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Resumen

El interés por el desarrollo de formulaciones filmogénicas, para aplicaciones
alimenticias, farmacéuticas y de embalaje, a partir de recursos renovables se ha
incrementado en los ultimos afnos debido a la problematica social y ambiental del
uso de materiales plasticos. Recursos como proteinas, lipidos y polisacaridos han
sido empleados para la fabricacion de materiales, convirtiéendose en una
alternativa viable en la generacion de polimeros biodegradables que puedan
llegar a reemplazar a los plasticos derivados del petroleo.

En particular, las proteinas obtenidas a partir de recursos agropecuarios
renovables o subproductos industriales han mostrado ser una alternativa con
potencial para la generacion de materiales biodegradables. Lo anterior debido a
que los materiales de origen proteinico presentan excelentes propiedades de
barrera a gases, principalmente oxigeno, asi como propiedades mecanicas
moderadas, sin embargo, también presentan una alta permeabilidad al vapor de
agua, debido a su naturaleza higroscopica.

Basado en esto, en afios recientes, se ha enfatizado en la obtencién de una
nueva generacion de materiales, denominados bionanocompuestos, los cuales
consisten en una matriz polimérica de origen renovable, con la presencia de
estructuras organicas o inorganicas con al menos una de sus dimensiones en el
rango de los nandmetros, con los cuales se busca la optimizaciéon de las
propiedades mecanicas y de barrera de los materiales renovables. Una
dispersion uniforme de nanoparticulas conduce al incremento del area superficial
de contacto, lo que permite modificar la movilidad molecular y el efecto de
relajacion en la pelicula, que modulan las propiedades de barrera y mecanicas
del material.
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Se disefiaron peliculas nancompuestas de glutelina de semilla de Jatropha
curcas L. con una arcilla de tipo montmorillonita, variando los valores de pH de la
solucion filmogénica, asi como las concentraciones de plastificante y
nanoestructura.

Se empled una metodologia de superficie de respuesta para evaluar y describir
el efecto de las variables independientes, constituidas por un plastificante
(contenido de dlicerol), nanosilicato (contenido de cloisita) y pH en la
permeabilidad al vapor de agua y parametros de dureza de peliculas
nanocompuestas basadas en glutelina de Jatropha curcas L. Los modelos de
regresion obtenidos para cada propiedad fisica describen adecuadamente (R2
0.9513 y 0.9421 respectivamente) los datos experimentales utilizados en el
disefio del experimento. Ademas, los coeficientes de regresion determinados a
partir de los calculos muestran que el pH es el factor con mayor efecto sobre la
permeabilidad al vapor de agua, mientras que el contenido de cloisita es el factor
con mayor efecto sobre la dureza de la pelicula de nanocompuestos. La
espectroscopia FTIR permite determinar que la intensidad de las bandas
relacionadas con las proteinas depende fuertemente del pH, ya que esto modifica
las interacciones entre las proteinas con el resto de los constituyentes,
modificando asi la permeabilidad al vapor de agua de la pelicula. Por otro lado,
el contenido de cloisita es el factor con mayor efecto sobre la dureza de la pelicula
de nanocompuestos. Esta metodologia puede ser muy util para el disefio y
preparacion de peliculas nanocompuestas basadas en Jatropha curcas L. con
barrera especifica y propiedades mecanicas
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Abstract

The interest in the development of film formulations for food, pharmaceutical and
packaging applications, based on renewable resources has increased in recent
years due to the social and environmental problems of the use of plastic materials.
Resources such as proteins, lipids and polysaccharides have been used for the
manufacture of materials, becoming a viable alternative in the generation of
biodegradable polymers that can eventually replace petroleum-based plastics.

Proteins obtained from renewable agricultural resources or industrial by-products
have proven to be an alternative with potential for the generation of biodegradable
materials. This is since the materials of protein origin have excellent gas barrier
properties, mainly oxygen, as well as moderate mechanical properties, however,
they also have a high permeability to water vapor, due to their hygroscopic nature.

Based on this, in recent years, emphasis has been placed on obtaining a new
generation of materials, called bio-nanocomposite, which consist of a polymer
matrix of renewable origin, with the presence of organic or inorganic structures
with at least one of its dimensions in the range of nanometers, with which the
optimization of the mechanical and barrier properties of renewable materials is
sought. A uniform dispersion of nanoparticles leads to the increase of the contact
surface area, which allows to modify the molecular mobility and the relaxation
effect in the film, which modulate the barrier and mechanical properties of the
material.

Nanocomposite films of Jatropha curcas L. seed glutelin were designed with a
montmorillonite type clay, varying the pH values of the filmogenic solution, as well
as the plasticizer and nanostructure concentrations.
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A response surface methodology was employed to evaluate and describe the
effect of the independent variables, constituted by a plastizicer (glycerol content),
nanofiller (cloisite content) and pH on the water vapor permeability and hardness
parameters of nanocomposite films based on glutelin from Jatropha curcas L. The
regression models obtained for each physical property describes adequately (R?
0.9513 and 0.9421 respectively) the experimental data used in the design of
experiment. Also, the regression coefficients determined from the calculations
show that pH is the factor with major effect on the water vapor permeability,
whereas the cloisite content is the factor with major effect on the hardness of the
nanocomposite film. FTIR spectroscopy allows determine that the intensity of the
bands related with proteins depends strongly from pH, because this modifies the
interactions between the proteins with the rest of the constituents, modifying thus
the water vapor permeability of the film. In the other hand, cloisite content is the
factor with major effect on the hardness of the nanocomposite film. This
methodology could be very useful to design and prepare nanocomposite films
based on Jatropha curcas L. with specific barrier and mechanical properties
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Introduccion

1.1 Introduccién general

El desarrollo de los materiales plasticos de origen petroquimico se ha
desarrollado desde finales de los afios 1800 y principios de los 1900°s, a partir
de la obtencion del celuloide y la baquelita. Desde el principio de la industria de
los materiales plasticos, esta se basoé en las propiedades tanto funcionales como
estructurales de los polimeros naturales, sin embargo, factores como el
encarecimiento y reduccion de los recursos petroquimicos, asi como los
problemas medioambientales derivados de sus procesos de produccion vy
disposicion final de los materiales, han llevado a la necesidad de buscar recursos
que permitan su sustentabilidad, y es que la industria de los plasticos, se ha
convertido en un factor de importancia para la economia de las naciones. En
México la manufactura de plasticos es una actividad secundaria, que provee de
insumos a consumidores finales como a otras ramas de la industria. Su
produccion en el aino 2012 alcanzé los 178,236 millones de pesos, sobresaliendo
las actividades de produccién de bolsas y peliculas plasticas flexibles (18.87%),
autopartes (18.84%) la fabricacion de botellas de plastico (9.25%) y la
elaboracién de llantas y camaras (9.72%) (Interfaz, 2013).

Durante los ultimos 20 afos, el interés por los polimeros naturales (polisacaridos,
lipidos y proteinas) para la investigacion y desarrollo de materiales plasticos
renovables, ha ido en aumento debido a las ventajas que ofrecen tanto
econdmicas como medioambientales, en comparacion con los materiales
plasticos de origen sintético (Kumar y col., 2010, Rhim y col., 2009, Verbeek, van
den Berg, 2010).
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Las proteinas son recursos naturales, disponibles ya sea como subproductos o
como desechos de las industrias agricolas u horticolas, por lo que proteinas de
origen vegetal (maiz, soya, trigo, girasol) y animal (suero lacteo, huevo,
queratina, caseina) son producidas actualmente para la manufactura de
plasticos, mediante técnicas de dispersion continuas y de moldeo por
compresion, asi mismo se ha reportado su aplicacién en la elaboracion de
surfactantes y recubrimientos. Sin embargo, la viabilidad comercial de los
materiales a base de proteinas depende del uso de técnicas comunes en la
industria de los materiales sintéticos; tales como la extrusion y el moldeo por
inyeccion (Verbeek, van den Berg, 2010).

Entre los recursos proteinicos de origen vegetal, la harina de Jatropha curcas L.

presenta un 50-60% de proteina cruda, por lo que se ha considerado su empleo
en la alimentacion animal y humana (Martinez y col., 2006). Jatropha curcas L.
se ha empleado fuera de la industria alimenticia, en la elaboracion de jabones y
cosméticos, ademas de la obtencién de biodiesel, sin embargo, aplicaciones
como la obtencion de surfactantes, peliculas, recubrimientos y adhesivos, no han
sido explorados ampliamente. Sin embargo, los materiales elaborados a partir de
proteinas, aunque se adhieren bien a superficies hidrofilicas, poseen excelentes
propiedades de barrera (permeabilidad de O2, CO2), no cumplen con los
requerimientos necesarios para competir con los materiales plasticos de origen
petroquimico, debido a que no poseen buenas propiedades mecanicas
(elasticidad y resistencia a la ruptura).

Se ha reportado que el uso de materiales plastificantes como glicerol y sorbitol,
mejoran las propiedades mecanicas de las peliculas hechas a base de proteinas,
sin embargo, aun hoy en dia ha sido dificil competir con los materiales plasticos
hechos a base de hidrocarburos.

Es por esto por lo que actualmente se esta investigando la obtencion de peliculas
hechas a partir de la combinaciéon de macromoléculas, que permitan mejorar las
propiedades mecanicas y de barrera de los materiales unicomponentes (Kumar
y col. 2010). Ademas de esto, recientemente se ha reportado una nueva clase de
materiales denominados como bio-nanocompuestos, los cuales son una matriz
bio-polimérica, que incluye nano estructuras, empleadas tanto para reforzar y
mejorar las propiedades mecanicas, asi como para mejorar las propiedades de
barrera de la matriz original (Kumary col. 2010, Kadam y col., 2013, Vartiainen y
col., 2009), que generan una trayectoria tortuosa para la difusion de gas.



INTRODUCCION

La figura 1 esquematiza la modificacion estructural y morfolégica que sufre la
matriz polimérica al incorporar nanoestructuras en ella, donde: a) muestra la
difusion de moléculas de gas (O2, COz, y vapor de H20) a través de la matriz
polimérica de forma perpendicular a esta, mientras que en b) las moléculas deben
navegar alrededor de las nanoestructuras, y a través de las zonas con diferente
permeabilidad del polimero sin nanoestructuras (Duncan, 2011).

a) b)

Figura 1.- Difusién de gas a través de una matriz polimérica a) sin la presencia de
nanoestructuras y b) con la incorporacion de estas (Duncan, 2011).



Marco teodrico

2.1 Jatropha curcas L.: Generalidades y aplicaciones.

Jatropha curcas L. es una planta conocida a nivel mundial con mas 34 nombres,
en México es conocida como pifoncillo, pifion, xuta, aishte, sikil-té¢, x-kakal-che,
sikililte, ni-in, quahayohuachtli, skilte, kakal-che, Ashcuahuitl, Ashté, avellana
purgante, Cak siil, Cuauhayohuachtli, Cuipi, Kxakal-che, Que-ca, Scu-luu,
Tempatl, Yaga-be-pale (Gomez-Pompa y col., 2009, Bermejo, 2009). Jatropha
curcas, es un arbol pequefio o arbusto grande que puede alcanzar una altura de
hasta 5 m. La planta presenta un crecimiento articulado, con una discontinuidad
morfoldgica en cada incremento. La latencia es inducida por las fluctuaciones en
las precipitaciones y la temperatura / luz, presenta de 5-7 hojas lobuladas y poco
profundas de longitudes de 6-15 cm (longitud- ancho), dispuestas de manera
alternativa, el fruto es una capsula de aproximadamente 4-5cm de longitud y 3-4
cm de ancho y cuyo interior contiene 3 semillas de coloracion blanca y testa
oscura de forma elipsoidal de aproximadamente 2cm de largo y una masa
aproximada de 0.65¢g (Heller, 1996 Peralta, 2004 ), figura 2.
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Figura 2. Partes de la planta de Jatropha curcas L.

El género botanico Jatropha pertenece a la tribu Joannesieae de las
Crotonoideae en la familia de las Euphorbiaceae, la cual contiene 170 especies
conocidas aproximadamente. En 1979, Dehgan y Webster, resaltan dos
subgéneros del género Jatropha; Curcas y Jatropha, asi mismo postularon que
Jatropha curcas L. era la forma mas primitiva del género Jatropha y que especies
en otras areas evolucionaron a partir de su forma primitiva.

Diferentes cientificos han tratado de definir el origen de Jatropha curcas L., sin
embargo, aun existe polémica. Dehgan y Webster (1979), citan a Wilbur (1954)
de la siguiente manera: “sin lugar a duda es parte de la flora de México y
probablemente del norte de América Central, antes de que arribara Cortes y es
probable que se originara alli, por lo que la subseccion fue uno que originalmente
fue casi o completamente restringido a México” (Heller, 1996), actualmente la
mayoria de los estudios concluyen y aceptan esta hipétesis.

En México, se encuentra ampliamente distribuida, localizandose en mas de 15
estados y es el unico pais donde es posible localizar genotipos tanto téxicos como
no téxicos de manera natural, los estados de Guerrero, Chiapas y Michoacan
cuentan con el 90% de los genotipos toxicos de Jatropha curcas, mientras que
aquellos no toxicos (comestibles) existen en el norte de Puebla y en la region de
Totonacapan, en el estado de Veracruz (Steinmann, 2002, Martinez y col., 2010).
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Jatropha curcas L. es una planta que se desarrolla en latitudes desde los 10-1430
metros sobre el nivel del mar y bajo diferentes condiciones agroclimaticas, es una
planta multipropdsito, por lo que es considerada de potencial econémico, debido
a la diversidad de sus aplicaciones médicas e industriales. La Organizacion
Internacional de Jatropha, ha proyectado que para el afio 2017 existiran
alrededor de 32.72 millones de hectareas a nivel mundial cultivadas con
Jatropha, lo que produciria 160 millones de toneladas de semilla

Entre los usos conocidos de la Jatropha, se destacan; la posibilidad de su uso en
la refineria, debido al alto contenido de aceite de su semilla (60-68%),
tradicionalmente el aceite ha sido empleado para la elaboracion de jabon, velas
y lubricante, mientras que la pasta obtenida del proceso de extraccion de aceite
es empleada como fertilizante, produccion de biogas, fabricacion de pellets para
la coccion de alimentos, y en algunas zonas donde se localizan genotipos no
toxicos, es empleada para la elaboraciéon de alimentos (Heller, 1996, Peralta,
2004). La planta como tal es empleada para la construccion de cercos vivos,
como control en la erosidn de suelos, medicina tradicional, pesticida (Heller,
1996, Martinez y col., 2010, Kumar, 2011, Oyuela, 2012, Insanu, 2013).

2.2 Materiales de origen renovable y biodegradable.

Los avances quimicos y tecnoldgicos, permitieron la introduccion de una gran
diversidad de materiales plasticos de origen sintéticos, a lo largo del siglo
pasado, tales como el nylon, el polietileno y el poliuretano, entre otros, los cuales
han impactado en diferentes sectores industriales y sociales, sin embargo de
manera paralela a la creciente dependencia hacia los materiales plasticos, se ha
incrementado la preocupacion por los problemas ambientales y mantenimiento
de los ecosistemas debido a la persistencia de los materiales plasticos
convencionales. Debido a esta problematica, en afios recientes se ha enfocado
la atencion al desarrollo e investigacion de materiales que puedan cumplir con
las caracteristicas y ventajas que ofrecen los materiales plasticos de origen
petroquimico, pero que adicionalmente provengan de precursores bioldgicos o
subproductos de los diferentes sectores agroindustriales, los cuales puedan
producir materiales biodegradables y compostables, denominados también,
plasticos biodegradables (U.S. Congress, 1993, Avérous y Pollet, 2012, Zhao y
col., 2008, ). Los polimeros biodegradables se encuentran basados en recursos
renovables que pueden incluir acido polilactico (PLA) y polihidroxialcanoato
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(PHA), o bien pueden obtenerse a partir de plantas y vegetales, tales como el
maiz, soya y papa, entre otras (Kolybaba y col., 2003), figura 3.

FOLIMEROS BIODEGRADAELES
RECLUERINMIENTO COMESTIELE

FUENTE WICROORGANISIMOS SINTETIZADOS
AGROINDUSTRIAL
o L | FOLIHIDROXIALCANOATOS FOLILACTICOS
| POLISACARIDOS | | FROTEINAS
| ‘ FOLIHIDROXIEUTIRATO LoD o
| ALrTlDDN | | DEDHIG?NANIMAL | POLILACTICO
| CELULOSA | | DEORIGEN YEGETAL ‘

PECTINAS, GOMAS

OUITOSAN

Figura 3.- Clasificacién de los polimeros biodegradables (modificado de Averous y
Boquillon, 2004).

La Sociedad Americana para Pruebas en Materiales ASTM, por sus siglas en
inglés y la organizacion internacional de estandares; ISO, han dado las siguientes
definiciones para los términos plastico biodegradable y compostaje:

Un plastico biodegradable se define como aquellos materiales que sufren un
cambio significativo en su estructura quimica, bajo condiciones ambientales
especificas, por accién de microorganismos, algas u hongos, los cuales pueden
derivar en la disminucién de las propiedades fisicas, mecanicas (Kolybaba y
col.2003).

Compostaje: es un proceso que controla la descomposicion biolégica de
materiales biodegradables en una sustancia humus, (compost); la degradacién
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aerobica y mesofilas y termdfilas de la materia organica para hacer compost; por
otro lado, la transformacion de materiales biolégicamente descomponibles a
través de un proceso controlado de bio-oxidacion que procede a través de fases
mesofilica y termofilica, dara como resultado la produccion de dioxido de
carbono, agua, minerales y materia organica estabilizada (compost o humus).

La biodegradacion puede ocurrir en diferentes etapas; Inicialmente, las
macromoléculas digeribles, que se unen para formar una cadena, experimentan
una escisiéon enzimatica directa. Esto es seguido por el metabolismo de los
fragmentos, que conduce a una disimilacidn enzimatica progresiva de la
macromolécula, a partir de los extremos de la cadena, también se puede producir
una escision oxidativa de las macromoléculas que conduce a la metabolizacion
de los fragmentos. De cualquier manera, con el tiempo los fragmentos de cadena
se convierten en fragmentos lo suficientemente pequefos, para ser
metabolizados por los microorganismos (Avérous y Pollet, 2012, Kolybaba,
2003).

2.3 Plasticos y empaques alimenticios.

Los materiales plasticos se definen como aquellos que estan procesados a partir
de polimeros y que pueden ser transformados en productos finales. Debido a su
versatilidad y durabilidad, se han convertido en recursos ideales para la
fabricacion de materiales en diversas industrias, en su mayoria los productos
finales se encuentran destinados a la industria alimentaria; empaques, botellas,
contenedores, peliculas y recubrimientos (Baner y Piringer, 2008), cuyo propdsito
es el proteger a los alimentos del medioambiente y proporcionar las condiciones
apropiadas para su transportacion, distribucién, venta y almacenamiento, pues
presentan diversas ventajas: son desechables, permiten controlar faciimente la
permeabilidad a gases, son materiales duraderos, por otro lado, también son
materiales que no se degradan con facilidad, generan demasiado calor y gases
(mondxido de carbono, cianuro de hidrégeno, cloruro de hidrégeno y el fosgeno),
dependiendo del plastico y de las condiciones en las que se produzca su quema
(Zhang y Mittal, 2010).

Actualmente los polimeros sintéticos constituyen los principales recursos para la
fabricacion de materiales plasticos, sin embargo, el desarrollo de plasticos verdes
ha retomado interés en los Ultimos afos, debido a implicaciones
medioambientales y econdmicas, concernientes a los plasticos sintéticos
(independencia de los recursos petroquimicos, eco-amigables, periodos de

8



MARCO TEORICO

degradacion cortos comparativamente con los polimeros sintéticos). A nivel
mundial el uso por polimeros biodegradables se ha visto en aumento, de 14
millones de kg en 1996, a 68 millones de kg en el afilo 2001 (Gross y Kalra, 2002).

La industria del empacado de alimentos ha encontrado en el creciente interés por
los bio-nanomateriales (Figura 4), la posibilidad de mejorar las deficiencias de los
bioplasticos actuales, para su aplicacién no solo para la proteccion del alimento,
sino para incrementar la vida de anaquel del producto (Chau y col., 2007, Sozer
y Kokini, 2009).

Otros campos de aplicacion son en la generacion de materiales que puedan ser
incorporados en industrias, tales como la automotriz en sustitucién de autopartes
plasticas de origen petroquimico, mientras que en la medicina se desea
implementar la nanotecnologia, ya sea para reparar o depositar medicamentos
en un area especifica, o bien solo para explorar el organismo.

Macromolécula Nanoestructuras Plastificantes

Polisacarido Nanoarcillas Glicerol
Proteina Nanotubos Polietilenglicol

Ll'pidO Silicatos Sorbitol

L J
1
Bioplasticos
reforzados

\ 4

Biodegradacion

Figura 4.- Formacion de bio nanoplasticos (adaptado de Sozer y Kokini, 2009).
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2.4 Peliculas de origen proteinico nanocompuestas.

Las proteinas, como polimeros naturales, son capaces de formar estructuras
amorfas tridimensionales, que en su mayoria son estabilizadas a través de
interacciones no covalentes, propiciando materiales con una alta dependencia en
la heterogeneidad de su estructura, su estabilidad térmica y su comportamiento
hidrofilo. Asi mismo, las proteinas han sido consideradas como buenos
candidatos para la generacion de materiales plasticos verdes, sin embargo, los
plasticos verdes de origen proteinico presentan baja resistencia a la traccion y
flexibilidad, con la finalidad de resolver estos problemas, se han empleado
materiales plastificantes y recientemente materiales nanoestructurados. Entre las
estructuras comunmente empleadas como reforzadores, se destacan las
nanoarcillas, 6xidos metalicos, fibras de quitina y lignina (Yang y col., 2007).

Olabarrieta y col. (2006), elaboraron peliculas a partir de gluten de trigo,
adicionando montmorillonita, con la finalidad de que la arcilla incrementara la
tortuosidad, reduciendo la tasa de envejecimiento de la pelicula y aumentara las
propiedades de barrera a gases y liquidos.

Shi y col. (2008), elaboraron peliculas a partir de suero de leche, empleando
oxido de zinc, debido a que esté, es un compuesto comunmente empleado en la
industria alimentaria y farmacéutica.

2.5 Nanoestructuras y nanomateriales.

Nanoestructura- Estructura que se caracteriza por presentar en al menos en uno
de sus lados, una dimension en un intervalo entre 1-100nm, mismo que se
encuentra definido en el término nanoescala (Xia y col., 2003, Diario Oficial,
2011). La Organizacion Internacional de Normalizacion, define a un nanomaterial
como aquel material que presente cualquier dimension externa en la nanoescala
0 con una estructura interna o superficial en la nanoescala. Asi mismo el informe
Definition of Nanomaterials for regulatory purposes, sugiere que el tamafo debe
ser la unica propiedad definitoria de un nanomaterial(Diario oficial, 2011). Por otro
lado, el termino nanotecnologia, fue definido por Norio Taniguchi (1974) y hace
referencia al estudio multidisiplinario de la materia en una escala atémica vy
molecular, con la capacidad de mejorar propiedades en materiales, construir a
escala atomica (Arivalagan y col. 2011).

10
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La aplicacion de nanomateriales se puede remontar al afio 1857; Faraday publica
que el uso de nanoparticulas metalicas afecta el color de ventanas en iglesias,
(Arivalagan y col., 2011). En afios recientes el uso de nanoestructuras tales como
nanoarcillas, nanoparticulas, nanotubos de carbon, grafeno, nanocristales de
almidodn, nanofibras de celulosa y otros materiales inorganicos, se ha convertido
en una alternativa para mejorar las propiedades quimicas, fisicas y mecanicas de
los materiales, al dispersar en una concentracion baja a un elemento
nanoestructurado en una matriz polimérica; una dispersion uniforme de la
nanoestructura, producira una gran superficie de contacto entre la nanoestructura
y la matriz polimérica, generando un incremento en las interacciones
nanoestructura- polimero (Sposito y col., 1999, Jeon y Baek, 2010, Quang y col.,
2007, Uddin, 2008).

2.5.1 Nanoarcillas.

Las arcillas son rocas sedimentarias, conformadas por diferentes minerales,
principalmente silicatos hidratados de aluminio, hierro y magnesio, de acuerdo
con Grim (Okada y col., 1990, Usuki y col., 1993), el termino arcilla implica un
material finamente granulado, natura y terroso, que puede desarrollar la
capacidad de plasticidad al mezclarse con agua, esta propiedad le permite al
material deformase al aplicar sobre él presién. En funcién a su localizacién
natural, pueden clasificarse como arcilla residual y arcillas transportadas o
sedimentarias: la primera se forma por la alteracion y disgregacion superficial de
las rocas por el contacto con la atmosfera (Uddin, 2008).

Las arcillas, presentan una estructura laminar, conformada por laminas
tetraédricas (donde un atomo de silicio se encuentra rodeado por cuatro atomos
de oxigeno) y laminas octaédricas (donde un metal como aluminio 0 magnesio
se encuentra rodeado por ocho atomos de oxigeno), ambas capas se encuentran
fusionadas debido a que comparten atomos de oxigeno, mientras que los atomos
de oxigeno no compartidos se encuentran presentes en forma de grupos
hidroxilos. La fusion de ambos arreglos forma a las principales estructuras de las
arcillas;

e un arreglo tetraédrico o bilaminar (arreglo 1:1) fusionado con un
octaédrico, conocido como grupo caolin y que presenta una composicion
general de Al2Si205(OH)s y un espesor aproximado de 0.7nm

11
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e un arreglo octaédrico o trilaminar (arreglo 2:1) en medio de dos arreglos
tetraédricos, conocido como filosilicatos, que puede ser
electrostaticamente neutro sin la presencia de una capa intermedia
denominada pirofilita, asi mismo la falta de capas id6nicas intermedias
(Davidovic y col., 2011, Fernandez, 2014).

La sustitucion isomorfica es la responsable de las propiedades de las arcillas,
este fendmeno se efectlia cuando los cationes Si** y Al** son sustituidos por otros
elementos cuyo radio idnico permita adaptarse a la estructura, creando una
densidad de carga negativa, que puede ser compensada por los cationes que se
encuentran en el espaciado interlaminar (Na* principalmente) y que por lo general
se intercambian por otros de igual carga; un cation Si** puede ser sustituido por
un Al3+, mientras que AI®* puede ser sustituido por Mg?*, Mn?*, Ca?*. Las arcillas
presentan una estructura cristalina, formada fundamentalmente por grupos de
silice tetraédricos y grupos de alumina octaédricos (Fernandez, 2014), cuya
estructura final se forma a partir de la combinacién de los atomos de oxigeno
presentes en la capa tetraédrica con los atomos de oxigeno presentes en la capa
octaédrica. Por otro lado, las arcillas pueden dividirse en cuatro grupos, en
funcién a la variabilidad de su estructura (tabla 1).

Tabla 1.- Principales grupos de las arcillas (Uddin, 2008).

Grupo Minerales Formula general Observaciones
. . Caolinita, dickita, . .
Caolinita nacrita Al2Si205(0OH)4 Son polimorfos

Montmorillonita,
piropilita, talco,

Montmorillonita vermiculita (Ca,Na,H)(Al, Mg, Fe, Zn)2 (Si, X indica variabilidad
o esmectita ; -~ Al)4010(OH)2-XH20 en el nivel de agua
sauconita, saponita,
nontronita
lliita lliita (K, H)Al2(Si, Al)4O10(OH)2-XH20
a) Amesita a) (Mg, Fe)sAlsSi2010(OH)s .
Clorita b) Chamosita b) (Fe. Mg)sFeaAlSizOro(OH)s grsuig"snei;gzg e
c) Cookeita c) LiSIsSizO10(OH)s las arcillas
d) Nimita, etc. d) (Ni Mg, Fe, AsAISiz010(OH)s

12
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2.5.1a) Montmorillonita.

La montmorillonita es un filosilicato mineral del tipo esmectita, abundante y de
facil obtencién en suelos de arreglo 2:1), las capas consisten en dos laminas
tetraédricas, intercalando una lamina octaédrica de borde compartida de aluminio
o hidroxido de magnesio. Las laminas de arcilla, se encuentran separadas por
fuerzas de Van Der Waals, formando capas intermedias o galerias, entre las
cuales se encuentran cationes como Ca?* y Na*, K* Li*, que permiten
contrarrestar el exceso de carga negativa, debida a las sustituciones isomorfas
de Si** para AI3* en una red tetraédrica y AI** para Mg?* o Fe?* para una red
octaédrica, asi mismo es comun la presencia de moléculas de agua debido a la
hidrofilicidad de la montmorillonita (Ray y Okamoto, 2003, LeBaron y col., 1999,
Alexandre y Dubois, 2000, Tournassat y col. 2004, Brigatti y col., 2006), figura 5.

Figura 5.- Estructura de la montmorillonita (, Alexandre y Dubois, 2000, Ray y
Okamoto, 2003 y Scaffaro y Botta, 2014).
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La unidad que se repite en la molécula; d-espaciamiento, se representa por la
suma del espesor de una de las laminas y la galeria, generalmente para la
montmorillonita natural (Na*MMT), el espaciado d es de 9.6A en montmorillonita
seca y de 19A para arcilla bajo condiciones de humedad relativa de 99%. Por
otro lado su microestructura consiste en laminas de aproximadamente 1nm de
espesor, empalmadas paralelamente, formando una particula principal de
aproximadamente 8-10nm, asi mismo la particula principal es agregada en
particulas de mayor tamafo de forma irregular (Tournassat y col. 2004, Brigatti
y col., 2006); su estructura multicapa y densidad de carga, son factores que
permiten el intercalamiento de la montmorillonita con polimeros hidréfilos o bien
con polimeros quimicamente modificados para mejorar su compatibilidad con
recursos hidrofobos (Alexandre y Dubois, 2000, Ray y Okamoto, 2003, LeBaron
y col., 1999).

2.6 Propiedades de peliculas nanocompuestas.

Sectores como la medicina, la agricultura y de embalaje, se han enfocado en el
desarrollo de materiales que se integren al ambiente para la sustitucion o
complemento de aquellos materiales ya existentes, que sean de naturaleza no
renovable, por lo que la optimizacidn de las caracteristicas de los materiales de
origen renovable, a partir de nanocompuestos es una de las principales
disposiciones (Tang y col., 2008, Cyras y col., 2007, Kumar y col., 2011).

2.6.1 Propiedades de barrera.

La permeabilidad es una de las propiedades mas importantes tanto en los
materiales plasticos convencionales, como en los nanocompuestos. A diferencia
de los materiales de vidrio o metalicos, los materiales plasticos son permeables
en diferentes grados, por lo que la capacidad de barrera de estos materiales
presenta diferentes intervalos de transferencia, asi mismo el uso de polimeros
como materiales de empaque se encuentra en funcion a las propiedades del
producto a proteger (Siracusa, 2012), la figura 6, resume los requerimientos de
peliculas plasticas mayormente empleadas en la industria del empaque.

14
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Figura 6.- Propiedades de barrera necesarios para productos alimenticios y
farmacéuticos (Schmid y col. 2012).
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La capacidad de barrera a gases y vapores se determina a partir de métodos
estandar de la ASTM E96/E96M — 10.debido a que la permeabilidad involucra la
capacidad de los materiales para resistir fenomenos de permeabilidad y sorcion
con diferentes grados de intensidad ocasionando el intercambio de gases y
vapores en el sistema mediante dos procesos de permeacion; 1) debido al
tamano del poro y por donde gases y vapores pasaran, este efecto es debido a
defectos de sellado y 2) efectos de la difusiéon de una solucién, donde gases y
vapores disuelven la superficie del polimero y se difunden a través del polimero
mediante un gradiente de concentracion para evaporar al otro lado del polimero
(Mueller y col., 2011).

2.6.1a) Permeabilidad de materiales de origen renovable.

La permeabilidad de los bioplasticos puede ser asumida a partir del enfoque de
Fick; donde la ley de estado de Fick, establece que la difusion de reflujo de un
determinado componente es proporcional al gradiente de concentracion local de
ese componente.

~
Il
]
<
a
—~
—
A

Doénde:

i Difusién del flujo ((mol m=2s1)
D Coeficiente de difusion efectiva (m?s™)
c Concentracion de permeante (molm-3)
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La ley de Fick se considera una aproximacion valida, para sistemas diluidos,
aplicando la ecuacion de masa, la ecuacion de Fick puede derivarse de la

siguiente manera:

acC d%c
~_p—= (2)
ot 02%x
Doénde:
t Tiempo (s)
X Coordinacion espacial de la pelicula

En donde se especifica solo una dimensién en la ecuacion de balance de masa,
al considerar a la permeabilidad en una sola direccién. Asi mismo, el modelo
considera que la pelicula presenta una estructura homogénea, por lo que el
coeficiente de difusion se considera homogéneo, la representacion de la celda
de difusion se presenta en la figura 7.

17
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Figura 7.-Representacion esquematica de la difusion, con una concentracion Co y una
concentracion final C4, a la derecha del espesor de la pelicula (Bodnar y col., 2007).

2.6.1b) Modelos de permeabilidad para materiales
nanocompuestos.

La capacidad de barrera en los materiales plasticos nanocompuestos, se
encuentran estrechamente relacionada a la reorganizacion del compuesto
nanoestructurado, dentro de la matriz polimérica, por lo que la prediccion de como
el cambio estructural modifica la permeabilidad, ha llevado a la formulacion de
diferentes modelos de permeabilidad para materiales nanocompuestos, basados
en como la alineacion de las estructuras y las estructuras con una alta relacién
de radio/longitud, influenciara la permeabilidad a través de la matriz mas que
estructuras con una relacién menor:

Modelo de Nielsen (Nielsen, 1967); Describe el decrecimiento maximo en la
permeabilidad, basandose unicamente en la tortuosidad debido a la adicion de
un material a la matriz polimérica. EI modelo de Nielsen asume que las
estructuras adicionadas son impermeables, lo que da lugar a que las moléculas
que se difunden tiendan a ir alrededor de las particulas adicionadas, por lo que
las moléculas difundidas tendrian una trayectoria mas larga y tortuosa para viajar,
resultando en un tiempo mayor para su difusion a través de la membrana
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Asi mismo, supone que las estructuras de adicion presentan un tamafio uniforme,
se encuentran completamente dispersadas dentro de la matriz de manera
paralela a la superficie del composito y finalmente, que las propiedades del
material final no se ven afectadas por la presencia de las estructuras. La
dispersion incompleta, los huecos y una alineacion no paralela de las estructuras
adicionadas, produciran permeabilidades mas altas que las predichas por el
modelo. La permeabilidad relativa se encuentra dada por la siguiente expresion:

P 1-0
AT T 3)
Po 14%9/,
Dénde:
P Es la permeabilidad del composito.
Po Es la permeabilidad neta del polimero.
(7] Es la fraccion volumen de la estructura adicionada.
a Es la relacion de radio dada por la ecuacion 2.
Dénde:
=W/ (4)
w Es la dimensién intermedia de la particula.
t Es la dimensiéon mas pequefia de la particula.
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Modelo de Fredrickson y Bicerano (Fredrickson y Bicerano, 1999); En él, se
platea que las estructuras de adicién presentan forma de disco, similar a placas,
de tamano regular, impermeables y con una orientacion neta, pero sin un orden
posicional (fase nematica), asi mismo, los autores plantean que el centro de masa
de los discos se encuentra aleatoriamente distribuido y sin correlaciones
espaciales.

El modelo se encuentra centrado en analisis de regimenes diluidos y semidiluidos
(figura 8); el primero supone que los discos del material adicionado presenta
orientaciones distribuidas independientemente, mientras que la dispersion en los
radios de los discos se asocia a un factor adicional en una funcién de distribucién
de tamafio normalizado, exceptuando a los discos de distribucion de radio
patologicamente alta, el régimen diluido, también considera al producto del radio
del disco y la fraccidon de volumen pequefio en comparacion con la unidad .

El régimen semidiluido, considera un radio mayor a la unidad, mientras que el
volumen de la fraccion es menor a la unidad, mientras que la difusién de la
sustancia penetrante se vuelve tortuosa debido a que las barreras presentan una
alta superposiciéon

Figura 8.- a) Régimen diluido, b) Régimen semidiluido (Fredickson y bicerano, 1999).
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La ecuacion final del modelo de Fredrickson y Bicerano, se presenta en la
ecuacion 5.

1 1 2
7= YT aras * T aed)
P, 1+aka® 1+ a,ka®

(5)

Donde:
P, Po,@,c Mantienen la misma definicion
K Es un factor geométrico que viene dado por la ecuacién 4
= Ina (6)

Mientras que los valores de a1 y a2 se obtienen a partir de las siguientes
expresiones:

_[2 = sqrt(2)]

=TT (7)
0 = W ®)
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Modelo de Bharadwaj (Bharadwaj, 2001); El modelo se basa en la
permeabilidad solo debida a la tortuosidad generada por la presencia de
estructuras (esféricas, cilindricas, laminares, etc.) que modificaran la difusion de
un penetrante, sin importar la geometria de estas, sin embargo, plantea la
eficiencia de estructuras laminares al maximizar las trayectorias, debido a la
longitud y ancho de estructuras laminares con respecto a otro tipo de geometrias.

Asi mismo, el modelo describe, que las estructuras son colocadas de manera
coincidente con la direccion de la difusion, lo que provoca una mayor tortuosidad,
donde cualquier desviacion del arreglo afectara a las propiedades de barrera,
figura 9.

i o= 2

S = -va S =0 S =1

1

Figura 9.- Orientacion predefinida (n) de las estructuras (p), con respecto al plano de la
pelicula, asi como tres valores para el parametro (s). Bharadwaj, 2001.

La mejoria de la permeabilidad de los materiales nanocompuestos es en gran
parte debido a la delaminacién (exfoliacion) y la dispersion de las estructuras
dentro de la matriz polimérica. Asi mismo, dependiendo del grado de
delaminacidn, las nanoestructuras adoptaran espaciamientos variables, o bien
formaran agregados, la figura 10, muestra el efecto del incremento en la
agregacion y el decremento en la delaminacion.

22



MARCO TEORICO

Figura 10.- Efecto de la delaminacion y agregacion, manteniendo una direccién
paralela al plano de la pelicula. Bharadwaj, 2001.

La ecuacion de la permeabilidad en funcién al modelo de Bharadwaj se presenta
en la ecuacion 9.

K _ 1-0
Poegpe.(3)(s+3) ?

Doénde:

Ps, P Permeabilidad de la nanoestructura y polimero.
Fraccion volumétrica de la nanoestructura.
Longitud de la nanoestructura.

Espesor de la nanoestructura.

Parametro de orden, dado por la ecuacion 8.

U)EI_"?
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1
S = 5(360529 -1) (10)

Doénde:

0 Representa el angulo entre la direccion de la orientacion (n) y los
vectores unitarios

Modelo de Lape, Nuxol y Cussler (Lape y col., 2004); Como Nielsen, este
modelo asume que la adicidén de estructuras a una pelicula polimérica mejora sus
propiedades de barrera, a partir de la combinacion de dos fendmenos:

1) La disminucion del area disponible para la difusién, como resultado de la
adicion de estructuras impermeables que sustituyen al polimero
permeable.

2) El incremento de la distancia que un fluido debe recorrer, debida a la
tortuosidad por la presencia de estructuras en la pelicula polimérica.

El modelo de Lape y colaboradores, asume que la permeabilidad relativa de un
material compuesto puede presentar un arreglo regular o bien un arreglo
aleatorio.

Arreglo regular:

P, 2 @2
Bo_q,20
Py 1-0

(11)
2% 2 42
— =140 (12)
tLo
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Arreglo aleatorio:

Py [1+(%/3) x 07]

(13)
tyy [ 2 ]2
A - 14
tro T 3% ? (14)
Dénde:
Po Pelicula polimérica pura.
Ps Pelicula polimérica compuesta.

tLo Periodo de tiempo en pelicula pura.

tus Periodo de tiempo en pelicula compuesta.

o Razén de aspecto de la estructura, dada por la ecuacion.
o Fraccion volumétrica de la estructura.
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2.6.2 Propiedades mecanicas.

Los materiales poliméricos presentan propiedades visco-elasticas diferentes en
funcién a su naturaleza, al ser sometidos a fuerzas externas y dependiendo de
factores estructurales (peso molecular y estructura quimica, grado de

cristalinidad) y ambientales (humedad y temperatura), presentaran un
comportamiento variable, por lo que estudios acerca del comportamiento
mecanico en los materiales poliméricos son criticos para el control, aplicacion y
comercializacion del material. Un ensayo de traccion o tension permite medir la
resistencia a esfuerzos de traccién, el estrés se define como la fuerza por unidad
de area aplicada a la muestra. Cualquier cambio en la longitud, mas exactamente
la deformacién por unidad de longitud, de la muestra como resultado de esta
tensidén se denomina tension. La rigidez de un material se mide como la relacién
entre la tensidn a la tension y es la pendiente de la porcion de linea recta de un
diagrama de esfuerzo-tension. Este valor se conoce como modulo de Young o
modulo de elasticidad (Spence, 1994), por otro lado, la resistencia a la
deformacion plastica se define como la dureza del material. De manera general
en peliculas poliméricas, las propiedades mecanicas son evaluadas a partir de
ensayos de tension, que permitan obtener informacién acerca del
comportamiento de la pelicula (fuerza de tension, modulo elastico o modulo de
Young, elongacion al quiebre), sin embargo, las peliculas elaboradas a partir de
proteinas, sin importar su origen, son sensibles al agua, debido a factores como
su naturaleza hidrofilica y la adicion de plastificantes hidrofilicos, que brindan
termo-procesabilidad y flexibilidad a la pelicula, por otro lado, las condiciones de
alta humedad en el proceso de formacion de la pelicula, deriva en propiedades
mecanicas en el material limitadas, en comparacion a materiales de origen
sintético, como el polietileno de baja densidad (Dufresne y col., 2013), la tabla 2,
muestra las propiedades mecanicas de diferentes polimeros de uso comercial.
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Tabla 2.- Propiedades mecanicas de diferentes polimeros (modificado de Crompton,

2012).
Polimero Tensién al | Médulo de Elongacion Dureza
quiebre Young al quiebre superficial
(MPa) (GPa) (%)
Polimeros con carbono/hidrogeno
LDPE (polietileno de baja 10 0.25 400 SD 48
densidad)
HDPE (Polietileno de alta 32 1.25 150 SD 68
densidad)

PE (Polietileno entrecruzado) 18 0.5 350 DS 58
PP (polipropileno) 26 2 80 RR 85
Etileno-prropileno 26 0.6 500 RR 75
Polimetil penteno 28 1.5 15 RR 70

Estireno-butadieno 28 1.6 50 SD 75
Estireno-etilen-butilen-estireno 6 0.002 800 SA 45
PS (poliestireno de alto 42 21 2.5 RM 30

impacto)
PS de uso general 34 3 1.6 RM 80
Polimeros con oxigeno
Epoxy (propdsitos generales 600 80 1.3 RM 113
Acetal (Polioximetileno) 50 27 20 RM 109
Poliesteres (bisfenol), poliéster 280 16 1.5 RM125
laminado (fibra de vidrio)
Poibutilen tereftalato 52 21 250 RM 70
PET (polietilen tereftalato) 55 2.3 300 RM 30
PEEK (Polieter éter ketona) 92 3.7 50 RM 99
Dialil liosftalato 82 11.3 0.9 RM 112
Dialil ftalato 70 10.6 0.9 RM 112
Resina alquidica reforzada con 72 8.6 0.8 RM 125
fibra de vidrio

poliarilatos 68 2.2 50 RM125

PC (policarbonato) 50 2.1 200 RM 70
Oxido de polifenil 65 25 60 RR119
Fenol-formaldehido 45 6.5 1.2 RM 114
Anhidrido maleico de estireno 52 3 1.8 RL 105
Acetato de celulosa 30 1.7 60 RR 71
Propionato de celulosa 35 1.76 60 RR 94
Acetato de celulosa acrilico 70 2.9 2.5 RM 92

butirato
Etilen vinil acetato 17 0.02 750 SA 85
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Polimeros con nitrégeno

PAG (poliamida 6) 40 1 60 SD 75
PA 4,6 100 1 30 SD 85
PA 11 52 0.9 320 RR 105
PA 6,9 50 14 15 SD 78
PA 12 50 14 15 SD 78
PA 6,6 59 1.2 60 RR 90
PA 6, 12 51 14 300 RR 105
(ABS) Nylon/acrilonitrilo- 47 214 270 RR 99
butadien-estireno
PA- imida 185 4.58 12 RM 109
Poliamida 72 2.45 8 RM 100
Polieterimida 105 3.3 60 RM 109
PU (Poliuretano elastomero 24 0.003 700 SA 70
termoelastico)
Elastomero éter ester amida 57 10 0.6 RM 115
urea formaldehido
Estireno acrilonitrilo 72 3.6 24 RM 80
ABS 34 2.1 6 RR 106
Polimeros con Fluorina
politetrafluroetileno 25 0.70 400 RM 69
Fluoruro de polivinilo 40 14 150 SD 80
Polifluoruro de vinilideno 100 55 6 SD 90
Perfluoroalcoxi etileno 29 0.7 300 SD 60
Etilen tetrafluoroetileno 28 14 150 RR 50
Etilen clorotrifluoropropileno 30 1.7 200 RR 93
Etileno propileno fluorado 14 0.6 150 RR 45
Polimeros con clorina
PVC (Poli cloruro de vinilo 58 3.1 30 SA 70
clorado)
UPVC (PVC no plastificado) 51 3 60 RR 110
PVC plastificado 14-20 0.007-0.03 280-95 SA 85
Polimeros con sulfuro
Sulfuro de polifenileno 91 13.8 0.6 RR 121
Polisulfona 70 2.65 80 RM 69
Polietersulfona 84 2.6 60 RM 80
Polimeros con silicon
Silicones | 28 35 2 RM 80

Valores a temperatura ambiente
RM= Dureza Rockwell M 123 (duro)
RR= Dureza Rockwell R112

SA 65= Dureza Shore A 65 (suave)
SD 75= Dureza Shore 75
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Recientemente la investigacion de materiales poliméricos de origen renovable se
ha orientado al desarrollo de nuevas técnicas y uso de materiales que permitan
optimizar sus propiedades, surgiendo asi los materiales nanocompuestos; se ha
reportado que la adicion de materiales nanoestructurados, permite el
reforzamiento de matrices poliméricas de fuentes renovables debido al
incremento en la interaccion del area superficial con la superficie del polimero
(Ozgalik, 2010).

Las nanoparticulas de silicatos son los materiales mas empleados para la
optimizaciéon de matrices poliméricas a base de proteinas, desde su primera
publicacion en el afio 2002, donde Zheng y col., reportaron por primera vez el
efecto de la adicion de montmorillonita no modificada a una matriz polimérica de
gelatina, en dicha publicacion se evidencio la mejora de propiedades en la matriz
proteinica-nanoarcilla, tales como el Médulo de Young y la resistencia a la
tensién. Actualmente, diversos estudios estan dedicados al uso de nanoarcillas
no modificadas (especialmente montmorillonita), debido a que tanto proteinas
como arcillas no modificadas son de naturaleza hidrofilica, por lo que se espera
que este tipo de nano reforzadores genere estados de nanodispersién mejoradas
(intercaladas o exfoliadas) que resulten en la optimizacion de las propiedades
mecanicas (Dufresne y col., 2013, Ozgalik, 2010).

2.6.2a) Nanoindentacién.

La Nanoindentacion es un método de prueba mecanica para materiales,
desarrollado a principios de los afios 70°s, que consiste en ejercer una fuerza de
presion sobre el material de interés por medio de otro, cuyas propiedades se
conozcan, produciendo una pequefia huella sobre el mismo, la cual se considera
no destructiva. La escala de penetracion se mide en nanémetros (10-°m), requiere
una preparacion sencilla de la muestra y se caracteriza por efectuar una medicion
indirecta del area de contacto de la muestra, pues a diferencia de la indentacion
convencional, que calcula el area de contacto a partir de las impresiones
residuales de la muestra, la Nanoindentacion produce impresiones en el orden
de los micrémetros, lo que dificulta su medicion a partir de la impresién, por lo
que emplea la profundidad de penetracién del indentador sobre la superficie de
la muestra, que aunado al conocimiento de la geometria del indentador,
proporciona de manera indirecta el area de contacto (Fisher, 2011, Feng y col.,
2010, Poon y col., 2008).
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En general, la nanoindentacién tiene como objetivo la obtencion de la dureza y el
modulo de elasticidad de un material en base a lecturas experimentales de la
profundidad de penetracion del indentador en funcidon a la carga aplicada de
manera gradual y localizada sobre las muestras.

2.6.2b) Curvas carga-desplazamiento.

Durante el ensayo de nanoindentacion los datos de la fuerza de carga y
desplazamiento son almacenados conforme la punta del indentador presiona
sobre la superficie del material, generando un perfil de carga y descarga, el cual
se traduce en una curva de carga-desplazamiento (curva p-h), donde la curva de
carga representa la deformacion elasto-plastica del material y la curva de
descarga muestra el comportamiento del material tras la recuperacion.

El analisis de los datos recabados en el ensayo de nanoindentacion fue
desarrollado a partir de diferentes métodos:

Oliver, Hutchings y Pethicai (1983) proponen un método basado en el analisis
de las curvas de carga-desplazamiento y el conocimiento de la funcién de area
del indentador (el area transversal del indentador como una funcién de la
distancia desde la punta. El método propuesto de basé en la nocién de que a una
carga dada el material presentara la marca del indentador con cierta profundidad,
estableciendo la profundidad de la huella del indentador como el resultado de la
carga y el desplazamiento sobre el material, por lo que el area de contacto puede
ser estimada directamente a partir de la funcién de area.

Doerner y Nix (1986), proponen el calculo de la dureza y el modulo de elasticidad
de los materiales a partir de los datos de las curvas de carga-desplazamiento,
basandose en la observacion del estado inicial y de descarga del material,
comparando el comportamiento elastico del material indentado con una puncion
cilindrica plana, por lo que el area de contacto permanece constante hasta que
el indentador es descargado, asi mismo proponen un método empirico para
determinar el area de contacto, a partir de la extrapolacion de la porcion lineal de
la curva de descarga al punto inicial de la carga y empleando la extrapolacién de
la profundidad con la funcion de area para determinar el area de contacto.

El método propuesto por Doerner y Nix, asume que la de descarga produce un
efecto lineal, sin embargo, las graficas de cargar-desplazamiento de los
materiales rara vez son lineales, en base a estas observaciones, Oliver y Pharr
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(1992), plantean que la comparacion del comportamiento elastico del material
con una puncion cilindrica plana seria inadecuada al emplear un indentador
Berkovich, puesto que su area transversal varia permitiendo asumir que ninguna
geometria presenta una forma perfecta, ademas debido a la plasticidad, una
singularidad elastica no puede existir en la punta del indentador, mientras que la
curvatura en la linea de descarga se puede estimar asumiendo que el area de
contacto cambia continuamente durante la descarga.

La Organizacion Internacional de Normalizacion (ISO), publicdé la norma
ISO14577, que reglamenta las pruebas de indentacion instrumentada en
materiales metalicos, estableciendo que los ensayos de profundidad de
penetracidon deberan estar en rangos en las escalas macro, micro y nano,
definiendo los rangos de aplicaciéon de la siguiente manera:

nanoindentacion  hmax<200nm
microindentacion  hmax>200nm y Pmax<2N
macroindentacion 2N<Pmax<30kN

hmax Profundidad maxima de indentacién
Pmax Fuerza maxima del ensayo
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2.6.2c) Modelos para la estimacion de propiedades mecanicas y
fisicas de polimeros nanocompuestos.

La eficiencia de los materiales depende de propiedades y aplicaciones
especificas, en funcién a esto, se han desarrollado diferentes métodos de
prediccion de propiedades en nanocompuestos, los cuales requieren de
informacion acerca de los componentes individuales. Los modelos analiticos
normalmente se desarrollan para analizar la composicion o a materiales
heterogéneos a nivel de los constituyentes individuales, en polimeros
nanocompuestos los modelos analiticos se han empleado para la estimacion de
las propiedades fisicas y mecanicas.

Modelo Halpin-Tsai- modelo tedrico para la prediccidon de la rigidez en compositos
unidireccionales en funcion a su relacion dimensional; permite la estimacion del
modulo, basado en el médulo del material de reforzamiento y la matriz del
material (Ramakrishna y col., 2006, Zeng y Yu, 2010). EI modelo presenta al
modulo de Young longitudinal y transversal en la siguiente expresiéon (ecuacion
15):

En, 1—nv (15)
Donde:
E, Em= Modulo de Young en el composito y la matriz respectivamente
Vi= Fraccion volumétrica
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Mientras que n se encuentra dada por la ecuacion 16.

E/E,—1
n_—
Ef/Em-l'ff

(16)

Donde:
Er= Representa el médulo de Young de la estructura de adicion
&= Parametro de forma, depende de la geometria de la estructura y la

direccién de carga

Cuando se calcula el médulo de carga longitudinal, & es igual a I/t, mientras que,
si el médulo calculado es transversal, & es igual a w/t, donde los parametros |, w
y t, son la longitud, el acho y el espesor de la estructura dispersada.

Modelo Mori-Tanaka- este modelo deriva los principios del modelo de inclusion
de Eshelby (Kinloch y Taylor, 2006, Tandon y Weng, 1984) para la prediccion del
estrés elastico alrededor de una estructura de adicién elipsoidal en una matriz
infinita. El mdédulo elastico de una matriz isotrépica con un elemento de adicion
alineado esféricamente se da mediante las ecuaciones 17 y 18.

Ell _ AO
= = (17)
Em AO + Vf(A1 + 2170142)

Ey 24, 8
Em 240+ Vi(—243 + (1 — vg)As + (1 + v9)As4p) (18)
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Donde:

Vo= Relacion de Poisson en la matriz

Ao, A1...As= Tension de Eshelby y propiedades de la estructura de adicion y
la matriz: médulo de Young, relacion de Poisson, concentracion
de la estructura de adicion y relacion dimensional o de aspecto

2.6.3 Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de Fourier
(FTIR).

Esta técnica de analisis estructural se basa en la medicion de las frecuencias de
vibracion de los enlaces atdmicos en las moléculas. Con esta se determinan los
principales grupos funcionales de los compuestos que constituyen a las
muestras. Esta técnica representa gran utilidad, pues no solamente proporciona
informacion de la naturaleza quimica de las muestras a analizar, sino también
permite asociar la absorcion infrarroja con las propiedades mecanicas
(resistencia a la ruptura, elongacién), 6pticas (indice de refraccion, transmitancia,
opacidad) y estructurales (modulo de Young), de las peliculas preparadas bajo
distintas condiciones.

Fundamento-La espectroscopia de FTIR, se fundamenta en la absorcién de la
radiacion IR por las moléculas en vibracién. Una molécula absorbera la radiacion
de un haz de luz infrarroja, cuando la energia incidente sea igual a la energia
necesaria para que ocurra una transicion vibracional en la molécula. Se pueden
distinguir dos tipos basicos de vibracion; vibraciones por tensién y vibraciones de
flexion (Koening, 2001). La figura 11, presenta las diferentes vibraciones
moleculares, donde los signos + y — corresponden a movimientos desde el plano
de papel hacia el lector y en direccién contraria respectivamente.
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Vibraciones de tension

N N

Simétrica Antisimétrica

Vibraciones de flexion

G X

Balanceo en plano Tijereteo en plano
Aleteo fuera del plano Torsion fuera del plano

Figura 11. Tipos de vibraciones moleculares.

La espectroscopia de infrarrojo, aplicada al analisis de proteinas es una las
técnicas ampliamente utilizadas en las ultimas décadas, Elliot y Ambrose,
publicaron un trabajo, pionero de la aplicacion de la espectroscopia de infrarrojo
para el estudio de las subestructuras de la insulina, donde identificaron bandas
vibracionales y frecuencias caracteristicas de la amida | (Elliot y Ambrose, 1950,
Dong y col., 1990).

El espectro de infrarrojo de una proteina, estd compuesto de diversas bandas
vibracionales que surgen de los grupos funcionales de los que se encuentra
constituida, que permiten determinar la constitucién de la cadena principal y las
estructuras secundarias, a partir de la medicién de la longitud de onda y la
intensidad de absorcion de la radiacion infrarroja por la muestra, asi mismo se ha
reportado que la zona espectral mas sensible a la conformacion de la estructura
secundaria es la region de la amida | (1700-1600cm-), la cual se encuentra
constituida principalmente por las vibraciones del enlace C=0 (aproximadamente
80%) y se encuentra estrechamente relacionada a la estructura del esqueleto
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polipeptidico, por otro lado, la banda de la amida Il se encuentra relacionada a
las vibraciones de flexion del enlace N-H (aproximadamente 60%), las
vibraciones de tension de los enlaces C-N (aproximadamente 40%) y las
vibraciones del enlace C-C, cuya contribucion es aproximadamente 10% (Kong y
Yu, 2007, Jiang y col., 2011)

El uso de la derivacion de espectros de infrarrojo ha sido empleado para el
analisis de proteinas, desde mediados de la técnica de los 50°s, que permite
separar dos bandas de absorcion de longitudes de ondas muy cercanas
permitiendo una mejor resolucion espectral (Rodriguez, A., 2001). Por otro lado,
el concepto de la deconvolucién se basa en la ampliacion de las bandas
individuales, a partir de la separacion de las areas de cada banda, asi las bandas
que se superponen son distinguibles y la cuantificacién de los componentes de
la banda (estructura secundaria) es posible a partir de un ajuste de curva (Susy
y Byler, 1986, Contreras y col., 2010, Castorena y col., 2011).

2.6.4 Propiedades morfoldgicas.

2.6.4a) Microscopia de fuerza atémica (AFM).

Mediante esta técnica es posible obtener imagenes de la naturaleza superficial
de las peliculas (morfologia). Los analisis de las propiedades morfolégicas son
de gran utilidad debido a que estan asociadas a las propiedades mecanicas,
Opticas y estructurales de estas, las cuales repercuten directamente en la
permeabilidad de las peliculas.

Fundamento- La microscopia de fuerza atdmica, permite la medicion de la
topografia de una superficie a una escala micrométrica a nanométrica, asi mismo,
permite la medicidon de diversas propiedades de superficie, a partir del sondeo de
una superficie mediante el uso de una punta flexible. La interaccion entre la punta
y la superficie a analizar producira una fuerza que se puede medir y trasladar a
imagenes
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2.6.4b) Microscopia electrénica de barrido (SEM).

Esta técnica permite de manera complementaria a AFM, la observacion de la
calidad superficial de las peliculas a analizar en este trabajo. En esta técnica, el
area a analizar es irradiada por un haz de electrones, los cuales se dispersan en
diversas direcciones de acuerdo con la morfologia de la superficie,
proporcionando una imagen de esta con varios 6rdenes de amplificacion.

Fundamento- la microscopia SEM se basa en la interaccidon de los electrones
sobre la superficie de la muestra, ofreciendo informacion sobre la estructura
superficial.

2.6.5 Propiedades opticas.

Espectrofotometria UV-visible: Esta técnica de analisis utiliza el espectro de luz
UV-visible, para transmitir cada longitud de onda a través de la pelicula y asi
determinar regiones de maxima transmision (transparencia), asi como regiones
de absorcion (opacidad), las cuales serviran de indicadores de la calidad visual
de cada pelicula preparada.

Fundamento- La espectroscopia de uv/vis, involucra la absorcion de la radiacion
ultravioleta por una molécula, causando la transicién de un electron de un estado
basal a un estado excitado, liberando el exceso de energia en forma de calor.
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Alcances del proyecto

3.1 Justificacion

Debido a la creciente necesidad de emplear materiales plasticos eco-amigables,
en distintas aplicaciones como envolturas de productos alimentarios, empaques
secundarios, recubrimientos y para la elaboracién de diversos productos, ha
surgido el interés por desarrollar materiales y tecnologias para la obtencién de
peliculas con estas cualidades, a partir de recursos renovables (Jatropha curcas
L.), que no amenacen a los recursos alimenticios, tales como los recursos
agroindustriales.

3.2 Hipétesis

El uso de nanoarcillas (montmorillonita) y materiales nanoestructurados (SiO2 y
TiO2), inmersos en una matriz polimérica de proteinas de Jatropha curcas L.,
permite controlar (aumentar o disminuir) el intervalo de permeabilidad al vapor de
agua y oxigeno a través de una pelicula, asi como modificar las propiedades
mecanicas, opticas y morfolégicas de ésta.

3.3 Objetivo general

Obtener peliculas biodegradables elaboradas a partir de proteinas presentes en
la semilla de Jatropha curcas L., con incorporacion de compuestos
nanoestructurados empleando métodos de dispersion continua.
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ALCANCES DEL PROYECTO

3.3.1 Objetivos particulares

1. Obtener peliculas poliméricas a partir de la fraccion proteinica glutelina,
presente en la harina de semillas de Jatropha curcas L., obtenida como
subproducto del proceso de prensado para la obtencidon de aceite de
Jatropha curcas L.

2. Caracterizar quimica, fisica y estructuralmente peliculas poliméricas de
Jatropha curcas L., con presencia de la nanoarcilla montmorillonita
(cloisita Na*), a fin de analizar sus propiedades de barrera, mecanicas,
morfoldgicas, opticas, estructurales.

3. Desarrollar una metodologia de preparacion de peliculas poliméricas de
Jatropha curcas L. con presencia de nanoarcillas que tengan propiedades
de barrera ubicadas aplicaciones en alimentos y farmacos.

4. Desarrollar una metodologia de preparacion de peliculas poliméricas de
Jatropha curcas L. con presencia de nanoarcillas; que tengan propiedades
mecanicas y morfoldgicas requeridas para su posible uso como empaques
secundarios.

3.4 Descripcion del proyecto

Las propiedades fisico-quimicas de los nanomateriales dependen fuertemente de
las dimensiones de sus unidades estructurales basicas, y suelen ser muy
diferentes de las correspondientes al mismo material no nanoestructurado (Roco,
2002), actualmente existe un notable interés cientifico y tecnolégico por los
nanomateriales debido a que sus propiedades inusuales generan, a menudo,
nuevas aplicaciones (Gleiter, 1989, Gleiter, 2000). Con la nanotecnologia, el
reordenamiento de los atomos en un arreglo permite crear materiales con otras
caracteristicas especificas, con la finalidad de hacer mejoras en las areas de
construccion, almacenamiento de datos o disminucion de espacio, materiales
plasticos y biomateriales. En estas dos ultimas areas, se desea implementar la
nanotecnologia para la elaboracion de materiales plasticos de fuentes renovables
con un mayor rendimiento y menor costo de produccion, que agreguen
funcionalidad al mismo; para mejorar la preservacion y las caracteristicas de los
alimentos, asi como para facilitar su transporte.
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Respecto a los nanomateriales que se pueden estudiar, se ha trabajado
basicamente sobre: Arcillas del tipo esmectitas y 6xidos metalicos (figura 12).

Arcillas Esmectitas

Jols
A

Filosilicatos de | % |
Dioctaedricas  {Mentmorillonita estructura 2:1 L
Tipo TOT:
1 T-Tetraédrica
) . Hectorita O- Octaédrica
Trioctaedricas 1 Laponita T-Tetraédrica
Oxidos metalicos
SiO2
(a) Red tridimensional
1 Resistencia quimica y térmica
Incoloro
TiO2 )

(b)
] Estabilidad quimica y térmica
Semiconductor a) (b)

Figura 12.- Estructuras empleadas para la elaboracion de materiales plasticos.

Para este proyecto, se desea establecer la metodologia necesaria para la
obtencion de peliculas biodegradables a partir de proteinas contenidas en la
semilla de Jatropha curcas L., incorporando a la soluciéon formadora de pelicula,
macromoléculas o nanoestructuras que permitan potencializar las propiedades
mecanicas y de barrera, de los materiales unicomponentes del mismo origen,
empleando metodologias de dispersion continua. Esta técnica podria representar
una manera economica y practica de obtener peliculas con caracteristicas
optimizadas de propiedades mecanicas y de barrera que puedan representar un
potencial uso tecnoldgico.
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Desarrollo experimental

4.1 Materiales

4.1.1 Elemento nanoestructurado

El elemento nanoestructurado fue suministrado por BYK additives & Instruments
(tabla 3).

X/
o

Color: Blanco-amarillo claro
Humedad: 4-9%

Cloisita Na* Tamafio tipico de particula:<py m

Bentonita natural (dso)

(Bentonita 99-100% Densidad: 2.86g/cm?

Cuarzo <1%) Rayos X: doo1= 1.17nm
pH 9.0, al 2% de dispersion
+»» Gravedad especifica: 2.80-2.90
Tabla 3.- Compuestos nanoestructurados propuestos.

X3

S

X3

S

X/ X/ R/
LSS X IR X4

>
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4.1.2 Proteina

Se utiliza la fraccion proteinica de glutelina, presente en la semilla de Jatropha
curcas L., empleando ecotipos no toxicos. El fraccionamiento proteinico se
realiza en funcién a la solubilidad de las diferentes fracciones proteinicas
presentes en la semilla, figura 13.

Figura 13.- Fraccionamiento proteinico de la semilla de Jatropha curcas L. (Peralta L.,
2004).
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4.2 Métodos

4.2.1 Proceso general para la obtencién de peliculas de glutelina
nanocompuestas

La obtencidn de los materiales nanocompuestos elaborados a base de glutelina
de Jatropha curcas L. se desarrollaron en base a la estrategia experimental
mostrada en la figura 14.

Figura 14.- Estrategia experimental.
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4.2.2 Diseino experimental

Se emplea un disefio experimental que consiste en una matriz con tres factores
(concentracion de glicerol, contenido de nanoestructura y valor de pH), con tres
niveles de experimentacion, las variables de respuesta (figura15).

Figura 15. Variables de respuesta para el estudio de peliculas de glutelina de Jatropha
curcas L. nanocompuestas.

Se emplea un disefio experimental Box-Benhken que permita encontrar la
relacion entre las funciones de respuesta y las variables de estudio. Box-Benhken
es un disefio de segundo orden rotable, que se basa en un disefio factorial

incompleto de tres niveles, que requiere un numero de experimentos de acuerdo
con (ecuacion 19):
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N=k*+k+c, (19)
Donde:
N Numero de experimentos
k Es el numero de factores
cp Es el numero de réplicas del punto central

El disefio Box-Benhken es un sistema esférico, que visto como un cubo (Figura
16), consiste en las réplicas de un punto central y los puntos medios de los bordes
del cubo (Aslan y Cebeci, 2006, Ferreira y col., 2007).

. L X

X4

Figura 16.- Diseno experimental Box-Benhken; a) disefio derivado de un cubo, b)
representacion entrelazada como un disefio factorial 22 (Aslan y Cebeci, 2006).
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Para el diseio experimental Box-Benhken, un total de 17 experimentos,
incluyendo cinco puntos centrales fueron llevados a cabo (tabla 4).

Tabla 4.- Niveles y variables seleccionadas para el disefio Box-Benhken.

Variable Simbolo Niveles de variables
codificadas
Bajo Centro  Alto
-1 0 +1
Concentracion glicerol X1 (gr/100gr de 40 50 60
glutelina)
Concentracién nanoestructura X2 (gr/100gr de 5 10 20
glutelina)
pH X3 10 11 12

La influencia de las variables de estudio sobre las diferentes respuestas fue a
analizada por medio del software Design Expert® 10.0.3.

La significancia para cada termino en la ecuacion es la estimada para caso, asi
mismo, los resultados fueron evaluados por un analisis de varianza (ANOVA),
determinando el efecto y la regresion de los coeficientes individuales.

En funcién de visualizar la relacién de las respuestas y los niveles experimentales
de cada factor, se emplearon los coeficientes de regresion para la realizacién de
graficos de superficie y contorno a partir de las ecuaciones polinomiales.

Los graficos fueron realizados manteniendo dos factores constantes variando el
tercer factor, en funcién de comprender los efectos principales de las variables
en las respuestas, asi como sus interacciones.

El efecto de cada variable independiente sobre cada respuesta se determind a
partir de los datos experimentales, a partir del modelo propuesto para cada
respuesta Y (ecuacion 20):
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Y = bO + b1X1 + bZXZ + b3X3 + b11X12 + b22X22 + b33X§ + b12X1X2

20
Donde:
Y= Respuesta bo= Interseccion
X1= Glicerol b1, b2, bs= Coeficientes lineales
X2= Nanoestructura b11, b22, baz= Coeficientes cuadraticos
X3= pH b12, b13, b23= Coeficientes de interaccién

Para cada respuesta se generd un grafico de superficie, a partir de la ecuacion
de regresion, asi mismo se emple6é un analisis de varianza (ANOVA) para
determinar la significancia de los datos obtenidos (tabla 5).
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Tabla 5.- Arreglo para el disefio experimental.

Variables codificadas Variables actuales

Corrida Glicerol Cloisita pH
X1 X2 X3 X1 (%) X2 (%) X3

1 0 -1 1 50 0 12
2 0 1 1 50 20 12
3 0 0 0 50 10 11
4 0 1 -1 50 20 10
5 -1 0 -1 40 10 10
6 0 -1 -1 50 0 10
7 -1 1 0 40 20 11
8 0 0 0 50 10 11
9 0 0 0 50 10 11
10 -1 -1 0 40 0 11
11 1 0 -1 60 10 10
12 0 0 0 50 10 11
13 1 0 1 60 10 12
14 1 1 0 60 20 11
15 0 0 0 50 10 11
16 1 -1 0 60 0 11
17 -1 0 1 40 10 12

4.2.3 Elaboracién de peliculas

Se elaboraron peliculas de glutelina nanocompuestas, plastificadas con glicerol
con las siguientes condiciones:

La elaboracion de las peliculas se efectué por un método de dispersién continua,
para las muestras realizadas como controles, se prepararon soluciones
proteinicas, se ajustd el pH y se adiciono glicerol como plastificante. Las
soluciones formadoras de pelicula fueron calentadas en bano de agua durante
1hora, alcanzando 80°C y manteniendo agitacién magnética constante. Mientras
que las muestras nanocompuestas se realizaron dispersando al elemento
nanoestructurado en agua destilada, manteniendo agitacion constante durante 2
horas, para posterior ser sonicadas durante 45 minutos a temperatura ambiente,
de manera simultanea se disuelve la proteina en agua destilada, aplicando calor
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y manteniendo agitacion magnética constante y adicionando glicerol como
plastificante.

El pH de las soluciones se ajusto a los valores deseados. Ambas soluciones son
mezcladas para ser tratadas bajo las mismas condiciones que las soluciones
control; calentamiento en bafio de agua, alcanzando 80°C durante una hora
manteniendo agitacion magnética constante posterior al calentamiento, las
muestras fueron sonicadas a temperatura ambiente durante 30 minutos.

El proceso de secado se realizo vertiendo las soluciones en cajas Petri de vidrio
para evaporar el disolvente en horno de secado a 60°C durante 24horas.

Los valores de pH que se empleados fueron de 10, 11 y 12, la concentracion de
plastificante fue de 40, 50 y 60 %(p) con respecto al contenido de proteina
mientras que la concentracion de nanoestructura fue de 0, 5, 10 y 20 %(p) con
relacion al contenido de proteina.

4.3 Caracterizacion de peliculas nanocompuestas

Previo a la caracterizacién, los materiales nanocompuestos fueron
acondicionados en desecador con silica durante 7 dias. El espesor fue
determinado empleando un micrometro digital Mitutoyo con un error instrumental
de £3um.

4.3.1 Propiedades morfoldgicas

4.3.1a) Microscopia electrénica de barrido (SEM)

se obtuvieron micrografias SEM por medio de un microscopio electrénico de
barrido ambiental (TESCAN SEM Vega TS-5136SB) de imagenes de
microscopia digital. El voltaje de aceleracion fue de 10-30 kV, asi mismo el equipo
cuenta con un detector de electrones retrodispersados y electrones secundarios.
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4.3.1b) Microscopia de fuerza atdmica (AFM)

De manera complementaria a SEM. LA microscopia de fuerza atémica se empled
para el analisis de la morfologia de la superficie en las peliculas de glutelina
nanocompuestas por medio de un microscopio de fuerza atdmica Quesant
Instrument Corporation, modelo QSCOPE-250.

4.3.2 Propiedades quimicas y estructurales
4.3.2a) Espectroscopia infrarroja (FTIR)

Se obtuvieron los espectros de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR)
empleando un sistema Bruker Mod. Vertex 70, provisto del software Opus (figura
17).

Figura17.- Sistema Bruker Modelo Vertex 70.
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El espectrofotdmetro FTIR se empled en modo Transmitancia, operando bajo la
técnica de ATR y empleando el accesorio MIRacle Pressure Clamp de PIKE
technologies, con medidor y abrazadera digital de alta presion Para la obtencion
y procesamiento de los datos, se realizaron 120 escaneos para la muestra y 60
escaneos para la linea de base para cada espectro, el registro se realiz6 en la
region de frecuencia de 4000-400 cm-! con una resolucion de 4 cm™.

La segunda derivada y deconvolucidén de los espectros se obtuvieron por las
funciones diferenciar y fit multiple peaks respectivamente del software originlab

4.3.3 Propiedades mecanicas

4.3.3a) Nanoindentacién

Se empled un nanoindentador, modelo Nanoindentation Tester NHT de la marca
CSM Instruments, Suiza. El equipo cuenta con una punta de diamante, tipo
Berkovich, con una penetracion maxima de 200 pm y puede aplicar un intervalo
de carga de 0.1-500 mN con una resolucion de 0.04 ym. Cuenta con un
microscopio optico con epiluminiscencia con objetivos de 5 X'y 100 X (figura 18).

Figura 18.- Nanoindentador, modelo Nanoindentation Tester NHT, CSM
Instruments.
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4.3.4 Propiedades de barrera

La permeabilidad de las peliculas nanocompuestas fue determinada
gravimétricamente, empleando una version modificada del método estandar
ASTM-E96-93 para peliculas de alginato (Rangel y col., 2014).

Se emplearon muestras con 5 cm de diametro, las cuales fueron colocadas en
celdas de vidrio que contenian 5ml de agua destilada, dejando un espacio entre
la superficie de la pelicula con el agua de 2.5 cm. El sistema fue colocado en
desecador con una solucién saturada de MgCl2 6H20, una humedad relativa de
33% y una temperatura de 25°C.

La ganancia de peso fue monitoreada en intervalos de 24 horas, durante 5 dias
para determinar la velocidad de transmisién del vapor de agua, asi como los
valores de permeabilidad a vapor de agua de las peliculas.
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Resultados

5.1 Propiedades morfolégicas

5.1.1Microscopia electrénica de barrido — SEM

La microscopia electronica de barrido fue empleada para analizar la morfologia
de la cloisita Na+ asi como la homogeneidad de su distribucién dentro de la matriz
polimérica y su efecto en las propiedades de los materiales.

La figura 19, muestra la morfologia de la arcilla sin exfoliar. La cloisita Na*,
presenta un aspecto primario asociacion de laminas apiladas, generando una
morfologia agregada irregular, en algunas zonas se aprecia la forma del silicato;
hojuelas voluminosas, laminares, apiladas con una relacidon de aspecto de
alrededor de 200um de longitud, 100pm de ancho y alrededor de 12.5um de
espesor. Se observan estructuras de superficie tanto lisa como rugosa.
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Figura 19.- Micrografias SEM de Cloisita Na*.
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La figura 20, presenta las imagenes por microscopia electronica de barrido de
peliculas bio-nanocompuestas de glutelina de Jatropha curcas L. sin la presencia
de cloisita (a) y con 20% de arcilla (b), ambas muestras fueron realizadas con un
valor de pH para la solucién filmogénica de 10 y 40% (peso) de glicerol. La
pelicula de glutelina presenta una morfologia rugosa con particulas de proteina
que sobresalen la superficie, Ogale y col. (2000), destacan que la formacion de
crestas y valles formadas por particulas de proteina son debidas a una
deformacion de la matriz proteinica formada después de la consolidacion de las
particulas de proteina individuales y que este, es el resultado del efecto del
contenido de plastificante.

La imagen microscopica de la pelicula nanocompuesta muestra ademas de las
particulas de proteina, laminas de arcilla con un tamafo promedio de 2-5um
distribuidas por la superficie de la pelicula. Se observan cavidades, las cuales
podrian ser atribuidas a burbujas de aire disueltas durante el proceso de vaciado
y secado.

SEM MAG: 1.10 kx DET: SE S R SRS S DET: BSE Detector

HV: 3.0kV DATE: 03/07/18 50 um Vega @Tescan HV: 10.0kV DATE: 03/01/18 50 um Vega ©Tescan

(a) (b)

Figura 20.- Micrografias SEM a) pelicula de proteina de glutelina, b) pelicula
nanocompuesta (20% cloisita Na*).

55



RESULTADOS

5.1.2 Microscopia de fuerza atébmica - AFM

El analisis topografico de las diferentes muestras se efectué mediante
microscopia de fuerza atémica, las figuras 21, 22, 23 y 24 muestran las imagenes
topograficas de peliculas de glutelina y peliculas nanocompuestas con cloisita
Na* con diferentes concentraciones de plastificante (40-60% en peso) y pH (10-
12).

Las imagenes muestran una superficie rugosa, con perfiles lineares que
atraviesan la superficie de la muestra para mezclas con 40% de glicerol, sin
embargo al incrementar la concentracion de plastificante se observan superficies
mas ductiles menos rugosas, la morfologia de las peliculas muestran la presencia
de globulos de proteina la microscopia de fuerza atémica deja ver una superficie
heterogénea con agregados que indican que la rugosidad de la muestra es
dependiente de la concentracion de arcilla, asi mismo, caracteristica reportada
para materiales de origen proteinico de diferentes fuentes nanocompuestos con
silicatos. Debido al solapamiento de particulas el espesor local muestra
variaciones.

Por otro lado, en funcion del pH de las soluciones filmogénicas, se obtuvo una
superficie rugosa para muestras con pH 10, mientras que un pH de 12 resulta en
superficies con una morfologia menos rugosa, probablemente debido a la
interaccidn proteina-silicato (figuras 24, 25 y 26), con la presencia de picos y
valles que indican diferentes grados de ductilidad, donde la parte oscura de la
imagen representa al polimero, mientras que las zonas claras son indicativas de
la presencia de la arcilla. Las micrografias muestran la influencia del pH en la
morfologia de las peliculas, promoviendo un cambio conformacional en la
estructura de las cadenas de proteina.
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Gunning y col. (1996), analizaron la estructura interfacial de peliculas de
albumina de suero bovino (BSA) y B-caseina por medio de espectroscopia de
fuerza atdmica, las imagenes mostraron una morfologia esponjosa, compuesta
de objetos globulares que se sugiere son moléculas de BSA y B-caseina
respectivamente, asi mismo se sugiere que las estructuras globulares son
deformables e incrementan su area al disminuir la superficie de cobertura,
incrementando el espesor.

De Paula y col. (2004), estudian la morfologia de peliculas comestibles de suero
lacteo por medio de microscopia de fuerza atdbmica, evaluando el efecto del pH,
la concentracion de proteina y plastificante en la rugosidad del material y esta
con la permeabilidad de este. Los resultados mostraron una influencia del pH en
la morfologia de los materiales, debido a este propicia un cambio en la estructura
conformacional de la cadena de proteina, lo que genera cambios en la rugosidad

Por otro lado, Hong y col. (2011), evaluaron el efecto del tipo de arcilla en las
propiedades del material, en peliculas nanocompuestas a base de agar y arcillas
tipo Cloisita Na*, Cloisita 30B y Cloisita 20A; las imagenes morfoldgicas,
mostraron una diferencia en la rugosidad superficial, mientras que el calculo de
la rugosidad media mostro una dependencia de la rugosidad en funcion al tipo de
arcilla, asi mismo las muestras con Cloisita Na*, presentaron una mayor
rugosidad, lo cual fue atribuido a la compatibilidad entre la arcilla con la matriz
polimérica.

Ayala y col. (2016), estudiaron el efecto de la laponita y su concentracion en las
propiedades fisicas y morfologicas de peliculas de gelatina, observando que la
rugosidad en las peliculas nanocompuestas incrementaba con la presencia de la
laponita, el incremento en la concentracion de silicato fue relacionado con la
optimizacion de las propiedades mecanicas de los materiales; incrementando los
valores de modulo elastico, fuerza de tension, sin embargo la presencia de la
arcilla no afecto propiedades fisicas como el espesor, color, brillo y opacidad,
contenido de humedad, permeabilidad a vapor de agua, propiedades térmicas y
cristalinidad.
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5.2 Analisis quimico y estructural

5.2.1 Espectroscopia de infrarrojo

Se obtuvieron los espectros de infrarrojo de los componentes de la matriz
polimérica, la figuras 25 y 26, muestran los espectros de la proteina y el glicerol
respectivamente.
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Figura 25.- Espectro de FTIR de glutelina.
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Figura 26.- Espectro de FTIR de glicerol.

La figura 25 muestra el espectro de la glutelina, donde diferentes bandas
caracteristicas pueden ser observadas en el intervalo espectral de 4000-
400cm': la sefial en 3272cm-' fue atribuida a la amida A, correspondiente a la
sefial originada debido a efectos de resonancia de la Amida Il y la vibracién del
enlace N-H, la sefal alrededor de 1634cm™', fue asignada a la vibracion del
enlace C=0 ( amida I), mientras que las sefales alrededor de 1539 y 1300 cm-~
', fueron asignadas a los enlaces N-H (amida Il) y C-N (amida )
respectivamente. Asi mismo, la figura 26, presenta el espectro FTIR del
glicerol, en el que se destacan sefnales caracteristicas de la estructura, la sefial
en 3317cm™' fue asignada a la vibracion del grupo OH, las sefiales en 1109 y
1029cm-" fueron asignadas a las vibraciones de los enlaces C-O de C2y C4, C3
respectivamente, mientras que sefiales observadas en el intervalo espectral de
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995-850 cm! fueron atribuidas a las vibraciones de C-C del esqueleto. La figura
27, 28 y 29 muestran los espectros de peliculas de glutelina, con diferentes

concentraciones de plastificante, cloisita y valores de pH.

1.8 | ' | ' | ' | ' | ' |
1.6

60% Glicerol

0.8 |- b)
06 |-
04 |-

02 |

Absorcién (u.a.)

0.0 |

08 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 |

0.0 1

40% Glicerol 7

500 1000 1500 2000 2500 3000

Nuamero de onda (cm™)

3500 4000

Figura 27.- Espectros FTIR de peliculas de Glutelina-Cloisita Na+ con diferentes

concentraciones de glicerol a pH 10. Contenido de Cloisita Na':

— 0%, 7 5%, T 10% y T 20%.
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concentraciones de glicerol a pH 11. Contenido de Cloisita Na:
— 0%, — 5%, —10% y — 20%.

65

Cloi:



RESULTADOS
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Figura 29.- Espectros FTIR de peliculas de Glutelina-Cloisita Na+ con diferentes
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Las figuras 27, 28 y 29, muestran los espectros FTIR de peliculas de glutelina
nanocompuestas con diferentes valores de pH y concentraciones de cloisita
Na*® empleando glicerol como plastificante, donde se destacan las bandas de
absorcion correspondientes a los enlaces C=0 (amida |) alrededor de 1634 cm~
1 asi como al enlace N-H (amida Il) alrededor de 1554cm-". La sefial en 1300
cm™' se atribuye al enlace C-N (amida lll). Se observan ademas bandas
centradas en 2923 y 2850 cm' las cuales corresponden a vibraciones de
extension (stretching) de los enlaces C-H. Por otra parte, los espectros
conservan las sefales caracteristicas del glicerol, empleado como plastificante;
alrededor de 800 cm' a 110 cm™', se observan sefiales correspondientes a las
vibraciones de C-C y C-O. En la region denominada de huella dactilar, se
observaron bandas cuya frecuencia se centra alrededor de 850 cm-' y en 995
cm', las cuales se asignan a la vibracién del esqueleto C-C. Las seiiales
aproximadas a 1029 cm™' estan asociadas a las vibraciones correspondientes
al enlace C-O de los carbonos C1 y Cs, mientras que las sefales alrededor de
1109 cm™', se asocian al enlace C-O del carbono Co.

La region espectral =1157-800cm es atribuida a la absorcion de las bandas
de la molécula de glicerol, correspondientes a las vibraciones de los enlaces
C-C (=997-850 cm™') asociados al esqueleto carbonado y C-O (=1107-1045cm-
1), esta region en los diferentes espectros presenta cambios en la intensidad
de las bandas con respecto al contenido de glicerol y arcilla; se observa un
incremento progresivo en la intensidad de la banda al aumentar la presencia
de glicerol en la pelicula, lo cual es el resultado de que el numero de grupos
hidroxilos libres aumentara.

Una segunda regidén espectral (=1700-1600cm™), correspondiente a las
sefales de absorcion de la amida | y IlI; se observa un incremento en la
intensidad de la amida | conforme se incrementa la presencia de glicerol en la
pelicula, lo cual podria deberse al aumento de enlaces de hidrogeno entre la
proteina y la molécula de glicerol, lo cual disminuye los grupos peptidicos sin
interaccion, asi mismo se ha reportado que el cambio de intensidad en las
sefiales de amida | y Il es el efecto de transiciones entre estructuras 8 laminar
y a hélice (Panick y col., 1998, Gao y col., 2006).

La tercera regién espectral (=3200-2800 cm') se encuentra caracterizada por
las sefiales atribuidas a la amida A (=2918-2848cm™"), correspondientes a las
vibraciones del enlace C-H stretching, las cuales se han reportado como
dobletes que se originan por resonancia Fermi entre el primer arménico de la
amida Il y la tensidén entre el enlace N-H que generalmente depende de la
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fuerza del enlace de hidrogeno (Bandekar, 1992, Barth, 2007, Ramos y col.
2013). Por otro lado, la banda de absorcién en =3136 cm™' es atribuida a la
vibracion de los enlaces O-H, sin embargo, la banda muestra menor intensidad
conforme se adiciona cloisita a la matriz. El corrimiento de la sefial a longitudes
de onda menores se ha reportado ser caracteristico de los grupos OH que se
encuentran participando en puentes de hidrogeno (Lopez y col., 2017).

La figura 30 presentan espectros de infrarrojo de peliculas de glutelina
nanocompuestas con 20% (p) de arcilla 'y 40% (p) de plastificante a diferentes
valores de pH (10,11,12). Se observa una variacidén espectral en las
intensidades de las bandas de amida | y amida Il relacionadas con la proteina
debido a las variaciones de pH en las soluciones filmogénicas, este cambio en
las sefales puede ser relacionado con la permeabilidad a vapor de agua. De
acuerdo con el andlisis de superficie de respuesta (seccion 5.5.2, figura 42), la
permeabilidad del material tiene una dependencia cuadratica con el pH,
presentando un valor maximo a un valor de pH de 11, mientras que en el
espectro FTIR la intensidad de las sefiales debidas a la proteina disminuyen
(figura 30).
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Figura 30.- Espectros FTIR de peliculas de glutelina nanocompuesta. 40%(p)
glicerol, 20% (p) cloisita Na*y pH 10, 11y 12.

Por otro lado, los espectros de infrarrojo de las peliculas bio-nanocompuestas
elaboradas con 40% (p) de plastificante y concentraciones de cloisita de 0,10
y 20% (p) a un valor de pH de 10 (figura 31), muestran un incremento en la
intensidad de las bandas a 1008 y 447cm™', las cuales se encuentran
relacionadas con la cloisita; se observa un incremento en la intensidad de las
sefales al incrementar el contenido de arcilla en la muestra. De acuerdo con lo
que muestra el analisis de superficie de respuesta (seccion 5.5.3, figuras 44 y
46), el contenido de cloisita constituye el factor principal que afecta a las
propiedades mecanicas, donde la inclusion de arcilla genera el incremento de
la dureza y el modulo de Young, llevando a ambas respuestas bajo las
condiciones de preparacion de los bio-nanocompuestos a un valor maximo en
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el espacio analizado. Por otro lado, la variabilidad en el contenido de arcilla no
presenta un efecto importante en la estructura de la glutelina, como puede
observarse en la figura 31, donde la forma de las bandas relacionadas con las
sefales de la amida | y amida Il no presentan cambios al variar la concentracion
de cloisita en los materiales, donde las condiciones de preparacion (contenido
de glicerol: 40%, contenido de cloisita: 20% y pH: 10) toman la dureza de la
pelicula de bionanocompuestos al maximo en el espacio analizado

Figura 31.- Espectros FTIR de peliculas de glutelina nanocompuesta. 40%(p)
glicerol, pH 10 y diferentes concentraciones de cloisita Na*: 0, 10 y 20%(p).
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Schmidt y col. (2015), elaboraron peliculas a partir de proteinas extraidas del
salvado de arroz, con la finalidad de evaluar el efecto fisicoquimico de
diferentes concentraciones de proteina y glicerol, asi como el efecto de la
adicion de montmorillonita en la pelicula. Los espectros FTIR, mostraron que
la absorcidon espectral de peliculas con diferentes formulaciones, presentan
regiones de absorcion similares, difiiendo solo en la intensidad de las bandas.
El incremento en la absorcién fue atribuida a incremento en la interaccion de
los constituyentes de la pelicula debida a la presencia de grupos hidroxilo que
permiten incrementar los enlaces por puentes de hidrogeno. Por otro lado, la
adicion de montmorillonita disminuyo la absorcion de las senales,
principalmente en la region de 3400 cm™' y entre la regién de 1700 -1500 cm-’,
las cuales son caracteristicas de la absorcion de los grupos amino (-NH) y de
las sefales de la amida | y Il de las proteinas, lo cual indica la interaccion de la
montmorillonita con la proteina, resultando en la reduccién vibracional de los
grupos funcionales de la proteina.

Coronado y col. (2015), investigaron las propiedades de peliculas
biodegradables, nanocompuestas de gelatina- montmorillonita, considerando
dos concentraciones de montmorillonita (0, 10g), empleando glicerol como
plastificante del material, El analisis por espectroscopia FTIR, mostré cambios
en las bandas correspondientes a la amida Il (3283 cm'), amida Il (1523 cm-
)y amida | (1629 cm™') asi como la region de interaccion del carbono e hidroxilo
(800-1100 cm"), la cual fue atribuida a la vibracion stretch del Si-O.

Pereira y col. (2017), caracterizaron y evaluaron las propiedades mecanicas de
peliculas de suero lacteo con montmorillonita, observando senales en el
espectro FTIR en los siguientes rangos espectrales: 1150-800 cm™' atribuidos
a la absorcién del glicerol, 1350-1170 cm™ atribuido a la vibracién C-N
(stretching) y a la vibracidn del enlace N-H (bending) de la amida I, las sefiales
en 1550-1400 cm fue asociada a la vibracién del enlace N-H (bending) de la
amida Il y el intervalo de 1700-1600 cm™! fue atribuida a la vibracién del enlace
C-O (stretching) de la amida |, la banda en el intervalo de 3600-3000 cm' fue
asignada a las vibraciones de los enlaces O-H y N-H, los cuales tienen la
capacidad de formar enlaces por puente de hidrogeno con el grupo carbonilo
de los enlaces peptidicos de las proteinas, la banda en 520-461 cm™ se
atribuyd principalmente al enlace Si-O. las sefales de los enlaces O-H y N-H
presentan la capacidad de formar enlaces inter e intramoleculares con los
enlaces C-O presentes en los aminoacidos de la proteina.
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Ramos y col. (2013), evaluaron el efecto de glicerol en propiedades como la
permeabilidad y capacidad mecanica en peliculas de suero lacteo. El analisis
por espectroscopia de infrarrojo mostré6 consistencia con los resultados
obtenidos por otras técnicas, donde las capacidades térmicas, de barrera,
opticas y mecanicas mostraron ser influenciadas por el contenido de glicerol en
los materiales. Observaron cambios en los espectros de las peliculas de suero
cuando el contenido de glicerol aumentaba; las sefales asociadas a al
esqueleto carbonado C-C, asi como las sefales debidas al enlace C-O,
mostraron un incremento en la frecuencia de sus sefiales, asi mismo se
presentd un incremento en la intensidad de estas sefales, lo cual fue
interpretado como el incremento de los grupos hidroxilos disponibles para
interactuar con las moléculas de agua, lo cual presento afinidad con los
resultados que obtuvieron en cuanto al contenido de humedad, cuyos valores
se incrementaron al presentar las muestras un contenido mayor de glicerol, por
otro lado la sefial debida al enlace -OH mostré un incremento de intensidad,
mientras que el ancho de la banda fue relacionado con el entrecruzamiento de
la red proteinica, donde anchos de banda menores es indicativo de un grado
mayor de entrecruzamiento con cadenas de proteina cercanas unas a otras,
permitiendo interacciones por puente de hidrogeno, disminuyendo la
disponibilidad de grupos -OH libres.

Asi mismo, Machado y col., (2017) al efectuar el analisis de las propiedades
opticas y estructurales de peliculas de suero lacteo nanocompuestas con
cloisita Na*, observaron en los espectros de infrarrojo presentaban bandas
anchas en la regién espectral de 3600-3000cm™', las cuales fueron
relacionadas con el entrecruzamiento de la red de proteina, mientras que la
frecuencia fue relacionada con la interaccidn entre la proteina con los
componentes de la matriz; donde los desplazamientos a frecuencias menores
fue relacionado a interacciones mas fuertes entre la proteina y la arcilla. Ah
reportado que la intensidad de absorcién de la sefal en los espectros de
infrarrojo es proporcional a la concentracion de las especies de analisis
(Carbonaro y Nucara, 2010).
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5.2.1a) Espectroscopia de la 2da derivada

El espectro en la region de la amida |, consiste en diferentes sefales
traslapadas, que representan las diferentes estructuras secundarias que la
componen.

Las bandas traslapadas fueron localizadas a partir de los espectros de
infrarrojo, mostrados en las figuras 27, 28 y 29, se efectué un analisis de la
segunda derivada en la regién de 1700-1600cm-’, correspondiente a la amida
I, para elucidar los cambios conformacionales debidos a cambios de pH vy
concentracion del compuesto nanoestructurado.

El analisis de la segunda derivada permitio determinar la posicion de los picos
de absorbancia, situados en la posicion de la amida | (figuras 32, 33 y 34).

Los espectros de segunda derivada muestran los cambios que ocurren en la
estructura de las proteinas. Las sefiales alrededor de 1629-1622 cm-"' fueron
atribuidas a estructuras B laminar, 1648 cm-" a estructuras desordenada, 1656-
1658 cm™! a estructuras a hélice, mientras que las bandas en el intervalo de
1693-1663 cm', fueron atribuidas a las conformaciones de giros 8 (Zhao y col.,
2008). Asi mismo, los espectros de la -segunda derivada de las peliculas
nanocompuestas, mostraron que los cambios de pH en las soluciones
formadoras de pelicula modificaron las intensidades en las bandas. Los
cambios en el espectro de la proteina indican cambios en la conformacion de
la cadena proteinica debido a la desnaturalizacion de esta, debido a cambios
en el pH y la temperatura (Shevkani y Singh, 2015). Se observa una
predominancia de estructuras 8 laminar y random.

73



RESULTADOS

0.10 T T T T T T T T T
60%Glicerol
i Lamina B

Desordenada
0.05 |- 1622 1609 1648 Giro B -

a Hélice

1656 1693 A
1663 oo 1679

0.00

0.04

0.02

0.00

-0.02 p

-0.04

Absorcion de la 2da. Derivada (u. a.)

0.04

0.02

0.00

-0.02 f

_004 L | L | L | L | L
1600 1620 1640 1660 1680 1700

Numero de onda (cm'1)

Figura 32.- Espectros FTIR de la -2da derivada para peliculas de Glutelina-Cloisita
Na* con diferentes concentraciones de glicerol a pH 10. Contenido de Cloisita Na':

— 0%, — 5%, —10% y —20
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Figura 33.- Espectros FTIR de la -2da derivada para peliculas de Glutelina-Cloisita

Na* con diferentes concentraciones de glicerol a pH 11. Contenido de Cloisita Na":
— 0%, — 5%, —10% y —20
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Figura 34.- Espectros FTIR de la -2da derivada para peliculas de Glutelina-Cloisita
Na* con diferentes concentraciones de glicerol a pH 12. Contenido de Cloisita Na":

— 0%, — 5%, —10% y —20
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La figura 35 muestra los espectros de la segunda derivada en la region
espectral de la amida | para los bio-nanocompuestos para las composiciones:
40%(p) glicerol, 20%(p) cloisita Na* y valores de pH de 10, 11 y 12. Se
observan bandas asociadas con la estructura secundaria de la glutelina, tal
como estructuras B giro (1694, 1680 y 1664cm-"), random (1648cm-"), a hélice
(1647cm) y B plisada (1625cm-"), donde los espectros de la segunda derivada
a partir de la estructura secundaria de la glutelina en la pelicula, muestran una
disminucion de la intensidad para las bandas relacionadas con las estructuras
B giro (1664cm"), a hélice (1647cm™) y B plisada (1625cm') a un pH de 11.

Figura 35.- Espectros FTIR (segunda derivada) de peliculas de glutelina
nanocompuesta. 40%(p) glicerol, 20% (p) cloisita Na*y pH 10, 11y 12.
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Por otro lado, los nanocompuestos de glutelina realizados bajo las condiciones
de pH de la solucién filmogénica de 40% (p) de glicerol y diferentes
concentraciones de cloisita Na*; 0, 10 y 20% (p), la segunda derivada del
espectro de infrarrojo muestra que si bien la inclusion del silicato permitio el
incremento de la dureza y el mddulo de Young, esta no represento un efecto
significativo en la estructura de la proteina, por lo que no se aprecian cambios
en las bandas relacionadas directamente con la estructura secundaria de la
proteina debidos al cambio de concentracion de cloisita en la pelicula (figura
36).

Figura 36.- Espectros FTIR (segunda derivada) de peliculas de glutelina
nanocompuesta. 40%(p) glicerol, pH 10 y diferentes concentraciones de cloisita Na™:
0, 10y 20%(p).
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Ma y col. (2001), reportan que para proteinas globulares de avena, la
dispersion varia en funcién a los valores de pH; espectros FTIR de la proteina
dispersada a valores de pH en el intervalo de 5-7 fueron similares , sin embargo
a valores altamente alcalinos (pH 11), los espectros mostraron la disminucién
de dos bandas atribuidas a estructuras 3 laminar, por lo que plantean que esta
variacion es el resultado de los cambios en los enlaces de hidrogeno o bien un
cambio en la conformacién de la proteina, por otro lado valores de pH acidos
(pH 3) produjo el incremento en sefales en el intervalo de 1626-1623cm-
1.variaciones en el periodo de calentamiento produjo cambios en la intensidad
de diversas bandas del espectro de infrarrojo, donde bandas asociadas a
conformaciones intramoleculares antiparalelas [ laminar  fueron
progresivamente incrementando al incrementar el tiempo de calentado
mientras que las bandas se corrieron a numeros de onda menores.

Torii y Tasumi (1992) reportan que la absorcion en la sefial de la amida | sera
afectada por la estructura carbonada de la proteina, asi mismo, aminoacidos
de las cadenas laterales de proteinas globulares, tales como arginina,
glutamina, acido aspartico, acido glutamico, lisina, tirosina, histidina y
fenilalanina, presentan absorciones intensas en la region espectral de la amida
| (Venyaminov y Kalnin, 1990)

Kong y Yu, (2007), reconsideran que los métodos de analisis matematicos
pueden ser empleados para mejorar la resolucion de espectros FTIR, al
permitiendo la ampliacion de sus componentes, para separarlos mas alla de la
resolucion del instrumento de medicion.

Georget y Belton (2006), analizaron el efecto de la temperatura y contenido de
agua en la estructura secundaria del gluten de trigo, a partir de un analisis de
la —segunda derivada y deconvolucién de los espectros de infrarrojo en la
region representativa a la amida I, donde a 0% de hidratacién, la estructura
secundaria no presento cambios, sin embargo a un porcentaje de hidratacion
del 13%, se observaron cambios en las frecuencias bajas de la region
representativa de la amida |, lo cual fue atribuido a cambios presentados en las
estructuras 3 laminar.
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Asi mismo, observaron que la mayoria de los cambios ocurrieron a
temperaturas superiores a la temperaturas de transicion, a una hidratacién del
47% y el aumento de temperatura, se presentan cambios mas complejos e
irreversibles y diferentes bandas surgen en el intervalo de la amida I.

Dang y col. (2010), analizaron el efecto del pH en la conformacion de
nanocompuestos de proteina de seda con nanoarcillas, determinando que las
soluciones con pH acido, por debajo del punto isoeléctrico de la proteina,
permitia que esta se cargara de manera positiva facilitando la interaccion y
dispersion de la nanoarcilla, asi mismo, observaron un cambio significativo en
la estructura secundaria de la proteina al estar bajo condiciones acidas,
generando un cambio en la cristalizacion de la estructura B laminar; y al estar
relacionadas las propiedades térmicas, opticas, mecanicas y de degradacion
con la estructura B laminar, plantean la importancia del control de las
transiciones de esta estructura para el desarrollo 6ptimo en las diferentes
aplicaciones en materiales

5.2.1b) Analisis de deconvolucién

Se emplearon los espectros de —segunda derivada, para recuperar datos
traslapados en el area representativa a la amida | (1700-1600cm-"), debido a la
alta sensibilidad de la banda de amida | a pequefias variaciones en la geometria
molecular y enlaces de hidrégeno. El analisis de deconvolucion, efectuado
mediante una funcion de linea lorentziana se muestra en las figuras 37, 38, 39 y
anexo 1.
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Figura 37.-Deconvolucién del espectro FTIR de la -2da derivada para peliculas de

Glutelina con diferentes concentraciones de glicerol a pH 10.
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Figura 38.-Deconvolucion del espectro FTIR de la -2da derivada para peliculas de
Glutelina con diferentes concentraciones de glicerol a pH 11.
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Figura 39.-Deconvolucion del espectro FTIR de la -2da derivada para peliculas de
Glutelina con diferentes concentraciones de glicerol a pH 12.
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La region representativa de la amida |, constituida principalmente por vibraciones
C=0 (stretching) y en menor medida a las vibraciones de los enlaces C-N
(stretching) de los enlaces peptidicos, es sensible a la estructura secundaria
(Gilbert y col., 2005).

Los espectros de las figuras 37, 38, 39 y anexo 1, se encuentran constituidos por
siete sefales; las sefales de mayor intensidad, localizadas en =1621 y =1630 cm"
', es una sefial tipica en proteinas con estructuras B predominantes (Remondetto
y Subirade, 2003, Gilbert y col. 2005, Kong y Yu, 2007). Las sefales en =1663,
=1655 y =1648 cm', fueron atribuidas a estructuras 310 hélice, hélice y random;
mientras que las sefales en =1681 y =1669 cm™' fueron atribuidas a estructuras
de giro B. Las estructuras 310 hélice, son una variacion de la estructura a hélice
que presentan una unidad repetida que comprende tres residuos de aminoacido
en un giro, localizadas principalmente en las extensiones terminales N o C de a
hélice (Armen y col., 2002). Las estructuras del tipo giro B, permiten el cambio de
direccion de la cadena peptidica para obtener una estructura plegada.

La cuantificacion de las diferentes estructuras secundarias, mediante el analisis
de la banda de amida | del espectro FTIR, muestra como componente principal a
la estructura B laminar (tabla 6), constitucion seguida de estructuras random y
hélice, de esta ultima, la optimizacion del espectro mostré una mayor abundancia
de la estructura 310 hélice con respecto a a hélice (tabla 7).
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Tabla 6.- Contenido de estructura secundaria (amida I).

— pH10 pH11 pH 12
CI:I;S"Ita SlesEle Estructura
40 50 60 40 50 60 40 50 60
(%) Area (%)
0 42615 43934 44165 48438 35162 47.668 56.831 54.932 39.455 M Lamina
5 41803 41406 40.142 38414 46.372 63.840 41.101 39.338 42.079
10 44510 40.856 41.412  52.508 40.856 49.535 39.218 56.329 39.804
20 45406 58.886 53.748  38.747 39.821 57.053 45406 58.886 53.748
0 15.046 15.771 15.635 15676 13.070 16.804 16.019 17.055 16.495
5 17.633 16619 18792 12716 19.507 5671 15527 17.383 16.920 .
10  16.905 16.428 20.516  6.255 16.428 20.106 17.452 17.235 16.755
20 14699 15103 11.173 15110 15.146 5631  14.699 15103 11.173
0 10.229 10.870 10.850  13.798 8.847 13.984  9.972 10.919 11.018
5 11.433 11533 13.080  9.192 13.080 17.181  9.963 10.573 10.991 .
10 10532 10072 13528  17.920 10.072 13.930 10586 11.456 10224 @ Hélice
20 9512 11.031 15128 9274 10.720 10.281 9512 11.031 15.128
0 32.110 29.425 29.351  22.088 42.921 21.543  17.179 17.094 33.032
5 29131 30.442 27.986  39.678 21.041 13.308 33.410 32.706 30.010 Slch
10  28.053 32.644 24544 23227 32.644 16.429 32744 14.980 33.217
20 30383 14.980 19.951  36.869 34.313 27.035 30.383 14.980 19.951
Tabla 7.- Contenido de estructuras hélice.
. pH 10 pH 11 pH 12
CI:II:*Ita lleTelies) Estructura
(%) 40 50 60 40 50 60 40 50 60
Area (%)
0 29930 24692 24641  47.441 45480 42.852  32.810 20.502 18.445
5 30069 28568 35614 52927 33493 78604 23504 20855 16.755 . ..
10  19.525 22582 26.549  92.886 22.582 39.843  20.245 19.903 24.882
20 20690 26721 14.872 38205 28.813 63.636  29.690 26.721 14.872
0 70070 75308 75359 52559 54520 57.148  67.190 79.498 81.555
5 60031 71432 64.386  47.073 66.507 21396 76406 79.145 83245 . ..
10  80.475 77.418 73.451 7114 77.418 60.157  79.755 80.097 75.118
20 70310 73.279 85128  61.795 71.187 36.364  70.310 73.279 85.128
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Kong y Yu (2007), efectuan una revision de los avances de la espectroscopia de
FTIR y sus aplicaciones para el analisis estructural de proteinas; sefalan que los
componentes estructurales de la amida | de las proteinas, pueden ser estudiados
y asignados, a partir del analisis de sus frecuencias vibracionales, en donde la
estructura secundaria que la constituye es reconocida por medio de otras
técnicas. La vibracién de la banda de la amida |, depende de la naturaleza de los
enlaces de hidrogeno involucrados con los enlaces C=0 y N-H, A su vez, esto
esta determinado por la estructura secundaria adoptada por la cadena
polipeptidica, lo que refleja la conformacion de la cadena principal y el patron de
enlaces de hidrégeno. Las sefiales representativas a la amida | en las proteinas,
consisten en el solapamiento de las sefales de sus constituyentes (a hélice, giro
y lamina 3 y estructuras desordenadas). Asi mismo plantean que la estimacion
de la estructura secundaria de una proteina se basa en la suposicion de que
cualquier proteina puede considerarse como la suma lineal de algunos elementos
fundamentales de la estructura secundaria.

Guilbert y col. (2005), analizaron el comportamiento de peliculas elaboradas a
partir de proteinas de suero de leche con diferentes agentes plastificante, a partir
del analisis de la deconvolucion de espectros FTIR; sefalan que la presencia de
componentes entre 1680 y 1625 cm', son indicativos de la presencia de
segmentos poli peptidicos no plegados, mientras que las sefiales alrededor de
1653cm™ son caracteristicos de los elementos secundarios residuales,
probablemente a hélices y que puede ser atribuible a dos factores: el primero se
encuentra relacionado con los momentos dipolares capaces de interrumpir los
enlaces de hidrogeno de los grupos peptidicos, a partir de la competencia entre
los grupos O-H de los alcoholes y los grupos N-H del péptido para formar enlaces
de hidrégeno con la amida (C=0), el segundo factor, se encuentra relacionado
con la baja constante dieléctrica de los alcoholes, capaz de perturbar la estructura
de las proteinas, reduciendo su efecto hidrofébico, que al mismo tiempo
promueve el desarrollo y replegado en wuna conformacién helicoidal
conformacional mas estable energéticamente). Finalmente plantean que la
presencia de sefiales en el intervalo de 1627 a 1621 cm™', dependen del tipo de
plastificante empleado, pues la posicion de la banda disminuye en el siguiente
orden glicerol> dietilenglicol>etilenglicol, lo que indicaria un fortalecimiento de los
enlaces de hidrégeno intermoleculares entre las hojas f3.

Bourbon y col. (2011), efectuaron un analisis comparativo de la interacciéon de
matrices elaboradas a partir de quitosano y compuestos bioactivos (proteinas de
soya), a partir de espectroscopia FTIR y la deconvolucién de sus espectros,
observando la deformacion de los espectros en los intervalos de 1584 a 1536 cm-
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'y 1650 a 1630cm-’, se encuentran asociados a la incorporacion de proteinas de
soya a la matriz y que al mismo tiempo es reflejada en el area de las bandas,
las peliculas (mecanicas,

influenciando

las diferentes

morfologia, barrera).

propiedades de

5.3 Analisis de propiedades de barrera

5.3.1 Permeabilidad a vapor de agua

Los valores obtenidos para permeabilidad a vapor de agua se muestran en la

tabla 8.
Tabla 8.- Permeabilidad a vapor de agua.
Glicerol Cloisita Na* pH10 pH11 pH12

(%) (%) PVA (g mm/ mmHg d m?)

40 0 8.381 8.073 4.842
40 5 4.791 8.134 5.459
40 10 6.785 7.580 2.704
40 20 5.632 5.116 1.165
50 0 9.832 11.743 6.133
50 5 9.073 7.689 4.595
50 10 5.569 11.807 9.251
50 20 7.583 3.341 5.020
60 0 6.058 11.180 8.054
60 5 9.489 9.772 7.927
60 10 9.603 8.828 6.536
60 20 1.912 8.793 13.128
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Se observo un incremento en los valores de permeabilidad en las muestras con
arcilla. Por otro lado, al incrementar la concentracion de plastificante, la
higroscopicidad del glicerol reduce las fuerzas intermoleculares entre las
cadenas del polimero, permitiendo un incremento en el volumen libre, facilitando
que las moléculas de agua migren, sin embargo, una excesiva movilidad de la
cadena disminuye la capacidad de barrera del material. Por otro lado, el
incremento en el pH produjo de manera general la reduccién de los valores de
permeabilidad. Hong y col. (2011), evaluaron los efectos del contenido y tipo de
arcilla en las propiedades mecanicas, de barrera y antimicrobianas en peliculas
de agar; elaboraron peliculas a partir del método de dispersion continua,
empleando arcillas tales como Cloisita Na*, Cloisita 20A, Cloisita 30B y
concluyeron que para las propiedades evaluadas, la cloisita Na* fue mas
compatible con la matriz, a concentraciones del 5% de arcilla, permitio la
disminucién de la permeabilidad 24%, mientras que la fuerza a la tensién
incremento 18%, debido a su caracter hidréfilo en comparacién con las arcillas
modificadas (Cloisita 20A, Cloisita 30B), por lo que concluyen que una seleccion
adecuada no solo de la concentracion de arcilla sino del tipo de arcilla es
fundamental para la optimizacion de los materiales.

Echeverria y col. (2014), al evaluar el efecto de la adicion de montmorillonita en
peliculas de proteinas de soya, reportaron que el incremento en la concentracion
de montmorillonita en la matriz y su adecuada dispersion permitié disminuir la
permeabilidad a vapor de agua y concluyen que debido a que la montmorillonita
posee un caracter hidrofilo, tiene la capacidad de interactuar con las moléculas
de agua, a través de enlaces de hidrogeno, sugiriendo una afinidad entre la
arcillay la proteinay el glicerol con la arcilla, dejando menos sitios de interaccion
disponibles para la retencion de agua.

5.4 Propiedades mecanicas.

5.4.1 Nanoindentacion.

La figura 40, muestra las curvas de carga-desplazamiento, obtenidas en el
proceso de carga y descarga del nanoindentador, los cuales representan la
penetracion total del indentador en la muestra al aplicarse una fuerza de
presion sobre su superficie (Fischer, 2011, Zeng y Chiu, 2001, Meza y col.,
2008).
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Las curvas de desplazamiento muestran que la adicion e incremento en la
concentracion de montmorillonita desplaza la curva hacia la, indicando que la
adicién de arcilla favorece la disminucion de la deformacion plastica del
material. Asi mismo, esta tendencia se mantiene al incrementar la
concentracion de plastificante, sin embargo, la diferencia entre las curvas de
carga-desplazamiento fue menor, es decir, la dureza es mayor para materiales
nanocompuestos y menor concentracion de plastificante.

Fuerza mN

Desplazamiento nm

0 1500 3000 4500 6000 7500 9000 10500 12000

b)

Fuerza mN

4000 8000 12000 16000

Desplazamiento nm

Figura 40.- Curvas de carga-desplazamiento de peliculas de glutelina-MMT, a) 40%

glicerol, b) 50% glicerol.

— 0%, 5%, — 10% y—— 20% de cloisita.
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5.4.1a) Dureza de peliculas de Glutelina-Cloisita Na*

Los valores experimentales de la dureza de las peliculas nanocompuestas y el
efecto de los parametros experimentales, se muestran en la tabla 9, donde los
valores se encuentran organizados en base al disefio experimental. Se
obtuvieron valores de dureza de los materiales en un intervalo de 0.879 a 8.210
MPa, asi mismo el valor de dureza mayor, se obtuvo para las muestras con 50%
(peso) de glicerol y 20 % (peso) de plastificante a un pH de la solucion filmogénica
de 10, mientras que los valores menores de dureza, se obtuvieron para las
muestras con las siguientes condiciones; 60% (peso) de glicerol, 20% (peso) de
cloisita a un pH de la solucién de 11.

Tabla 9.- Dureza de peliculas de glutelina nanocompuestas.

Corrida Glicerol Cloisita Na* oH Dureza
(%) (%) (MPa)

1 50 0 12 3.898
2 50 20 12 4.634
3 50 10 11 3.641
4 50 20 10 8.209
5 40 10 10 4.627
6 50 0 10 3.670
7 40 20 11 8.040
8 50 10 11 2.484
9 50 10 11 3.852
10 40 0 11 1.618
11 60 10 10 2.317
12 50 10 11 4.230
13 60 10 12 1.860
14 60 20 11 0.878
15 50 10 11 3.551
16 60 0 11 1.046
17 40 10 12 5.779
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Las peliculas nanocompuestas, mostraron valores superiores de dureza, con
respecto a las peliculas sin la presencia del elemento nanoestructurado. Sin
embargo, se observo una dependencia de la dureza con el contenido de glicerol
en la matriz, asi a mayor concentracion de plastificante se produjo la disminucion
de los valores de dureza en los materiales.

Sin embargo, el efecto mas importante sobre la dureza de las peliculas
nanocompuestas son debido al contenido de cloisita en el material, mientras que
la combinacion de los parametros alto contenido de cloisita y bajo valore de pH
(con respecto a los valores analizados), producen peliculas de glutelina
nanocompuestas con altos valores de dureza.

El incremento en la dureza de las peliculas nanocompuestas al incrementar el
contenido de cloisita, podria atribuirse al area superficial de la arcilla, su relacion
de aspecto, asi como la fuerte interaccion superficial entre la matriz polimérica y
la arcilla mediante enlaces de puente de hidrogeno y enlaces idnicos; la
resistencia ejercida por la arcilla con una gran area superficial, la orientacion y
las relaciones de aspecto de las capas de silicato intercaladas, ademas de la
interaccioén interfacial mas fuerte de hidrogeno y enlaces idnicos entre la matriz
polimérica y la arcilla estratificada aumentaron la capacidad de dureza.

En general, la mejora en las propiedades mecanicas de las peliculas de
bionanocompuestos se atribuye a la alta relacién de aspecto y a la rigidez
causada por la fuerte afinidad entre el biopolimero y la arcilla (Zolfi y col. 2015).

Yun y col. (2008), evaluaron las propiedades mecanicas por medio de
nanoindentacion, de peliculas nanocompuestas, basadas en
polihidroxialcanoatos y nanotubos de carbono; observando que el incremento
de nanotubos en el polimero provocaba el desplazamiento de las curvas de
carga hacia la izquierda, asi mismo, el incremento de nanoestructura propiciaba
el incremento en la dureza de los materiales. (las curvas de carga-
desplazamiento, obtenidas en el proceso de carga y descarga del
nanoindentador, los cuales representan la penetracion total del indentador en la
muestra al aplicarse una fuerza de presion sobre su superficie (Fischer, 2011,
Zeng y Chiu, 2001, Meza y col., 2008).
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La curva de desplazamiento muestra que la adicion e incremento en la
concentracion de montmorillonita desplaza la curva hacia la izquierda, indicando
que la adicidn de arcilla favorece la disminucion de la deformacion plastica del
material. Asi mismo, esta tendencia se mantiene al incrementar la concentracion
de plastificante (figura 40), sin embargo, la diferencia entre las curvas de carga-
desplazamiento fue menor, es decir, la dureza es mayor para materiales
nanocompuestos y menor concentracion de plastificante).

5.4.1b) Médulo de Young de peliculas de Glutelina-Cloisita Na*

La tabla 10, muestra los valores experimentales para Mddulo de Young. Los
valores obtenidos se encuentran en el intervalo de 0.011 a 0.876 GPa, los cuales
se obtuvieron para las muestras con un contenido de cloisita de 10% (peso), una
concentracion de plastificante del 60% (peso) con un valor de pH de la solucion
filmogénica de 11, mientras que el valor de médulo de elasticidad fue obtenido a
partir de soluciones con un contenido de plastificante del 40% (peso), una
concentracion de arcilla de 10% (peso) con un pH de la solucién filmogénica de
12.

Al incrementar la presencia de arcilla en la pelicula, se observo el incremento en
los valores de modulo de elasticidad, sin embargo, concentraciones de 20% de
cloisita produjeron una disminucion de estos valores para los tres valores de pH
analizados lo cual podria atribuirse al grado de dispersion y al incremento en la
dificultad para exfoliar la nanoestructura a concentraciones superiores. Asi
mismo, se observé la influencia del pH sobre la capacidad mecanica de las
peliculas; el incremento en el pH de las soluciones filmogénicas produce
materiales con modulos de elasticidad mayores
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Tabla 10.- Médulo de Young de peliculas de glutelina nanocompuestas.

Corrida Glicerol Cloisita Na* oH Mod. De Young

(%) (%) (GPa)
1 50 0 12 0.720
2 50 20 12 0.104
3 50 10 11 0.315
4 50 20 10 0.715
5 40 10 10 0.090
6 50 0 10 0.052
7 40 20 11 0.169
8 50 10 11 0.291
9 50 10 11 0.281
10 40 0 11 0.037
11 60 10 10 0.047
12 50 10 11 0.269
13 60 10 12 0.036
14 60 20 11 0.103
15 50 10 11 0.263
16 60 0 11 0.011
17 40 10 12 0.876

Yun y col. (2008), evaluaron las propiedades mecanicas por medio de
nanoindentacion, de peliculas nanocompuestas, basadas en
polihidroxialcanoatos y nanotubos de carbono; observando que el incremento de
nanotubos en el polimero provocaba el desplazamiento de las curvas de carga
hacia la izquierda, asi mismo, el incremento de nanoestructura propiciaba el
incremento en la dureza de los materiales.

Luechay col. (2010), elaboraron y evaluaron peliculas de zeina nanocompuestas
con montmorillonita y reportan una optimizacion en las propiedades mecanicas
en las muestras con presencia de nanoestructura, sin embargo, la optimizacion
de las propiedades no fue lineal en relacion con el contenido de montmorillonita
en la matriz.

En el afio 2010, Guerrero y colaboradores, reportan que los grupos hidroxilo del
glicerol pueden interactuar con los grupos amino y carboxilo de la proteina, a
través de puentes de hidrégeno, permitiendo incrementando el volumen libre del
sistema, Por otro lado Oses y colaboradores (2009) y Sothornvit (2007), plantean
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que grandes cantidades de glicerol no mejoran la capacidad de elongacion, pero
si disminuyen la fuerza de tensién a la ruptura, debido a que las proteinas
presentan sitios polares y no polares que generan fuertes atracciones
intermoleculares e intramoleculares, tales como puentes de hidroégeno y fuerzas
dipolo-dipolo, las cuales van a restringir la movilidad de la cadena, lo que permite
el incremento en la fuerza necesaria para fracturar a los materiales y el médulo
de elasticidad, sin embargo, un exceso del mismo, provocara la ruptura excesiva
de enlaces.

La figura 41, muestra las impresiones residuales, que fueron analizadas por
microscopio oOptico, se observaron marcas piramidales, caracteristicas de la
geometria de la punta Berkovich empleada en el indentador; las impresiones
presentan una menor profundidad en las muestras con mayor concentracion de
glicerol y menor o nula concentracion de montmorillonita, por lo que los materiales
podrian presentar una mayor recuperacion elastica bajo estas condiciones.

Figura 41.- Micrografias 6pticas de peliculas nanocompuestas de glutelina-MMT.
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Yun y col. (2008), en su estudio de peliculas de polihidroxialcanoatos
nanocompuestas con nanotubos de carbono, indican que las grietas radiales
observadas en las microscopias Opticas son indicadores del incremento en la
fragilidad del material al aumentar la concentracion de nanotubos en el material,

Asi mismo, los resultados de dureza provistos por el indentador mostraron un
incremento en la dureza de los materiales, al incluir y aumentar la concentracion
de montmorillonita en la matriz, asi mismo, debido al efecto plastificante del
glicerol, la dureza en los materiales de manera general se ve disminuida al
incrementar la concentracion de plastificante en el material.

Mientras que los valores de mdédulo de Young estimados por la misma técnica
mostraron un incremento en el médulo de elasticidad conforme se adiciona
montmorillonita a los materiales, sin embargo, al incrementar la concentracién del
elemento nanoestructurado, se genera una disminucion en el mddulo de
elasticidad, lo cual podria deberse al grado de exfoliacion de la nanoestructura.

Schutz y col. (2012), evaluaron las propiedades mecanicas de celulosa
nanocompuestas con dioxido de titanio, sus resultados mostraron que al
incrementar la concentracién de nanoparticulas con concentraciones superiores
al 16 % la homogeneidad del material disminuye, afectando las propiedades
mecanicas de las peliculas; la dureza se ve disminuida, sin embargo
concentraciones de didxido de titanio menores al 16% produce materiales con
una dureza y modulo de Young de 3.4GPa y 44GPa respectivamente, valores
superiores con respecto a las propiedades del material sin la presencia de
nanoestructura.

95



RESULTADOS

5.5 Analisis por superficies de respuesta

A partir de metodologias de superficie de respuesta, se investigaron las
condiciones 6ptimas de las diferentes variables de experimentacion, asi mismo
se evaluo la influencia de las variables de respuesta.

Para cada respuesta, se generaron los graficos de superficie a partir de las
ecuaciones de regresion, manteniendo una variable constante y cambiando las
otras dos. El modelo de regresion para las diferentes variables de respuesta,
como funciones de las variables analizadas, fueron descritos en términos de los
valores codificados a partir de sus ecuaciones.

5.5.1 Modelos- propiedades mecanicas y de barrera

El analisis de varianza del modelo de regresion cuadratica (tabla 11), para el caso
de la permeabilidad a vapor de agua mostro significancia, asi como la prueba de
F mostrd un valor de baja probabilidad (p<0.0008), lo cual significa que existe un
0.08% de probabilidad de que un modelo con un valor de F de esta esta magnitud
pueda suceder debido a ruido (Cheng y col., 2013). Mientras que los modelos
para la dureza y médulo de Young mostraron valores de p<0.0014 y p<0.0205,
indicando la significancia de los modelos. Por otro lado, el analisis de falta de
ajuste no mostré significancia relativa al error, indicando que existe un 95.41%,
26.79% y 0.02% de oportunidad para que un valor de analisis de falta de ajuste
pueda ocurrir debido a ruido para permeabilidad a vapor de agua, dureza y
modulo de Young respectivamente.
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Tabla 11.-. Analisis de varianza para los diferentes modelos.

Suma de Cuadrado
Respuesta Recurso cuadrados df medio F p
Permeabilidad
a vapor de Modelo 15.75 9 1.75 15.18 0.0008
agua (
Residual 0.80 7 0.11
Prueba
falta de 0.057 3 0.019 0.10 0.9541
ajuste
Error 0.74 4 0.18
Total 16.55 16
Dureza (MPa) Modelo 67.44 9 7.49 12.66 0.0014
Residual 414 7 0.59
Prueba
falta de 2.44 3 0.81 1.91 0.2679
ajuste
Error 1.69 4 0.42
Total 71.58 16
:(";’j:g)(gia) Modelo 0.99 9 0.11 5.19 0.0205
Residual 0.15 7 0.021
Prueba
falta de 0.15 3 0.049 116.11 0.0002
ajuste
Error 1.685E-3 4 4.212E-4
Total 1.14 16

El analisis de regresion para el modelo (tabla 12), mostré significancia para los
coeficientes de las diferentes respuestas consideradas en el disefio experimental,
donde los términos cuadraticos (X12 =Contenido de glicerol, X2? =Contenido de
cloisita Na* y X3? =pH) fueron significativos para permeabilidad a vapor de agua,
contenido de cloisita Na* y pH (p<0.05), sin embargo, para sus interacciones
(X1X2, X1X3 y X2X3) no se obtuvo significancia (p>0.05).

Por otro lado, para la dureza, solo el analisis de factores Xi, Xz, los términos
cuadraticos X12, X3? y los términos de interaccion X1Xz2 y X2X3 fueron significativos
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(p<0.05), mientras que para el andlisis del factor X3, el termino cuadratico X2? y
la interaccion X1X3 no mostraron significancia (p>0.05).

Tabla 12.- Coeficientes de regresion y valores de probabilidad para variables de

respuesta en el disefio experimenta.

Permeabilidad a vapor de

Dureza Modulo de Young
agua

Termino Coeficiente  Probabilidad  Coeficiente = Probabilidad  Coeficiente Probabilidad
Constante -145.5041 86.9046 -1.15948 -
Xi: Glicerol 0.7450 0.0033 1.4891 0.0004 0.37754 0.0497
Xo: Cloisita -0.0429 0.0253 1.9336 0.0011 0.36685 0.5315
Xs: pH 24.1387 0.0033 -22.6878 0.2622 -1.8388 0.0832
X12 -0.0078 0.0021 -0.0106 0.0259 -1.69575E-3 0.0482
X22 -0.0055 0.0122 0.0040 0.3208 -3.4075E-4 0.6457
X532 -1.1431 0.0002 1.1508 0.0181 0.14812 0.0752
X1 X2 0.0004 0.8007 -0.0165 0.0036 -9.85E-5 0.8962
X1 X3 0.0079 0.6549 -0.0402 0.3305 -0.019925 0.0290
X2 X3 0.0089 0.6174 -0.0951 0.0427 -0.031975 0.0032

Un valor elevado de los coeficientes de regresion, es interpretado como un gran
efecto de las variables independientes sobre las respuestas, por lo que el pH
presenta un gran efecto sobre la permeabilidad a vapor de agua, mientras que el
contenido de glicerol y cloisita Na* presentan un mayor efecto sobre la dureza y
el modulo de Young de las peliculas nanocompuestas, asi mismo, los
coeficientes positivos de las variables independientes indican un efecto favorable
en las propiedades mecanicas y de barrera en los materiales (Hadi, 2011).
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La viabilidad de los modelos fue inspeccionada a partir de los valores de R?; la
permeabilidad a vapor de agua mostré un valor de 0.9513, mientras que la dureza
y modulo de Young mostré valores de 0.9421 respectivamente. Sin embargo, la
precision de la ecuacion fue de 11.73 para la permeabilidad a vapor de agua y
de 11.66 Para dureza y modulo de elasticidad, respectivamente. Tanto R? como
la precision de la ecuacion, indican que el modelo puede ser empleado para el
diseno y prediccion de las propiedades de estudio en materiales
nanocompuestos de glutelina de Jatropha curcas L./cloisita Na™.

Asi mismo el disefio experimental aplicado, muestra que la capacidad de barrera
(permeabilidad a vapor de agua) aumenta para valores altos tanto de plastificante
(>40%), como de nanoarcilla (>5%) dentro de la matriz polimérica, mientras que
las propiedades mecanicas (dureza y modulo de Young) aumentan para valores
bajos de plastificante (<50%), y valores altos de nanoarcilla (>5%).

La influencia de las variables (contenido de glicerol, contenido de nanoestructura
y pH), sobre las respuestas de las peliculas de Jatropha curcas L.
nanocompuestas, son presentadas en la tabla 1.
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5.5.2 Modelo para permeabilidad a vapor de agua

Uno de los aspectos fundamentales en los materiales de empaque, es la
permeabilidad del material al vapor de agua. La ecuacion cuadratica 21,
muestra la relacién entre las variables independientes decodificadas con la
variable dependiente PVA (permeabilidad a vapor de agua).

PVA = —145.504 + 0.744X, — 0.0429X, + 24.138X;
+ 4.450E7°04X, X, + 7.922E7°03X, X,
+ 8.870E 003X, X, — 7.841E 0032 — 5544003 X2
— 1.143X?2

(21)

El modelo mostré que el contenido de glicerol (lineal y cuadraticamente), el
contenido de arcilla (lineal y cuadraticamente) y el pH (p<0.05) afectan de manera
significativa la permeabilidad del material. Los valores de R? (0.88), son una
medida de la factibilidad del modelo, indicando que el 88.8% de la variacién total
es explicado por el modelo. La permeabilidad a vapor de agua inicialmente
muestra una disminucion de los valores de permeabilidad con el incremento de
la concentracién de plastificante y el incremento del contenido de nanoestructura,
la misma tendencia se observo en los valores experimentales. La razon para la
obtencion de valores menores de permeabilidad podria estar relacionada con el
grado de dispersién de nanoestructura en el polimero. Asi mismo el grafico de
superficie muestra que el pH tendra influencia sobre la permeabilidad a vapor de
agua del material (figura 42).

De manera semejante, los graficos de contorno (figura 43), muestran la influencia
de la concentracién de nanoestructura, plastificante y valores de pH sobre la
permeabilidad de las peliculas nanocompuestas; concentraciones elevadas de
plastificante, produciran valores mayores de permeabilidad, mientras que
concentraciones mayores de nanoestructura y valores mayores de pH producen
valores menores de permeabilidad.
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b)

Figura 42.- Graficos de superficie de respuesta- Permeabilidad.
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b)

Figura 43.- Graficos de contorno para PVA; a) efecto de los niveles de cloisita 'y
glicerol sobre la PVA de las peliculas, b) efecto de los niveles de pH y glicerol sobre
la PVA de las peliculas, c) efecto de los niveles de pH y cloisita sobre la PVA de las

peliculas.
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Ozdemir y Floros (2008), evaluaron el efecto de los constituyentes en peliculas
de suero lacteo con cera de abeja y sorbato de potasio, sobre la permeabilidad
al vapor de agua de las peliculas, para obtener la combinacién optima de los
constituyentes, mediante graficos de superficie, los cuales mostraron que la
permeabilidad al vapor de agua se ve influenciada por todos los constituyentes
de la pelicula; la adicién de proteina y cera de abeja, disminuye los valores de
permeabilidad, mientras que la adicién de sorbito los incrementa, asi mismo el
sorbato fue el factor que mas afecta a la permeabilidad, asi mismo los términos
significativos de segundo orden para sorbato de potasio, asi como las
interacciones entre el sorbitol y el sorbato y la cera de abeja con el sorbato son
significativas.

Bae y col. (2009), evaluaron el efecto de factores como el tipo de arcilla, el pH 'y
el grado de homogenizacion de nanoestructura en las propiedades mecanicas y
de barrera de peliculas de gelatina nanocompuestas con montmorillonita. La
presencia de montmorillonita disminuyo 75% la permeabilidad a vapor de agua
de las peliculas, asi mismo reportaron que de manera general la permeabilidad
disminuyo conforme el pH de las soluciones filmogénicas se incrementaba; a pH
de 5, se obtuvo un valor de permeabilidad de 15.6X10-3 ng m/m?s Pa, mientras
que, a valores de pH de 7, la permeabilidad disminuye a 12.4X10-3ng m/m?s Pa,
mientras que la sonicacion permitid mejorar la capacidad de barrera, sugiriendo
que este resultado es debido al grado de exfoliacion de la arcilla, sin embargo la
evaluacion estadistica no mostro diferencias significativas. Slavutsky y Bertuzzi
(2012), evaluaron las propiedades de barrera en peliculas de almidén de maiz
nanocompuestas con montmorillonita al emplear diferentes condiciones de
dispersion de la arcilla (método 1; agitacién a 200rpm para posterior sonicar
durante 60 minutos, método 2; la dispersion se efectué por bano sonicador
durante 60 minutos) , describiendo que el método de dispersién de la arcilla
presenta un efecto importante en la permeabilidad a vapor de agua de las
peliculas, donde las muestras obtenidas mediante el método 2, presentaron
valores de permeabilidad a vapor de agua menores en comparacion con las
muestras obtenidas mediante el método 1, debido a que el segundo método
mostré un efecto de tortuosidad derivado de la dispersion de la arcilla dentro de
la matriz, permitiendo la disminucion de la solubilidad de las peliculas . la
permeabilidad de los materiales, mostro dependencia en la solubilidad y la
difusion de agua en la matriz, los resultados obtenidos sugirieron que la
disminucioén a la permeabilidad a vapor de agua puede ser atribuida a una fuerte
interaccion entre la arcilla con el almidon, asi como la tortuosidad generada en la
matriz polimérica debido al grado de exfoliacion.
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5.5.3 Modelo para propiedades mecanicas

5.5.3a) Dureza

El modelo de regresion de la dureza muestra una estadistica significativa, entre
el desarrollo de la pelicula nanocompuesta y la dureza de la misma, la cual se
vio influenciada por el efecto de las nanoparticulas de cloisita Na*. La ecuacion
cuadratica 22, muestra la relacion entre las variables independientes
decodifcadas con la variable dependiente dureza.

Dureza = 86.904 + 1.489X, + 1.933X, — 22.687X; — 0.016X, X,
—0.040X,X; — 0.095X,X; — 0.010X% + 4.005E7°03x2  (22)
+ 1.150X7

La regresion lineal del coeficiente de plastificante, el cual es negativo, indica que
bajas concentraciones de glicerol, produciran valores elevados en la dureza del
material. Asi mismo el coeficiente cuadratico de las nanoparticulas de arcillas,
indica que la dureza de la pelicula nanocompuesta aumenta al incrementar la
concentracion de nanoestructura (figura 44).

Se generaron graficos de contorno, para un mejor entendimiento de las
respuestas del sistema con la region experimental. La figura 45, muestra la
influencia de la concentracién de glicerol y nanoestructura sobre la dureza del
material nanocompuesto; donde el incremento en el contenido de plastificante,
asi como la disminucion en de nanoestructura, promueve la disminucion de la
dureza.
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b)

Figura 44.- Graficos de superficie de respuesta- Dureza.
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b)

Figura 45.- Graficos de contorno para dureza; a) efecto de los niveles de cloisita y
glicerol sobre la dureza de las peliculas, b) efecto de los niveles de pH y glicerol
sobre la dureza de las peliculas, c) efecto de los niveles de pH y cloisita sobre la

dureza de las peliculas.
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5.5.3b) Médulo de Young

Concerniente al médulo de elasticidad, los resultados mostraron una influencia
en cuanto a la presencia de nanoparticulas, el incremento en la concentracion de
cloisita conlleva a obtener valores mayores de moédulo de Young, la ecuacion del
modelo se presenta a continuacion (ecuacion 23).

M.Y.= —1.159 + 0.377X; + 0.366X, — 1.838X5 — 9.850E 95X, X,
- 0.019X1X3 - 0.031X2X3 - 1.695E_003X12 (23)
— 3.407E7%04X2 4+ 0.148X2

La regresion del coeficiente de glicerol, muestra que el incremento en la
concentracion de plastificante tiende a disminuir los valores de méddulo de
Young, produciendo muestras con menor resistencia a una deformacién
reversible (figuras 46 y 47), asi mismo el grafico de contorno, muestra la
influencia de la nanoestructuray el glicerol; produciendo materiales con valores
elevados de mddulo de Young a concentraciones mayores de cloisita, mientras
que concentraciones elevadas de plastificante mermaran los valores de este
parametro.
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b)

Figura 46.- Graficos de superficie de respuesta-Modulo de Young.
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b)

Figura 47.- Graficos de contorno para médulo de Young; a) efecto de los niveles de

cloisita y glicerol sobre el médulo de Young de las peliculas, b) efecto de los niveles

de pH y glicerol sobre el médulo de Young de las peliculas, c) efecto de los niveles
de pH y cloisita sobre el mddulo de Young de las peliculas.
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Kumar y col. (2010); evaluaron el efecto de una montmorillonita modificada
(Cloisita 20A, Cloisita 30B) sobre la estructura y las propiedades de una
pelicula de proteina de soya, observando que los valores de fuerza de tension
se incrementaban de 2.26MPa en las muestras sin nanoarcilla, a 12.4 y
15.8MPa tras incorporar Cloisita 20A y Cloisita 30B, respectivamente, asi
mismo, mencionan en base a un analisis previo del mismo autor que el uso de
una montmorillonita no modificada (Cloisita Na*), con la misma concentracién
evaluada en para las arcillas modificadas, produce valores de fuerza de tension
de 2.86MPa. Bajo las mismas concentraciones, las arcillas modificadas
presentan una fraccion de volumen mayor en comparacion con la arcilla sin
modificar, la cual se encuentra relacionada con la optimizacién de las
propiedades en los materiales, por otro lado, las arcillas modificadas, presentan
un espaciamiento entre placas mayor en comparacién con aquellas arcillas sin
modificar, lo que permite una mayor interaccion con el polimero, debido a que
las cadenas de la proteina pueden penetrar con mayor facilidad a las galerias
de la arcilla modificada; por lo que el incremento en los valores de fuerza de
tensioén al incorporar arcillas modificadas en una pelicula a base de proteina
aislada de soya fue atribuida a interaccion de la proteina con la arcilla, debido
a la elevada fraccion de volumen de la montmorillonita.

Lavorgna y col. ( 2010); al evaluar el efecto de glicerol y arcilla en las
propiedades de peliculas de quitosano, observaron que el modulo de
elasticidad y la dureza de las peliculas era mayor en los sistemas
nanocompuestos, sin embargo, la posibilidad de obtener una distribucion
heterogénea también incrementada al aumentar la concentracion de arcilla en
el sistema, asi mismo la ausencia de glicerol en muestras nanocompuestas, no
produjo diferencias significativas en las propiedades del material, sin embargo
en muestras nanocompuestas con la presencia de glicerol, la optimizacion de
las mismas fue mayor al incrementar la presencia de arcilla, debido al efecto
de la combinacion del plastificante y la montmorillonita; el glicerol modifico la
red polimérica a través de puentes de hidrégeno, permitiendo una mayor
interaccién entre el nanocompuesto y la matriz, permitiendo facilitar la
transferencia de estrés de la fase reforzada, mejorando asi las propiedades
mecanicas de la pelicula.
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Conclusiones

La metodologia de superficies de respuesta y los métodos graficos,
permitieron obtener modelos estadisticos, que mostraron que tanto el
contenido de cloisita, el contenido de plastificante y el pH, afectan de
manera a significativa las propiedades mecanicas y de barrera de las
peliculas de glutelina nanocompuestas con cloisita Na*.

El analisis de permeabilidad a vapor de agua mostré una disminucion de
la permeabilidad al incrementar la concentracion de cloisita en la matriz,
sin embargo, a concentraciones de 20gr/100gr de glutelina, los valores
obtenidos fueron mayores, lo que permite suponer que, al incrementar la
concentracion de arcilla en la matriz, el grado de dispersion de esta se ve
reducido, mientras que el plastificante producira valores de permeabilidad
mayores al incrementarse su presencia en la matriz. La variabilidad en
los valores de pH en las soluciones filmogénicas produce efectos
significativos en la permeabilidad del material; valores mayores de pH
(12) produce una reduccién en la permeabilidad de la pelicula
nanocompuesta.

Las propiedades mecanicas de las peliculas de glutelina y cloisita Na*,
se ven influenciadas por el pH; el médulo de elasticidad de las peliculas
incrementa al incrementar los valores de pH, que podria ser el resultado
de una interaccién entre las cargas positivas de la proteina y las cargas
negativas de la arcilla. De manera similar, la dureza se ve afectada
positivamente cuando las soluciones se efectuan a valores mayores de
pH en el intervalo investigado (10-12). Esto permite sugerir que la carga
positiva de la proteina es capaz de reemplazar los iones de sodio, que se
encuentran en el espacio interlaminar de la arcilla; se ha reportado que
la interaccion entre la montmorillonita y las proteinas involucra
principalmente el intercambio entre los grupos cationicos de los
aminoacidos de las cadenas laterales de la proteina y los iones Na* que
se encuentran en el espacio interlaminar.
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Table 1. Code levels for the independent variables.

Independent variables Levels
-1 0 1
X1= Glycerol content, % 40 50 60

Xo= Nanofiller content (Cloisite), % 0 10 20

Xz=pH 10 11 12
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Table 2. The arrangement of the design of experiment.

Coded variables

Actual variables

Run Glyceral  Cloisite pH
X Xz X3 X4 (%) Xz (%) Xs

1 0 -1 1 50 0 12
2 0 1 1 50 20 12
3 0 0 0 50 10 1"
4 0 1 -1 50 20 10
5 -1 0 -1 40 10 10
6 0 -1 -1 50 0 10
7 -1 1 0 40 20 1
8 0 0 0 50 10 1"
9 0 0 0 50 10 11
10 -1 -1 0 40 0 1"
11 1 0 -1 60 10 10
12 0 0 0 50 10 1
13 1 0 1 60 10 12
14 1 1 0 60 20 11
15 0 0 0 50 10 1
16 1 -1 0 60 0 1"
17 -1 0 1 40 10 12
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Table 4. Analysis of variance for different models
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Page 26 of 35

Response Source Sum of squares | df | Mean square | F-value p-value
Water vapor | Model 15.75 9 1.75 15.18 0.0008
permeability
Residual 0.80 7 0.11
Lack of Fit 0.057 3 0.019 0.10 0.9541
Pure Error 0.74 4 0.18
Total 16.55 16
Hardness Model 67.44 9 7.49 12.66 0.0014
Residual 414 7 0.59
Lack of Fit 244 3 0.81 1.91 0.2679
Pure Error 1.69 4 0.42
Total 71.568 16
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Table 5. Regression coefficients and probability values for response variables in

the experimental design.

Analytical Letters

Water vapor permeability Hardness

Term Coefficient Probability Coefficient Probability
Constant -145.5041 86.9046
X1:Glycerol 0.7450 0.0033 1.4891 0.0004
Xz:Cloisite -0.0429 0.0253 1.9336 0.0011
Xa:pH 24.1387 0.0033 -22.6878 0.2622
X4 2 -0.0078 0.0021 -0.0106 0.0259
Xz 2 -0.0055 0.0122 0.0040 0.3208
X3 ? -1.1431 0.0002 1.1508 0.0181
X X2 0.0004 0.8007 -0.0165 0.0036
X1 X3 0.0079 0.6549 -0.0402 0.3305
X2 Xa 0.0089 0.6174 -0.0951 0.0427
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