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|. INTRODUCCION

En la actualidad la demanda de plasticos para diversos usos va en aumento
debido a la practicidad que muestran dichos materiales para poder transportarse ,
moldearse y adecuarse para distintos usos, en su gran mayoria son plasticos
derivados del petroleo que representan una de las principales fuentes de residuos
no biodegradables en la actualidad. La demanda de dichos plasticos parece
mantenerse a la alza por lo que una alternativa para reducir el consumo de estos
es abordar el mercado de la demanda con productos sustentables que presente
propiedades idénticas a los plasticos convencionales ademas de contrarrestar la
problematica de los residuos no degradables presentadas por los derivados del
petréleo (Weber, 2000).

El desarrollo de tecnologias para la elaboracion de biomateriales ha mostrado una
alternativa sustentable para la sustitucion de plasticos derivados del petroleo, ya
que la elaboracion de estos biomateriales tiene la ventaja de su gran diversidad de
materias primas disponibles para su produccion, desde peliculas a base de
distintos polimeros como la celulosa, gomas, alginatos, pectinas asi como
materiales de residuo industrial como lo es el acido lactico, hasta la produccion
con distintos aislados proteicos (Weber, 2000). Cuyas propiedades fisico-quimicas
de mayor importancia como son permeabilidad al vapor de agua, gas, fuerza
tensil, resistencia a sustancias, resistencia térmica transparencia y color se
observa que es variable dependiente de la materia prima base para la formacién
del material (Jong-Whan, 2006.)

En la actualidad las peliculas basadas en matrices proteicas muestran
caracteristicas y propiedades parecidas a las del polietileno de baja densidad,
ademas de caracterizarse por tener barreras de permeabilidad de gases bastante
efectivas con un potencial uso para la conservacion de distintos alimentos o
productos donde su variable dependiente de conserva sea la difusion de gases de

un sistema a otro (Hernandez y Krochta, 2008).
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ll. JUSTIFICACION

El desarrollo de tecnologias de biomateriales como lo son las peliculas a base de
aislados proteicos, presenta una alternativa muy efectiva para la solucion de un
porcentaje de la problematica actual de residuos no biodegradables (Hernandez y
Krochta, 2008) por lo cual el uso de una materia prima de origen regional, de facil
adquisicién y con un alto contenido proteico para la produccion de peliculas de
matriz proteica como lo es la especie Leucaena leucocephala presentaria una
opcién adecuada para iniciar la investigacion de peliculas a base de aislados
proteicos de esta especie, pues observando las caracteristicas de esta como su
alto contenido en proteina y la presencia de anti nutrientes nocivos para la salud
como lo es la mimosina (Mello, 2012) presenta un escenario adecuado para su

potencial uso para la produccion de distintos materiales de empaque.

El uso de la especie Leucaena leucephala para la produccion de peliculas, induce
la necesidad de estudiar sus caracteristicas fisicas y mecanicas, para asi tener
una idea clara del potencial de esta materia prima para produccion de materiales
biodegradables, ya que los estudios presentes en la actualidad abordan
informacion muy favorable sobre las caracteristicas y propiedades de peliculas
(flms) a base de aislados proteicos de soya asi también como el uso de distintos
aditivos o plastificantes para potenciar dichas propiedades, mostrando una buena
viabilidad para uso como material de empaque. (Paetau, 1994). Por lo tanto los
objetivos principales de este trabajo es evaluar las propiedades fisicas mas
importantes de las matrices proteicas como es la trasferencia de vapor de agua,
su solubilidad y biodegradabiliadad, usando dos distintos tipos de plastificantes
para potenciar dichas caracteristicas y evaluar la mejor opcién para la produccion

de peliculas a base de esta materia prima renovable y regional.
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I OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

e Caracterizar peliculas biodegradables obtenidas a partir de aislados

proteicos de semillas de Leucaena leucocephala

3.2 Objetivos especificos

e Elaborar un aislado proteico a partir de semillas de Leucaena leucocephala.

e Elaborar peliculas de aislados proteicos obtenidos de Leucaena

leucocephala con uso de dos distintos plastificantes.

e Evaluar la solubilidad de las peliculas en disolucién acuosa.

e Evaluar propiedades de transferencia de vapor de agua de peliculas

formadas con aislados proteicos de Leucaena leucocephala.
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IV CARACTERIZACION DEL AREA DONDE SE DESARROLLO EL
PROYECTO

4.1 Historia del Instituto Tecnologico de Tuxtla Gutiérrez.

En la década de los 70s, se incorpora el estado de Chiapas al movimiento
educativo nacional extension educativa, por intervencion del Gobierno del Estado

de Chiapas ante la federacion.

Esta gestidon dio origen a la creacion del Instituto Tecnolégico Regional de Tuxtla
Gutiérrez (ITRTG) hoy Instituto Tecnoldgico de Tuxtla Gutiérrez (ITTG).

El dia 23 de agosto de 1971 el Gobernador del Estado, Dr. Manuel Velasco
Suarez, coloco la primera piedra de lo que muy pronto seria el Centro Educativo

de nivel medio superior mas importante de la entidad.

El dia 22 de octubre de 1972, con una infraestructura de 2 edificios con 8 aulas, 2
laboratorios y un edificio para talleres abre sus puertas el Instituto Tecnolégico de
Tuxtla Gutiérrez con las carreras de Técnico en Maquinas de Combustion Interna,

Electricidad, Laboratorista Quimico y Maquinas y Herramientas.

En el afio 1974 dio inicio la modalidad en el nivel superior, ofreciendo las carrera

de Ingenieria Industrial en Produccién y Bioquimica en Productos Naturales.

En 1980 se amplio la oferta educativa al incorporarse las carreras de Ingenieria

Industrial Eléctrica e Ingenieria Industrial Quimica.

En 1987 se abre la carrera de Ingenieria en Electrénica y se liquidan en 1989 las
carreras del sistema abierto del nivel medio superior y en el nivel superior se
reoriento la oferta en la carrera de Ingenieria Industrial Eléctrica y se inicia también

Ingenieria Mecénica.
En 1991 surge la licenciatura en Ingenieria en Sistemas Computacionales.

Desde 1997 el Instituto Tecnoldgico de Tuxtla Gutiérrez ofrece la Especializaciéon

en Ingenieria Ambiental como primer programa de postgrado.
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En 1998 se establecié el programa interinstitucional de postgrado con la
Universidad Autdbnoma de Chiapas para impartir en el Instituto Tecnologico la

Maestria en Biotecnologia.

En el aflo 1999 se inici6 el programa de Maestria en Administracion como

respuesta a la demanda del sector industrial y de servicios de la region.

A partir de 2000 se abrio también la Especializacion en Biotecnologia Vegetal y un
afo después dio inicio el programa de Maestria en Ciencias en Ingenieria

Bioquimica y la Licenciatura en Informética.

4.2 Misién

Formar de manera integral profesionistas de excelencia en el campo de la ciencia
y tecnologia con actitud emprendedora, respeto al medio ambiente y apego a los

valores éticos

4.3 Vision

Ser una institucion de excelencia en la educacion superior tecnol6gica del

Sureste, comprometida con el desarrollo socioeconémico sustentable de la region.
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4.4 Valores

Con el fin de motivar y lograr la unién del personal académico se consideran

los siguientes valores.
*El ser humano

*El espiritu de servicio
*El liderazgo

*El trabajo en equipo
*La calidad

*El alto desemperio

*Respeto al medio ambiente

4.5 Politica de calidad

El Instituto Tecnolégico de Tuxtla Gutiérrez establece el compromiso de
implementar todos sus procesos, orientdndolos hacia la satisfaccion de sus
clientes sustentada en la Calidad del Proceso Educativo, para cumplir con sus
requisitos, mediante la eficacia de un Sistema de Gestibn de la Calidad y de

mejora continua.
4.6 Ubicacion

Carretera Panamericana Km. 1080, C.P. 29050, Apartado Postal: 599
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V. PROBLEMAS A RESOLVER

Mediante la elaboracién de este proyecto de investigacion se pretende elaborar
polimeros biodegradables y evaluar sus caracteristicas como material de uso para
empaque con el fin de sustituir el uso de polimeros derivados del petréleo con bajo

indice de reincorporacion en el ambiente.

VI. ALCANCES Y LIMITACIONES

Se pretende obtener polimeros biodegradables a partir de aislados proteicos con
caracteristicas Optimas para su potencial uso como material de empaque o
cubierta, usando materias primas de origen regional y de facil adquisicion como lo

son las semillas de Leucaena leucochepala.

Las principales limitantes de este proyecto se presentaron para la elaboracion de
aislado proteico ya que al utilizarse completamente la semilla se encontré que la
goma presente en esta interferia con el proceso de extraccion del aislado,
teniéndose que hacer uso de molienda seca disminuyendo el rendimiento de
extraccion. Ademas, no se cont6 con el equipo de secado para hacer la pelicula,
especificamente de un area de secado no apto para este fin, ya que esta presentd
muchas irregularidades las cuales no permitieron obtener una pelicula uniforme y
de espesor constante. Por lo anterior, las pruebas de tensiéon no se pudieron

realizarse.
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VIl. FUNDAMENTO TEORICO

7.1 Leguminosas

Por leguminosas se entienden aquellas especies pertenecientes a la familia
Fabéaceas cuya utilidad primaria reside en las semillas mas que en ninguna otra

parte del vegetal.

El interés de la semilla de estas especies radica en su empleo en la alimentacion
tanto humana como animal, debido a su alto contenido proteico. Las leguminosas
han sido utilizadas por el hombre desde la mas remota antigiiedad (Nadal et al.
2004).

Debido a su contenido relativamente alto de proteinas de alrededor del 23%, las
leguminosas son consideradas como fuente nutritivas. La limitacién desde el punto
de vista de la calidad proteica, es su deficiencia en aminoacidos azufrados, lo cual
puede ser parcialmente corregido con mezclas de diferentes especies (Prego et al.
1972).

7.2 Leucaena lecucocephala

El guaje blanco o guash (Leucaena leucocephala) es una leguminosa originaria
del sureste de México. Es un arbol o arbusto caducifolio o perennifolio, de 3 a 12
metros de altura con un didmetro de hasta 25 cm. Tiene hojas alternas,
bipinnadas, de 9 a 25 cm de largo, verde grisaceas; foliolos 11 a 24 pares, de 8

al5 mm de largo, elipticos y algo oblicuos. Su raiz es profunda y extendida.

La raiz primaria penetra en las capas profundas del suelo y aprovecha el agua y
los minerales por debajo de la zona a la que llegan las raices de muchas plantas
agricolas. Su fruto es una vaina oblonga, estipitada en capitulos florales de 30 o
mas vainas, de 11 a 25 cm de largo por 1.2 a 2.3 cm de ancho, verdes cuando

estan tiernas y cafés cuando estan maduras; conteniendo de 15 a 30 semillas.

Dichas semillas son ligeramente elipticas de 0.5 a 1 cm de largo por 3 a 6 mm de

ancho, aplanadas, color café brillante, dispuestas transversalmente en la vaina. La
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semilla estd cubierta por una cera que retarda la absorcion de agua durante la

germinacion.

El guaje prospera en ambientes adversos. Se adapta muy bien a las tierras bajas,
crece desde sitios secos con 350 mm/afio hasta hiumedos con 2,300 mm/afio y
temperatura media anual de 22 a 30 °C. Es necesario un periodo seco de 4 a 6
meses. Crece en una amplia variedad de suelos, desde neutros, hasta alcalinos,
siempre y cuando sean suelos bien drenados, no compactados ni acidos. Los
mejores resultados se obtienen en suelos con pH de 6.5 a 7.5. Suelos inferiores a
pH 5.5 no son recomendables. Es de rapido crecimiento, en promedio 2.8 m

anuales de altura, la especie tiene un buen efecto ambiental.

7.3 Factores anti nutricionales

Dentro de la semillas de Leucaena leucocephala se encuentra un anti nutriente
denominado mimosina, el cual es considerado una estructura analoga de la
tirosina, se reportan consecuencias perjudiciales con el consumo de este anti
nutriente como lo es la interrupcion del proceso reproductivo, efectos
teratogénicos y pérdida de cabello este Ultimo se presenta mas frecuentemente en

personas con consumos elevados de esta semilla (Mello, 2012).

7.4 Polimeros

Son substancias macromoleculares, donde un compuesto quimico base, llamado
monomero, se repite muchas veces, formando una gran molécula. Pueden haber
polimeros, donde se pueden enlazar dos 0 mas monomeros distintos en una

cadena polimérica, cambiando sus propiedades fisicas.

Cada polimero tiene propiedades fisicas y quimicas diferentes, de acuerdo al
mondmero del cual proviene, pero también en relacion al numero de unidades de

monomero que se han juntado y la forma en que lo han hecho.

Asi, los pesos moleculares, que en los monomeros suelen ser de 20 a 300

unidades, al polimerizarse alcanzan 100000 o 200000 unidades (Leidenger, 1997).

Montero Dominguez Pavel Andrei Pagina 13



Residencia profesional

Desde un punto de vista general se puede hablar de tres tipos de polimeros:

. Elastdmeros
. Termoplasticos
. Termoestables

Los elastbmeros y termoplasticos estdn constituidos por moléculas que forman
largas cadenas con poco entrecruzamiento entre si. Cuando se calientan, se

ablandan sin descomposicion y pueden ser moldeados.

Los termoestables se preparan generalmente a partir de sustancias semifluidas de
peso molecular relativamente bajo, los cuales alcanzan, cuando se someten a
procesos adecuados, un alto grado de entrecruzamiento molecular
formando materiales duros, que funden con descomposicion o no funden y son

generalmente insolubles en los solventes méas usuales (Harold et al.1995).

7.5 Biopolimeros

Un biopolimero es una macromolécula que es sintetizada mediante algin proceso
biolégico o industrial. En sentido biolégico las proteinas, el ADN y los polisacaridos
son los biopolimeros mas importantes (Agustin-Lopez et al. 2004).

7.6 Biopolimeros artificiales

Son resultado del tratamiento de polimeros naturales por medios quimicos para
obtener polimeros con propiedades modificadas, en relacion a las de las

substancias que les sirvieron de origen (Leidenger, 1997).

Se han investigado productos que sustituyan a los material es que son hechos a
base de petroleo con materiales naturales como la celulosa, quitina, y productos
de cultivos como almidén, proteina de maiz, de soya o leche los cuales han

abierto nuevas posibilidades de produccion de distintos materiales.

En 1905 (Camille y Henri Dreyfus) desarrollaron un proceso comercial para la

manufactura de acetato de celulosa, el cual fue obtenido introduciendo grupos
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acetil en la celulosa para producir un material plastico duro, dicho plastico es
conocido comunmente como celofan, actualmente se sigue produciendo pero ha

sido desplazado por los plasticos derivados del petréleo (Flieger et al., 2003).

Imam et al. (1992) estudiaron la biodegradaciéon de peliculas de plastico

conteniendo almidén de maiz con un 40% en combinacion con polietileno.

La soya, una leguminosa la cual aproximadamente contiene 38% de proteina, se
ha estudiado ampliamente para la elaboracion de biopeliculas. Se han
desarrollado diversas maneras de elaborar plasticos hechos a base de soya,

ademas de ser descritas las propiedades mecanicas y la morfologia de estos.

Spence et al. (1996) expusieron sobre la degradacion de los plasticos elaborados
con proteina y almidon. Park et al (2000) publicaron estudios sobre la formacién
de biopeliculas y su degradacion. Duminda et al (2001) propusieron una
metodologia para la preparacion de peliculas a base de proteina de soya (Sue et
al. 1997) describieron las propiedades mecéanicas y la morfologia de los plasticos

hechos a base de soya.
7.7 Proteinas

Existen proteinas en todas las células vivas. Ellas son un componente importante
en la piel, tejido nervioso, tendones, musculos, pelo, sangre, enzimas y hormonas.
También estan presentes en las plantas para proporcionar estructura y actividad
biolégica. Por lo tanto, las proteinas son un recurso renovable, biodegradable /
comestible con un gran potencial para mejorar la calidad y la estabilidad de una
amplia gama de productos alimenticios mediante el uso de un nimero de técnicas
de procesamiento. Durante mucho tiempo, proteinas se han utilizado para producir
materiales comestibles, pero la comprension de los mecanismos fisicos y quimicos
de las interacciones de las proteinas sigue evolucionando (Hernandez y Krochta.
2008).
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Las proteinas son heteropolimeros, formados por 20 aminoacidos los cuales a su
vez estan formados por enlaces peptidicos para formar esfingosina lo cual permite
un namero casi ilimitado de secuencias y arreglos con una amplia gama de
interacciones y reacciones quimicas. En este sentido, las proteinas difieren de
polisacaridos, donde sélo unos pocos monomeros como la glucosa estan
involucrados. Los polisacaridos mas comunes, celulosa y almidon. Durante el
tratamiento térmico, las proteinas se desagregan, desnaturalizan, disociar, y
alinear en la direccion del flujo, estos cambios permiten que las moléculas de
proteina se reconvinen y reticulen a través de enlaces especificos. Las reacciones
de enlace pueden resultar en una gran temperatura de transicion vitrea y alta
viscosidad del fundido, dicha requiere adicion de plastificantes para incrementar el
volumen y movilidad de las moléculas, como la temperatura incrementa arriba de
de transicion vitrea la proteina plastificada se convierte en un material suave y

elastico que puede ser formado en la forma deseada (Hernandez y Krochta, 2008).
7.8 Plastificantes

Los plastificantes se afladen generalmente a la matriz proteica para mejorar
procesabilidad y para modificar las propiedades de la estructura final. Existen dos
tipos de plastificantes utilizados como son los plastificantes "internos" , que se
polimerizan con el polimero, plastificantes "externos" consiste bajo peso molecular
, sustancias de baja volatilidad que interactian con el polimero cadenas que
producen estabilidad espesamiento (Hernandez y Krochta, 2008). El agua es el
plastificante mas eficaz en biopolimeros, lo que les permite someterse a la
transicion vitrea, facilitando la deformacion, y la procesabilidad de la matriz del
biopolimero. Sin agua la region de temperatura de degradacion térmica podria
dafiar al polimero antes de la formacion de las peliculas (Hernandez y Krochta,
2008). Sin embargo, una cantidad excesiva de agua durante la extrusion de las
proteinas disminuiria la viscosidad de fusion, lo que, a su vez, conduciria a menor
par del motor y la entrada de energia mecanica especifica, lo que resulta en baja
temperatura del producto que podria reducir el grado de transformacion de las

proteinas y las interacciones
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Ademas de agua, plastificantes comunes para peliculas comestibles incluyen
monosacaridos, oligosacaridos, polioles, lipidos y derivados. La composicion del
plastificante, tamafo, forma, y la capacidad de atraer el agua ha demostrado que
afecta de propiedades de barrera de peliculas de proteina de suero (Hernandez y
Krochta, 2008).

El glicerol es un peso molecular bajo, plastificante hidrofilo que ha sido
ampliamente utilizado en el procesamiento termopléstico de proteinas. Su alta
plastificacion efecto se ha atribuido a la facilidad con la que el glicerol puede
insertar y posicionarse dentro de la red biopolimero 3 dimensiones. La sacarosa y
sorbitol también se han estudiado por sus efectos plastificantes, incluyendo
plastificacion proteinas miofibrilares de pescado para producir materiales de

moldeo por compresién térmica.
7.9 Factores de moldeo.

Las condiciones de procesamiento dictan el tipo y la extensién fisica asi como las
modificaciones quimicas que tienen lugar durante procesamiento termoplastico
de proteinas. La combinacion de altas temperaturas, altas presiones, tiempos
cortos y bajos, contenidos de humedad en el moldeo por compresién provoca la
transformaciéon de mezclas de proteina- plastificante en masas fundidas

viscoelasticas (Hernandez y Krochta, 2008).
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VIIl. MATERIALES Y METODOS

8.1 Disefio experimental

En la figura 1 se presenta un diagrama de bloques para la elaboracion de peliculas
biodegradables a partir de semillas de Leucaena leucocephala con sus respectivos
procesos de mayor importancia.

Elaboracion de geliculas

bicdegradables a partir de semillas de

leucaena leucocephala

|

Recoleccion de la muestra

|

Tratamiento de |la muestra

l

Reduccion de tamano de particula

Caracterizacion

Quimico proxima ¥ homesgenizacicn

v

Cezgrazado

Aislado proteico
! Y

Secado

|

Elaboracion de pelicula
bicdegradable

|

Caracterizacion de la pelicula

Caracterizacion
Quimico proxima

!

Caracterizacion
Chuimico proxima

l

Permeabilidad al vapor de agus L 4
Splubilidad en asua

Enzayoz de bicdegradabilidad

Figura 1. Disefio experimental para la elaboracion de peliculas biodegradables a partir de Leucaena leucocephala
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8.2 Materiales
8.2.1 Reactivos del proceso

Se utilizaron dos tipos de plastificante para el proceso los cuales fueron sorbitol y
glicerol de la marca Meyer, hexano grado reactivo para el desgrasado y &cido
sulfurico e hidroxido de sodio, ademas sales de cloruro de calcio para ajustar la

humedad relativa.
8.2.2 Material bioldgico

La materia prima se recolectd de la depresion central de Chiapas en un estado de
maduracion intermedio que corresponde a vainas verdes con tonalidades

amarillentas en el inicio del pedicelo.

8.3 Métodos
8.3.1 Tratamiento de materia prima

Se llevé a cabo un proceso de lavado de las semillas en agua con el fin de
eliminar particulas pequefias como polvo e impurezas solubles, posteriormente un
pre-secado solar durante 48 horas a temperatura ambiente, seguido de un secado
a 30°C durante 6 horas para su posterior tamizado con el fin de eliminar particulas

extrafias de menor tamafo haciendo pasar las semillas por un tamiz de malla #10.

8.3.2 Reduccién del tamafio de particulay homogenizacién

Las semillas secas pasaron por dos procesos de molienda, la primera llevada a
cabo con un molino mecéanico de laboratorio marca estrella y cerniéndose por una
serie de tamices #10, 12, 14, 20, 30, 50, 100 donde los cernidos de los tamices 50
y 100 se molieron con un molino eléctrico analitico (Cole parmer4301-00)

obteniéndose una harina homogénea y del mismo tamafio de particula.
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8.3.3 Caracterizacion quimica proximal

La caracterizacion quimico proximal se determiné de acuerdo a los métodos

oficiales descritos por la AOAC (1995), comprendiendo los siguientes analisis

a) Humedad (925.30). Se calcul6 la pérdida de peso después de secar la muestra

a 98-100°C hasta peso constante.

b) Nitrégeno (955.04). Se determind por el método de Kjendahl y el contenido de
proteina se calculé6 multiplicando el porcentaje de nitrégeno por el factor de

correccion de 6.25
8.3.4 Desgrasado de harina

Una vez obtenida la harina molida y homogeneizada se procedié a desgrasarla
con hexano grado reactivo en proporcion (1:4) p/v con un tiempo de desgrasado
de 8 horas reportado por Porras (2010) a temperatura ambiente en una campana
de extraccién de gases, al cabo de las 8 horas se dej6 sedimentar la solucién

durante 1 hora y se procedio a su respectivo decantado.
8.3.5 Elaboracion del aislado proteico

La harina desgrasada se suspendid en agua destilada en proporcién 1:10,
posteriormente se ajustdé a pH 9 con NaOH 1M dejandose en agitacion constante
por 30 min. Una vez terminada la extraccion la solucion se centrifugé a 4000 rpm
por 15 min a 4°C en una centrifuga y se decantato para separar la solucién
proteica del pellet. Se precipitd la proteina de la solucién con acido sulfarico
concentrado hasta llegar a pH 4.0 y se procedié a centrifugar nuevamente a 4000
rpom por 15 min a 4°C prosiguiendo con la separacion de la proteina del
sobrenadante y guardando la proteina en un congelador horizontal (Torrey) a -
5°C (Porras, 2010).
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Se calculé la cantidad de proteina recuperada mediante la ecuacion (1) (Porras,
2010).

*
oy _ _PL*EP

- ———__*100 1)
P2*PHD

Donde Pr es la proteina recuperada, P1 es la cantidad de proteina del aislado, Ep
es el peso del aislado y P2 la cantidad de proteina en la harina desengrasada,

todos los datos en gramos.

8.3.6 Secado de la muestra

El aislado se sec6 en horno estufa a 50°C durante 4 horas seguidamente de 12
horas en una campana de extraccion a temperatura ambiente, posteriormente se
redujo su tamafio de particula con un molino eléctrico analitico (Cole parmer4301-
00) y se guardd la muestra a temperatura ambiente para su posterior uso.

8.3.7 Elaboracion de pelicula

Utilizando el método reportado por Jong-Whan et al (2006) con algunas
modificaciones, se prepard una solucién con agua destilada del aislado proteico al
5% pl/v y se utilizaron dos distintos plastificantes: glicerol y sorbitol para cada
ensayo independientemente en proporciones de 15, 30 y 45% p/p para cada
pelicula llevandose a pH 10.5 con NaOH 1M. Seguidamente se llevé a 85°C
durante 30 minutos con agitacibn constante a 700 rpm y se verti6 en un
contenedor antiadherente con dimensiones de (120mm x 60mm) en donde se dejé

secar la pelicula 24 horas a temperatura ambiente.
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8.3.8 Caracterizacion de pelicula

8.3.8.1 Espesor

El espesor se determind usando un micrémetro digital Mitutoyo (modelo 293
811/MDC-1 “L), los resultados son la media de 8 determinaciones.

8.3.8.2 Solubilidad en agua

La solubilidad se determiné con muestras de (20x 20 mm) secandose previamente
a 100°C durante 24 h. Cada pelicula se depositd en un vaso de precipitado
conteniendo 50mL agua y posteriormente se mantuvieron en agitacion constante
por 24 horas a 25°C. Una vez terminado el tiempo de agitacion se filtr6 la solucion
con papel filtro whatman poro mediano previamente llevado a peso constante e
inmediatamente se secd el residuo en horno a 100°C durante 24 horas para
determinar el peso final de la materia insolubilizada. El peso de la materia seca
solubilizada se calcul6 restando el peso de la materia seca no solubilizada de la
inicial, sobre el peso inicial de la muestra reportando el porcentaje solubilizado.
Ecuacion (2) (Gontard 1992).
WS (%) = V%*100 2

Donde WS es la solubilidad, Wi es el peso inicial y Wf es el peso final, todos los

anteriores en gramos.

8.3.8.3 Preparacion de peliculas para analisis de permeabilidad

Las peliculas se acondicionaron con el método descrito por Eman et al (2007) en
un desecador con silica gel para mantener una humedad relativa de 50+ 3% a

temperatura ambiente.
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8.3.6.8.1 Permeabilidad al agua

Se utiliz6 el método de Gennadios et al (1994) con algunas modificaciones
depositando 15 mL de agua destilada en contenedores de cristal con un didmetro
de boquilla de 12.56 cm?, cubriendo herméticamente las boquillas con sus
respectivas muestra y sellandolas para posteriormente introducirlas un desecador
con una humedad relativa de 30+ 5 % con Cl2Ca a temperatura ambiente. Se
determiné la pérdida de peso cada hora durante 8 horas para cada ensayo. Se
linealizé la perdida en peso (g) con respecto al tiempo (h) y se multiplicé por el

espesor de la pelicula para obtener WPV (Ecuacion 3).

WVTR*e

B Sp(HI‘l—HI’Z) (3)

Donde e es el espesor de la pelicula, sp es la presion de vapor a temperatura de
ensayo, Hr(1-2) la humedad relativa del contenedor y ambiente respectivamente.
con

F
WVTR =~ (4)

Donde F es la pendiente de la recta y A es el area de transferencia.

8.3.9 Anédlisis estadistico

Para el andlisis estadistico de los datos se utilizo el célculo de analisis de varianza
(ANOVA) y desviacion estandar tipica para observar diferencias significativas
entre los conjuntos de datos presentados y margenes de error (DS) en base a su

media aritmética.
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IX. RESULTADOS Y DISCUSIONES

9.1 Reduccién del tamafio de particulay homogenizacion

La molienda seca se realizé con el fin de separar anatbmicamente las partes
de la semilla. En este caso, para separar la cascarilla del endospermo, con el
fin de obtener una harina con un menor contenido de pericarpio, ya que en esta
se encuentra un alto contenido de goma que interfiere con la extraccion por
precipitacion isoeléctrica de las fracciones de proteinas de interés (Abed et al,
2008).

Cuadro 1. Rendimiento de molienda de 100 g L. leucocephala

Porcentaje de materia

prima recuperada

Harina molida 98.5+1.5%
Cernido 76.5+£0.64%
Tamizado malla 100 y recolector 23.6+£0.45%

* Desviacion estdndar calculada con triplicado para cada condicién

Se observa (cuadro 1) que la molienda mostré una perdida en peso con respecto a
la materia prima inicial menor al 1.5 %, resultando este un buen rendimiento de
harina molida. Asi también se observé un rendimiento menor al 25 % de harina
tamizada mostrando un bajo rendimiento, debido quizd al grado de molienda

empleado y a la humedad de la semilla antes del proceso.
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9.2 Caracterizacion quimica proximal de las fracciones de harina de

Leucaena leucocephala

El analisis quimico proximal de las diferentes fracciones de harina de Leucaena
lecucophala demostré6 que esta semilla tiene un porcentaje elevado de proteina
total en la harina sin tamizar (cuadro 2) parecida al de otras leguminosas como el
garbanzo (Cicer arientinum) (18.4-29.0% de proteina) y superior a otras como
lenteja (Lens culinaris), chicharo (Pisum sativum) (19.39-34.7% de proteina ) y
frijol (16.89-26.40% de proteina ) (20.6- 28.6%) solamente superada por la soya
con un porcentaje de proteina de (38.6 -40%) (Porras, 2010). Asi también se
observa que el proceso de molienda seca permiti6 aumentar el contenido de
endospermo recuperado y por lo tanto su porcentaje de contenido proteico.

Cuadro 2. Humedad y porcentaje de proteina calculados para 100 g de harina

molida
% De materia % Humedad ** % % Proteina*
prima* Proteina** recuperada
Harina sin 100 7.4948 31.14 SD
tamizar
Harina tamizada 23 7+0.45 7.3466 41.61 SD
Harina tamizada 8.0804 55.87 SD
desgrasada 22.06 +0.66
Aislado proteico 4.15+0.048 11.096 87.95 28.43+0.86

* Desviacién estandar calculada con triplicado para cada condicion
**|os datos presentes se realizaron por duplicado para cada condicion y la desviacion estandar es igual a

cero. SD sin determinar

El porcentaje de proteina recuperada calculada con el método de Porras (2010)
parece indicar que la fraccion total de la proteina extraida a ese punto isoeléctrico
fue significativa, lo anterior porque la fraccion proteica usada normalmente para la

produccion de peliculas se encuentra a ese pH precipitacion (Edman, 2007).
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9.3 Secado y caracterizacion de pelicula

El porcentaje de plastificante parece estar relacionado directamente con el secado
de la matriz proteica, observando (figura 2) que las peliculas con plastificante al
15% tanto glicerol y sorbitol no tuvieron la suficiente resistencia como para
mantenerse intacta, fracturandose y haciendo imposible su determinacién durante
el secado. Por el contrario, las peliculas con plastificante al 45 % tuvieron mejor
aspecto y caracteristicas deseadas en una pelicula. Las peliculas elaboradas
utilizando 15 y 30% y ambos plastificantes permitieron obtener peliculas bastante
fragiles al tacto indicando de manera cualitativa que el incremento en el porcentaje
del plastificante disminuye la fuerza de tension durante el secado de las peliculas
(Edman, 2007) observando que las concentraciones idoneas para la produccion
peliculas con menor fragilidad son aquellas con un porcentaje de plastificante de
30 %.

15% 30% 45%

Sorbitol

Glicerol

Figura 2. Efecto de la concentracion de plastificante sobre la formacion de

peliculas.

El cuadro 3 muestra que el espesor de la pelicula no fue influenciado ni por el tipo
de plastificante ni por su concentracion. La desviacién estandar mostrada por las
peliculas indica que el espesor esta en funcidn de las caracteristicas del area de
secado; ya que las imperfecciones mostradas por esta producen un mayor error al

querer obtener una pelicula de mayor tamafio y con un espesor constante.
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Cuadro 3. Espesor y color de la pelicula

Espesor de la pelicula * Color
Glicerol 30% 0.080+.018 Ladrillo
Glicerol 45% 0.083+.010 Ladrillo
Sorbitol 30% 0.096+.013 Ladrillo
Sorbitol 45% 0.071+.011 Ladrillo

* Desviacion estandar calculada con triplicado para cada condicién

9.3.1 Solubilidad en agua

La inmersion de las peliculas en agua con agitacion constante parece mostrar la
peculiaridad del plastificante, pues se observa (figura 3) que aunque las peliculas
de aislados proteicos son muy solubles en agua (Jong-Whan. 2006) el uso del
glicerol como plastificante presentd un menor grado de desintegracion de las

peliculas.

30% 45%

Sorbitol

Gilicerol

Figura 3. Efecto de la concentracion de plastificante sobre la solubilidad

La matriz se mantuvo completa durante las 24 horas del experimento a diferencia
del sorbitol donde las dos concentraciones presentaron desintegracion. La
concentracion del 30 % con sorbitol no presenté una desintegracion completa ya

gque aunque el film se fractur6 fue marcada la diferencia contra la otra

Montero Dominguez Pavel Andrei Pagina 27



Residencia profesional

concentracion ademas de presentar un menor porcentaje de solubilidad (cuadro
4). Se observa de nuevo que el aumento en las concentraciones del plastificante
producen una mayor sensibilidad a las fuerzas de tension durante el secado

(Edman 2007) o en este caso a la fuerza de cizalla.

Cuadro 4. Solubilidad de distintas concentraciones de plastificante a 25°C

Solubilidad (%) * Desintegracion de la
pelicula
Glicerol 30% 44 6+0 14 No
Glicerol 45% 58.83+0.72 No
Sorbitol 30% 50.27+0.089 Si
Sorbitol 45% 74 442 82 Si

* Desviacion estandar calculada con triplicado para cada condicién
- Diferencias significativas comparadas con ANOVA (p >0.05)

Se observa (cuadro 4) que el porcentaje de plastificante tiene un efecto estadistico
(p<0.05) en la solubilidad del film; el plastificante glicerol present6 un menor
porcentaje de solubilizacion a diferencia del sorbitol que ademas de presentar un
mayor porcentaje de materia soluble exhibié desintegracion parcial de la matriz

polimérica en una concentracion de 30% Yy desintegracion total a 45%.
9.3.2 Permeabilidad al agua

La permeabilidad mostrada por las matrices proteicas presentadas estan dentro
del rango de los polimeros de etileno acetato de vinil ya que estos se encuentran
en el rango de (2.4 a 4.9 x 10°) y poliésteres de (1.2 -1.5 x 10°) (Jong-Whan
2006) apreciandose claramente el efecto que ejerce el plastificante como su

concentracion sobre las propiedades de trasferencia de vapor agua (cuadro 5).
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Cuadro 5. Velocidad de transmision de vapor de agua y permeabilidad de
vapor de agua a 25°C

Espesor de la WVTR WVP

pelicula(mm)* (kg/mz2s)** (kg m/m2s pa)**
Glicerol 30% 0.080+0.018 6.08192x10° 2.23149 x101°
Glicerol 45% 0.083+0.010 7.91755 x10© 3.04116 x10°1°
Sorbitol 30% 0.096+0.013 8.1166 x10° 3.58293 x101°
Sorbitol 45% 0.071+0.011 6.18144 x10° 2.01994 x101°

* Desviacion estandar calculada con triplicado para cada condicién
**|os datos presentes se realizaron por duplicado para cada condicion y la desviacion estandar es igual a cero

Se puede apreciar (figura 4) como el glicerol al 30 % y el sorbitol al 45 % son las
concentraciones adecuadas para disminuir la transferencia de agua a través de la
matriz proteica, observando un cambio significativo en sorbitol al 45% con una
disminucién de la permeabilidad aproximada del 50 % con respecto a su otra
concentracion y un 25 % en el caso del plastificante glicerol, resaltando que el
sorbitol tuvo la mejor barrera de permeabilidad (Edman, 2007) y en este caso la

mas adecuada para la matriz proteica de Leucaena leucocephala.

mglicerol 30%

M glicerol 45%
Sorbitol al 30%

M Sorbitol 45%

WVP(Kg m/m”2 s pa)

0.00E+00 -

Figura 4. Permeabilidades al vapor de agua de las peliculas elaboradas a

diferentes concentraciones
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La permeabilidad al vapor de agua es muy importante dependiendo del tipo de
aplicacion que se le quiera dar a la pelicula (Weber, 2000). En este caso, la
velocidad de transferencia de vapor presentada por el sorbitol al 45 % y el glicerol
al 30% parecen ser las idéneas ya que el WVTR es una medida que no estd en
funcion de la humedad parcial del sistema teniendo asi una idea més clara del

potencial de la matriz proteica sin mayor numero e variables.
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X. CONCLUSIONES

EL proceso de molienda empleado para la semilla de Leucaena leucocephala
mostro baja tasa de pérdida de peso en el proceso, asi como un bajo rendimiento

de tamizado menor al 25 %.

Se incrementd el porcentaje de proteina total de la fraccion de harina tamizada en
un 25 % aproximadamente ya que se eliminé una buena parte de cascarilla en los
cernidos. Asi también, se observdé un porcentaje de proteina recuperada del

desgrasado de un 28.43 % con un porcentaje final del aislado de 87.95 %.

El porcentaje de plastificante esta relacionado directamente con el tiempo de
secado y la rigidez de las peliculas, observando cualitativamente que las peliculas
con 30 % de plastificante son menos fragiles y presentan un menor tiempo de
secado de 24 horas. Ademas, el tipo de plastificante ni su concentracién afectan

directamente al espesor del de la pelicula.

El uso de distintos plastificantes tiene un efecto significativo en la solubilidad de
las peliculas, evidenciando que el glicerol es el mas adecuado para reducir la
solubilidad de las peliculas. Los porcentajes de plastificante que presentaron

menor solubilidad para cada tipo son de 30 %.

La concentracion y el tipo de plastificante tienen un efecto directo en la
permeabilidad de vapor de agua presentando mejor resistencia a la trasferencia de

vapor de agua el sorbitol a 45 % y el glicerol al 30 %.

Las concentraciones de mayor resistencia de permeabilidad presentan

propiedades dentro del rango del etileno acetato de vinil y poliéster.
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XI. RECOMENDACIONES

Investigar un método de molienda mas efectivo para mejorar el rendimiento en la

pureza del endospermo y fracciones de harina cernidas.

Estudiar la goma presente en la semilla de Leucaena leucocephala para eliminarla

sin afectar el rendimiento o la calidad de la proteina.

Se recomienda estudiar los distintos puntos isoeléctricos de solubilizacién vy
precipitacion de las proteinas de Leucaena leucocephala para la realizacion del
aislado proteico con el fin de observar el rendimiento de proteina obtenido y

evaluar el potencial de formacion de peliculas de esta.

Obtener un perfil de aminoacidos y analisis bidimensional del aislado proteico para

observar las fracciones proteicas encargadas de la formacion de peliculas.

Comparar el efecto del secado del aislado proteico sobre la calidad de la proteina

con otros métodos de secado.

Evaluar distintos tiempos, temperaturas y pH de resolubilzacion en la solucion
formadora de pelicula con el fin de mejorar las propiedades fisicoquimicas de las

peliculas finales.

Manejar un area de secado mas uniforme para mantener constante el espesor de

la pelicula y disminuir errores en técnicas que requieran este dato.

Caracterizar las propiedades de barrera contra gases y propiedades mecanicas
para tener una idea mas clara del potencial de las peliculas de Leucaena

leucocephala.
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