

Iden. @ Almidéon | DMSO; @ Cloroformo pH Glic. Observaciones
(8) (mL) (mL) (mL)
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Fg 3 1 0 7,05 0,25
| | 1 O 6'76 | -
Fi* | 1 0 6’62 | m

(*) Formulacién que permite obtener peliculas de caracter plastico (flexibles) para el
reactivo empleado.

La modificacién quimica de los almidones esta directamente relacionada
con las reacciones de los grupos hidroxilo libres de las unidades de
anhidroglucosa que forman el polimero de almidén, estando éste formado por una
mezcla de dos compuestos, amilosa y amilopectina, que sélo difieren en su
estructura. Las propiedades y caracteristicas del almidén de distintos cereales y
tubérculos son funcién de la proporcion relativa de su contenido en amilosa y
amilopectina. La influencia de este Gltimo constituyente es importante; ya que
cuanto mayor es el contenido de amilopectina, el producto resulta mas adhesivo,

caracteristica gque se aprovecha extensamente como agente espesante,
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estabilizante y adhesivo tanto en la industria alimentaria como en otras industrias

(Yufera, 1998).

La amilosa es un polimero lineal de residuos de D-glucosa, unidos por
enlaces a 1,4. En los granulos de almidoén, este polimero esta presente bajo forma
cristalizada, debido principalmente al gran nimero de enlaces de hidrégeno
existentes entre los grupos hidroxilo. Tiene la facilidad de adquirir una
conformacion tridimensional helicoidal, en la que cada vuelta de la hélice consta
de seis moléculas de glucosa. El interior de la hélice contiene s6lo atomos de
hidrogeno, y es por tanto lipofilico, mientras que los grupos hidroxilo estan
situados en el exterior de la hélice. La amilopectina se diferencia de la amilosa por
ser un polimero ramificado de D-glucosa. Los enlaces son del tipo a1, 4, salvo a

nivel de las ramificaciones, donde son del tipo a1, 6.

En la molécula de almidon, la unidad de anhidrido glucosa (UAG) tiene tres
grupos hidroxilos (-OH) susceptibles de ser sustituidos en C2, C3 y C6, por lo que
el grado de sustitucion (GS) méaximo es de tres (Wurzburg, 1964; Rutenberg y
Solarek, 1984; Jarowenko, 1986). Los grupos —OH libres tienen diferente
reactividad, el —OH en el C6 es el mas reactivo en solucién, (Rutenberg y Solarek,
1984; Mark y Mehltretter, 1972; Singh y col. 2007), pero en forma granular el C2
es el mas reactivo. Los almidones con bajo GS son comunmente utilizados en la
industria de los alimentos ya que proporcionan consistencia, textura y estabilidad;
los almidones con alto grado de sustitucion son utilizados como sustitutos del
acetato de celulosa termoplastico (Xu y col. 2004; de Graaf y col. 1995). En

investigaciones recientes, los acetatos de almidén (con bajo y alto grado de
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sustitucion (GS) han sido utilizados como materiales de empaque biodegradables
en alimentos y aplicaciones farmacéuticas (Heins y col. 1998; Santayanon y
Wootthikanokkhan, 2003; Elomaa y col. 2004; Xu y Hanna, 2005; Chen y col.
2007). Durante la metilacion; como en cualquier reaccién quimica, tanto el nimero
de grupos metilo que son incorporados a la molécula de almidén, asi como la
velocidad y eficiencia de la reaccion, dependen de la concentracion y tipo de
reactivo, también del pH, presencia de catalizador, tiempo de reaccién, origen
botanico del almidon, caracteristicas estructurales y tamafio del granulo. Xu y col.
(2004) evaluaron el GS y la eficiencia de la reaccion como una funcion del tiempo,
durante la acetilacion de almidén de maiz con alto contenido de amilosa; el GS
maximo (2.7) se obtuvo a 4 horas. El almidon de platano acetilado tuvo menor GS
que el almidon del maiz, pero se obtuvieron propiedades funcionales similares en
ambos almidones (Bello y col. 2000). En nuestro estudio, por su parte no se puede
hacer referencia sobre el grado especifico de sustitucién del almidon modificado
obtenido, ya que para ello se deben realizar una serie de ensayos que permitan
proyectar dicho valor; como por ejemplo, la resonancia magnética nuclear (RMN).
Esta metodologia es una buena herramienta para el estudio molecular, estructura
y dinamica de los sélidos, tales como polimeros y biomateriales. Asi mismo, se
puede conocer los valores de sustitucion molar (MS) por el método de Morgan
Zeisel y por medio de un monoanalisis del sacarido. El ensayo de Morgan Zeisel
se fundamenta en la ruptura del éter con ioduro de hidrégeno, resultando en la
formacion de yoduro de metilo. La formacion del ioduro de metilo esta regida por el
fluo de CO, dentro de wuna trampa con Ag(l)-metanol en solucion,

determinandose posteriormente el remanente de Ag(l). Para el analisis de
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monosacaridos, las muestras se someten a metandlisis y trimetilsililacion, para
determinar los mondmeros metilados de glucdsidos que finalmente son
caracterizados por espectrometria de masas acoplados a cromatografia de gases
(GLC-MS). Sin embargo, se estima que para el almidon modificado obtenido en
nuestro caso, este presentd un bajo grado de sustituciébn, en un tiempo de
reaccion de 24h como se sefiald en la metodologia. Hug, citado por Whistler y
Paschall, (1967) sefialan que valores menores de 0,2 se consideran como bajo
grado de sustitucion. El grado de sustitucion en la molécula de almidon indica el
namero promedio de sustituciones por unidad de anhidrido glucosa, lo cual se
relaciona directamente con la modificacion quimica. La esterificacion de los
polisacaridos con &cidos organicos y derivados del acido es una de las
transformaciones mas versétiles de estos biopolimeros (Heinze y col. 2006). Este
tratamiento, induce cambios en las propiedades mecanicas, térmicas y ademas en
el caracter hidrofilico del polisdcarido. Se obtienen esteres de almidén
generalmente por la reaccion del almidén con donadores de acilo anhidridos o la
reaccion con acilos clorados y en presencia de solventes organicos (Kapusniak,

2004).

6.3- Determinacién de los parametros del almidén modificado de yuca

(Manihot esculenta Crantz).

6.3.1- Composicion proximal y pureza del almidén modificado de yuca
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Una vez obtenida la formulacion caracteristica para la modificacion del
almidon se realizaron peliculas (rigidas sin glicerol), las cuales se molieron a fin de
obtener el almidon en polvo. Con este polvo de almidén modificado se realizaron
los diferentes analisis que permitieron establecer diferencias estadisticas entre el
almidon nativo y el modificado respectivamente como se sefialan en las siguientes

tablas y figuras.

Tabla N°18. Analisis proximal y pureza del almidén modificado de yuca, con comparacion
estadistica con el almidén nativo.

Andlisis Almidon Nativo Almidén Modificado
Humedad 10,45+0,03, 8,56+0,314
Cenizas 5 0,22+0,01 23,69+0,62 4
Proteina cruda ap ND ND
Grasa cruda, 0,09+0,01 0,26%0,34 4
Pureza 99,69+0,02 76,05+0,65 4

Media + desviacion estdndar n=3; a = % base seca; b = N x 6,25; letras iguales (c,d) en la
misma fila indica que no existe diferencias significativas al nivel (p £ 0,05). ND= no
detectado por el método.

De acuerdo al tratamiento de modificacion empleado, el contenido de
humedad present6 una ligera disminucién respecto al almidén nativo y con
diferencia significativa entre ellos a un valor de significancia de p<0,05, pasando
de (10,45+0,03) % a (8,56+0,31) %. Esta disminucion es debida al tratamiento de
modificacion al cual fue sometido el almidén, ya que una vez realizada la mezcla
con los diferentes reactivos, esta solucion fue sometida de nuevo a tratamiento
térmico (secado por 24h a 45°C) lo cual influye de manera directa en la
disminucién del contenido de humedad, asi como también en el grado de

interaccion de las moléculas de agua con la materia solida. Esta disminucion del
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contenido de humedad obtenido concuerda con lo conseguido por Sivoli, (1995),
quien reportd un contenido de humedad que va desde 11,47% a 6,71% en
almidones de maiz y de 15,06% a 5,85% en almidones de papas ambos
modificados por metilacion. La humedad de los almidones es dependiente de la
humedad relativa de la atmosfera, en el cual se almacenan y la humedad de

equilibrio de los mismos depende del tipo de almidon.

El contenido de cenizas incrementd drasticamente por el tratamiento de
metilacion, alcanzando valores de (23,69+0,62) % esto es debido a la introduccién
en la estructura molecular del granulo de almidén, de numerables grupos
quimicos, los cuales incrementan significativamente la composicion mineral del
granulo. Un incremento similar fue reportado por Sivoli, (1995) con un contenido
de cenizas que va desde 0,2% a 31,11% y de 0,37% a 65,50% en almidones de

maiz y de papas metilados.

Respecto al contenido proteico, este al igual que en el almidon nativo no fue
posible determinarlo debido a que el equipo no presentd la sensibilidad requerida
para su determinacion; es importante sefialar en este punto, que con el
tratamiento de modificacion quimica, al cual fue sometido el almidéon no se
incrementara el contenido de proteinas. Sin embargo a diferencia de ello Sivoli,
(1995) sefalo un contenido proteina en almidones metilado que varié de 0,83% a
0,46% y 0,48% a 0,32% de maiz y papa respectivamente. El contenido de
proteina puede depender del origen botanico y del la eficiencia del método de

extraccion.
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De acuerdo con la determinacion del contenido de grasas este mostré un
incremento significativo (p< 0,05) de (0,26+0,34) %, comparado con el almidén
nativo. Este aumento se pudo deber a la solubilizacién de algun contenido graso
producto de los solventes empleados durante la metilacion, también como
consecuencia del error indeterminado. Por su parte Sivoli, (1995) reportdé un
contenido de grasas en almidones modificados por metilacion que vario de 0,52%
a 0,21% en almidon de maiz y de 0,02% a 0,08% en almidén de papa (nativos y

modificados).

La composicién quimica indica la pureza del almidén, y su consideracion es
importante al momento de evaluar las propiedades funcionales, ya que éstas
pueden verse afectadas por ciertas impurezas presentes. El grado de pureza esta
determinado por el contenido de almiddn, que para las muestras en estudio fue de
(99,69+0,02) % y (76,05+£0,65) % para el nativo y el modificado respectivamente y
con una alta diferencia estadistica entre ambos (p< 0,05) producto de la

modificacion.

6.3.2- Determinacion de los parametros fisicos y fisicoquimicos del almidén

modificado.
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El pH y la acidez en los almidones, son indicadores del uso de aditivos,
fermentacion o aplicacion de algun tipo de modificacion. Los acidos organicos
presentes en los alimentos influyen en el sabor, color y en la estabilidad de los
mismos. Asi mismo, la acidez es una de los indices comunes de la materia prima
vegetal, y la misma se debe a la presencia de determinados acidos organicos, en
proporciones variables. Por tanto, la determinacion de la acidez constituye un
indice de calidad importante, ademas, permite determinar si algun producto ha

sufrido o no algun deterioro, ya sea de tipo fisico-quimico o microbioldgico.

Tabla N°19. Caracteristicas fisicas y fisicoquimicas del almidén modificado de yuca y
comparacion estadistica con el almidén nativo.

Analisis Almidon Nativo Almidon Modificado
pH 4,22+0,02, 7,750,114

Acidez 2,00E-04+1,1E0-08 3,73E-03+2,31E-04 4
Consistencia del Gel 92,33+0,58 96,33+1,53 4

Media + desviacion estandar n=3; a=expresado como porcentaje de acido malico; b=
referido en cm; Letras iguales (c,d) en la misma fila indica que no existe diferencia
significativa (p < 0,05).

El presente estudio y especificamente el andlisis del almidon modificado
presenté un pH de 7,75+0,11, un significativo (p < 0,05) aumento de pH (Tabla
N°19), se debe a que la muestra modificada fue neutralizada con &cido sulfurico,
con el fin de destruir el exceso de sulfato de bario adherido y para disolver algun
precipitado de almidon. Por otra parte el valor de la acidez titulable obtenido para
el almidén de yuca, es considerablemente bajo ya que present6 un valor de 3,73E-
03+2,31E-04 meq NaOH/g, y a pesar de ser estadisticamente (p < 0,05) diferente

al obtenido para el almidén nativo este también present6 una alta acidez. Tanto el

88



Modificacion del almidén de yuca (Manihot esculenta Crantz)
por metilacién para aplicaciones en alimentos y biomedicina.  Caraballo, (2011)

pH como la acidez concuerdan con lo reportado por Sivoli, (1995) para almidones

modificado de maiz y de papa pasando de un pH de 5,30 a 6,00 y de 5,10 a 6,20;

y de acidez 1,9E-4 a 6E-4 meq NaOH/g en el maiz; 11E-4 a 6E-4 meq NaOH/g en

papa.

Respecto a la consistencia del gel, este esta relacionado con el contenido
de amilosa, la cual da una idea de la capacidad de formar geles mas rigidos a
temperatura ambiente (Whistler y Paschall, 1967). En este estudio se encontro
que para el almidén modificado, la fuerza del gel fue de 96,33+1,53 mm
significativamente diferente (p < 0,05) a lo obtenido para el almidon nativo (ver
tabla N°19), y esto se nota en su recorrido en milimetros (mm). Por otra parte, la
modificacion del almidon influy6 en la pérdida del orden molecular de las regiones
cristalinas y amorfas. Estos resultados son muy similares a los reportados por
Sivoli, (1995) en el estudio de la modificacion de almidones de maiz y papa los

cuales variaron de 145mm a 146mm y de 60mm a 146mm.

La modificacion quimica afectd considerablemente el color del almiddn, esto
se pudo percibir a simple vista en las peliculas obtenidas para el almidén
modificado, que una vez pulverizado los granulos de almidén reflejaron una
apariencia mas oscura respecto al almidén nativo, en la tabla N°20 se constata
esta diferencia de acuerdo al andlisis del color por el sistema Hunter. El valor de L*
de 39,03+0,65 sugiere una tendencia de este almidon hacia el negro, a diferencia
del nativo que se observa muy blanco; el parametro a* reflejado fue de -1,43+0,06
(un valor negativo) lo que indica un matiz verde para este almidon, distinto del

nativo que como se menciono anteriormente reflejé un matiz rojizo. Por otra parte
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se tiene que para b* el valor obtenido fue negativo, igual a -1,07+0,35 lo que indicé

un matiz azul.

El color es un parametro muy importante de las peliculas obtenidas puesto
gue este le podra permitir ver a los consumidores lo que estd comprando, ademas
sera mas llamativo para su adquisicion debido a que este le permitira apreciar al

consumidor el estado o calidad del producto contenido.

Tabla N°20. Parametros para describir el color del almidén modificado de yuca y
comparacion estadistica con el almidén nativo.

Parametro Almidén Nativo Almidon Almidén

Modificado RIGIDO Modificado

FLEXIBLE

L* 97,10+0,04, 72,18+2,24y 39,03+0,65,

a* 0,03+0,01 2,53+£1,66 -1,43+0,06

b* 2,38+0,01 15,08+2,44 -1,07+0,35
Media = desviacidon estandar n=3; L*: negro=0, blanco=100; a*: + = rojo, - = verde; b*:. + =
amarillo, - = azul. IB: indice de blanco; Letras iguales (a,b,c) en la misma fila indica que no

existe diferencia significativa (p < 0,05).

6.4- Caracteristicas morfométricas del almidon modificado de yuca.

6.4.1- Microscopia de Luz polarizada
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De acuerdo a la microscopia realizada para los almidones modificados de
yuca, se observo (Fig., N°17) un ligero incremento de los granulos de almidon con
un promedio de 47 um a 72 pm, esto debido a que al iniciarse el proceso de
modificacion (introduccion de grupos metilos dentro de la molécula), se produce un
aumento de tamafio en el granulo. Estos incrementos son producto de la inclusion
de los grupos metilo dentro de los granulos de almidén, los cuales generan ciertas
fuerzas de repulsidén que pudieran aumentar los espacios inter e intra-moleculares
permitiendo la inclusion de un mayor nimero de moléculas de agua. Igualmente
se puede evidenciar que no hubo variacion de la forma granular, ni lixiviacion de
material intra-granular por efecto del tipo de modificacién al cual fue sometido. Sin
embargo, y respecto a la disposicion radial y ordenada de las moléculas de
almidon en el granulo, especificamente el fenbmeno de la cruz de malta, este no
pudo ser observado en estos granulos de almidones modificados, por lo que se
infiere que desapareciéo durante la modificacion, por tanto se presume que hubo
alteracion de la cristalinidad de los granulos. Sivoli y col. (2008) sefialaron que las
caracteristicas morfologicas, la estructura cristalina y la susceptibilidad a la
hidrolisis fueron draméaticamente afectadas por el proceso de metilacion y la MEB
mostré granulos mas grandes sin integridad y con superficie rugosa debido a la
exo-erosion, en estudios de modificacién de almidén de maiz y papa. Resultados

similares fueron reportados por (Sitohy y Ramadan, 2001).
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100um 100pm

Fig. N°17. Almidon modificado de yuca visto por Microscopia Optica con Luz Polarizada
(100X).

Con la técnica antes sefialada ademas de la microscopia electrénica de
barrido (MEB), microscopia electrénica de transmision entre otras, se evidencia el
origen botanico de los granulos de almidén. Los cuales tienen una forma y un
tamafo definido atendiendo a su fuente. Es importante sefialar que en algunas
aplicaciones de almidones el tamafio y la forma definen el comportamiento del
producto terminado. Por ejemplo en la Industria de cosméticos el tamafio es
importante porque define la capacidad de mezclarse con los otros constituyentes
del producto, otro ejemplo es en la aplicacion de las técnicas de modificacion,
donde se ha evidenciado que los granulos de menor tamafio son mas faciles de
modificar. Por otra parte con estas técnicas podemos ver la pérdida de integridad
de los granulos reflejando la calidad del almidon por ausencia de granulos

dafiados, almidon gelatinizado o retrogradado Sivoli y col. (2009).

6.5- Absorcidn de agua, solubilidad y poder de Hinchamiento de los granulos

de almidén modificados.
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El tamafio estructural observado en estos granulos de acuerdo a la técnica
de microscopia, permiti6 diferenciarlos de los almidones nativos debido a su
mayor tamafo. Si nos referimos al indice de absorcion de agua, como se muestra
en la fig. N°18, se puede observar como estos almidones modificados presentaron
un menor porcentaje de la misma a los diferentes incrementos de temperatura,
salvo al inicio donde este es mayor al almidén nativo debido a los efectos de la
modificacion. Kerr, 1950 sefala, que para un relativo bajo grado de sustitucion el
metilalmidon es soluble en agua fria, pero insoluble en cloroformo y agua hirviente,
cuando se incrementa la cantidad de metodxilos, se incrementa la solubilidad en

cloroformo, pero disminuye la solubilidad en agua.

TEMPERATURAALMIDON: Unweighted NMesans
Current effect: F(7, 22)=12,082, p=,00000
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,25 confidence intervals
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Fig. N°18. Curvas de Absorcion de agua (%) contra temperatura (°C), del almidén nativo
(1) y modificado (2) de yuca. Se distingue un menor porcentaje de absorcion de agua en
el almidén modificado respecto al nativo a lo largo de todo el ensayo.

En la figura N°19 se distingue un mayor porcentaje de sélidos solubles en el
almidon modificado respecto al almidon nativo. Este mayor nivel de solidos

disueltos por efecto de la metilacién pudiera atribuirse a la mayor de amilosa de
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bajo peso molecular, incluyendo las que esten asociadas en las estructura
cristalinas por efecto de la modificacién. Estos resultados indican que la tasa de
liberacion aumenta con el grado de sustitucién, ya que relativamente se ve
aumentado el nimero de solidos en solucién (Van der Burt y col. 1999). La
introduccidon de un grupo éster en el polisacarido constituye un desarrollo
importante debido a que permitird modificar la naturaleza hidrofilica y obtener

cambios significativos en las propiedades mecanicas y térmicas.

TE!»!PERATURA'ALrvilD(f)N; Unweighted Means
Current effect: F(7, 22)=,18904, p=98571
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Fig. N°19. Curvas de Solidos solubles (%) contra temperatura (°C), del almidén nativo (1)
y modificado (2) de yuca. Se evidencia un mayor porcentaje de sdlidos solubles del
almidén modificado a lo largo de todo el ensayo.

En la detrminacion del poder de hinchamiento (fig. N° 20), el almidon
modificado presentd un menor porcentaje respecto al nativo, corroborando la

teoria de la mayor asociacion de enlaces a nivel de las moléculas de amilopectina,

94



Modificacion del almidén de yuca (Manihot esculenta Crantz)
por metilacién para aplicaciones en alimentos y biomedicina.  Caraballo, (2011)

impidendo de esta manera que el granulo se hinche; comportamiento similar al de
la solubilidad para ambos con el incremento de la temperatura. Esta diferencia
significativa es debida a la mayor disociacion de los enlaces de hidrogenos
presentes en las moléculas del almidon nativo los cuales se encuentran en menor
proporcion en las moléculas de almidon modificado debido a la sustitucion
marcada de los grupos hidroxilos presentes en el mismo, por lo que la molécula no
permite la facil penetracion del agua dentro de la matriz granular respectiva (esto a
elevadas temperaturas y de acuerdo al grado de sustitucion). Van der Burt y col.
(1999), sefiala que en el agua fria los granulos de almidén se hinchan y solubilizan
de acuerdo a valores de sustitucion por encima de 0,5 lo que puede ser atribuido a

la pérdida total de cristalinidad.

TEMPERATURAALMIDON: Unweighted Means
Current effect: F(7. 22)=12,089, p=,00000
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Fig. N°20. Curvas del Poder de Hinchamiento (%) contra temperatura (°C), del almidén
nativo (1) y modificado (2) de yuca. Se distingue un menor poder de hinchamiento del
almidén modificado respecto al almidon nativo durante el ensayo.

6.6- Caracterizacion de las peliculas a base de almidon modificado

6.6.1- Grosor de las peliculas
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La determinacion del grosor de las peliculas es un parametro muy
importante dado su destacado papel en la proteccion del producto que se desea
empacar, su resistencia a las manipulaciones, asi como también su influencia en

la capacidad de intercambio de vapor de agua.

En la tabla N°21 se muestran los valores promedios obtenidos para las
diferentes peliculas siendo de 0,17+0,01lmm y 0,19+0,02mm para las peliculas
flexibles y rigidas respectivamente. Esta distincion es producto de la inclusion de

nuevas moléculas a la estructura de la pelicula flexible formada.

Tabla N°21. Grosor promedio de las formulaciones de las peliculas obtenidas.

Flexible-Grosor Rigida-Grosor
(mm) (mm)
0,17+0,01 0,19+0,02

Media + desviacién estandar con n=6

6.6.2- Propiedad Mecénica: Textura

La funcionalidad y propiedades del almidon, como la resistencia mecanica y
la flexibilidad, relacionadas con el caracter de la region cristalina, dependen de la
relacion entre la amilosa y la amilopectina, del grado de ramificacion y de la

distribucion del peso molecular (Reis y Cunha, 2005).

La capacidad de un material en descomponerse en el tiempo por la accion
enzimatica de microorganismos en metano, dioxido de carbono, agua y

componentes organicos, es lo que se conoce como biodegradabilidad (ASTM,
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D5488-94d). El tamafio y grado de modificacion de los polimeros como el almidon,
influyen en las propiedades mecanicas, particularmente en la fuerza de tension y
la elongaciéon al rompimiento. Se ha encontrado que la velocidad de la
biodegradacion desciende con un incremento del grado de esterificacion
(Kapuséniak, 2004). Algunos polimeros varian en el tiempo de biodegradacion,
encontrandose entre unas pocas semanas o meses (Flieger y col. 2003; Martinez,

2005).

El analisis de textura es una medida que podria indicar la resistencia que
tiene la pelicula al ser sometida a un esfuerzo fisico (elasticidad), este pardmetro
se encuentra influenciado de manera directa por la composicién de la pelicula,

tales como la concentracién de almidon y la presencia de algun plastificante.

Las peliculas mostraron linealidad en respuesta al estrés al cual se
sometieron, esta linealidad significa que el material efectivamente se esta
comportando elasticamente. En cierto punto, la pelicula se desvia de la linealidad
ya que se alcanza un esfuerzo umbral del limite elastico, donde mas alla de este,
la pelicula se deforma plasticamente, y al eliminar la fuerza el material no retorna
a sus dimensiones originales, pero permanece estirado deformado. Se
encontraron valores de fuerza de 1,40+£1,03 N como se sefiala en la tabla N°22, y
de elasticidad de -49,45+2,02 mm. Tanto la fuerza, como la elasticidad, se
explican cdmo se menciond, por la composicion de la pelicula ya que; durante el
proceso de secado de la solucién que permite la obtencién de las mismas, el agua
tiende a evaporarse, permitiendo la formacién de la red o matriz. Es precisamente

en esta etapa que la proximidad de las cadenas del polimero se ven favorecidas,
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facilitando la formacion de una matriz densa debido al aumento de las
interacciones moleculares del propio polimero (Mali y col. 2004). Por su parte el
plastificante empleado, ejerce una funcion importante en la reduccion de dicha
matriz densa, confiriendole un caracter flexible a la pelicula debido a la reduccién
de los enlaces internos (puentes de hidrogeno) de las cadenas del polimero, en
otras palabras una reduccion de las fuerzas internas que mantienen unidas las

cadenas.

Tabla N°22. Analisis de textura de las peliculas de almidén flexibles

Fuerza Ruptura | Distancia (mm) Elasticidad
(N) (mm)
1,40+1,03 -49,45+2,02 -49,45+2,02

Media + desviacién estandar con n=15

Tomando en cuenta la definicibn de empaque flexible considerada en la
bibliografia, y de acuerdo a los resultados obtenidos en el andlisis de textura de
las peliculas formuladas a base de almidon metilado y glicerol, estas se
pueden clasificar como empaques de caracter flexible.

Los envases flexibles de plastico ofrecen una presentacion atractiva
para el consumidor sin impedir la proteccion del producto; las bolsas de
plastico ayudan a prolongar la vida de anaquel y, en el caso de los productos
carnicos, crean una barrera que evita la oxidacion. Se debe conocer la
susceptibilidad del producto a los distintos tipos de esfuerzos mecanicos. Esto
tiene relevancia porque servirA para escoger un empague con mayor

resistencia al impacto y al aplastamiento (resistencia mecanica). También, para
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escoger el material con la suavidad necesaria a fin de evitar la abrasion.

Cualquier deterioro que sufra un producto, no sélo desmejora su presentacion

sino que puede gravemente afectar su mercado.

6.6.3- Propiedad de barrera: Permeabilidad al vapor de agua

Una de las funciones de un material de empaque es proteger al producto
contenido, desde su distribucién hasta su consumo final, ademas de jugar un
papel importante en el mantenimiento de la calidad y en la extensién de la vida util
del producto. La permeabilidad al vapor de agua (PVA) es un factor importante en
la seleccion del material de envasado de alimentos, debido a que afecta la vida util
del producto (Rojas, 2006). Esta propiedad se encuentra influenciada por diversos
factores como son el grosor de las peliculas, concentracion de glicerol o cualquier
otro compuesto plastificante, presencia de sustancias hidrofilicas y la
concentracion del polimero a emplear para la formulacion de las peliculas de

almidones modificados con visién de material de empaque.

Las peliculas formuladas a base de almidéon modificado y glicerol,
presentaron una baja permeabilidad tabla N°23. Esto se debe a la naturaleza del
polimero obtenido, ya que ofrece buenas barreras de permeabilidad, asi como
también a las caracteristicas estructurales de las moléculas de almidon modificado
el cual reduce las interacciones con las moléculas de agua debido a la sustitucion
de los grupos hidroxilos que imposibilitan los posibles puentes de hidrégenos con

dichas moléculas. Por otra parte, la concentracion del polimero a emplear en la
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formulacion de las peliculas es un factor que afecta la PVA; ya que si se emplea
una mayor concentracion del polimero en la formulacion las peliculas exhibirian un
aumento del PVA, lo cual puede ser explicado por el aumento de grupos hidroxilos
disponibles que podrian mejorar las interacciones con el agua favoreciendo su

flujo a través de las peliculas (Mali y col. 2004).

Tabla N°23. Velocidad de transmision del vapor de agua (VTVA) y permeabilidad del
vapor de agua de las peliculas de almidén modificado (flexibles).

VTVA (g/m2S) PVA (g/m S Pa)
1,9E-10+1,8E-10 6,7E-11+6,4E-11

Media + desviacién estandar n=

En la figura N°21 se pone de manifiesto lo expuesto hasta el momento,
respecto a la permeabilidad de las peliculas de almidén, notdndose claramente
como se genera una baja pérdida de pesos de las capsulas. Durante las tres
primeras horas del ensayo se registré una pérdida muy baja, y seguido de ello se
obtuvo un incremento para las Ultimas tres horas. Esta variacion significativa es
debida al intercambio del vapor de agua que se establece entre el liquido
contenido dentro de las capsulas y la solucion saturada de MgCl, el cual genera
una humedad relativa de 33%, asi como también a la basqueda del equilibrio en el
sistema. La pendiente de la curva obtenida refleja considerablemente la tasa de
pérdida de agua, siendo esta bastante baja 1,9E-10+1,8E-10 g/m2 S (ver tabla

N°23).
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Se puede concluir que este bajo valor de permeabilidad de las peliculas
formuladas con almidén modificado y glicerol, serian efectivas para prevenir las
pérdidas de humedad de los alimentos empacados, manteniendo mejor su

apariencia y posiblemente la aceptabilidad por parte del consumidor.
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Fig. N°21. Variacion promedia del peso (g) de las diferentes peliculas de almidén
modificado (flexibles) respecto al tiempo (h) del tratamiento (PVA).

6.6.4- Propiedad Estructural: Solubilidad en agua (SA) y Retencién de agua

(RA).

La solubilidad de las peliculas estudiadas indica su integridad en un
ambiente acuoso, por lo que una alta solubilidad implicaria una baja resistencia al
agua. Los resultados obtenidos y sefialados en la tabla N°24 demostraron que la
solubilidad en agua a temperatura ambiente (T=25°C) es influenciada
significativamente por la formulacion de la pelicula. Por otra parte, el almidon
quizas este formando interacciones intermoleculares mas fuertes, lo que le permite

formar una pelicula mas resistente que puede mantener su integridad en un
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ambiente acuoso. Por lo que se puede indicar que la solubilidad puede depender

del tipo de polimero y del tipo de plastificante empleado.

Requena y col. (2003) citado por Clemente, en el (2005), sefiala que la
cantidad de agua que puede ser absorbida y retenida por las moléculas de
almidon dependen de varios factores, como son la estructura quimica, el tamafio
granular, la temperatura, asi como el grado de entrecruzamiento y asociacion

molecular.

La fraccion de agua ganada por la pelicula fue de 4,7+0,65 (ver tabla N°25),
el cual se puede explicar a través de la capacidad del plastificante de generar
ciertos desplazamientos en la estructura interna de la pelicula, permitiendo la
incorporacion de algunas moléculas de agua; este fenbmeno también puede
deberse al tamafio significativo del granulo alcanzado por la modificacién quimica
al cual fue sometido. Esta agua retenida, puede ser eliminada nuevamente por
evaporacion, ya que no se establecen grandes fuerzas entre las moléculas de

agua y la pelicula.

Tabla N°24. Solubilidad en agua (SA) y capacidad de retenciéon de agua (RA) de las
peliculas de almidon modificado (flexibles).

SA
0,94+0,05 4,7+0,65

Media + desviacién estandar n=3

6.7- Biocompatibilidad
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Para la evaluacion de la biocompatibilidad del almidén modificado, o la
capacidad de este biopolimero a generar una respuesta biolégica apropiada fue
necesaria la inclusion de un polisacéarido, el quitosano (derivado de las conchas de
crustaceos), ya que este posee muchos atributos, como es ser biodegradable (al
igual que el polimero de almidon), biocompatible y ampliamente utilizado en la
creacion de matrices para el transplante de células y otras aplicaciones
biomédicas. El quitosano tiene la propiedad de formar redes, hidrogeles, que
permiten encapsular productos de caracter terapéutico u otros biomateriales que
aporten diferentes caracteristicas al material. La formacion de un hidrogel se debe
a la reticulacion de las cadenas de polimeros a través de interacciones fisicas,
iGnicas o covalentes y son bien conocidos por su capacidad de absorber agua.
Desde el punto de vista de la biomedicina, son prometedores, en un gran nimero
de areas como por ejemplo como soportes para la regeneracion de tejidos,
liberacion controlada de farmacos, asi como para el almacenamiento de células o
de drogas.

Los hidrogeles presentan una desventaja por su baja resistencia mecénica,
comparada con otra clase de soportes obtenidos mediante técnicas diferentes
para ser utilizados en ingenieria de tejidos. Es por eso que se tienden a
entrecruzar las cadenas poliméricas de su estructura con agentes tales como
formaldehido, compuestos epoxicos, dialdehidos (glutaraldehido y glioxal) y, en el
caso del presente tabajo, almidon (Rohindra y col. 2005); de los cuales el mas
utilizado e investigado corresponde al glutaraldehido (Gongalves y col. 2005; Ma y

col. 2003; Silva y col. 2004).
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En los hidrogeles entrecruzados las cadenas poliméricas se encuentran
unidas entre si por medio del agente entrecruzante, lo que conlleva a la formacion
de una red tridimensional. Las propiedades de los hidrogeles dependen
principalmente de la densidad o grado de entrecruzamiento, denominado como la
relacion de moles del agente con los moles de las unidades repetitivas del
polimero. Mientras mas pequefio sea el tamafio del entrecruzante, mas rapido se
darda la reaccién de entrecruzamiento (Rohindra y col. 2005).

Por otra parte, para el estudio de la biocompatibilidad se recurre al empleo
de cultivos de células primarias, siendo estas el uso de células epidérmicas
(fibroblastos). Los fibroblastos son células de mamiferos mas faciles de cultivar,
adicionalmente son utilizados en la actualidad para la evaluacion de biomateriales.
Estas células pueden ser extraidas de cualquier parte del cuerpo y tienen la
capacidad de permanecer cultivadas por largos periodos de tiempo (Katalinich,
1997).

Para evaluar la viabilidad celular (sobrevivencia de las células ante un
nuevo biomaterial u otro agente externo) se recurre al empleo de pruebas de
citotoxicidad. Estos ensayos involucran el efecto de los materiales sobre diferentes
poblaciones celulares midiendo el grado de crecimiento celular luego de su
exposicion a las superficies de los materiales. Ademas, estas pruebas determinan
dafios a nivel de la membrana celular, biosintesis o actividad enzimatica y material
genético. En el presente trabajo, se emplearon pruebas de esta indole para
corroborar que los almidones obtenidos a través de la metilacion no impliquen

dafios de caracter toxico a células, y posiblemente tejidos del cuerpo humano.
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6.7.1- Crecimiento de Fibroblastos Humanos

Se utilizé un medio de cultivo que cumpliera con las exigencias nutritivas de
los fibroblastos. EI medio de cultivo, DMEM, es un medio estandar ampliamente
utilizado en los procedimientos comunes de cultivo celular; este provee un pHy un
ambiente esencial, asi como los nutrientes necesarios para la supervivencia
celular, como también la deposicion de una matriz extra celular por parte de las
células en cultivo.

Se observé que en el frasco de cultivo de 25 cm? se presentd una
confluencia celular cercana al 100%. Los fibroblastos se mostraron alargados,
entrelazados, y aglutinados cubriendo toda la superficie del frasco (confluentes)

como se observan en la figura N°22.

Figura N°22. Crecimiento de fibroblastos humanos en medio de cultivo: a) frasco de
cultivo 25 cm? b) confluencia celular de fibroblastos humanos (aumento 10x), c)
confluencia celular de fibroblastos humanos (aumento 20x).
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6.7.2- Crecimiento sobre Hidrogeles de AlImidon Metilado/Quitosano

Los primeros ensayos que se realizaron involucraron diferentes
formulaciones para la obtencién del hidrogel: Todas estas formulaciones se
realizaron a fin de de seleccionar la formulacion que cumpliera con la permanencia
(no solubilizacién) del hidrogel, no afectando asi, la adherencia de las células al
material de soporte. Estas formulaciones fueron de un 0/100%; 50/50% y 75/25%
de quitosano y la solucidon de almidon metilado respectivamente, manteniéndose
en cada condicién la adicion de 50uL de glutaraldehido (37% por cada mL de la
mezcla); este en menor proporcién debido a su caracter citotoxico, y pudiendo
tener un efecto detrimente sobre la viabilidad celular. Los geles se prepararon en
placas de cultivo (Elisa) de 24 pozos, se sometieron a esterilizacion bajo UV por
15min, y se trabajoé con un Gnico control siendo este la placa solamente con

medio.

Cuando se agrego6 el medio de cultivo que contenia los fibroblastos en cada
uno de los pozos, el color del medio fue variable, presentdndose en algunos un
color amarillo; y en otros colores rojos de diferentes intensidades debido a las
concentraciones de almidon (Figura N°23), después de tres dias de incubacion los
colores se mantuvieron, pero con menor intensidad. EI cambio de color puede
deberse a la acidificacibn del medio ocasionada por el exceso de reactivos
(glutaraldehido, almidén o quitosano), o contaminacion, la cual tendria un efecto

visible después de varios dias de incubacion.
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Figura N°23. Placas de cultivo con distintas formulaciones de hidrogeles. a) Placa con
hidrogeles sin medio de crecimiento de fibroblastos; b) placa con hidrogeles y medio de
crecimientos al 3 dia de incubacion.

Mediante la observacion de los pozos de la placa de cultivo celular con el
microscopio, se determind que los fibroblastos no se adhirieron al fondo después
de 3 dias de incubaciébn a 37°C (Figura N°24). Esto demostr6 que no se
encontraron células viables. Eso se infiri6 a través de la morfologia celular
redonda, indicativo de la falta de adherencia de los fibroblastos que, cuando se
encuentran viables y adheridos eficientemente a una superficie, presentan una
morfologia alargada. Se puede inferir y de acuerdo a las observaciones realizadas
que los hidrogeles tendieron a fracturarse en solucidon no permitiendo el alcance
de los nutrientes necesarios para la proliferacién celular. Cabe destacar que se
distinguié un hidrogel mas resistente correspondiente a la formulacién 50/50%. Por
otra parte, la muerte celular también se pudo deber a que los hidrogeles no
presentaban la suficiente esterilidad la cual influye dramaticamente en el
crecimiento, asi como también se infiere que de alguna manera la exposicion a la

luz UV pudo afectar el hidrogel formado.
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Figura N°24. Crecimiento de fibroblastos en placas de cultivo. a) Fractura del hidrogel, la
flecha indica la localizacién de las células muertas (10X); b) células muertas encontradas
en la placa de cultivo (100x).

De acuerdo a los resultados obtenidos en los primeros ensayos se decidié
trabajar en base a una sola formulacién (50/50%), ya que esta mostré6 una mayor
firmeza al ser expuesta al medio de cultivo. Se consideraron para este caso
diferentes controles, a fin de profundizar un poco mas cual compuesto o0 medio
podria ejetrcer un efecto negativo sobre las células de interés estos fueron; placa
de cultivo sin hidrogel, con medio de crecimiento (C1), quitosano solo, gelificado
(C2) y almidon sélo en suspension en el medio de crecimiento (C3), siendo estos
comparados con geles de la mezcla (M) de quitosano y almidén modificado

(Figura N°25 b).

Por otro lado, a fin de garantizar una alta esterilidad, la solucién de almidén
modificado se obtuvo previamente bajo condiciones de asepsia, es decir trabajado

bajo campana y con material totalmente estéril.

Una vez obtenidos los hidrogeles en las respectivas placas de Elisa, estos

se sometieron a diferentes lavados con una solucién de etanol al 70%, con el fin
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de esterilizar los geles y extraer el excedente de glutaraldehido sin reaccionar,
seguido de lavados con solucion salina para eliminar el etanol, el cual ejercia un
efecto citotoxico. Seguidamente al agregar el medio de cultivo se observo
nuevamente diferentes tonalidades de rojo, quizas debido a la homogenizacion
durante la obtencion del hidrogel, ademas de un color amarillo en los pozos de
quitosano sdlo, debido al bajo pH de la solucién original de quitosano. Luego de 3
y 5 dias de incubacion estos mostraron tonalidades de rojo menos intensas,

indicando una estabilizacion del pH (Figura N°25 c).

Figura N°25. Placas de cultivo con distintas formulaciones de hidrogeles. a) Placa con
hidrogeles sin medio de crecimiento de fibroblastos; b) placa con hidrogeles y medio de
crecimientos al 3 dia de incubacién. c) placa con hidrogeles y medio de crecimientos al 5
dia de incubacion.
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Transcurrido el tiempo de incubacién y al observar los pozos de la placa de
cultivo celular con el microscopio, se determiné que para ambos periodos de
incubacion (3 y 5 dias) los fibroblastos presentaron una fuerte adherencia al fondo
a 37°C (Figura N° 26). Cabe destacar, que fueron poco apreciables estas células
en los pozos correspondientes a la mezcla, debido a las propiedades 6pticas del
material. La adherencia se debe inicialmente a interacciones del material con
receptores de la membrana celular. Los grupos amino del quitosano representan
cargas superficiales del substrato, que semejan a las encontradas en la superficies
de los pozos que son ideales para su adherencia y crecimiento.
Subsecuentemente, los fibroblastos producen y liberan colageno tipo |, el cual es
caracteristico del tejido conectivo; esto les permite empezar con el proceso de
division celular para incrementar el nUmero de células colocadas inicialmente en
cada pozo, hasta lograr un crecimiento maximo que se refleja en un 100% de
confluencia. Una vez que las células han establecido su matriz extracelular, una
proliferacion celular mas pronunciada toma lugar para empezar el crecimiento
exponencial sobre los sustratos utilizados. Gutshe y col. (1994), indican que
después de 24 horas de cultivo, los fibroblastos han producido suficientes

proteinas de la matriz extracelular para continuar el crecimiento.

110



Modificacion del almidén de yuca (Manihot esculenta Crantz)
por metilacién para aplicaciones en alimentos y biomedicina. ~ Caraballo, (2011)

Figura N°26. Crecimiento de fibroblastos en placas de cultivo. a) Fibroblastos en medio
de control C3 (almidon con medio de crecimiento) 100X; b) Fibroblastos en medio de
control C2 (quitosano so6lo) 100X; c) Fibroblastos en la mezcla (M) almidon 100X. Las
flechas indican a los fibroblastos.

6.7.3- Prueba de Citotoxicidad (MTT)

El ensayo de MTT es una prueba enzimatica comunmente utilizada para
medir la citotoxicidad de los materiales, tiene como proposito medir la actividad de
la deshidrogenasa mitocondrial celular (de Castro, 2006). Es una prueba simple
debido a que no requiere de radio isotopos, es rapida y precisa que brinda
informacion sobre el grado de viabilidad de las células en comparacion con los

controles.

La deshidrogenasa mitocondrial tiene la capacidad de convertir la molécula

denominada MTT, por medio de distintos agentes reductores, en un compuesto de
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formazan puarpura insoluble. Si la deshidrogenasa se encuentra inactiva por
efectos citotoxicos de un material, no se formara el formazan. La formacion de
formazan puede ser cuantificado midiendo la densidad Optica de la solucion, la
cantidad de formazan producida es directamente proporcional al nimero de

células viables.

En la figura N°27 muestra la absorbancia producto de la formacion del
formazéan puarpura en cultivos de fibroblastos en diferentes condiciones. Se puede
observar un incremento significativo de la actividad metabdlica en el tiempo, tanto
de la mezcla de almidén modificado y quitosano asi como los diferentes controles,
lo que se traduce en proliferacion celular (p<0,05). Esto se evidencia a través de la
presencia de una mayor cantidad de formazan producido al quinto dia de
crecimiento. Durante los primeros 3 dias de cultivo, las células se encuentran en
un periodo de adaptacion al medio circundante; y por ende no se encuentran
diferencias significativas en este punto en el tiempo, entre las diferentes

condiciones de cultivo.

Por otra parte las diferencias observadas, al dia 5, entre los controles y la

mezcla, pueden ser explicadas por lo siguiente:

v El control correspondiente al medio de cultivo solo (C1), presentd la mayor
absorbancia. Esto fue lo esperado, puesto que las células estan cultivadas sobre
una superficie Optima y estan expuestas Unicamente al medio de -cultivo
estandarizado que les garantiza las exigencias nutritivas para su proliferacion; es

decir este les provee un pH y un ambiente esencial para su supervivencia y la
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multiplicacion celular, ademas de proveer sustancias quimicas requeridas por las

células que no pueden ser sintetizadas.

v No hubo diferencias significativas entre el quitosano solo, C2 y el hidrogel
compuesto (M). El quitosano solo es altamente biocompatible debido a que este
presenta un caracter catidnico por lo que puede mantener una carga positiva a pH
acido, confiriéndole la capacidad de interaccionar con las superficies celulares y
proteinas plasmaticas. Wang y Hon, (2003) sefalaron que los ensayos de
biocompatibilidad in vitro que utilizan diferentes tipos de células sobre quitosano
(o conjugados) han demostrado su excelente citocompatibilidad, las células se
adhieren fuertemente y proliferan adecuadamente, ademas de soportar y modular
el crecimiento y proliferacion de células vasculares, neuronales, fibroblastos,
células epiteliales o queratinocitos, ademas de osteoblastos y condriocitos.
Estudios indican que este tipo de células tienen preferencia por superficies
catibnicas como la del quitosano (Sanchez y col. 2007). El quitosano presenta un
potencial e interesante valor economico, debido a sus versétiles actividades
biolégicas y aplicaciones quimicas (Gagne y Simpson, 1993; Brine y Austin, 1981),
el quitosano es biodegradable, biocompatible, pues no se produce respuesta del
sistema inmune y no toxico, caracteristicas que unidas a su naturaleza
policatiénica, han estimulado su empleo en diversas aplicaciones biomédicas
(Dhanikula y Panchagnula, 2004). Los resultados presentados muestran que la
adicion del almidon al hidrogel de quitosano no actia en detrimento de la

viabilidad celular, y por lo tanto indican que el almidén metilado es biocompatible.
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v El control de almidén (C3) por su parte y a diferencia de los anteriores
arrojo la menor absorbancia; tanto para el tercer dia de tratamiento, como para el
quinto dia, esto pudiera explicarse debido a que el almidén tiende a precipitar y
depositarse en el fondo de los pozos de cultivo formando una capa sobre las
células que impediria en cierta proporcion el transporte de nutrientes y oxigeno a
las mismas; sin embargo, aun se observa, bajo estas condiciones un incremento
significativo en el nimero de células viables, evidenciado por un aumento de la

absorbancia en el tiempo.

v La mezcla (M) de quitosano y almidén modificado, por el contrario exhibi6
una mayor absorbancia comparada con el control C3 y estadisticamente igual al
control C2 al 5% dia del tratamiento; de acuerdo a los resultados obtenidos se
infiere que la incorporacién de quitosano al almidon modificado y entrecruzado con
glutaraldehido forma una superficie con microestructura porosa y compatible con
las células lo que permite la proliferacion celular. La presencia de estos poros en
su estructura le confiere una permeabilidad macromolecular por lo que las células
adheridas pueden adquirir los nutrientes requeridos para su proliferacion. Un
criterio que debe cumplir el hidrogel es que la superficie sea porosa (Roh y Kwon,
2002), aspecto necesario para la adecuada proliferacion de células debido a que
los poros permiten que las células vivas interactien de manera eficaz con el
material para la consiguiente proliferacion. Sin embargo, como mencionan Tan y
col. (2001) citado por Sanchez, (2007) los soportes utilizados en algunas
aplicaciones de ingenieria de tejidos deben presentar poros con dimensiones

mayores a las 10um para permitir la adecuada migracion e interaccion celular; sin
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que exista interferencia con la difusion de nutrientes, hormonas o metabolitos
dentro de la matriz para proveer nutrimento y asi iniciar la respuesta celular. Los
hidrogeles formados presentan poros con dimensiones inferiores a los 10um, y
serian ideales para aplicaciones en la regeneracion de cartilago articular, en las
cuales se necesitan matrices mas densas y las células no necesitan de un

transporte de nutrientes significativo.

Especificamente, los hidrogeles obtenidos a partir de quitosano presentan
una buena biocompatibilidad, baja degradacién y un procesamiento sumamente
facil; la capacidad de estos hidrogeles de hincharse y deshidratarse depende de la

composicién y medio en el cual se obtuvo el gel (Abram, 2004).

La mayoria de los criterios analizados se relacionan con la capacidad de los
fibroblastos de adherirse al hidrogel de quitosano, ya que segun varias teorias
entre mas rapido se adhieran las células en cultivo, es mas probable que estas

permanezcan viables y puedan proliferar (Katalinich, 1997).

Por ultimo acuerdo a los resultados obtenidos se puede concluir; que tanto
la mezcla de almidon modificado con quitosano, asi como, el almidén solo
empleado como control, no presentaron un efecto negativo sobre la viabilidad
celular, no hay efectos citotoxicos sobre las células. Ambos sistemas favorecen la
adhesion y crecimiento celular in vitro con una proliferacion considerable vy

estimulacién de la respuesta celular a los diferentes dias del tratamiento.
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Por otra parte y debido a la no citotoxicidad de este tipo de almidones se
infiere que este puede ser facilmente degradado por ciertos microorganismos al
ser expuesto a ciertas condiciones ambientales, siendo una prometedora

alternativa como material de empaque biodegradable.
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Figura N° 27. Cuantificacion de la proliferacion celular. Absorbancia (DO=570nm) contra
sustrato de cultivo a los diferentes dias de tratamiento.
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CONCLUSIONES

El estudio del andlisis proximal del almidon nativo de yuca arrojé resultados
acordes con lo reportado en la bibliografia, destacando un alto porcentaje de
pureza de este almidon (96,69%) dada a la eficiencia del método de extraccion.
El almidén nativo se caracterizd por presentar un bajo pH (4,22) y una alta
acidez (2,00X10™ meq NaOH/g).

La consistencia del gel obtenido para el almidon nativo fue de 92,33 mm
inferior a lo reportado en la bibliografia; y cuya viscosidad permitio
caracterizarlo como un fluido pseudoplastico, con una baja tendencia a
retrogradar.

Se evaluaron los diferentes parametros que definen el color del almidén nativo
y se encontrd que este present6 un color blanco.

Se modificé el almiddén de yuca quimicamente (metilacién), cuya formulacién
ideal fue de 6g almidon/ImL de Dimetil sulfato (DMSQ,4)/3,3g de hidréxido de
bario.

La modificaciéon del almidén afectd drasticamente la composicién proximal y los
pardmetros fisicos y fisicoquimicos del almidén de yuca, encontrandose
diferencias marcadas estadisticamente a un nivel de confianza de p<0,05.

El tamafio promedio del almidén nativo se encontré entre 20 um a 40 um; la
metilacion del almidon aumento el tamafio de los granulos, variando de 47 pm
hasta 72 um, sin variacion en la forma ni lixiviacion de su material intragranular;

sin embargo se afecto su estructura cristalina.
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Tanto el indice de absorciéon de agua como el poder de hinchamiento de los
granulos de almiddén nativo presentaron una mayor tendencia al incremento de
la temperatura respecto al almidon modificado; con los solidos solubles la
mayor tendencia se obtuvo para los almidones modificados, dado a la
susceptibilidad a la hidrélisis por efecto de la modificacion.
La modificacion del almidén de yuca por metilacion admitié obtener peliculas
de caracter rigidas para de 6g almidén/ImL DMSO,/3,3g de Ba(OH),, y con la
adicion de 0,5mL de plastificante (glicerol) a 45,5mL de la solucién se
obtuvieron peliculas flexibles y de textura plastica.
La caracterizacion de las peliculas a base de almidén obtenidas permiten dar
pie a ser propuestas como material de empaque terciario por su alta
resistencia, flexibilidad y la baja tendencia de permeabilidad al vapor de agua.
Se evalué la biocompatibilidad del almidon modificado, solo y combinado con
quitosano (formando un hidrogel a una relacion de 1:1 y 50 pL de
glutaraldehido como agente entrecruzante) resultando ser biocompatible y no

citotoxico, permitiendo la proliferacién celular durante 3 y 5 dias de cultivo.
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RECOMENDACIONES

Determinar el grado de sustitucion del almidon modificado obtenido en el
presente estudio, para ello se recomienda un analisis de resonancia magnética
nuclear (RMN).

Realizar un estudio de migracion de los componentes del material de empaque
(peliculas obtenidas a base de almidén modificado) al producto contenido,
tomando en cuenta la conservacion de la calidad y la vida atil del mismo.

Se sugiere considerar el empleo de las peliculas obtenidas a base de almidén
modificado como un envase terciario ya que a pesar de ser un material no
citotoxico para células humanas (epidérmicas) no se conoce aun sus efectos
sobre los alimentos y/o microorganismos provenientes de los mismos.

Realizar combinaciones de técnicas de modificacion a fin de mejorar ain mas
algunas de las propiedades especificas en el almidon modificado. Esto surge de
la necesidad de obtener almidones muy estables, tanto para condiciones de
procesamiento como para el mantenimiento y conservacion de la vida util de un
producto determinado.

Realizar un estudio de la adherencia de las peliculas a base de almidon
modificado sobre las capsulas de vidrio.

Se sugiere el empleo del almidén metilado para la elaboracion de soportes
celulares, ya que garantizan la biocompatibilidad, adherencia e incremento de

la actividad celular.
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10- ANEXOS

10.1- Anexol. Formulaciones de peliculas rigidas con Dimetil Sulféxido

(DMSO).
Iden. Almidon A DMSO | Cloroformo A pH
(8) (mL) (mL)
a 3 1 10 10,60
b 3 9 10 10,67
C 6 9 10 10,77
d 3 1 10 10,67
e 3 9 10 10,56
f 6 9 10 13,97
(duplicado c)
g 6 9 10 13,96
h* 3 9 10 10,18
i 3 12 10 10,31
j 6 9 10 10,64
k 3 10 10,80
1 3 10 10 10,76
m 6 10 10 10,97
n 6 9 10 13,46
i 6 1 10 13,72
o 3 1 10 13,78
P 3 1 10 13,96
q 3 1 10 13,73
r 6 1 10 13,80
S 6 9 10 13,95

(*) Formulacion que permite obtener peliculas de caracter plastico (rigidas) para el reactivo
empleado.
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10.2- Anexo2. Formulaciones de peliculas rigidas con Dimetil Sulfato

(DMSOQy).
Iden. Almidon DMSO,; Cloroformo pH
(8) (mL) (mL)
A 3 1 1 13,68
B 3 9 1 3,7
C 3 1 1 12,84
D 3 9 1 4,24
E 6 1 1 13,87
F 6 9 1 3,06
G 6 1 1 12,85
H 6 3 1 2,31
I 6 5 1 4,50
J 3 5 1 4,51
K 9 1 1 13,1
L 6 1 1 6,76
M 3 1 1 7,05
| |
N 6 1 0 6,62
(duplicado N)

(*) Formulacién que permite obtener peliculas de caracter plastico (rigidas) para el reactivo
empleado.

10.3- Anexo03. Formulaciones de peliculas flexibles a base de almidon
metilado con Glicerol.

Iden. Almidén A DMSO; | Cloroformo = pH | Glic.
(8) (mL) (mL) (mL)
Fa 6 9 10 13,95 3
Fb 6 9 10 13,96 2
Fc 6 9 10 13,46 2
Fd 6 1 10 13,72 1
Fe 3 9 10 10,18 1
Ff 3 1 10 13,96 1
Fg 3 1 0 7,05 | 0,25
Fh 6 1 0 6,76 0,5

(*) Formulacién que permite obtener peliculas de caracter plastico (flexibles) para el reactivo
empleado.
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