IVERSITAT G2 UNIVERSITAT
O IVERS A ;) POLITECNICA
%/ DE VALENCIA

CAMPUS D'ALCOI

UNIVERSITAT POLITECNICA DE VALENCIA

Escuela Politécnica Superior de Alcoy

Desarrollo y caracterizacion de films halocromicos
derivados de proteina de zeina con enocianinas para
monitorizacion del deterioro de alimentos frescos
envasados

Trabajo Fin de Master

Master Universitario en Ingenieria, Procesado y Caracterizacion de
Materiales

AUTORJ/A: Llinares Verdu, Andreu
Tutor/a: Balart Gimeno, Rafael Antonio
Cotutor/a: Gomez Caturla, Jaume

CURSO ACADEMICO: 2023/2024



RESUMEN

“Desarrollo y caracterizacién de films halocrémicos derivados de proteina de zeina

con enocianinas para monitorizacion del deterioro de alimentos frescos envasados”

En las ultimas décadas, el uso de materiales poliméricos ha experimentado un
crecimiento exponencial. El mayor volumen de polimeros se destina al sector de
envase/embalaje de alimentos. Considerando la relevancia que han adquirido los
objetivos de desarrollo sostenible (ODS), incidir en el desarrollo de polimeros de bajo
impacto medioambiental representa una alternativa viable que puede contribuir de
forma positiva a la transicion de las economias lineales a circulares. En este sentido, los
biopolimeros han ganado gran interés en los tltimos afios. El sector del envasado de
alimentos también ha evolucionado, ofreciendo soluciones mas alld del propio envase.
Es el caso de los envases activos o los envases inteligentes. Los envases inteligentes
proporcionan al consumidor y, en general, a toda la cadena, informacion sobre el estado
del producto envasado, permitiendo identificar, de forma sencilla, el estado del
producto y si se ha mantenido de forma apropiada desde la produccién hasta que llega

al consumidor.

El objetivo central de este trabajo es el desarrollo de films inteligentes para el
sector del envase/embalaje. Considerando la relevancia de los biopolimeros y su bajo
impacto medioambiental, se han desarrollado nuevos materiales capaces de actuar como
sensores de pH (materiales halocrémicos) en productos frescos, ya que los procesos de
deterioro de los alimentos frescos generan compuestos dcidos o basicos, que pueden
modificar el pH del entorno. El trabajo aborda la fabricacion de films o peliculas con base
de proteina de zeina plastificada con glicerol, y la incorporacién de enocianinas, o
antocianinas derivadas de la piel de la uva morada, que presentan un comportamiento
halocrémico. Con ello, se pretende ofrecer una solucién técnica que pueda
implementarse como control de calidad en pescado fresco, ya que el cambio de color
producido en los films desarrollados, debido a los productos de la descomposicién de
los alimentos frescos, en este caso, aminas, permite una facil identificacion del estado

real del alimento envasado.



En este trabajo se aborda una caracterizacion inicial del comportamiento
halocrémico de las enocianinas en un rango de pH comprendido entre 2 y 13, que incluye
una valoracién visual de los cambios de color, asi como una cuantificaciéon mediante
espectroscopia UV-Vis. Una vez cuantificado el comportamiento halocrémico, se han
desarrollado formulaciones de films con proteina de zeina, plastificada con glicerol (20
% en peso), con diferentes contenidos en enocianinas en el rango 1,5 - 6,0 % en peso en
relaciéon con el contenido de zeina. Para la fabricacién de los films halocrémicos, se ha
empleado la técnica de solvent casting dada la facilidad que ofrece en la obtencion de
peliculas finas. El trabajo incluye una completa caracterizacién de los materiales
desarrollados que abarca sus propiedades mecanicas, térmicas, absorcién de humedad,
humectabilidad superficial, color, entre otras, asi como el estudio del efecto del
contenido de enocianinas en el conjunto de propiedades descrito. En la fase final se
aborda la aplicacion de estos sensores/indicadores de pH mediante la realizacion de una
caracterizacion in vitro del cambio de color derivado de la exposicion a los vapores de
una disolucién de amoniaco, y en condiciones in vivo, con los cambios de color derivados
de la descomposicion de pescado fresco, ya que las aminas resultado de la
descomposicion, contribuyen a un incremento de PH, que lleva asociado un cambio de
color facilmente detectable por el sensor de base zeina con enocianinas. Este trabajo,
pone de manifiesto la relevancia que pueden tener los films con aditivos de enocianinas,
en el control de calidad de producto fresco, como el pescado. Ademas, se trata de
materiales que ofrecen una total biodegradacion (desintegracion en compost) en un

periodo relativamente corto, inferior a 30 dias.
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SUMMARY

“Development and characterization of halochromic films derived from zein protein

with enocyanins for monitoring spoilage of fresh packaged foods”

In recent decades, the use of polymeric materials has experienced exponential
growth. The largest volume of polymers is used to the food packaging sector.
Considering the significance of the sustainable development goals (SDGs), focusing on
the development of low environmental impact polymers represents a viable alternative
that can positively contribute to the transition from linear to circular economies. In this
regard, biopolymers have gained significant interest in recent years. The food packaging
sector has also evolved, offering solutions beyond mere packaging. This is the case with
active packaging or smart packaging. Smart packaging provides consumers and,
generally, the entire supply chain with information about the condition of the packaged
product, allowing easy identification of the product's state and whether it has been

properly maintained from production until it reaches the consumer.

The main objective of this work is the development of smart films for the
packaging sector. Considering the relevance of biopolymers and their low
environmental impact, new materials capable of acting as pH sensors (halochromic
materials) in fresh products have been developed, since the deterioration processes of
fresh foods generate acidic or basic compounds that can modify the surrounding pH.
The work addresses the fabrication of films based on zein protein plasticized with
glycerol, and the incorporation of enocyanins, or anthocyanins derived from the skin of
purple grapes, which exhibit halochromic behavior. This aims to offer a technical
solution that can be implemented as a quality control measure in fresh fish, as the color
change produced in the developed films due to the decomposition products of fresh
foods, in this case, amines, allows easy identification of the actual state of the packaged

food.

This work provides an initial characterization of the halochromic behavior of
enocyanins over a pH range of 2 to 13, including a visual assessment of color changes

and quantification through UV-Vis spectroscopy. Once the halochromic behavior was



quantified, formulations of films with zein protein plasticized with glycerol (20 % by
weight) were developed, with different enocyanin contents in the range of 1.5 - 6.0% by
weight relative to the zein content. The solvent casting technique was employed for the
fabrication of the halochromic films, given its ease in obtaining thin films. The work
includes a comprehensive characterization of the developed materials, covering their
mechanical, thermal properties, moisture absorption, surface wettability, color, among
others, as well as the study of the effect of enocyanin content on the described set of
properties. In the final phase, the application of these pH sensors/indicators is
addressed through an in vitro characterization of the color change derived from exposure
to ammonia solution vapors, and in vivo conditions, with the color changes resulting
from the decomposition of fresh fish, since the amines resulting from decomposition
contribute to a pH increase, leading to a color change easily detectable by the zein-based
sensor with enocyanins. This work highlights the relevance that films with enocyanin
additives can have in the quality control of fresh products, such as fish. Moreover, these
materials offer complete biodegradation (disintegration in compost) within a relatively

short period, less than 30 days.

Keywords: intelligent films; enocyanins; fresh foods; chromic halo; pH; zein



RESUM

“Desenvolupament i caracteritzacié de pel licules halocromiques derivades de
proteina de zeina amb enocianines per a la monitoritzaci6 del deteriorament

d'aliments frescos envasats”

En les ultimes deécades, 1'ds de materials polimerics ha experimentat un
creixement exponencial. El major volum de polimers es destina al sector
d'envas/embalatge d'aliments. Considerant la rellevancia que han adquirit els objectius
de desenvolupament sostenible (ODS), incidir en el desenvolupament de polimers de
baix impacte mediambiental representa una alternativa viable que pot contribuir de
forma positiva a la transicié de les economies lineals a circulars. En aquest sentit, els
biopolimers han guanyat gran interés en els dltims anys. El sector de I'envasament
d'aliments també ha evolucionat, oferint solucions més enlla del propi envas. Es el cas
dels envasos actius o els envasos intel ligents. Els envasos intel ligents proporcionen al
consumidor i, en general, a tota la cadena, informaci6 sobre 1'estat del producte envasat,
permetent identificar, de forma senzilla, I'estat del producte i si s'ha mantingut de forma

apropiada des de la producci6 fins que arriba al consumidor.

L'objectiu central d'aquest treball és el desenvolupament de films intel ligents per
al sector de I'envas/embalatge. Considerant la rellevancia dels biopolimers i el seu baix
impacte mediambiental, s'han desenvolupat nous materials capagos d'actuar com a
sensors de pH (materials halocromics) en productes frescos, ja que els processos de
deteriorament dels aliments frescos generen compostos acids o basics, que poden
modificar el pH de l'entorn. El treball aborda la fabricacié de films o pel licules amb base
de proteina de zeina plastificada amb glicerol, i la incorporacié d'enocianines, o
antocianines derivades de la pell del raim morat, que presenten un comportament
halocromic. Amb aix0, es pretén oferir una solucié tecnica que es puga implementar com
a control de qualitat en peix fresc, ja que el canvi de color produit en els films
desenvolupats, degut als productes de la descomposici6 dels aliments frescos, en aquest

cas, amines, permet una facil identificaci6 de 1'estat real de l'aliment envasat.



En aquest treball s'aborda una caracteritzacié inicial del comportament
halocromic de les enocianines en un rang de pH comprés entre 2 i 13, que inclou una
valoraci6 visual dels canvis de color, aixi com una quantificaci6 mitjancant
espectroscopia UV-Vis. Una vegada quantificat el comportament halocromic, shan
desenvolupat formulacions de films amb proteina de zeina, plastificada amb glicerol (20
% en pes), amb diferents continguts en enocianines en el rang 1,5 - 6,0 % en pes en relacié
amb el contingut de zeina. Per a la fabricacié dels films halocromics, s’ha emprat la
tecnica de solvent casting donada la facilitat que ofereix en I'obtencié de pel licules fines.
El treball inclou una completa caracteritzacié dels materials desenvolupats que abasta
les seues propietats mecaniques, térmiques, absorci6 dhumitat, humectabilitat
superficial, color, entre d’altres, aixi com l'estudi de I'efecte del contingut d'enocianines
en el conjunt de propietats descrit. En la fase final s'aborda l'aplicacié d'aquests
sensors/indicadors de pH mitjancant la realitzaci6é d'una caracteritzaci6 in vitro del canvi
de color derivat de l'exposicié als vapors d'una dissolucié d'amoniac, i en condicions in
vivo, amb els canvis de color derivats de la descomposicié de peix fresc, ja que les amines
resultat de la descomposicid, contribueixen a un increment de pH, que porta associat un
canvi de color facilment detectable pel sensor de base zeina amb enocianines. Aquest
treball, posa de manifest la rellevancia que poden tindre els films amb additius
d'enocianines, en el control de qualitat de producte fresc, com el peix. A més, es tracta
de materials que ofereixen una total biodegradaci¢ (desintegracié en compost) en un

periode relativament curt, inferior a 30 dies.

Paraules claus: films intel ligents; enocianines; aliments frescos; halocromic; pH;

zeina
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I.1. Polimeros y medio ambiente.

En las dltimas décadas, el uso de materiales poliméricos ha transformado
numerosos aspectos de nuestra vida cotidiana. Con el paso del tiempo, estos tipos de
materiales han adquirido una gran importancia debido a sus propiedades de ligereza,
resistencia, durabilidad y resistencia a la corrosién, todas ellas complementadas por el

factor econémico [1]; [2].

Ademés de las excelentes propiedades que presentan, los materiales poliméricos,
son materiales muy versatiles, lo que permite producir una gran variedad de productos:

incluyendo materiales rigidos y/o flexibles, adhesivos, espumas, fibras, etc. [1].

La combinacién de ambos factores contribuye a que los polimeros sean
ampliamente utilizados en una gran variedad de sectores tales como la construccion,
envasado y embalaje, la industria del automovil, medicina, electrénica, etc.,
demostrando su versatilidad y adaptabilidad a diversas aplicaciones. Sin embargo, a
pesar de los evidentes beneficios que ofrecen, los materiales poliméricos también se
enfrentan a desafios significativos en términos de impacto ambiental y de gestién de

residuos.

I.1.1. Polimeros y medio ambiente.

El dltimo informe publicado por la organizacion Plastics Europe denominado
Plastics - the Fast Facts 2023, muestra los datos preliminares sobre la produccion de
plasticos a nivel mundial y europeo. En el siguiente gréfico, se observa la tendencia de
la produccién de plastico a nivel mundial en el periodo de tiempo comprendido entre
2018 y 2022, asi como la tendencia de la produccién de plasticos de origen fosil y

biolégico y de plasticos reciclados mecanica y quimicamente.
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Figura 1. Producciéon mundial de plésticos 2018-2022. Adaptado de: Plastics Europe: Plastics - the
fast Facts 2023.

A simple vista, se puede observar como la produccién de materiales plasticos se
ha incrementado un 8,00 % desde el 2018, hasta alcanzar las 400,3 millones de toneladas
(Mt) anuales en 2022. A su vez, se observa un ligero crecimiento en la produccién de
plasticos reciclados y de origen biol6gico en los dltimos afios, sin embargo, dicha
producciéon solamente equivale al 10,0 % de la produccion total anual en 2022,
correspondiendo el 90,0 % restante a la produccion de materiales plasticos de origen
fosil. A pesar del ligero crecimiento experimentado en el reciclado de materiales
plasticos, este sigue siendo muy inferior a la produccién, por lo que la gran mayoria de

residuos plésticos generados son desechados y eliminados en vertederos.

La gran demanda de materiales plasticos de origen f6sil se debe principalmente
a su bajo coste de produccion y a sus excelentes propiedades, lo que los hacen materiales
muy versatiles [3]. Una de las principales propiedades por la que destacan estos
materiales es por su durabilidad, la cual permite obtener productos resistentes y de larga
vida util, reduciendo la necesidad de reemplazos frecuentes. Sin embargo, una vez
finalizada la vida til de estos productos, la durabilidad se convierte en una desventaja,

ya que, al ser desechados, su tiempo de degradacién es muy prolongado.
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La combinacién del lento proceso de degradacién sumado a la mala gestion de
residuos y al continuo vertido de residuos plésticos se han convertido en las principales
causa de contaminacién ambiental [4], provocando la acumulacién de miles de toneladas
de residuos en los ecosistemas terrestres y acuaticos, generando graves impactos en la

vida de la flora y fauna que los habitan e, incluso, su muerte.

Cuando los residuos plasticos se acumulan en el medio ambiente, estos sufren
procesos fisicos, quimicos y biolégicos que suponen su degradacién, lo que transforma
dichos residuos en particulas de menor tamafio como los microplasticos (< 5 mm) [5]. La
presencia de estas particulas en el medio ambiente supone serios riesgos, no solamente
para la flora y fauna en ecosistemas terrestres y marinos, sino también para la salud

humana, ya que, se han llegado a detectar estas particulas en alimentos o en el aire [6].

Ademas de la contaminacién generada por la mala gestion y por la acumulacién
de residuos, durante los procesos de produccién y reciclado de materiales plasticos
derivados de recursos fosiles se emiten a la atmosfera gases de efecto invernadero como
diéxido de carbono (CO,), metano (CH,) y 6xidos de nitrégeno (NOy). Con respecto a la
producciéon de productos plésticos, también cabe resaltar la utilizacién de una gran
variedad de productos tales como aditivos, plastificantes, pigmentos, antioxidantes, etc.
de naturaleza potencialmente téxica en algunos casos que, durante los lentos procesos
de degradacién, pueden ser liberados y agravar atin mas el impacto ambiental generado

por los residuos plasticos [7].

A raiz de los numerosos problemas y el grave impacto que implica la
contaminacion plastica en los ecosistemas y en la salud humana, con el paso de los afios,
se ha observado una mayor concienciacion por parte de la sociedad acerca de temas
medioambientales, lo que ha impulsado la investigaciéon y desarrollo de nuevos
materiales mas sostenibles. En el caso de los materiales poliméricos, estos presentan una
gran dependencia de los recursos fésiles; sin embargo, si que se ha apreciado un gran

avance con respecto a los polimeros termoplasticos.
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I.1.2. Clasificacion de polimeros criterios

segin

medioambientales.

Desde el punto de vista medioambiental, los polimeros termoplésticos se pueden
clasificar segtin el origen (petroquimico o renovable) y la capacidad de degradaciéon al
final de su ciclo de vida (biodegradable o no biodegradable). En la Figura 2, se muestra

dicha clasificacién y algunos ejemplos.

BIODEGRADABLE

POLIESTERES \ POLISACARIDOS

acido polilactico, PLA; policaprolactona, PCL
polidioxanona, PDO; édeido poliglicolico, PGA
polibutilén succinato, PBS

polibutilén succinato-co-adipato, PBSA
polibutilén adipato-co-tereftalato, PBAT

almidon, celulosa, gluedgeno, quitina,
agar-agar, pectina, goma arabiga, ...

POLIMEROS BACTERIANOS
polihidroxibutirato, PHB

polihidroxibutirato-co-valerato, PHBV
polihidroxibutirato-co-hexanoato, PHBH
polihidroxi octanoato, PHO

POLIMEROS DE VINILO
poli(alcohol vinilico), PVA

PROTEINAS
gluten, proteina de soja, queratina, caseina,
zeina, ovalbimina, coligeno, ...

ORIGEN < + ORIGEN
PETROQUIMICO “ RENOVABLE

DE USO COMUN bio polietileno, BioPE
polietileno, PE; polipropileno, PP bio poliamidas, BioPA
poliestireno, PS; policloruro de vinilo, PWVC bio poliestireno, BioPS

polietilén tereftalato, PET bio poliuretano, BioPUR

bio polipropileno, Bio PP

bio policarbonato, BioPC

bio polietilén tereftalato, BioPET

TECNICOS

poliamida, PA; poliuretanos, PU
policarbonato, PC; polidxido de metileno, POM
polibutilén tereftalato, PBT

ALTAS PRESTACIONES
poliéter cetona, PEK; poliéter sulfona, PES
poliéter imida, PEI; poliéter éter cetona, PEEK  y

NO BIODEGRADABLE

Figura 2. Clasificacién de materiales poliméricos termoplasticos desde una perspectiva medioambiental,
segln su origen (petroquimico o renovable) y el final de su ciclo de vida (biodegradable o no
biodegradable).

En la actualidad, los materiales de mayor uso y demanda a nivel industrial son
los polimeros de origen petroquimico y no biodegradables, donde se encuentran
plasticos de uso comtn, técnicos y de altas prestaciones. La principal ventaja que aportan
estos materiales es su bajo coste de produccién, especialmente los polimeros de uso

comun, y la amplia variedad de propiedades que ofrecen. La combinacién de ambas
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ventajas, junto con su versatilidad, ha llevado a una dependencia global de estos
materiales en multiples industrias. Sin embargo, desde el punto de vista medioambiental
el impacto generado durante la produccién y la eliminacién de estos polimeros supone

graves riesgos ambientales, tal y como se ha visto anteriormente.

Por esta razén, en los altimos afios, se ha incrementado la investigaciéon y estudio
de nuevos materiales poliméricos mucho mads respetuosos con el medio ambiente,
intentando igualar las propiedades y versatilidad de los polimeros de origen
petroquimico y no biodegradables. Existen polimeros como los poliésteres o algunos
polimeros de tipo vinilico cuyo origen también es petroquimico, pero una vez
desechados son biodegradables, por lo que el impacto ambiental generado por estos una
vez finalizada su vida atil es mucho menor. La biodegradaciéon es especialmente
interesante en los polimeros de tipo poliéster alifatico, debido a la labilidad de los grupos
éster que se hidrolizan con relativa facilidad en condiciones de compost, favoreciendo la
desintegracion [8]. El caso contrario ocurre con materiales como el biopolietileno (BioPE)
o el biopolipropileno (BioPP) [9], los cuales son de origen renovable, lo que reduce la
emisiéon de gases de efecto invernadero durante su produccién, pero no son
biodegradables, por lo que una vez desechados pueden llegar a ocasionar serios riesgos
ambientales si los residuos generados son mal gestionados. También se contempla en
este grupo el polietilén tereftalato biobasado o bioPET, en el que diversos monémeros

de origen renovable se emplean para mejorar su rendimiento medioambiental [10].

Por dltimo, cabe destacar el grupo de polimeros mds respetuosos desde el punto
de vista medioambiental de la clasificacion. Este grupo estd compuesto por polimeros
derivados de polisacaridos como el almidén, la celulosa o la quitina [11]; [12], poliésteres
alifaticos derivados de fermentacién bacteriana o polihidroxialcanoatos (PHA) [13],
como el polihidroxibutirato (PHB) y por polimeros derivados de proteinas como el
gluten, la zeina, la queratina, la proteina de soja, etc. [14]. Estos tipos de polimeros se
caracterizan por ser producidos a partir de materias primas renovables y por su
capacidad de biodegradacién, por lo que el impacto ambiental generado por estos es

muy inferior al generado por los demas grupos de la clasificacion.
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A pesar dichas ventajas, las propiedades de los polimeros de origen renovable y
biodegradables, hoy en dia, se encuentran muy lejos de las propiedades que presentan
materiales como el polietileno (PE), poliestireno (PS), polipropileno (PP) o el policloruro
de vinilo (PVC), por lo que su aplicacion a nivel industrial sigue siendo un desafio. Este
hecho ha motivado la investigacion y estudio de estos polimeros con el fin de mejorar
sus propiedades y poder llegar a sustituir a los polimeros de origen petroquimico y no

biodegradables en un futuro.

[.2. Polimeros en el sector
envase/embalaje.

Tal y como se ha comentado anteriormente, en la actualidad, debido a sus
excelentes propiedades y a su versatilidad y adaptabilidad, los materiales poliméricos
son ampliamente utilizados en una gran variedad de sectores. En la Figura 3, extraida
del informe Plastics - the Fast Facts 2023 publicado por Plastics Europe, se muestra una
estimacion de la produccién de productos poliméricos en diversos sectores a nivel

europeo durante el afio 2022.

4,

MENAJE DEL HOGAR,
OCIO Y DEPORTE

% M
CONSTRUCCION

Figura 3. Produccién de productos plasticos por sectores a nivel europeo en 2022. Adaptado de: Plastics
Europe: Plastics - the fast Facts 2023.
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En este, se puede observar con claridad cémo gran parte de la produccion de
materiales poliméricos va destinada al sector de envase/embalaje. Esta producciéon
alcanzo6 niveles cercanos a las 54,0 Mt anuales durante el afio 2022, de las cuales el 39,0
% son producidas por el sector envase/embalaje, seguido por el sector de la construcciéon

con el 23,0 % y por el de la automocién con un 8,00 %.

La elevada demanda de productos poliméricos en el sector envase/embalaje se
debe, principalmente, a la ligereza y resistencia de estos, lo que permite asegurar la
proteccion del alimento en todo momento sin aumentar la masa total del producto ya
envasado, facilitando asi su transporte y distribucion [15]. Ademads, el coste de
produccién de los materiales poliméricos empleados para esta finalidad es muy bajo, de
ahi que sean utilizados en diversas industrias tales como la médica, farmacéutica,
cosmética, quimica, electrénica, tecnoldgica, etc., aunque gran parte de estos materiales

van destinados al envasado en la industria alimentaria.

I.2.1. Uso de polimeros en el sector envase/embalaje de

alimentos.

En la industria alimentaria, el envasado es una etapa esencial en los procesos de
produccién de alimentos y desempefia un papel crucial a la hora de garantizar la calidad
y seguridad de estos. La funcionalidad de los envases alimentarios tradicionales se
centra, principalmente, en la proteccion eficaz del producto ante contaminantes externos
tales como microorganismos, luz ultravioleta, aire, vapor de agua, etc. que, al entrar en
contacto con el alimento, pueden llegar a acelerar los procesos de descomposicion y

deterioro, disminuyendo su calidad [16]; [17].

Ademés de proteccién, de manera simultdnea, estos tipos de envases también
aportan informacién sobre el estado y calidad del producto [16]. Para ello, se emplean
etiquetas, codigos, sellos, certificaciones e iconos que contienen informacién acerca de la
fecha de caducidad o de consumo preferente, informaciéon nutricional, informacién de

alérgenos, recomendaciones sobre su consumo, etc. Incluso, algunos envases utilizados
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para productos carnicos, pescados y mariscos, frutas u hortalizas son transparentes, lo
que permite al consumidor una visualizacion directa del producto, aportando

informacién sobre su apariencia y estado.

A su vez, los envases convencionales empleados en la industria alimentaria
desempefian otras funciones ademds de sus propositos principales, descritos
anteriormente. En general, el hecho de envasar los alimentos facilita el transporte y
distribucién de estos, al igual que su almacenamiento y consumo, ayudando asi a su
comercializacién. Ademads, durante los procesos de transporte y distribucién, el
envasado previene de posibles dafios y pérdidas de producto, lo que se traduce en una
reduccién de las pérdidas econémicas y en la preservacion de la calidad y estado de los

alimentos en todo momento [18].

En cuanto a materiales de envasado se refiere, dentro de la diversidad de
opciones, una gran parte del mercado comercial contempla el empleo de materiales
poliméricos sintéticos como poliestireno (PS), polietileno (PE), polipropileno (PP),
polietilén tereftalato (PET), policloruro de vinilo (PVC), etc. (Figura 4), ya que, presentan
propiedades de gran interés en el sector del embalaje tales como elevada resistencia
mecanica, baja densidad, flexibilidad, facil procesamiento y bajo coste tanto en la

obtencion como en el procesado [16].

8 uou

poliestireno - PS polietileno - PE polipropileno - PP

Cl

O]

polietilén tereftalato - PET policloruro de vinilo - PVC

Figura 4. Formulacién de la estructura quimica de los principales polimeros de origen petroquimico
utilizados en el sector envasado/embalaje de alimentos.
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Debido a estas propiedades, durante las ultimas décadas, la demanda de estos
materiales para la fabricacién de envases en la industria alimentaria ha incrementado
considerablemente hasta el punto de llegar producir cerca de 320 Mt anuales [19]. Sin
embargo, gran parte de los materiales poliméricos sintéticos empleados en el embalaje
de alimentos se fabrican a partir de recursos derivados del petréleo, por lo que, una vez
desechados, experimentan procesos de degradaciéon muy prolongados. Ademas, estos
envases siguen la cultura de un solo uso, es decir, son desechados una vez consumido el
alimentos envasado. La combinacién de ambos factores supone un importante desafio
ambiental, considerando su implicaciéon en la produccién de residuos persistentes, la
contaminacién de ecosistemas terrestres y marinos, la filtracion de sustancias quimicas

nocivas y su contribucién en el deterioro del medio ambiente [20].

Debido a los graves riesgos que suponen los residuos plésticos generados por los
envases alimentarios, en la tltima década, se han llevado a cabo numerosos estudios e
investigaciones centrados, principalmente, en el desarrollo y produccion de materiales
de embalaje a partir de recursos naturales sostenibles y renovables [17]. A raiz de estos
estudios, se ha dado paso a la posibilidad de disefiar y fabricar materiales de embalaje
biodegradables mucho mas sostenibles y respetuosos con el medio ambiente, lo que

ayudaria a reducir los impactos negativos del desecho de embalajes [18]; [19].

Con el desarrollo de la sociedad moderna, los cambios en los habitos de los
consumidores y el incremento de las preocupaciones sobre la seguridad alimentaria han
transformado los métodos de envasado tradicionales, que ya no son adecuados para
satisfacer la demanda actual del mercado [21]. Por esta razén, en los ultimos afios,
muchas investigaciones se han centrado también en la mejora del rendimiento y
funcionalidad de los envases utilizados en el sector alimentario [19], hasta el punto de

desarrollar los denominados envases inteligentes o smart-packaging.
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I.2.2. Envasado inteligente o smart-packaging.

El envasado inteligente combina las funcionalidades de los envases tradicionales
junto con la integracion de funciones interactivas [21] que permiten monitorear la
calidad de los alimentos desde su fabricacién hasta su consumo, pasando por las etapas
de transporte, distribucién y almacenamiento. Estos sistemas de embalaje son capaces
de detectar cambios en las condiciones de envasado, que pueden llegar a alterar el estado
y calidad del producto, y generan sefiales perceptibles por fabricantes, distribuidores y
consumidores en tiempo real acerca de dichos cambios. Con esto se consigue mejorar la
calidad y frescura de los alimentos y, a su vez, ayuda a reducir el desperdicio de

alimentos y los riesgos alimentarios [22]; [23].

De manera general, el embalaje inteligente se puede clasificar segtn la
funcionalidad en indicadores, sensores o portadores de datos. A continuacién, se
describen con mayor detalle algunos ejemplos de envases inteligentes de mayor

relevancia en la industria alimentaria, asi como sus caracteristicas y funciones.

1.2.2.1. Indicadores en envasado inteligente.

Los indicadores son dispositivos capaces de confirmar la presencia o ausencia de
una sustancia especifica o el grado de reaccién entre dos o més sustancias presentes en
el entorno de envasado del alimento, y aportar dicha informacion mediante, por ejemplo,
un cambio de color. La funcionalidad de los indicadores en el embalaje alimentario se
centra en la proporcién de informacion visual al consumidor acerca de cualquier cambio
en el envase o en las condiciones del entorno, tales como temperatura, pH, presencia de

gases, etc., los cuales pueden llegar a deteriorar la calidad del producto envasado [21].

A nivel industrial, diversas empresas ya han desarrollado y comercializado estos
sistemas de envasado para la monitorizaciéon de la calidad de los productos alimentarios.
Un ejemplo de ello es el dispositivo SensorQ ™ desarrollado por la empresa holandesa

Royal DSM NV en colaboracién con la compafia estadounidense Food Quality Sensor
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International o el indicador tiempo-temperatura (TTI) Vitsab L5-8 TTI Seafood label

desarrollado por la empresa Vitsab International AB.
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Figura 5. SensorQ ™; Vitsab L5-8 TTI Seafood label.

En el caso del dispositivo SensorQ ™ ge trata de un indicador de frescura
utilizado para la monitorizacién del pH para el envasado de productos carnicos. Este
indicador es capaz de mostrar mediante un cambio de color la presencia de aminas
volatiles, dentro del propio envase, resultantes del proceso de degradacion microbiana
de la carne. De esta manera, cuando el indicador presenta un color anaranjado la
presencia de aminas volatiles es insignificante, es decir, el producto esté fresco. En caso
contrario, si el indicador presenta un color rosado, marrén o azulado la concentraciéon
de aminas excede el nivel umbral, por lo que no se recomienda el consumo del producto

envasado [24].

Los indicadores tiempo-temperatura (TTI) permiten monitorizar el historial de
temperatura de envasado del producto durante su transporte, distribuciéon y
almacenamiento, siendo capaces de detectar cualquier fluctuacién de temperatura que
se pueda producir durante dicho tiempo [25]. El indicador Vitsab L5-8 TTI Seafood label
permite detectar cualquier variaciéon de temperatura durante el envasado del producto
a través de cambios en su coloracién, basados en variaciones de pH. Un color verde
indica que el producto no ha sufrido ninguna fluctuacién de temperatura durante el
tiempo que ha permanecido envasado, por lo que es apto para el consumo. En caso
contrario, cuando el indicador presenta colores anaranjados-rojizos, no se recomienda

Su consumao.
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A pesar de tratarse de sistemas de envasado aplicados y comercializados en la
industria alimentaria, en los tltimos afios, numerosos estudios e investigaciones se han
centrado en el desarrollo de nuevos indicadores para su posible aplicacién en el
envasado de alimentos. Sobhan, Abdus, et al. [26] desarrollaron un indicador de pH
basado en nanofibras de celulosa-quitosano tefiidas con sintesis de rojo de metilo y
recubiertas con PLA para la monitorizacién del pH en productos carnicos y pescados.
Puttipan, Rinrampai, et al. [27] han sido los primeros en utilizar betalainas como

colorantes naturales para el desarrollo de un indicador tiempo-temperatura (TTI).

1.2.2.2. Sensores en envasado inteligente.

Dentro del campo de los envases inteligentes, los sensores estdn considerados
como las tecnologias mas avanzadas, ya que, son capaces de detectar la presencia de
ciertas sustancias o analitos y convertir dicha informacién en energia mesurable. La sefial
convertida por el sensor puede ser 6ptica, quimica, eléctrica o térmica, y permite indicar
la presencia del analito en estudio [21]. En la actualidad, en el envasado inteligente de
alimentos se emplean sensores de gas, de humedad, incluso, los denominados
biosensores. A nivel industrial, diversas empresas también han desarrollado y
comercializado sensores para el envasado inteligente de alimentos; sin embargo, en
menor proporcién que los indicadores. Un ejemplo de ello es el sensor de 0, O2xyDot

desarrollado por la compafiia Oxysense, el cual se muestra en la siguiente figura.

‘30
Slojolold]e 0101
Slo/ololololole
OOOQ[QQQQ
- O|OI0|0S

a) b)

Figura 6. a) Sensores O2xyDot; b) Sistema de medicion de 0,.
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Se trata de un sensor 6ptico de O, formado por una matriz polimérica hidréfoba
permeable a los gases donde se ha inmovilizado un compuesto fluorescente organico
que absorbe radiacién a longitudes de onda de 470 nm (azul) y emite fluorescencia sobre
los 630 nm (rojo). En este caso, la medicién de la concentracion de O, se realiza a través
de la desactivacion fluorescente. El sensor se coloca en el interior del propio envase y se
ilumina con una luz azul emitida por un LED, produciéndose la fluorescencia, lo que se
traduce en la emision de luz roja, la cual es captada por un fotodetector. La presencia de
0, afecta directamente a la intensidad de la fluorescencia debido al fenémeno de
apagamiento por colisiéon. Esto ocurre debido a que las moléculas de O, interacttian con
el compuesto fluorescente, disipando parte de la energia que de otro modo seria emitida
como luz roja. Este proceso reduce la intensidad de la luz fluorescente observable. Por
tanto, a mayor concentracién de 0,, menor es la intensidad de la fluorescencia emitida

por el sensor [28].

Otro ejemplo a nivel industrial es el caso de un biosensor desarrollado por la
compafiia Flex Alert, utilizado principalmente para la deteccion de patégenos en
cereales o frutos secos. Su funcionamiento se basa en reacciones anticuerpo-antigeno,
de tal manera que, en presencia de bacterias patégenas, la toxina bacteriana se une a los
anticuerpos y se inmoviliza sobre una fina capa de pelicula polimérica flexible, lo que da

lugar a un cambio de color en el biosensor [28].

A pesar de tratarse de sistemas de envasado ya aplicados y comercializados en
la industria alimentaria, se han publicado una gran variedad de articulos acerca del
desarrollo de nuevos sensores para su posible aplicaciéon en el envasado de alimento.
Vilela, Carla, et al. [29] desarrollaron una pelicula mediante la polimerizacién de
metacrilato de sulfobetaina en el interior de una de la red nanofibrosa de nanocelulosa
bacteriana, la cual present6 una elevada resistencia mecanica, resistencia a la radiaciéon
UV, propiedades antioxidantes y un gran potencial para la monitorizacién de humedad

en alimentos.

TFM Master Universitario en Ingenieria, Procesado y Caracterizacién de Materiales

Andreu Llinares Verdu, Curso 2023 /24 35



UNIVERSITAT
] POLITECNICA
DE VALENCIA

CAMPUS DALCOI

I. Introduccion

1.2.2.3. Portadores de datos en envasado inteligente.

Por dltimo, también cabe destacar el papel de los portadores de datos en el
envasado de alimentos. La funcién principal de estos dispositivos es la de facilitar y
mejorar la eficiencia del flujo de informacion a lo largo de la cadena de suministro de los
productos [28]. A diferencia de los indicadores y sensores, los portadores de datos no
permiten monitorizar la frescura de los alimentos; sin embargo, son de gran importancia
para el seguimiento y control de inventarios, prevenciéon de robos, proteccién frente a
falsificaciones y para la trazabilidad de los productos, lo que permite rastrear durante

toda la cadena de suministro los pasos seguidos por el alimento antes de ser consumido

[28]; [21].

Dentro de los portadores de datos se encuentran dispositivos como los cédigos
de barras o dispositivos mucho mas actualizados y complejos como es el caso de los
sistemas de identificacién por radio frecuencia (RDIF). Con respecto a los cédigos de
barra existen los bésicos coédigos de 1D, utilizados para la codificaciéon de datos e
informacion del producto envasado, y los cédigos de barras 2D, como los de respuesta
rapida (QR), que presentan una mayor capacidad de almacenamiento, capaces de llegar
a proporcionar informacién acerca del nimero de lote, detalles nutricionales o
instrucciones de preparaciéon. Ademas, los QR ofrecen una mayor comodidad a los
consumidores, ya que, la lectura se puede realizar mediante cualquier dispositivo moévil.
Con respecto a los RDIF, estos dispositivos se caracterizan por presentar un mayor
almacenamiento de datos e informacién que los cédigos de barra y por el hecho de poder
trasferir informacién a largas distancias, lo que se traduce en una mejora en la

identificacion y trazabilidad de productos [28]; [21].

A pesar de que los portadores de datos no estan directamente relacionados con
la monitorizacién de la frescura de los alimentos, en 2009 la compaiiia japonesa To-
Genkyo present6 una etiqueta con una doble funcionalidad: ofrecer informacién acerca

del producto envasadoy, a la vez, actuar como un indicador de frescura.
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Figura 7. Etiqueta indicadora desarrollada por la compafiia To-Genkyo.

Aligual que los indicadores de frescura comentados anteriormente, esta etiqueta,
al detectar la presencia de aminas liberadas durante los procesos de descomposiciéon de
los alimentos, sufre un cambio de color significativo. La particularidad de este indicador
es que el cambio de color indicativo del mal estado del alimento evita la lectura del

coédigo de barras, impidiendo asi la venta del producto.

Tal y como se ha podido observar, los cambios de color generados por las
variaciones en las condiciones de envasado de alimentos frescos tienen una gran
aplicabilidad en el envasado de dichos productos, ya que, permiten monitorizar su
frescura. El fendmeno que hay detras de este comportamiento es denominado
halocromia y, en el siguiente apartado, se explicaran sus principios de funcionamiento

para la monitorizacion del pH.
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I.3. Fendmenos de halocromia y
monitorizacion del pH.

1.3.1. Halocromia.

Algunos materiales presentan la capacidad de poder cambiar de color
reversiblemente en funcién de algunos estimulos de su entorno. Estos materiales son
denominados crémicos y responden a diferentes estimulos, tales como la luz

(fotocrémico), el calor (termocrémico), el pH (halocrémico), etc. [30].

En los ultimos afios, el concepto de halocromia ha ganado importancia en el
sector embalaje/envasado destinado a alimentos frescos, ya que, las variaciones de pH
pueden ser utilizadas para determinar el deterioro de alimentos [24]. Por definicién, el
pH es una medida del grado de acidez o alcalinidad a través de la actividad de iones de

hidrégeno (H*) en una sustancia o solucion.
pH = —log[H*] Ecuacién 1

El pH se cuantifica en una escala de 0 a 14, de tal manera que las soluciones con
un valor de pH de 7 se consideran neutras. Para valores inferiores a 7, la concentraciéon
de iones de hidrégeno es mayor y la solucién se considera acida. En caso contrario,
cuando el valor de pH es superior a 7, la concentracién de iones hidrégeno es menor y

la solucién se considera alcalina.

En relaciéon con el embalaje/envasado de alimentos, el valor del pH esta
ampliamente relacionado con la actividad microbiana, las enzimas endégenas y los
procesos de descomposicion de proteinas, los cuales dependen del tipo de alimento y de
las condiciones de envasado, principalmente. Durante los procesos de descomposicion
de los alimentos se produce un aumento de la actividad microbiana, lo que se traduce
en la liberaciéon de acidos organicos, aminas, diéxido de carbono (CO;), &cido clorhidrico

(HCI), etc., cuya presencia produce variaciones en el pH de los alimentos envasados y de
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su entorno. Estas variaciones de pH pueden considerarse como signos de deterioro de
los alimentos e, incluso, pueden detectarse visualmente mediante la utilizaciéon de

indicadores [24].

En el caso de los pescados y mariscos o carne ricas en proteinas, para determinar
y controlar su calidad y frescura se emplea un pardmetro denominado TVB-N
(Nitrégeno Basico Volatil Total), el cual cuantifica la presencia de compuestos
nitrogenados tales como la dimetilamina (DMA), la trimetilamina (TMA) y el amoniaco
(NH3). Estos compuestos nitrogenados se generan durante el proceso de descomposiciéon
del alimento, proceso donde se incrementa la actividad bacteriana, responsable de la
descomposicion de las proteinas en aminoacidos. Por tanto, las altas concentraciones de
TVB-N pueden emplearse de manera indirecta para la monitorizacion del pH en
pescados y carnes, ya que, la presencia de aminas volatiles supone variaciones de pH en
el propio envase que pueden ser visualizadas de directamente mediante cambios de

coloracién en el indicador [31]; [32].

I.3.2. Compuestos con comportamiento halocrémico.

En la actualidad, existen una gran variedad de compuestos y sustancias de
distinta naturaleza que presentan propiedades halocrémicas y que, por tanto, permiten
indicar variaciones de pH en el entorno mediante cambios colorimétricos. En los
compuestos halocrémicos los cambios de color se producen debido a la alteracién en su
estructura quimica cuando se producen variaciones de pH, lo que afecta la forma en que
estos compuestos absorben y reflejan la luz, cambiando asi el color percibido. En funcién

del origen, estos se clasifican en dos categorias principales: sintéticos y naturales.
1.3.2.1. Compuestos con comportamiento halocrémico sintéticos.

Desde el punto de vista funcional, los compuestos halocrémicos sintéticos
empleados para la monitorizaciéon del pH se caracterizan por presentar una gran
intensidad de color, estabilidad y su bajo coste [24]. Debido a estas propiedades, los

compuestos halocrémicos sintéticos se han empleado para el desarrollo de una gran
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variedad de envases inteligentes para productos alimentarios. Un ejemplo de ello es la
utilizacién de azul de bromotimol para el desarrollo de un indicador de CO, (Lyu, Ji Sou,
et al. [33]) o la utilizacion de verde de bromocresol para la fabricaciéon de un indicador

de frescura capaz de monitorear la frescura del pescado fresco (Liu, Xiuying, et al. [34]).

Una gran variedad de compuestos halocrémicos sintéticos, tales como el azul de
bromotimol, el verde y el ptrpura de bromocresol, el rojo de metilo, el rojo de clorofenol,
etc., han mostrado ser seguros a la hora de ser utilizados para su aplicabilidad en el
envasado inteligente de alimentos, siempre y cuando sean utilizados segiin indiquen las

regulaciones de seguridad establecidas.

Sin embargo, a pesar de su utilizaciéon y de las propiedades que ofrecen, existe
cierta preocupacion sobre la toxicidad y la naturaleza cancerigena de ciertos compuestos
[35], lo que ha dado lugar al estudio e investigacién de posibles alternativas, siendo una
de ellas, la sustituciéon de los compuestos sintéticos por compuestos de origen natural

con comportamiento halocrémico.

1.3.2.2. Compuestos con comportamiento halocrémico naturales.

En comparaciéon con los sintéticos, desde el punto de vista funcional, los
compuestos halocrémico naturales, en general, presentan una menor intensidad de color
y estabilidad a la hora de ser aplicados para el desarrollo de sistemas de envasado
inteligente en alimentos. A pesar de ello, existe un gran interés por el uso de los
compuestos halocrémicos naturales, el cual no solamente se centra en la no toxicidad de
estos, sino también en la sostenibilidad, ya que, pueden ser obtenidos a partir de fuentes
renovables, por lo que, una vez finalizada su tiempo de vida ttil, el impacto ambiental

es mucho menor que el generado por los compuestos sintéticos.

Los compuestos halocrémicos naturales se encuentran en una gran variedad de
frutas, plantas y vegetales como es el caso de la curcumina, extraida del rizoma de la
curcuma, la alizarina, presente en las raices de la Rubia tinctorum L., o las betalainas,

obtenidas de la planta de remolacha y pitaya. Estos compuestos ya se han utilizado para
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la investigacion y desarrollo de nuevos sistemas de envasado inteligente en alimentos,

donde cabe destacar el uso y estudio persistente de las antocianinas.

Las antocianinas son pigmentos naturales solubles en agua y principales
responsables de los colores rojo, morado y azul en una gran variedad de frutas, plantas
y vegetales. A diferencia de la curcumina o las betalainas, las antocianinas presentan la
capacidad de poder cambiar de color en funcién de las variaciones de pH, en un amplio
rango. Esta propiedad es debida a modificaciones estructurales resultantes de la
naturaleza anfétera de las antocianinas y ha incrementado su interés de aplicacion en el

desarrollo de sistemas de envasado de alimentos [24].

pH=1-3 pH=4-5 pH=6-7
OH OH OH

OH H O

H* CH*/4H,0 OH H,0
HO 0, ———* HO e} ————+ Ho

+H'/-H,0 +H,0
IR OR R

OH OH OH

cation flavilio pseudobase carbinol base quinonoidal

pH=8-9 pH=7-8

OH OH

OH OH

+H;0

H,0

OH OH

chalcona base quinonoidal aniénica

Figura 8. Transformacion estructural y colorimétrica de las antocianinas en diferentes soluciones tampén.
Adaptado de: [35].

En condiciones de pH muy acidos, en las antocianinas predomina el catién
flavilio, el cual exhibe un color rojo intenso. Un ligero aumento de pH hasta valores de
pH entre 4 y 5 supone la rdpida hidratacién del catién flavilio y la aparicién de especies

incoloras que disminuyen la intensidad del color rojo. La desprotonacién del catiéon
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flavilio da lugar a la formacion de la base quinoidal de color pturpura a pH = 7, seguido
de la formacién de la base quinoidal aniénica a pH = 8, el cual exhibe un color azul
intenso. Por altimo, para valores de pH superiores a 8, se produce la degradacion de los

grupos sustituyentes, dando lugar a la formacion de chalcona de color amarillo [24].

Dentro de las antocianinas, se encuentra una amplia variedad de subgrupos
especificos, como es el caso de las enocianinas. Estos colorantes naturales se encuentran

predominantemente en la piel de las uvas y son cruciales para el color del vino tinto.

Figura 9. Enocianinas en forma de polvo extraidas de la piel de la uva morada. Fuente: Europages.

Ademas de en la piel de las uvas, la enocianinas se encuentran en una gran
variedad de frutos como las moras y los arandanos, donde aportan tanto color como

propiedades antioxidantes beneficiosas para la salud.

Otro ejemplo de compuesto con propiedades halocrémicas de origen natural es
el caso de la curcumina, la cual se extrae del rizoma de la circuma. La curcumina
presenta la capacidad de poder cambiar de color en funcién de las variaciones de pH,
sin embargo, estos cambios de color no se producen en un rango de pH tan amplio como

en el caso de las antocianinas.
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pH=1-7

HO

curcumina (forma ceto)

pH=>8

curcumina (forma enol)

Figura 10. Transformacién estructural y colorimétrica de curcumina en funcién del pH. Adaptado de: [24].

En la figura anterior, se muestra la estructura quimica de la curcumina. Se trata
de una estructura simétrica en la que persiste un equilibrio ceto-enélico de manera que,
dependiendo de las condiciones del medio, predomina su forma ceto o la enélica. En
valores de pH 4cidos o neutro predomina la forma ceto, responsable del color amarillo.
En cambio, para colores de pH superiores a 8 predomina la forma endlica, lo que provoca

un cambio de color a rojo [24].

Las propiedades halocrémicas presentes en compuestos sintéticos, como el azul
de bromotimol, y en compuestos naturales, como las antocianinas o la curcumina, han
despertado gran interés en el desarrollo de sistemas de envasado inteligente debido a su
capacidad de cambio de color en funcién de las variaciones de pH producidas en el
entorno. De ahi, que numerosos estudios de investigaciéon hayan optado por la

utilizacién de este tipo de compuestos.
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[.4. Films poliméricos con
comportamiento halocrémico.

En los ultimos afios, se ha incrementado el interés e investigacién en el desarrollo
de materiales con comportamiento halocrémico para su aplicacién en el envasado
inteligente de alimentos. Estos materiales se integran directamente en los envases
tradicionales, siendo capaces de monitorizar las condiciones de envasado de los
alimentos (pH, temperatura, presencia de gases, etc.) desde su envasado hasta su

consumo, pasando por las distintas etapas de transporte, distribucién y almacenaje.

Ademés, a partir de la deteccién de variaciones en las condiciones de envasado,
estos materiales son capaces de proporcionar una respuesta, como un cambio de color,
legible y muy fécil de interpretar por los fabricantes, proveedores y consumidores. Esta
respuesta, ofrece informacién acerca de la calidad y frescura del alimento envasado, lo
que ayuda a mejorar la seguridad alimentaria, asi como a reducir el desperdicio de

alimentos [36].

Paralelamente, la industria del envasado de alimentos ha experimentado un
aumento significativo en el desarrollo y aplicaciéon de films o peliculas poliméricas. A
pesar del bajo espesor que presentan las peliculas poliméricas, ofrecen diversas
propiedades de interés en el envasado de alimentos, tales como flexibilidad, durabilidad,
y barreras efectivas contra gases y humedad. Ademas, con respecto a la produccién de
polimeros en formato film, debido a su bajo espesor y tamafio, la cantidad de material

utilizada por el film es muy reducida.

La combinacién de peliculas poliméricas con compuestos halocrémicos ha
abierto nuevas posibilidades para la creaciéon de envases inteligentes, de ahi que
numerosos estudios de investigacion se hayan centrado en el desarrollo de sensores

halocrémicos para la monitorizacién de la frescura y calidad de los alimentos envasados.

Los recientes estudios se han centrado, principalmente, en la sustitucién de

materiales polimeros sintéticos por polimeros de origen renovable como proteinas o
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polisacaridos, con el fin de aumentar la sostenibilidad y reducir los impactos negativos
en el medio ambiente. A su vez, debido a la preocupacioén por la toxicidad y peligrosidad
de ciertos compuestos halocrémicos sintéticos, también se ha incrementado el interés
por la utilizacion de pigmentos halocrémicos naturales para la fabricacion de films
poliméricos, con el objetivo de impedir la contaminacion de los alimentos envasados,

mejorando asi la seguridad alimentaria [36].

Chen, Hui-zhi, et al. [37] desarrollaron films halocrémicos sensibles a las
variaciones de pH de distinta composicion mediante la adicién de curcumina y
antocianinas sobre una matriz de almidén, polivinil alcohol (PVA) y glicerol. Los
espectros obtenidos mediante espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
(FTIR) mostraron una gran compatibilidad entre los compuestos halocrémicos utilizados
y los sustratos formadores de las pelicula. Ademas, la presencia del glicerol mejoraba el
comportamiento de los films ante la solubilidad en agua y la permeabilidad al vapor de
agua. Por altimo, para evaluar su comportamiento como posibles indicadores, cada uno
de los films fueron colocados junto con 100 g de carpa durante 10 dias a una temperatura
constante de 4 °C. El film compuesto por almidén, PVA y glicerol y que incorporaba
tanto curcuminas como antocianinas en una proporciéon 2:8 (v/v) fue el que mejor

correlacion present6 con respecto al grado de frescura del pescado.

El interés por el desarrollo de nuevos materiales halocrémicos para la
monitorizaciéon de la frescura de alimentos frescos, también ha llevado a la
implementacion de nuevas técnicas y procesos de fabricacion, tales como la utilizacién
de microcapsulas. Liu, Yaowen, ef al. [38] desarrollaron microcdpsulas formadas a partir
de colageno y quitosano, en cuyo interior se afiadieron curcuminas. Estas microcapsulas
fueron aplicadas sobre peliculas basadas en carboximetilcelulosa (CMC), con el fin de
ser empleadas para la monitorizar la frescura de la carne de cerdo. La presencia de las
microcapsulas mejoro la estabilidad térmica, la barrera al vapor de agua y la resistencia
a traccion de las peliculas, ademds de proporcionar propiedades antioxidantes y
antibacterianas. Las propiedades halocrémicas de los films fueron evaluadas situando
los sensores halocrémicos junto con 30 g de carne de cerdo durante 8 dias y a una

temperatura constante de 4 °C. Durante el proceso de descomposicién se observé un
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cambio de color distintivo (amarillo > amarillo oscuro > amarillo claro), el cual fue
analizado mediante el software ColorColl desde un dispositivo mévil, permitiendo

determinar las coordenadas colorimétricas RGB (Red Green Blue) de los films.

Tal y como se ha podido observar, las peliculas con comportamiento halocrémico
presentan un gran potencial como dispositivos para el envasado inteligente en la
industria alimentaria, ya que, son capaces de monitorizar la frescura de los alimentos,
mejorando la seguridad alimentaria. Ademads, con respecto a los materiales utilizados
para su fabricacién, estas peliculas ofrecen un gran abanico de posibilidades, aunque en
los estudios mas recientes se observa una mayor tendencia al estudio e investigacién del
desarrollo de peliculas poliméricas a partir de polisacdridos o proteinas, asi como la

utilizacién de compuestos naturales con propiedades halocrémicas.

I.5. Estructura y aplicaciones de la
zeina en el sector envasado.

Tal y como se muestra en la Figura 2, los materiales poliméricos derivados de las
proteinas pertenecen al grupo de materiales clasificados como biodegradables y de
origen renovable. Por tanto, desde el punto de vista medioambiental, estos materiales
presentan un gran potencial como posibles sustitutos de los materiales sintéticos

tradicionales utilizados para la fabricaciéon de envases.

Las proteinas son macromoléculas naturales que desempehan un papel
fundamental en una amplia variedad de procesos biol6gicos y son esenciales para la
vida. La base estructural de estas macromoléculas estd constituida por la unién de
aminoacidos mediante enlaces peptidicos (Figura 11). El ensamblaje de un pequefio
nimero de aminoacidos da lugar a oligopéptidos, mientras que cuando el namero de
aminodacidos unidos es superior a 10, se forman estructuras lineales de polipéptidos. Se

denomina proteina cuando el nimero de aminoacidos supera los 50 [39].
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Figura 11. Formacioén del enlace peptidico entre aminoacidos.

Las proteinas poseen distintos niveles de organizaciéon que les otorgan

estructuras sumamente complejas, las cuales se describen a continuacion.

I.5.1. Niveles de organizacién estructural de las proteinas.

Existen un total de cuatro niveles de organizacion estructural de las proteinas

(Figura 12), los cuales se dividen en: estructura primaria, secundaria, terciaria y

cuaternaria.
-
~
g ;(\ 4 ’.
lamina-f# hélice-or
Estructura primaria Estructura secundaria Estructura terciaria Estructura cuaternaria

Figura 12. Representacion esquematica de los niveles de organizacién de las estructuras proteicas o
proteinas.

La estructura primaria, se corresponde con la estructura bésica de formacion de
las proteinas, la cual estd compuesta por secuencias de aminoécidos unidos entre ellos
mediante enlaces peptidicos. Esta estructura viene determinada por la secuencia de
aminoécidos, es decir, por el numero de aminoacidos presentes y por el orden y la

disposicion.
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La estructura secundaria se forma a través de las interacciones entre diversas
zonas de las cadenas, generadas por la formaciéon de puentes de hidrégeno entre los
atomos que componen el enlace peptidico. Estas interacciones dan lugar a distintas

configuraciones como la hélice-a o la lamina-g.

La estructura terciaria estd compuesta a partir de plegamientos y enrollamientos
de las estructuras secundarias, los cuales son debidos a los enlaces covalentes o fuertes
interacciones entre los aminodcidos correspondientes a diferentes estructuras
secundarias (hélice-a, la ldmina-f, etc.), dando lugar a estructuras de mayor

complejidad.

En estas estructuras, se puede producir el proceso de desnaturalizacion, donde
estas interacciones responsables de la estructura terciaria se rompen. La rotura de dichos
enlaces supone la pérdida de la estructura terciaria y se dice que la proteina esta

desnaturalizada.

La estructura cuaternaria corresponde con el nivel superior de ordenaciéon
estructural en las proteinas y es conformada por la unién de diversas cadenas de
polipéptidos con diversas estructuras terciarias mediante interacciones débiles. Es
importante destacar, que no todas las proteinas llegan a presentar la estructura terciaria
y, solamente algunas, como la hemoglobina, llegan a adquirir la estructura cuaternaria

[39].

1.5.2. Proteina de maiz: Zeina.

La zeina es una proteina obtenida del maiz, perteneciente a la familia de las
prolaminas, las cuales actian como proteinas de reserva y almacenamiento en diversos

cereales.

Tal y como se ha descrito anteriormente, la estructura bésica de las proteinas esta
compuesta por secuencias de aminoacidos. En el caso de la zeina, esta es rica en

aminoacidos como la metionina y la cisteina; sin embargo, es deficiente en aminodacidos
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esenciales como la lisina y el triptéfano, lo que limita su valor nutricional en

comparacioén con otras proteinas alimentarias [40].

La composiciéon y conformaciéon de aminoacidos desempefian un papel
fundamental en la funcionalidad y propiedades de las proteinas. En el caso de la zeina,
su estructura presenta un alto contenido de aminoacidos de naturaleza no polar, lo que
se traduce en un comportamiento hidréfobo por parte de la zeina. A pesar de no ser
soluble en agua, si que lo es en alcoholes como el etanol, especialmente en mezclas con

agua [40]; [41].

Desde el punto de vista industrial, la zeina destaca por su comportamiento
termoplastico, por lo que es empleada como compuesto base para el desarrollo de
materiales poliméricos. Para ello, se benefician de la solubilidad de la zeina en alcoholes
para la fabricaciéon de peliculas o recubrimientos de muy poco espesor, junto con

plastificantes y otros aditivos [40].

A su vez, los materiales poliméricos basados en zeina presentan gran capacidad
para la inmovilizacién de diferentes compuestos y moléculas, lo que permite retener
desde enzimas y antioxidantes, hasta pigmentos y compuestos halocrémicos en su
estructura, mejorando sus propiedades funcionales. Ademas de inmovilizar, estos
materiales también presentan la capacidad de encapsulacién. Los materiales poliméricos
de zeina protegen eficazmente los compuestos encapsulados contra la degradacion
causada por factores ambientales como la luz, el oxigeno y la humedad, lo que mejora la

estabilidad y prolonga la vida 1til de los compuestos encapsulados.

Los materiales poliméricos en formato film desarrollados a partir de zeina
presentan, ademas, la capacidad de poder formar barreras eficaces contra gases y
humedad, crucial para la preservaciéon y prolongacién de la vida ttil de los alimentos
[41]. El gran contenido de aminoacidos de naturaleza no polar en su estructura reduce
la permeabilidad al agua, lo que proporciona una barrera frente a la humedad. Ademés,
la zeina permite el desarrollo de films uniformes, densos y con poca porosidad, lo que

mejora la eficacia como barrera fisica frente a la humedad y a gases.
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Tal y como se muestra en la Figura 2, los materiales derivados de proteinas, como
la zeina, son clasificados como materiales de origen renovable y biodegradables. Al ser
derivados de fuentes naturales como el maiz, estos materiales contribuyen a la reduccién
de la dependencia de recursos fésiles no renovables y disminuyen la huella ambiental.
Ademéds, su capacidad para biodegradarse en condiciones ambientales evita la
acumulacion de residuos poliméricos persistentes en el medio ambiente, ayudando a
mitigar problemas de contaminacion. Esto los convierte en una opcién atractiva como

posible alternativa sostenible a los materiales poliméricos convencionales.

Por dltimo, los materiales derivados de la zeina también se caracterizan por otras
propiedades como su transparencia, tenacidad y flexibilidad, propiedades adhesivas,
etc. Ademés, al tratarse de materiales desarrollados a partir de una proteina derivada
de una fuente alimentaria, la zeina es segura en contacto directo con alimentos, incluso,

existe la posibilidad de la obtencién de materiales comestibles.

Esta combinacién de propiedades aumenta el interés de aplicacion de los
polimeros derivados de la zeina, materiales de gran interés en una amplia variedad de

sectores, principalmente, en el envasado de alimentos.

I.5.3. Aplicaciones de la zeina en el envasado de alimentos.

Recientemente, en numerosos estudios de investigacién, la zeina ha sido
utilizada como compuesto base para el desarrollo de materiales poliméricos aplicados al
envasado de productos alimentarios. Este interés por parte de los investigadores se debe
principalmente a la biodegradabilidad y a la capacidad de polimerizacion de la zeina, lo
que permite la fabricacién de peliculas con propiedades de gran atractivo en dicho

sector.

Yi, Fangxuan, et al. [42] desarrollaron un film polimérico inteligente indicador de
pH a para la monitorizacion de la frescura del hongo Agaricus bisporus. Estos films se
fabricaron con base de zeina y quitosano y con la incorporacién de antocianinas

procedentes del rabano ojo. Debido a la capacidad de inmovilizaciéon de la zeina, las
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antocianinas se aplicaron con éxito sobre la pelicula polimérica, lo que mejoré la
compatibilidad entre las antocianinas y la matriz polimérica. La fuerte interaccion entre
las antocianinas y la pelicula polimérica supuso una mejora en las propiedades de
barrera y en la resistencia a la traccion y al agua de la propia pelicula. Con respecto a su
funcionalidad como posibles indicadores de pH, las peliculas presentaron cambios de
color detectables a simple vista debidos a el aumento de la concentracién de CO, durante
el proceso de descomposicion del hongo a temperatura ambiente, dando mejores

resultados el film con un 9,00 % en peso de antocianinas.

Xavier, Leandra Oliveira, et al. [43] aplicaron la capacidad de encapsulamiento
de la zeina para para la fabricacién de nanocdpsulas para la retencion de aceites
esenciales, las cuales fueron aplicadas sobre una pelicula a base de quitosano. La
presencia de estas nanoparticulas mejoré las propiedades antibacterianas y
antioxidantes de la pelicula. Ademas, las nanocapsulas otorgaron una mayor proteccién
a los aceites esenciales frente la degradacion térmica. Estas peliculas, fueron aplicadas
para el envasado de productos carnicos, dando como resultado una mayor estabilizacion

de las reacciones de deterioro de la carne, aumentando la vida ttil del alimento.
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II.1. Hipotesis de trabajo.

La creciente demanda de materiales poliméricos de origen petroquimico en el
sector de envasado de productos alimentarios sigue incrementdndose con el paso del
tiempo. Debido a su ligereza, resistencia, durabilidad y por su bajo de coste de
produccion, este tipo de materiales ofrecen proteccion ante contaminantes externos,
aportan informacion acerca del producto envasado y facilitan los procesos de transporte,
distribucién, almacenaje y consumo. A pesar de ello, estos materiales siguen la cultura
de un solo uso que, sumado a la produccién masiva y a la mala gestiéon de residuos,
supone un serio problema ambiental. La gran dependencia de los recursos fésiles y la
baja biodegradabilidad de estos materiales contribuyen a la liberacién de gases de efecto
invernadero y la acumulacion de residuos plasticos en los ecosistemas. Ante esta
problemética, se han estudiado diversas alternativas para la sustituciéon de estos
materiales, siendo una de las mas interesantes la fabricacion de materiales poliméricos

derivados de proteinas.

A su vez, con el fin de satisfacer la demanda actual del mercado, se han
desarrollado los envases inteligentes, como los indicadores de pH, dispositivos que
permiten monitorizar la frescura de los alimentos mediante sehales perceptibles a simple
vista por fabricantes, distribuidores y consumidores, como por ejemplo un cambio de
color. Para este propésito se emplean compuestos con comportamiento halocrémico, es
decir, que presentan la propiedad de cambiar de color en funcién de las variaciones de
pH del entorno; en el caso de los alimentos, durante los procesos de descomposicion.
Aunque existen compuestos halocrémicos sintéticos, recientemente, se ha estudiado la
posibilidad de emplear compuestos halocrémicos naturales, debido a su no toxicidad y

sostenibilidad.

Teniendo en cuenta las consideraciones anteriores, la hipétesis de partida del
presente trabajo establece la posibilidad de utilizar proteina de zeina junto con
enocianinas, compuesto halocrémico natural derivado de la piel de la uva negra, para la
fabricaciéon de films con comportamiento halocrémico que permitan monitorizar el

deterioro de los alimentos frescos envasados.
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I1.2. Objetivos.

I1.2.1. Objetivo general.

El objetivo principal de este trabajo, por tanto, se centra en el desarrollo y
caracterizacion de films halocrémicos derivados de la proteina de zeina, incorporando
distintas cargas de enocianinas, para evaluar su eficiencia como indicadores de pH en la

monitorizacién del deterioro de pescado fresco.

Este objetivo abarca tanto la fabricacién y caracterizacion de los films
halocrémicos, como su aplicacion practica en la monitorizacion del estado y calidad de

los alimentos.

I1.2.2. Objetivos particulares.

Para poder alcanzar con el objetivo principal previamente detallado se plantean

los siguientes objetivos particulares:

- Busqueda bibliografica y estudio del estado del arte.

- Desarrollo y optimizacién de las formulaciones de films de zeina plastificada
con glicerol y de las condiciones de procesado.

- Estudio y caracterizacion del comportamiento halocrémico de las
enocianinas.

- Preparacion y desarrollo de films halocrémicos derivados de proteina de
zeina con distintas cargas de enocianinas.

- Estudio de las propiedades mecénicas, térmicas, morfolégicas y superficiales
de los films halocrémicos mediante la aplicacion de distintas técnicas de
caracterizacion.
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- Validacién de sensores de zeina con enocianinas en condiciones in vitro e in
vivo para la identificacion de deterioro en alimentos frescos.

- Estudio de la biodegradabilidad de los films halocrémicos.

- Analisis de los resultados obtenidos.

II.3. Metodologia y planificacion.

Con el fin de alcanzar los objetivos previamente planteados se han planificado
una serie de fases a desarrollar durante el presente trabajo, las cuales se detallan a

continuacion:
FASE 1. Busqueda bibliografica y estudio del estado del arte.

La fase inicial del presente trabajo se enfoca en una busqueda exhaustiva y
revision de la bibliografia mas actualizada en el 4rea de investigaciéon del proyecto con
el objetivo de plantar las bases fundamentales. Para ello, se ha empleado la herramienta
Web of Science, que ofrece una extensa base de datos de investigaciones y articulos
cientificos cuya informacién ha servido de gran utilidad para la realizacion del presente

trabajo.

FASE 2. Desarrollo y optimizacion de las formulaciones de films halocréomicos de

zeina plastificada con glicerol y de las condiciones de procesado.

A partir de la informacién obtenida después de la busqueda bibliogréfica, antes de
iniciar el procedimiento experimental del proyecto, se han determinado las
composiciones 6ptimas de zeina, enocianinas, glicerol (C3HgO3) y etanol (C,HgO)

utilizadas para el desarrollo de los films y las condiciones de procesado.
Actividad 2.1. Pruebas preliminares de cast filmn.

Se han llevado a cabo distintas pruebas preliminares con el objetivo de
determinar la viabilidad y efectividad de la investigacién. En estas se han desarrollado

films poliméricos con distintas composiciones de zeina, enocianinas, glicerol (C3HgO3) y
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etanol (C;H¢O) mediante el método de cast film, lo que ha permitido establecer las
composiciones de los distintos componentes utilizados, asi como, las condiciones de

procesado que més se adecuan al contexto especifico del estudio.
Actividad 2.2. Optimizacién de las condiciones de secado.

A su vez, estas pruebas preliminares han permitido establecer la temperatura y
tiempo 6ptimos de secado, parametros clave y que deben ser controlados en todo

momento durante esta altima etapa del proceso de fabricacion de los films.

Las pruebas preliminares han resultado muy ttiles y han facilitado el proceso de
desarrollo de los films. De no ser por ellas, cualquier error cometido durante el
procedimiento experimental realizado hubiese supuesto un retroceso significativo en el

proyecto, afectando tanto tiempo como los recursos destinados al mismo.
FASE 3. Estudio y caracterizacion del comportamiento halocromico de las enocianinas.

Antes de iniciar el procesado de los films, se realiza un estudio y caracterizacién
con el fin de evaluar el comportamiento halocrémico de las enocianinas y su validez

como indicador de pH.
Actividad 3.1. Preparacién de las disoluciones de referencia a pH entre 2-13.

En primer lugar, prepararan 12 disoluciones tampén de pH de 10 mL a las que
se les afadiran 0,1 mL de una disolucion de 0,5 g/L de enocianinas. Se ird variando el
pH desde 2 hasta 13 mediante la adicién progresiva de acido clorhidrico (HCI) o
hidréxido de sodio (NaOH). Para poder evaluar el cambio de color, se obtendran

disoluciones de 10 mL para cada valor de pH.

Actividad 3.2. Evaluacién del espectro UV-Vis de las disoluciones patrén a

diferentes pH.

Una vez preparadas las distintas disoluciones patrén, se obtendra el espectro UV-
Vis de cada una de ellas mediante un espectrofotémetro, cuantificando el cambio de

color producido en funcién del pH.
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Actividad 3.3. Caracterizacién 6ptica del efecto halocrémico en funcién del pH.

Ademéds, también se realizard una caracterizacion 6ptica del efecto halocrémico

de las enocianinas en funcién de las variaciones de pH.

FASE 4. Preparacion y desarrollo de films con cargas de enocianinas para sensores de

pH.

En esta etapa se procedera a la fabricacién de los films a partir de proteina de
zeina y distintas cargas de enocianinas, empleando glicerol (C3HgO3) y etanol (C,HgO)
como plastificante y disolvente, respectivamente. Para ello, se preparard una disolucién
con dichos componentes y, seguidamente, la mezcla serd sometida a un proceso de

secado.

Tanto las composiciones de los distintos compuestos utilizados como las
condiciones del procesado y de la etapa de secado han sido determinadas mediante las

pruebas preliminares previamente realizadas.
FASE 5. Caracterizacion de los films de zeina con comportamiento halocromico.

Una vez obtenidos los films con comportamiento halocrémico, estos seran
sometidos a distintas técnicas y ensayos de caracterizacién con el fin de determinar sus
propiedades mecénicas, térmicas, morfolégicas, superficiales, etc. Para cada uno de los

films procesados se realizaran los ensayos que se muestran a continuacion:
Actividad 5.1. Caracterizacién mecanica.
La caracterizacion mecanica consta de la realizacion del ensayo de traccién.
Actividad 5.2. Caracterizacion térmica.

Las propiedades térmicas se obtendrdn mediante calorimetria diferencia de

barrido (DSC) y analisis termogravimétrico (TGA).

Actividad 5.3. Caracterizacién morfoldgica.
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La caracterizacion morfolégica se realizard mediante microscopia electronica de

barrido de emisién de campo (FESEM).
Actividad 5.4. Caracterizacién superficial.

Las propiedades superficiales se determinardn mediante los ensayos de

colorimetria, transparencia UV-Vis, fotografia 6ptica, espesor i goniometria éptica.
Actividad 5.5. Otras técnicas de caracterizacion.

Ademéds, también se llevardn a cabo ensayos mediante espectroscopia infrarroja
por transformada de Fourier (FTIR) y un estudio del contenido de humedad de los films

y de su capacidad de solubilidad en agua.

FASE 6. Validacién de los indicadores halocrémicos para la identificaciéon de deterioro

en alimentos frescos.

Con el fin de evaluar y validar la eficiencia del films halocrémicos como sensores

de pH para el deterioro de alimentos frescos se llevaran a cabo los siguiente ensayos:

Actividad 6.1. Validacion de sensores de zeina con enocianinas en condiciones

in vitro.

En este caso, se evaluard el cambio de color que presentan los films halocrémicos
al ser sometidos a las aminas volatiles generadas por una disolucién de amoniaco (NHj)

y agua destilada. El cambio de color serd analizado mediante colorimetria.

Actividad 6.2. Validacion de sensores de zeina con enocianinas en condiciones

in vivo.

En cambio, en esta segunda validacion, se evaluara el cambio de color de los films
al ser sometidos a las aminas voléatiles correspondientes al proceso de descomposiciéon
de pescado fresco. Al igual que en el caso anterior, el cambio de color también serd

analizado mediante colorimetria.

FASE 7. Estudio de la biodegradacion de indicadores de zeina con enocianinas.
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Con el fin de determinar la biodegradabilidad de los films halocrémicos, estos
serdn sometidos a un ambiente controlado de compostaje en el laboratorio durante un

tiempo determinado.
FASE 8. Analisis de los resultados obtenidos y conclusiones.

Una vez realizados todos los ensayos de caracterizacion, se llevard a cabo un
analisis de los resultados mas relevantes. Para ello, se utilizaran tablas, gréficos y figuras
que facilitardn su estudio, andlisis y comprension, asi como un tratamiento estadistico

de los resultados obtenidos.

Finalmente, se estableceran una serie de conclusiones donde se analizaran los
pros y contras més relevantes, ademads de posibles lineas futuras que permitan ampliar

o mejorar los procedimientos seguidos durante el presente trabajo.

A modo de resumen, en la Figura 13 se muestra un esquema gréafico donde se
representan los objetivos planteados anteriormente junto con las distintas fases a llevar
a cabo durante el presente trabajo, donde se incluyen las técnicas empleadas para el

desarrollo y fabricacion de los films halocrémicos y su posterior caracterizacion.
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Figura 13. Esquema grafico de planificacién.
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II1.1. Materiales.

La zeina utilizada para la fabricacion de las peliculas poliméricas ha sido

adquirida de Sigma-Aldrich (Madrid, Espafia) en forma de polvo amarillo. Las
enocianinas utilizadas como compuesto halocrémico se han extraido de la piel de las
uvas tintas y han sido adquiridas de Flavorix Aromaticos SA en forma de polvo morado.
También se han empleado distintos reactivos de grado técnico y de elevada pureza, tales
como glicerol (C3HgO3), etanol (C;Hg0), &cido clorhidrico (HCI), hidréxido de sodio
(NaOH) y amoniaco (NH3), adquiridos de Sigma-Aldrich (Madrid, Espafia) y empleados

tanto para el desarrollo de las peliculas como en su caracterizacion.

II1.2. Caracterizacion del
comportamiento halocréomico de las
enoclaninas.

Se prepararon 12 frascos de vidrio en los cuales se introdujeron 10 mL de una
disolucion tampén de pH. Paralelamente, se preparé una disolucién de colorante natural
con una concentracién de enocianinas de 0,5 g/L y se afiadieron 0,1 mL de dicha

disolucién a las 12 disoluciones tampén de pH.

Mediante la adicién progresiva de dcido clorhidrico (HCI) o hidréxido de sodio
(NaOH) se obtuvieron un total de 12 disoluciones de 10 mL con valores de pH
comprendidos entre 2 y 13. Las medidas de pH se realizaron mediante el pHmetro de

sobremesa 50 XS de VioLab.

Posteriormente, se llevé a cabo una caracterizacion 6ptica del comportamiento
halocrémico de las enocianinas y se determinaron los espectros de las disoluciones
obtenidas mediante el espectrofotéometro UV-Visible Cary 100 de Agilent Technologies
en un rango de longitud de onda de 380 nm a 780 nm, con el objetivo de validar su

aplicaciéon como indicador de pH.
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I11.3. Proceso de fabricacion.

La preparacién de las peliculas poliméricas derivadas de la proteina de zeina se
llevé a cabo mediante el método de cast film. En primer lugar, se preparé la disoluciéon
formadora de la pelicula basada en proteina de zeina. Para ello, en 70 mL de una
disolucién de etanol/agua al 90 % v/v se disuelven 2,5 g de proteina de zeina y un 20 %
de glicerol (C3HgO3) en peso con respecto a la proteina de zeina utilizada. En el caso de
las peliculas con cargas de enocianinas, el proceso de preparacién es el mismo, pero con
la incorporaciéon de enocianinas (1,5; 3; 4,5 y 6 % en peso con respecto a la proteina de
zeina utilizada). En la Tabla 1 se muestran las composiciones utilizadas para la

preparacion de las peliculas, asi como la nomenclatura empleada a lo largo del trabajo.

Tabla 1. Composicion y nomenclatura de las peliculas de proteina de zeina con diferentes cargas de
enocianinas.

Nomenclatura Composicion

Proteina de Glicerol (g) Disolucién Eno (% en

zeina (g) agua-etanol (g) peso de zeina)
Zeina 2,50 0,500 47,5 0,00
Zeina_1,5eno0 2,50 0,500 47,5 1,50
Zeina_3eno 2,50 0,500 47,5 3,00
Zeina_4,5eno0 2,50 0,500 47,5 4,50
Zeina_6eno 2,50 0,500 47,5 6,00

Una vez preparadas las mezclas, estas fueron sometidas a agitacion magnética
durante 30 min hasta obtener una disolucion homogénea. Las disoluciones resultantes
se calentaron a 70 °C y se mantuvieron en agitacién durante 10 min, produciéndose el
proceso de desnaturalizacion. Seguidamente, para la obtencién de cada film, se vertieron
9 g de disolucién en una placa Petri de poliestireno y se secaron en una estufa a 55 °C
durante un tiempo comprendido entre los 60 - 80 min. Durante el proceso de secado, se
produce la evaporacién de la mezcla etanol/agua utilizada como disolvente, por lo que

es importante mantener controlado en todo momento el tiempo y la temperatura para
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evitar un secado excesivo del film. Finalmente, después del proceso de secado, se
separaron cuidadosamente los films de la placa Petri. Por cada composicién, se han
obtenido un total de cinco peliculas de forma circular y del tamafio de la placa Petri, las
cuales fueron introducidas en un desecador a temperatura ambiente y una humedad del

58,0% para su acondicionamiento antes de realizar los ensayos de caracterizacion.

II1.4. Técnicas y ensayos de
caracterizacion.

Una vez desarrollados los films con comportamiento halocrémico, se llevé a cabo
su caracterizaciéon. En este apartado, se describen las condiciones y procedimientos

aplicados en cada una de las técnicas y ensayos de caracterizacion.

I11.4.1. Caracterizacion mecanica.

111.4.1.1. Ensayo de traccion.

Los ensayos de traccion se han llevado a cabo segtin la norma UNE-EN ISO 527-
3:2019 y el método propuesto por Rojas-Lema, Sandra, et al. [44], con modificaciones
menores. Para la realizacién de los ensayos de traccién se emple6 una maquina universal

de ensayos Ibertest DUOTRAC-10/1200 con una célula de carga de 100 N.

s

Figura 14. Equipo de traccion Ibertest DUOTRAC-10/1200.
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Se prepararon cinco probetas de 30 x 4 mm? por cada una de las peliculas
obtenidas; estas se colocaron entre las mordazas con una distancia de agarre inicial de
15 mm. Cada ensayo se ha realizado a temperatura ambiente y aplicando una velocidad
de 5 mm/min. Los resultados del ensayo de traccion se obtuvieron a partir del promedio

de los cinco ensayos realizados por cada pelicula.

II1.4.2. Caracterizacion térmica.

111.4.2.1. Calorimetria diferencial de barrido (DSC).

Los ensayos de calorimetria diferencial de barrido (DSC) se realizaron en un
calorimetro diferencial de barrido (DSC) 25 de TA Instruments (Figura 15), y se llevaron
a cabo segun las normas: UNE-EN ISO 11357-1:2023, UNE-EN ISO 11357-2:2021, UNE-
EN ISO 11318-3:2016, UNE-EN ISO 11357-4:2021, UNE-EN ISO 11357-5:2015, UNE-EN
ISO 11357-6:2018, UNE-EN ISO 11357-7:2022 y UNE-EN ISO 11357-8:2021.

Figura 15. Equipo DSC 25 de TA Instruments.

Para la realizacién de los ensayos, se prepararon 3 muestras por cada pelicula con
una masa comprendida entre 5 y 10 mg. Estas muestras se introdujeron en crisoles de
aluminio de ultra alta pureza. En este caso, el ensayo consté de una primera etapa de
calentamiento de 30 a 120 °C seguido de un enfriamiento hasta -80 °C y, finalmente, se

realiz6 un segundo calentamiento de -80 °C hasta los 130 °C. Dichas etapas se
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programaron empleando una rampa de temperatura de 10 °C/min y bajo una atmosfera

de nitrégeno.

111.4.2.2. Andlisis termogravimétrico (TGA).

Los anélisis termogravimétricos (TGA) se realizaron en el equipo TGA 2 SF

(Figura 16) de MettlerToledo, y se llevaron a cabo segtin la norma UNE-ISO 247-2:2022.

METTLER TOLEDO

L& 4 p: 4

Figura 16. Equipo TGA 2 SF de Mettler Toledo.

Para la realizacion de los andlisis termogravimétricos (TGA) se han preparado
tres muestras por cada pelicula con una masa en torno a 10 mg, y se introdujeron en
crisoles de alimina. En el andlisis termogravimétrico (TGA) las muestras se sometieron
a un calentamiento de 30 a 700 °C aplicando una rampa de temperatura de 20 °C/miny
bajo una atmésfera de nitrégeno. El ensayo se realizé por triplicado para obtener

resultados reproducibles.

II1.4.3. Caracterizacion morfoldgica.
I11.4.3.1. Microscopia electrénica de barrido de emisién de campo (FESEM).

Se evalué la morfologia de la superficie de fractura de las peliculas mediante

microscopia electronica de barrido de emisién de campo (FESEM) utilizando el equipo
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ZEISS ULTRA 55 FESEM (Figura 17) suministrada por Oxford Instruments, aplicando

un voltaje de aceleracion de 2kV.

Figura 17. Equipo ZEISS ULTRA 55 FESEM de Oxford Instruments.

Antes de realizar el ensayo, al tratarse de materiales poliméricos no conductores,
las superficies de fractura a analizar se sometieron a un proceso de recubrimiento
metalico empleando un equipo de recubrimiento o sputtering SC7620 suministrado por

Quorum Technologies Ltd.

I11.4.4. Caracterizacion superficial.

I11.4.4.1. Fotografia éptica.

Se obtuvieron fotografias opticas en el espectro visible con un fondo de contraste
de cada una de las peliculas obtenidas con el objetivo de estudiar los aspectos
macroscopicos y las variaciones en las tonalidades de color en funcién de la proporcién
de enocianinas empleada. Dichas fotografias, se realizaron con un dispositivo moévil, el
cual ha sido colocado sobre un soporte para obtener todas las fotografias desde una

misma altura.
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I11.4.4.2. Colorimetria.

Se ha realizado un estudio colorimétrico de los films halocrémicos obtenidos
mediante el espectrofotémetro de mediciéon de color o colorimetro A Konica CM3600d
Colorflex-DIFF2 (Figura 18), suministrado por Hunter Associates Laboratory, Inc, y
siguiendo la norma UNE-EN ISO/ CIE 11664-4:2020.

Figura 18. Colorimetro A Konica CM3600d Colorflex-DIFF2 de Hunter Associates Laboratory, Inc.

Para ello, se empleo el espacio de color CIELab donde L* se emplea para medir
el grado de luminosidad, a* para medir el grado de verde (a* < 0) o rojo (a* > 0) y b* para
medir el grado de azul (b* < 0) o amarillo (b* > 0). Por cada pelicula, se obtuvieron un
total de cinco medidas en distintas zonas aleatorias de la superficie y se calcularon los

valores promedio.

También se determind la diferencia de color total (AE) de las peliculas en funcién
de las concentraciones de enocianinas utilizadas para su fabricacién. Para ello, se emple6

la siguiente expresion:

Ecuacion 2
AE = J(L* —L5)2 + (a* — a3)? + (b* — b)?
Siendo, en este caso, L*, a* y b* las coordenadas colorimétricas correspondientes
a la pelicula Zeina y L*, a*y b* las coordenadas colorimétricas pertenecientes a cada una

de las peliculas con presencia de enocianinas.
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111.4.4.3. Transparencia UV-Vis y espesor.

La transparencia de las peliculas halocrémicas se obtuvo a partir de la
transmitancia y el espesor de cada pelicula. Las mediciones del % de transmitancia se
realizaron en un espectrofotometro UV-Visible Cary 100 de (Figura 19) Agilent
Technologies, el cual cuenta con un soporte que permite la colocaciéon de las muestras

en formato film.

Figura 19. Espectrofotémetro UV-Visible Cary 100 de Agilent Technologies.

En este caso, se emple6 una probeta por cada una de las peliculas en forma de
semicirculo y con un tamafio suficiente como para captar en su totalidad la radiacién
emitida por el equipo. Se realizaron un total de tres mediciones del % de transmitancia

a 600 nm por cada pelicula y se calcul6 el promedio.

Con respecto al espesor, para realizar las medidas se empleé un micrémetro de
Kalkum Ezquerra (Figura 20) con una sensibilidad de £0,001 mm, realizando un total de
cinco medidas en distintos puntos de la superficie de cada pelicula, determinando el

valor promedio.

Figura 20. Micrometro de Kalkum Ezquerra.
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Para el célculo del % de transparencia, se emple6 la siguiente expresion:

log Teo0 Ecuacién 3
Transparencia (%) = ———

Siendo Ty €l % de transmitancia de la pelicula a una longitud de onda de 600

nm y x el espesor de la pelicula expresado en mm.

111.4.4.4. Goniometria optica.

Se determiné la humectabilidad superficial a través de la medicién del angulo de
contacto (B) estatico con agua, para cada una de las peliculas mediante goniometria
6ptica, empleando el método de gota sésil. Para ello se empled un goniémetro 6ptico
EasyDrop Standard FM140 (Figura 21) fabricado por KRUSS, el cual esta equipado con
el software Drop Shape Analyzer y un sistema de captura de fotografia/video con luz

estroboscopica.

Figura 21. Goniémetro 6ptico EasyDrop Standard FM140.

Los ensayos se realizaron segin la norma UNE-EN 828:2013. Para el

procedimiento de medicién del angulo de contacto, se depositd, mediante una micro
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jeringa, una gota de liquido de contacto, en este caso agua destilada, sobre la superficie
de cada pelicula, obteniendo un minimo de diez mediciones del &ngulo de contacto y los

valores promedio correspondientes.

I11.4.5. Otras técnicas de caracterizacion.

111.4.5.1. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR).

Para cuantificar las interacciones entre los diferentes componentes de las
formulaciones, se empleo la técnica de espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier (FTIR). Se obtuvieron los espectros FTIR para cada una de las peliculas mediante
el espectrometro FTIR Spectrum Two (Figura 22) de Perkin Elmer y los ensayos se

realizaron segiin la norma ISO 10640:2011.

Figura 22. Espectrémetro FTIR Spectrum Two de Perkin Elmer.

Cada uno de los espectros, se obtuvo para un rango de nimero de onda de 4000

a 400 cm™! y con una resolucion de 4 cm™!

, realizando un total de 10 escaneos. Antes de
realizar el ensayo, se realizé un ensayo en blanco o background, con el fin de eliminar las
interferencias del ambiente durante la medicién, en el que se aplicaron las mismas

condiciones descritas.
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II1.4.5.2. Contenido en humedad.

El contenido en humedad de las peliculas se determiné segin el método
propuesto por Rojas-Lema, Sandra, et al. [44], con alguna modificacion menor. Se
prepararon muestras cuadradas de dimensiones de 10 x 10 mm? por cada pelicula, las

cuales fueron pesadas antes y después de introducirlas en una estufa a 105 °C durante

24 h.

El contenido en humedad de cada una de las peliculas se calcul6 a partir de la
pérdida de peso de las muestras antes y después del secado, empleando la siguiente

expresion:

w; —w .
Humedad (%) = (l_f) x100 Ecuacion 4
Wi
Siendo w; el peso inicial de la muestra y wy el peso de la muestra posterior al

secado, ambos expresados en mg.

I11.4.5.3. Solubilidad en agua.

La solubilidad en agua de las peliculas se determiné segtun el método propuesto
por Rojas-Lema, Sandra, et al. [44], con alguna modificacién menor. En primer lugar, se
prepar6 una muestra cuadrada de dimensiones de 10 x 10 mm? por cada pelicula, y se
sometieron a un proceso de secado en la estufa a 105 °C durante 24 h. Seguidamente, se
pesaron cada una de las muestras en seco y se introdujeron en 10 mL de agua destilada
durante 24 h a temperatura ambiente (25 °C). Transcurrido dicho periodo, la fracciéon de
muestra no solubilizada se extrajo y se someti6 a un segundo proceso de secado a 105 °C

durante 24 h adicionales, siendo posteriormente pesada.

El % de solubilidad en agua de cada pelicula se obtuvo mediante la siguiente

expresion:

- Wi — Wy
Solubilidad (%) = (—) x100

2

Ecuaciéon 5
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Siendo w; el peso inicial de la muestra y wy el peso de la muestra posterior al

segundo proceso de secado, ambos expresados en mg.

I11.4.6. Validacion de los indicadores halocromicos.

I11.4.6.1. Validacién de los indicadores halocromicos en condiciones in vitro.

Para la validacién de los indicadores halocrémicos en condiciones in vitro, se
prepararon una muestra de 2 x 2 cm? de las cinco peliculas desarrolladas. A su vez se
preparé una disoluciéon de amoniaco (NH3) 0,8 M con un % v/v del 32 % de amoniaco
(NH3). Los vapores liberados por la disolucién simulan las aminas liberadas durante el
proceso de descomposicion del pescado, lo que produce variaciones de pH, y ello se

traduce en cambios de color en las peliculas halocrémicas.

Cada una de las muestras se colocé en la parte interna de la tapa de un recipiente
de cristal sobre un fondo blanco, tal y como se muestra en la Figura 23. Se emple6 un
fondo blanco, ya que, la parte interna de la tapa presenta un color amarillo que puede
llegar a alterar los resultados colorimétricos del ensayo. Posteriormente, se afiadieron
entre 40 y 50 mL de la disolucién en el recipiente de cristal, con el fin de mantener la

misma distancia entre la pelicula y la disolucién en todos los ensayos realizados.

Figura 23. Colocacion de las peliculas halocrémicas durante el ensayo de validacién en condiciones in
vitro.
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El procedimiento para la obtencion de las coordenadas colorimétricas se describe
a continuacién. Inicialmente, se cierra el recipiente de cristal con la tapa, y se obtienen
imagenes y las coordenadas colorimétricas CIELab de las peliculas cada 2 min durante
20 min y medidas adicionales a los 30, 40, 50 y 60 min. Las medidas colorimétricas se
realizaron por triplicado para cada uno de los tiempos de medida y se obtuvo el valor
promedio. Ademas, se determiné la diferencia de color total (AE) de cada pelicula
mediante la Ecuacién 2, siendo, en este caso, L*, a* y b* las coordenadas colorimétricas
obtenidas en el tiempo 0 y L¥, a* y b* las coordenadas colorimétricas obtenidas en el
momento del muestreo. El ensayo se realizé a temperatura ambiente y se empleé la

muestra de la pelicula sin enocianinas (zeina + glicerol) como muestra de control.

II1.4.6.2. Validacién de los indicadores halocréomicos en condiciones in vivo.

En este caso, se sigui6 el mismo procedimiento que en los ensayos de validacion
en condiciones in vitro, pero, en este caso, empleando pescado fresco y alargando los
tiempos de muestreo. Durante el proceso de degradacion del pescado fresco se liberan
aminas que, a medida que transcurre el tiempo, provocan un cambio en el pH del
entorno, que se identifica por un cambio de color en el sensor halocrémico localizado en

las tapas de los recipientes de cristal.

Se emplearon muestras cuadradas de 2 x 2 cm? de las cinco peliculas
desarrolladas mas una muestra de control de la pelicula Zeina_6eno. Las cinco muestras
se colocaron en la parte interna de la tapa del recipiente sobre un fondo de contraste
blanco y se introdujeron 30 g de pescado fresco (Figura 24). En cambio, en el caso de la
muestra de control se realiz6 el mismo procedimiento, pero introduciendo entre 40 y 50

mL de agua destilada en el recipiente de cristal.
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Figura 24. Colocacién de las peliculas halocrémicas durante el ensayo de validacién en condiciones in vivo.

El procedimiento empleado para la determinacion de los cambios en las
coordenadas colorimétricas derivados del cambio del pH del entorno, resultado de la
degradacion del pescado, se describe a continuacién. Inicialmente, se cierra el recipiente
de cristal con la tapa, y se obtienen imégenes y las coordenadas colorimétricas CIELab
de las peliculas durante los dias 0, 1, 4, 6 y 8. Las medidas colorimétricas se obtuvieron
por triplicado para cada uno de los tiempos de medida y se calcul6 el valor promedio.
Ademéds, también se determiné la diferencia de color total (AE) de cada pelicula
mediante la Ecuacion 2, siendo, en este caso, L*, a* y b* las coordenadas colorimétricas

del dia Oy L%, a*y b* las coordenadas colorimétricas de los dias posteriores.

Cabe destacar que la validacién en condiciones in vivo se realiz6 a temperatura
ambiente. Debido al desprendimiento de aminas durante la descomposicion del
pescado, esta caracterizacion se llevé a cabo en una campana extractora, ya que a partir

del dia 4, los olores derivados de la descomposicién del pescado son muy intensos

II1.4.7. Estudio de la biodegradabilidad de los indicadores

halocrémicos.

Finalmente, se determin¢ la capacidad de biodegradacion de cada uno de los
films bajo condiciones de compostaje simuladas en el laboratorio, segtin los criterios

estipulados en la normativa UNE-EN ISO 20200, con alguna modificacién menor.
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Primeramente, se prepararon un total de ocho muestras por cada uno de los films

con unas dimensiones de 2,5 x 2,5 cm?, las cuales fueron pesadas y, posteriormente,

colocadas en el interior de una rejilla de material polimérico, tal y como se muestra en la

siguiente figura.

Figura 25. Preparacion de las muestras para la realizacion de los ensayos de biodegradacion.

Seguidamente, se prepardé el compost en un recipiente hermético con las

siguientes medidas: 30 x 20 x 10 cm? (largo, ancho, alto). En la Tabla 2, se muestra la

composicion de los componentes utilizados para la preparacion del compost.

Tabla 2. Compuestos y composiciones utilizadas en la preparaciéon del compost para el ensayo de

biodegradacion.
Compuesto Masa utilizada (g)
Agua 660
Serrin 216
Alimento para conejos 162
Compost maduro 54,0
Almidon de maiz 54,0
Sacarosa 27,0
Aceite de maiz 21,6
Urea 5,40
Total 1200
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Una vez preparados los 1200 g de compost, se introdujeron en el recipiente
hermético junto con las muestras, de tal manera que estas quedasen totalmente cubiertas

por el compost.

Para facilitar la comprension del procedimiento seguido durante el ensayo de
traccién, en la Tabla 3, se muestran las tareas a realizar por cada uno de los dias de

duracién del ensayo.

Tabla 3. Procedimiento y tareas a realizar durante los dias de duracién del ensayo de biodegradacion.

Duracion desde el inicio del Tareas a realizar

ensayo (dias)

0 Registrar la masa inicial del reactor

1,2,3,4,7,9,11, 14 Pesar el reactor y afiadir agua hasta restituir la masa

inicial. Mezclar la materia de compostaje

8,10, 16, 18, 21, 23, 25, 28 Pesar el reactor y afiadir agua hasta restituir la masa

inicial. No mezclar la materia de compostaje

30, 45 Pesar el reactor y anadir agua hasta restituir el 80 %

de la masa inicial. Mezclar la materia de compostaje

Entre 30 y 60, dos veces por semana | Pesar el reactor y afiadir agua hasta restituir el 80 %

de la masa inicial. Mezclar la materia de compostaje

60 y en adelante, dos veces por | Pesar el reactor y afiadir agua hasta restituir el 70 %

semana de la masa inicial. Mezclar la materia de compostaje

Durante la duracion del ensayo de biodegradacion, el reactor se mantuvo en una
estufa a 58 °C con el fin de facilitar el desarrollo de microorganismos. Solamente se
extrajo de la estufa para realizar las tareas mostradas en la tabla anterior y, una vez

finalizada, se volvid a introducir en esta.

Con respecto a la extraccién de las muestras, se extrajo una muestra de cada una
de las peliculas en los dias 7, 14, 21 y 28. Una vez extraidas, estas se limpiaron
cuidadosamente con agua destilada y se sometieron a un proceso de secado a 55 °C

durante 24 h.
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IV. Resultados y discusion

En este apartado se muestran los resultados obtenidos a lo largo del trabajo
experimental, incluyendo la caracterizacién del comportamiento halocrémico de las
enocianinas, la obtenciéon de los films halocrémicos, su posterior caracterizaciéon
mecdnica, térmica, morfolégica y superficial, la validacion de los films como indicadores

de pH en condiciones in vitro e in vivo y el estudio de la biodegradabilidad de los films.

IV.1. Caracterizacion del
comportamiento halocrémico de las
enoclaninas.

En este apartado se describe el comportamiento halocrémico de las enocianinas
a diferentes valores de pH comprendidos entre 2 y 13 para establecer su aplicaciéon como
indicadores de pH. En la Figura 26 se muestran una imagen con las disoluciones

resultantes de la caracterizaciéon del comportamiento halocrémico de las enocianinas.

pH2 pH3 pH4 pH5 pH6 pH7 pH8 pHY9 pH10 pH11 pHI2 pHI13

‘ ( k\

Figura 26. Caracterizacion 6ptica del comportamiento halocrémico de las enocianinas para valores de pH
de2al3.

Estos cambios de color se deben a las transformaciones estructurales de las
enocianinas como consecuencia de las variaciones de pH (Figura 8). Tal y como se puede
observar, para valores de pH acidos (2-3) se aprecia un color rosado intenso debido a la
predominancia del catiéon flavilio. El aumento de pH hasta valores de 4-5 supone la
rapida hidrataciéon del catiéon flavilio, y la aparicion de especies incoloras que
disminuyen la intensidad del color rosado. Para valores de pH neutro (6-7), debido a la

formaciéon de la base quinoidal, se distingue una tonalidad purpura que se va
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intensificando hasta alcanzar un color azul a pH 8-9 debido a la formacién de la base
quinoidal aniénica. Por altimo, para valores de pH alcalinos, se observan tonalidades
marrones-anaranjadas debido a la formacién de la estructura de chalcona, resultante de

la degradacion de los grupos sustituyentes.

A continuacién, se muestran los espectros de absorcién en el rango UV-Vis de las

disoluciones de enocianinas obtenidas.

re ——pH?2
——pH3

Absorbancia

0,0

400 500 600 700
Longitud de onda (nm)

Figura 27. Espectros UV-Vis de las disoluciones de enocianinas obtenidas con un rango de pH de 2 a 13.

Para longitudes de onda ligeramente inferiores a 400 nm, pertenecientes al rango
UV, se observa como las disoluciones presentan una mayor capacidad de absorcion de
radiacion UV en condiciones bésicas o alcalinas, obteniéndose valores de absorbancia
superiores al 1,3. En cambio, en condiciones 4cidas la capacidad de absorcién disminuye
notablemente, obteniéndose valores inferiores a 0,30 de absorbancia. En el rango UV-Vis
la absorbancia de las disoluciones disminuye notablemente con el aumento de la

longitud de onda, obteniéndose, en todos los casos, valores de absorbancia cercanos a
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0,10 a los 700 nm. Por dltimo, a pesar de que no se observan picos significativos de
méxima absorcién, cabe destacar la presencia de picos de absorcion a 520 nm
correspondientes a las disoluciones con valores de pH de 2 y 4 y a 600 nm,

correspondientes a las disoluciones con valores de pH de 7, 8 y 9.

IV.2. Caracterizacion de los films con
comportamiento halocrémico.

IV.2.1. Caracterizacion mecanica.

1V.2.1.1. Ensayo de traccion.

El ensayo de tracciéon permite estudiar y analizar el comportamiento mecanico
del material cuando este es sometido a una carga uniaxial de traccién cuasi estatica hasta
la rotura. Mediante los ensayos de traccién se han podido determinar la resistencia a la
traccion (0psx), el médulo de Young (E) y el alargamiento a la rotura (g) de las peliculas.

A continuacién, se muestran los resultados obtenidos.

Tabla 4. Resumen de las propiedades mecanicas de las peliculas de zeina con diferentes composiciones de
enocianinas, obtenidas mediante ensayos de traccién.

Resistencia a la Médulo de Alargamiento de
traccion, 6y Young, E (MPa) rotura, € (%)
(MPa)
Zeina 6,80+ 1,20 208 £75,9 3,80£1,20
Zeina_1,5eno 12,0+ 4,01 283 +164 4,40 £1,70
Zeina_3eno 11,9+ 6,22 288 + 64,8 3,70 £2,20
Zeina_4,5eno 13,9+4,21 486 +165 4,30 £1,30
Zeina_6eno 7,28+2/16 419 + 247 3,70+1,20
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Figura 28. Representaciones graficas de la variacion de las propiedades mecanicas de las peliculas de zeina
con diferentes composiciones de enocianinas.

En la primera de las gréficas de la Figura 28 se observa un aumento de la
resistencia a la traccion de las peliculas a medida que se aumenta la carga de enocianinas
utilizada. Para la pelicula Zeina se obtiene una resistencia a la traccion de 6,80 MPa, valor
muy inferior a los obtenidos en las peliculas Zeina_1,5eno y Zeina_3eno, los cuales se
mantienen en los 12 MPa. La maxima resistencia a la traccion se obtiene en la pelicula
Zeina_4,5eno con un valor de 4,21 MPa; sin embargo, al emplear un 6 % de enocianinas
la resistencia a la traccién disminuye hasta los 7,28 MPa, valor ligeramente superior al
obtenido en la pelicula de Zeina. Esta misma tendencia se repite en los resultados
correspondientes al médulo de Young, ya que esta es una propiedad que muestra la

relacién o ratio entre la tensién y la elongacion en la zona de comportamiento lineal. La

TFM Master Universitario en Ingenieria, Procesado y Caracterizacién de Materiales

Andreu Llinares Verdu, Curso 2023/24 86



UNIVERSITAT
POLITECNICA
DE VALENCIA

CAMPUS DALCOI

IV. Resultados y discusion

pelicula Zeina presenta el valor minimo de 208 MPa, seguido de los 283 y 288 MPa
obtenidos en las peliculas de Zeina_1,5eno y Zeina_3eno, respectivamente. El valor
méximo del médulo de Young méximo se corresponde al obtenido en la pelicula
Zeina_4,5 con un valor de 486 MPa, mas del doble del valor obtenido en la pelicula Zeina.
A pesar del aumento del médulo de Young, la pelicula de Zeina_6eno presenta un valor
de 419 MPa, inferior al de la pelicula Zeina_4,5 y muy superior al de las peliculas
Zeina_1,5eno y Zeina3eno. Por dltimo, con respecto a los resultados de alargamiento a
la rotura, no se observa una tendencia significativa. Los valores obtenidos se mantienen
en un rango comprendido entre el 3,70, correspondientes a las peliculas de Zeina_3eno

y Zeina_6eno, y el 4,40 %, correspondiente a la pelicula de Zeina_1,5eno.

Segun Jiang, Guangyang, et al. [45] esta mejora en las propiedades mecanicas se
debe a la interaccién entre las moléculas de antocianinas y las moléculas de la matriz
formadora de la pelicula, lo que da lugar a la formacion de enlaces de hidrégeno que
mejorar la densidad de las peliculas poliméricas. Resultados similares se han obtenido
en el estudio realizado por Zhang, Kailong, et al. [46] donde la utilizaciéon de pequefas
concentraciones de antocianinas mejora las propiedades mecénicas; sin embargo, la
aplicacién de concentraciones excesivas supone alteraciones en la red polimérica, lo que
se traduce en la disminucion de las propiedades mecanicas, tal y como se ha observado

en este trabajo.

IV.2.2. Caracterizacion térmica.

1V.2.2.1. Calorimetria diferencial de barrido (DSC).

La calorimetria diferencial de barrido (DSC) permite identificar las distintas
transiciones térmicas del material en estudio al ser sometido a un programa térmico en
condiciones controladas. La informacion se muestra mediante las denominadas curvas
calorimétricas, las cuales representan la variaciéon de energia o de potencia eléctrica
suministrada en funcién de la temperatura y del tiempo. En este caso, mediante el

andlisis de las curvas calorimétricas solamente se han podido determinar las
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temperaturas de transicion vitrea (Tg) de cada una de las peliculas, ya que, las demas
transiciones térmicas se encuentran fuera del rango de temperaturas de trabajo. A

continuacién, se muestran los resultados obtenidos (Tabla 5 y Figura 29).

Tabla 5. Temperatura de transicion vitrea (T;) de las peliculas de zeina con distintas composiciones de
enocianinas, obtenidas mediante calorimetria diferencial de barrido (DSC).

Temperatura de transicion

vitrea, T, (°C)

Zeina 82,1
Zeina_1,5en0 82,0
Zeina_3eno 74,0
Zeina_4,5eno0 74,6
Zeina_6eno 73,6
o
=
S
T
[&]
[
e
o
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Zein
Zeina_1,5eno
Zeina_3eno
—— Zeina_4,5eno 0,10W/g
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Figura 29. Curvas calorimétricas de las peliculas de zeina con distintas composiciones de enocianinas,
obtenidas mediante calorimetria diferencial de barrido (DSC).

En cada una de las curvas calorimétricas representadas en el grafico anterior, se

observan saltos de la linea base correspondientes al rango de temperatura en el cual se
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identifica la temperatura de transicién vitrea (Tg). A simple vista, se observa como estos
saltos de la linea base se producen a temperaturas ligeramente inferiores a medida que
aumenta la concentracion de enocianinas. En la pelicula Zeina se ha obtenido un valor
maximo de T, de 82,1 °C, el cual ha ido disminuyendo hasta alcanzar los 73,6 °C

correspondientes a la pelicula de Zeina_6eno.

Resultados similares se han obtenido en el estudio realizado por Thakur, Rahul,
et al. [47] donde el aumento de la concentracién de antocianinas reduce las temperaturas
de transiciéon vitrea de las peliculas poliméricas desarrolladas a base de alcohol

polivinilico (PVA).

1V.2.2.2. Andlisis termogravimétrico (TGA).

Los anélisis termogravimétricos (TGA) permiten estudiar los procesos de
degradacion de los materiales y analizar su estabilidad térmica. En este caso, mediante
los anélisis termogravimétricos (TGA) se ha determinado la variacién de la masa de las
peliculas con respecto a la temperatura, alcanzando temperaturas superiores a las

aplicadas en el ensayo de calorimetria diferencial de barrido (DSC).

En la Figura 30 se muestra la representacion grafica de las denominadas curvas
TGA, las cuales indican la variacién del % de masa de cada muestra con el aumento de
la temperatura de 30 a 700 °C. Con el fin de determinar la temperatura de degradacién
con mayor precisiéon, se ha realizado la primera derivada las curvas TGA (DTG),
obteniendo la velocidad de degradaciéon de cada muestra, las cuales han sido
representadas en la Figura 31 en funcién de la temperatura. En las curvas TGA
representadas, se observan tres etapas claramente diferenciables. La primera, se
corresponde con un proceso de degradacion de 30 a 200 °C debido a la pérdida de
humedad. La segunda etapa, se produce entre los 200 y 380 °C y se atribuye a la pérdida
de fracciones proteicas de bajo peso molecular y a la pérdida de glicerol. Por dltimo, la

tercera etapa estd relacionada con la degradacién de la zeina y de las enocianinas y se
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comprende entre los 280 y 500 °C. Perfiles similares se han obtenido en Rojas-Lema,

Sandpra, et al. [44].

100 - —Zeina
—— Zeina_1.5eno
—— Zeina_3eno
80 ~ —— Zeina_4.5eno
—— Zeina_6Beno
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Figura 30. Grafico TGA variacién de la masa de las muestras con la temperatura.
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Figura 31. Gréfico DTG variacién de la velocidad de degradacién de las muestras con la temperatura.
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En la Tabla 6 se muestran los principales parametros térmicos extraidos de los
graficos TGA y DTG. En esta se representan la temperatura a la cual se produce una
pérdida del 5 % de masa por parte de la muestra (Tso,), la temperatura méxima de

degradacion (Tyx) v la masa residual de las muestra una vez finalizado el ensayo.

Tabla 6. Pardmetros térmicos de las peliculas de zeina con distintas composiciones de enocianinas,
obtenidos mediante los analisis termogravimétricos.

Tso, (°C) Tmax (°C) Masa residual (%)
Zeina 84,0 + 3,00 343 +20,0 14,2 + 0,500
Zeina_1,5eno 116 £ 5,00 340 £ 36,0 14,5 + 0,900
Zeina_3eno 91,0 +14,0 343 +£15,0 14,9 £ 0,700
Zeina_4,5eno 88,0 +4,00 343 £ 57,0 4,50 + 0,200
Zeina_6eno 73,0+12,0 331 +20,0 1,70 £ 0,100

El aumento de la concentraciéon de enocianinas supone cambios significativos con
respecto a la temperatura correspondiente a la pérdida del 5 % de masa por parte de la
muestra (Tsy). En el caso de la pelicula Zeina se obtiene una Tsy, de 84,0 °C, valor que
aumenta hasta los 116 °C para la pelicula Zeina_1,5eno. A partir de dicha temperatura,
el aumento de la concentracion de enocianinas reduce la Tsg,, hasta alcanzar un valor de

73,0 °C para la pelicula Zeina_6eno.

En el grafico DTG (Figura 31), se observan picos maximos sobre los 343 °C,
correspondientes a las temperaturas maximas de degradacién (Ty,sx) de las muestras
analizadas. En este caso, el aumento de la concentracién de enocianinas no supone
cambios significativos en este pardmetro. Las muestras analizadas, presentan una T
cercana a los 343 °C; sin embargo, cabe destacar una disminucién de dicha temperatura

en la pelicula Zeina_6eno, la cual presenta una T4, de 331 °C.

Por ultimo, con respecto al % de masa residual las peliculas Zeina, Zeina_1,5eno
y Zeina_3eno presentan valores supriores al 14,0 %. En cambio, se observa una

disminucién significativa en las peliculas Zeina_4,5eno y Zeina_6eno, donde se alcanzan
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valores de 4,50 y 1,70 respectivamente. Observando el grafico TGA (Figura 30) este
comportamiento puede deberse a que en ambas muestras la tercera etapa de
degradacion, correspondiente a la zeina y a las enocianinas, se inicia a menores

temperaturas, sobre los 360 °C.

IV.2.3. Caracterizaciéon morfoléogica.

1V.2.3.1. Microscopia electrénica de barrido de emisién de campo (FESEM).

Se han obtenido imagenes de la superficie de fractura de las peliculas
desarrolladas mediante microscopia electréonica de barrido de emisién de campo
(FESEM). Estas imagenes permiten analizar la estructura interna de las peliculas y, por
tanto, justificar y corroborar las propiedades y el comportamiento mecanico, quimico y

fisico de las peliculas.

Figura 32. Morfologia de las superficies de fractura de las peliculas de zeina con distintas composiciones
de enocianinas (% en peso): a) 0, b) 1,5, ¢) 3, d) 4,5 y e) 6. Barra de escala 2 pm.
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Tal y como se puede observar, la pelicula Zeina presenta una estructura bastante
homogénea, aunque se observa la presencia de ciertas microfisuras y microhuecos.
Sessa, David J., et al. [48] han descrito la presencia de microhuecos en films de zeina
plastificada con polivinilpirrolidona (PVP). De hecho, estos huecos se deben a la
presencia de burbujas de aire atrapadas. Como indica Bouman, Jacob, et al. [49], estos
microhuecos pueden deberse a la humedad residual durante el procesado o,
simplemente, al mezclado mecanico en la extrusora. Estos microhuecos pueden ser
responsables de la baja elongacién a la rotura observada en las peliculas, ya que acttian

como concentradores de tension.

A medida que se aumenta la composicién de enocianinas, la estructura de las
peliculas muestra una mayor homogeneidad y, ademds, una menor presencia de
microfisuras y microhuecos, especialmente, en las peliculas Zeina_1,5eno y Zeina_6eno.
Tal y como se ha comentado anteriormente, esta mayor homogeneidad en la estructura
de las peliculas con el aumento en las composiciones de enocianinas puede deberse a la
formacion de enlaces de hidrégeno entre las moléculas de enocianinas y las moléculas
de la matriz de zeina tal y como ha descrito Jiang, Guangyang, et al. [45], lo que supone
una mayor densidad de las peliculas halocrémicas. Este aumento en la densidad mejora
las propiedades mecanicas de las peliculas, como se ha indicado anteriormente, debido

al papel que desempenan los microhuecos en las propiedades finales.

Resultados similares se han obtenido en el estudio realizado por Rojas-Lema,
Ghorbani, Mahdji, et al. [50] donde se reduce la presencia de microdefectos con la
presencia antocianinas en la fabricacion de peliculas poliméricas desarrolladas a base de

acido polilactico (PLA), polietilenglicol (PEG) y bentonita de calcio (CB).
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IV. Resultados y discusiéon

IV.2.4. Caracterizacion superficial.

1V.2.4.1. Fotografia éptica.

Se ha evaluado el aspecto macroscépico de las peliculas desarrolladas mediante
fotografia optica, empleando el logo de la Universitat Politecnica de Valencia como
fondo de contraste para determinar la tonalidad de color y la transparencia. En la Figura

33, se muestran las fotografias realizadas a cada una de las peliculas.

Zeina_1.5eno Zeina_3eno

Zeina_4.5eno Zeina_6eno

Figura 33. Imédgenes de las peliculas de zeina con distintas composiciones de enocianinas, obtenidas
mediante fotografia optica.

A simple vista, se pueden apreciar las variaciones de color correspondientes a la
adicion de distintas concentraciones de enocianinas. La pelicula Zeina, con un 0 % de
enocianinas, presenta un color amarillo y su transparencia permite visualizar claramente
el fondo de contraste. Sin embargo, a medida que se aumenta la concentracion de
enocianinas, las peliculas presentan tonalidades mas oscuras, llegando a observar un
color marrén/anaranjado en la pelicula Zeina_6eno. Ademas, este aumento en la
concentracién reduce ligeramente la transparencia, obteniendo una mayor opacidad en

las peliculas.
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Se han determinado las coordenadas colorimétricas CIELab de cada una de las

peliculas y se ha evaluado la variacién de color de estas en funcién de la concentracién

de enocianinas utilizada en su fabricacion mediante la Ecuacién 2, empleando, en este

caso, las coordenadas colorimétricas de la pelicula Zeina como valores de referencia. A

continuacion, se muestran los resultados obtenidos.

Tabla 7. Coordenadas colorimétricas CIELab de las peliculas de zeina con distintas composiciones de

enocianinas.

Luminosidad, Rojo-verde, Amarillo- AE
L* a* azul, b*
Zeina 39,4 0,387 -0,242+0,150 13,8+0,710 -
Zeina_1,5en0o 35,1 +1,345 1,05+ 0,181 9,34+1,18 6,35
Zeina_3eno 30,9 0,661 1,99 + 0,258 6,88 £ 0,390 11,2
Zeina_4,5eno 27,8 £ 0,427 3,10 £ 0,166 4,82 + 0,360 15,1
Zeina_6eno 26,7 £ 0,596 3,50+0,174 3,630,610 16,7

40

30

20

10 H

Coordenadas colorimétricas CIELAB

2 3

4

% enocianinas

Figura 34. Representacion grafica de la variacién de las coordenadas colorimétricas CIELab de las
peliculas de zeina con distintas composiciones de enocianinas.
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En términos de luminosidad, L* se observa una clara disminucién al aumentar
la concentracién de enocianinas utilizadas, desde valores cercanos a 40,0 hasta valores
ligeramente superiores a los 25,0, correspondientes a las peliculas Zeina y Zeina_6eno,
respectivamente. La misma tendencia se observa en la coordenada b*, correspondiente a
la coordenada de color de azul a amarillo. El aumento de la concentracién de
enocianinas, supone una disminucién desde valores cercanos a 14,0 para la pelicula
Zeina hasta un valor de 3,63 para la pelicula Zeina_6eno. En cambio, en los valores de la
coordenada a* (cambio de verde a rojo), a pesar de que los valores se mantienen en un
rango muy estrecho comprendido entre -0,242 y 3,50, se observa un ligero aumento a
medida que se utilizan mayores concentraciones de enocianinas, marcado por un color
mas anaranjado/marrén con mayor contenido de rojo. Por dltimo, con respecto a la
variacion de color (AE) esta aumenta con el contenido de enocianinas, como era de

esperar con la simple observacién de las imagenes 6pticas.

Estos resultados presentan una gran relacion con los obtenidos en fotografia
6ptica. Con el aumento en la concentracién de enocianinas los films presentan
tonalidades mas oscuras, lo que supone una pérdida de luminosidad. Con respecto a las
coordenadas a*y b* la aplicacién de enocianinas supone una pérdida del color amarillo
de la zeina y un aumento del color rojo, lo que se traduce en la disminucién de la

coordenada b* y un aumento de la coordenada a*, respectivamente.

Resultados similares se obtienen en el estudio realizado por Nogueira, Gislaine
Ferreira, et al. [51] donde las coordenadas colorimétricas y la variacion total de color de
las peliculas desarrolladas a base de almidén y antocianinas presentan las mismas

tendencias que las observadas en el presente trabajo.

1V.2.4.3. Transparencia UV-Vis y espesor.

Mediante el ensayo de transparencia UV-Vis se ha podido estudiar cémo

interfieren las peliculas con base zeina en el paso de radiaciéon UV-Vis en funcién del
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contenido en enocianinas. Para ello, previamente, se ha determinado el % de

transmitancia y el espesor de cada pelicula y, mediante el empleo la Ecuacién 3, se ha

obtenido el % de transparencia. A continuacién, se muestran los resultados obtenidos.

Tabla 8. Resultados del % de transmitancia, espesor y % de transparencia de las peliculas de zeina con
distintas composiciones de enocianinas.

Transmitancia Espesor (mm) Transparencia
(%) (%)
Zeina 54,5+ 0,072 0,070 24,8
Zeina_1,5en0 52,1+0,009 0,060 28,6
Zeina_3eno 51,6 + 0,074 0,072 23,8
Zeina_4,5eno0 38,4 +0,163 0,100 15,8
Zeina_6eno 35,9 + 0,051 0,069 22,5
60
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Figura 35. Representacion grafica de la variaciéon de la transmitancia y transparencia de las peliculas de
zeina con distintas composiciones de enocianinas.
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Tal y como se puede observar, se produce una clara disminucién de la
transmitancia a medida que aumenta la concentraciéon de enocianinas utilizada. Las
peliculas Zeina, Zeina_1,5eno y Zeina_3eno presentan valores de transmitancia
ligeramente superiores al 50,0 %. En cambio, en las peliculas Zeina_4,5eno y Zeina_6eno
se produce una brusca disminucion de la transmitancia obteniéndose valores del 38,4 y

35,9 %, respectivamente.

Con respecto a la transparencia de las peliculas, esta varia entre valores
comprendidos entre el 15,0 y el 30,0 %, sin mostrar ninguna tendencia clara. A pesar de
que la transparencia varia en funcién de la transmitancia, también varia en funcién del
espesor. En este caso, se han obtenido valores de espesor muy semejantes de 0,060 y
0,070 mm. Sin embargo, cabe destacar el espesor obtenido en la pelicula Zeina_4,5eno de
0,100 mm que, al ser inversamente proporcional al % de transparencia, se ha
determinado una transparencia de 158 %, valor inferior en comparacién con los
obtenidos en el resto de las peliculas, los cuales se han mantenido por encima del 20,0

%.

1V.2.4.4. Goniometria optica.

La goniometria 6ptica aporta una informaciéon muy relevante acerca de la
humectabilidad superficial. En este trabajo se ha determinado el &ngulo de contacto (0)
formado por una gota de agua destilada depositada sobre la superficie de las peliculas

con diferente contenido de enocianinas (Tabla 9).

Tabla 9. Angulos de contacto de las peliculas de zeina con distintas composiciones de, obtenidos mediante
goniometria 6ptica.

Angulo de contacto, 0 (°)

Zeina 46,2 + 0,153
Zeina_1,5eno0 41,4 +2,71

Zeina_3eno 37,5+ 0,898
Zeina_4,5en0 29,3+0,971
Zeina_6eno 39,5+0,723
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Figura 36. Representacion gréfica de la variacion del angulo de contacto de las peliculas de zeina con
distintas composiciones de enocianinas.

Tal y como se muestra en la Figura 36, el &ngulo de contacto formado por la gota
de agua destilada sobre la superficie de las peliculas disminuye con el aumento de la
concentracién de enocianinas. El mayor angulo de contacto se obtiene sobre la superficie
de la pelicula Zeina, dando un valor de 46,2°; sin embargo, el aumento de la
concentracién de enocianinas supone la disminucién del angulo de contacto desde los
46,2° hasta los 29,3° obtenidos en la pelicula Zeina_4,5eno. A pesar dicha disminucién,
en el caso de la pelicula Zeina_6eno, el 4ngulo de contacto obtenido presenta un valor
de 39,5°, el cual no se corresponde con la tendencia seguida por el resto de las peliculas,

incluso llega a superar el &ngulo de contacto obtenido en la pelicula Zeina_3eno de 37,5°.

Tal y como se ha podido observar, en general, la aplicacién de enocianinas

aumenta el comportamiento hidréfilo de los films halocrémicos. Este efecto puede
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deberse a la naturaleza polar de las enocianinas, lo que se traduce en una mayor afinidad

del film por el agua.

IV.2.5. Otras técnicas de caracterizacion.

IV.2.5.1. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR).

Mediante la técnica de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
(FTIR) se han podido identificar los grupos funcionales de las moléculas que componen
las peliculas halocrémicas desarrolladas. Cuando se hace incidir sobre las muestras
radiacion infrarroja los enlaces de las moléculas absorben energia asociada a los modos
de deformacion y/o vibracion. Esta informacién se recoge en los espectros FTIR. En la
Figura 37, se muestran los espectros FTIR obtenidos para las peliculas de zeina con
distintas composiciones de enocianinas. En estos se muestran una serie de bandas de
absorcién, de manera que cada una de ellas se corresponde con un movimiento

vibracional de un enlace especifico de una molécula determinada o grupo funcional.

Zeina

——— Zeina_1.5eno|
Zeina_3eno
—— Zeina_4.5eno
——— Zeina_6eno

Absorbancia

1 1 1 1 1 1 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de Onda (cm™)

Figura 37. Espectros FTIR de las peliculas de zeina con distintas composiciones de enocianinas.
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En el caso de las proteinas, estas suelen mostrar nueve bandas de absorcion; sin
embargo, los picos de absorbancia mas significativos corresponden con las bandas de
amida A, I, Il y III [52]. La banda de absorcién amida A se corresponde con los diferentes
picos comprendidos entre 3600 - 3100 cm ™. Dentro de dicho rango, se aprecia un pico

de absorbancia en 3280 cm™?!

, asociado a la vibracién del grupo O - H. Con respecto a la
banda de absorcién amida I, esta se encuentra en el rango comprendido ente 1600 - 1800
cm~! y es la banda de absorcion més intensa de las proteinas. En dicho rango se aprecian
los picos de absorcién correspondientes a las vibraciones de los enlaces C - Oy N - H,
este tltimo en menor medida. Entre el rango de 1510 - 1580 cm ™! se encuentra la banda
de absorcién tipica de amida II, debida, principalmente, por las vibraciones de los
enlaces N - H, C - Ny C - C. Por ultimo, en el rango comprendido entre 1350 - 1200

cm™~! se encuentra la banda de absorcién amida III, relacionada con las vibraciones de

los enlaces N - Hy C - N, con una sefial mas débil que las bandas de amida I y amida II.

Tal y como se ha podido observar, los espectros FTIR obtenidos para cada
pelicula presentan diferencias practicamente inapreciables, lo que sugiere que las
concentraciones de enocianinas aplicadas sobre las peliculas de zeina y glicerol no han
supuesto cambios significativos en la estructura quimica de las peliculas. En todo caso,
las interacciones que pueden aportar las enocianinas, se ven notablemente diluidas
debido al bajo contenido de estas en las formulaciones, donde predomina la zeina y el

glicerol.

I1V.2.5.2. Contenido en humedad.

En este apartado se lleva a cabo un estudio del efecto del contenido de
enocianinas en la humedad de las peliculas con base zeina desarrolladas. Se ha
determinado el contenido en humedad de las peliculas a partir de la diferencia entre el
peso de las muestras iniciales y el peso de las muestras después de haber sido sometidas

a un proceso de secado.
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Tabla 10. Resultados del contenido en humedad de las peliculas de zeina con distintas composiciones de

enocianinas.
Peso inicial (mg) Peso final (mg) Contenido en
humedad (%)
Zeina 8,60 7,40 14,0
Zeina_1,5en0 10,0 9,00 10,0
Zeina_3eno 8,80 8,00 9,09
Zeina_4,5eno0 9,70 9,10 6,19
Zeina_6eno 13,4 12,3 8,21
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Figura 38. Representacion grafica de la variacion del contenido de humedad de las peliculas de zeina con

distintas composiciones de enocianinas.

A simple vista, la figura anterior indica una clara disminucién del contenido en

humedad de las peliculas al aumentar la concentraciéon de enocianinas. Esta

disminucién, se produce desde un valor del 14,0 % correspondiente a la pelicula Zeina

hasta el 6,19 % correspondiente a la pelicula Zeina_4,5eno. A pesar de esta disminucion,
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se produce un aumento del contenido en humedad en la pelicula Zeina_6eno, donde se

alcanza un valor del 8,21 %, valor inferior al de la pelicula Zeina3_eno con un 9,09 %.

1V.2.5.3. Solubilidad en agua.

Se ha determinado la solubilidad de las peliculas mediante la diferencia entre el

peso de las muestras iniciales y el peso de las muestras tras un proceso de secado,

seguido de un proceso de solubilizacién en agua destilada y, finalmente, de un segundo

proceso de secado. La Tabla 11 muestra los valores correspondientes al peso inicial y

peso tras la solubilizacion, asi como los valores de solubilidad (%), mientras que la

Figura 39 muestra la evolucion del % de solubilidad en funcién de la concentracién de

enocianinas en las formulaciones con base zeina.

Tabla 11. Resultados de la solubilidad en agua de las peliculas de zeina con distintas composiciones de

enocianinas.
Peso inicial (mg) Peso tras Solubilidad (%)
solubilizar (mg)
Zeina 8,60 6,30 14,9
Zeina_1,5eno0 10,0 7,30 18,9
Zeina_3eno 8,80 6,60 17,5
Zeina_4,5eno0 9,70 7,80 14,3
Zeina_6eno 13,4 8,70 29,3

TFM Master Universitario en Ingenieria, Procesado y Caracterizacién de Materiales

Andreu Llinares Verdu, Curso 2023/24

103



UNIVERSITAT
POLITECNICA
DE VALENCIA

CAMPUS DALCOI

IV. Resultados y discusion

40
é 30 ]
© /
> /
? J
S ’
- 204 /
@© - - /
g ” -_."".._ Y,
s 1 ° s
[e]
LTI

0 T T T T T T T T T T T T T

0 1 2 3 4 5 6

% enocianinas

Figura 39. Representacion grafica de la variacion de la solubilidad en agua de las peliculas de zeina con
distintas composiciones de enocianinas.

Para las peliculas con concentraciones de enocianinas de 0; 1,5; 3y 45 % la
solubilidad en agua no presenta variaciones significativas. En este caso, los valores se
encuentran en un rango muy reducido comprendido entre 14,3 y el 18,9 % de solubilidad
correspondientes a las peliculas de Zeina_4,5eno y Zeina 1,5eno, respectivamente. Sin
embargo, si que se observa un brusco cambio de tendencia con respecto al valor de

solubilidad en agua obtenido en la pelicula Zeina_6eno, el cual llega a superar el 29,0 %.

El comportamiento observado de la solubilidad en agua de los films se
corresponde al glicerol y a las enocianinas, ya que, tal y como se ha comentado
anteriormente, la zeina presenta insolubilidad en agua debido a su elevado contenido en

aminodacidos de naturaleza apolar, que aportan hidrofobicidad.
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IV.3. Validaciéon de los indicadores
halocrémicos.

IV.3.1. Validacion de los indicadores halocromicos en

condiciones in vitro.

Se ha podido determinar la capacidad halocrémica de las peliculas al ser
sometidas a los vapores resultantes de una disolucién al 32 % v/v de amoniaco (NH3),
validando los cambios de color producidos mediante la obtencion de imagenes y de las

coordenadas colorimétricas.

En la Figura 40, se muestran la imagenes obtenidas de las cinco peliculas
ensayadas durante la validaciéon en condiciones in vitro, a partir de las cuales, se observa

claramente el cambio de color de las peliculas durante la realizacién del ensayo.

Omin 4min 8 min 12 min 16 min 20 min 30 min 50 min 60 min

Zeina . . . . . . . .
Zeina_1.5eno . - . . . . . . .

Zeina_3eno . . . . . . . . .
Zeina_4.5eno . . . . . . . . .

Figura 40. Cambios de color de las peliculas de zeina con distintas composiciones de enocianinas
producidos durante la validacién en condiciones in vitro.
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Se observan cambios de color significativos debido tanto a las concentraciones de

enocianinas como al tiempo de duracién del ensayo. Las peliculas con una mayor

concentraciéon de enocianinas, presentan una mayor diferencia de color entre el tiempo

de muestreo inicial y final. En este aspecto, cabe destacar el cambio de color producido

en la pelicula Zeina_6eno, con un color rosado a los 0 min que cambia a verde/gris al

final del ensayo. También cabe destacar, que los cambios de color no empiezan a

observarse con claridad hasta los 16 min, ya que, la concentracién de amoniaco voléatil

en contacto directo con la pelicula va aumentando con el tiempo. Estos cambios de color

se intensifican a partir de los 20 min, donde el tiempo de muestreo es cada 10 min.

Para un andlisis mas detallado, en la Figura 41 se han representado graficamente

las variaciones de las coordenadas colorimétricas y la diferencia de color total.
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Coordenada amarillo - azul, b*
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Figura 41. Representaciones gréficas de la variacién de las coordenadas colorimétricas CIELab y de la
diferencia total de color durante la validacion en condiciones in vitro.
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Se observa una ligera disminucién de la luminosidad (L*¥) a medida que aumenta
el tiempo de duracién del ensayo en las cinco peliculas ensayadas. En cambio, la
coordenada a* presenta una mayor variacion. En este caso, en la pelicula Zeina_6eno, se
observa una variaciéon de la coordenada a* que disminuye bruscamente desde un valor
de 6,00, a los 0 min, hasta un valor cercano a -5,00, alcanzado a los 30 min, el cual
aumenta ligeramente hasta la finalizacion del ensayo. También se observa una
disminucién, menos pronunciada, de la coordenada a* en las peliculas Zeina_1,5eno,
Zeina_3eno y Zeina_4,5eno, mientras que la pelicula Zeina no presenta, practicamente,
ninguna variaciéon. Con respecto a las variaciones de la coordenada b* no se observa
ninguna variacién significativa. Solamente cabe destacar una pequefia disminucion

producida en las peliculas Zeina_3eno, Zeina_4,5eno y Zeina_6eno.

Teniendo en cuenta estas variaciones, la pelicula Zeina_6eno es la que presenta
una mayor diferencia de color total (AE) con respecto al color que presenta la pelicula al
inicio del ensayo, seguida de las peliculas de Zeina_1,5eno, Zeina_3eno y Zeina_4,5eno.
A pesar de no presentar enocianinas en su composicién, también se observa una
diferencia de color en la pelicula Zeina la cual puede ser debida al contacto directo con
los vapores de la disolucién, aunque esta variacion de tonalidad no es significativa y

préacticamente no interfiere en los cambios de color debidos al cambio del pH.

IV.3.2. Validacion de los indicadores halocromicos en

condiciones in vivo.

Se ha podido determinar las propiedades halocrémicas de las peliculas para su
posible aplicaciéon como indicador de pH para la monitorizaciéon de la frescura del
pescado, validando los cambios de color producidos mediante la obtencién de iméagenes

y de las coordenadas colorimétricas.

A continuacién, se muestran la iméagenes obtenidas de las cinco peliculas

ensayadas durante la validacion en condiciones in vitro, a partir de las cuales, se
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observan claramente los cambios de color de las peliculas durante la realizacién del

ensayo.

dia0 dial dia4 dia6 dia8

Zeina . . . . | !

Zeina_1.5eno . . . . .
Zeina_3eno . . . . .
Zeina_4.5eno . . . . .
Zeina_6eno . . . . .
Zeina_6eno Control . . . . .

Figura 42. Cambios de color de las peliculas de zeina con distintas composiciones de enocianinas
producidos durante la validacién en condiciones in vivo.

Zeina
Zeina_1.5eno
Zeina_3eno
Zeina_4.5eno
Zeina_6eno

Zeina_6eno Control

Figura 43. Cambios de color de las peliculas de zeina con distintas composiciones de enocianinas
producidos durante su validacién como indicadores de pH en la monitorizacién de pescado fresco.

TFM Master Universitario en Ingenieria, Procesado y Caracterizacién de Materiales

Andreu Llinares Verda, Curso 2023/24 108



UNIVERSITAT
) POLITECNICA
DE VALENCIA

CAMPUS DALCOI

IV. Resultados y discusiéon

Para un andlisis més detallado, en la Figura 44 se han representado graficamente
las variaciones de las coordenadas colorimétricas CIELab obtenidas, asi como la

diferencia de color total de cada una de las peliculas.
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Figura 44. Representaciones gréficas de la variacion de las coordenadas colorimétricas CIELab y de la
diferencia total de color durante la validacion en condiciones in vivo.

Después de las primeras 24 h desde la iniciacién del ensayo, ya se aprecian
cambios de color significativos en las peliculas. Estos cambios son mas significativos a
medida que se aumenta la concentracién de enocianinas, sin embargo, en la pelicula
Zeina_6eno el cambio de color se produce hasta el dia 4, ya que, las muestras analizadas

durante el tiempo restante del ensayo no presentan cambio de color alguno. En cambio,
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si se observan cambios significativos de color durante todos los tiempos de muestreo en
las peliculas Zeina_1,5eno, Zeina_3eno y Zeina_4,5eno, obteniéndose en esta tltima una
mayor diferencia de color entre el dia 0 y el dia 8. También cabe destacar pequefias
variaciones de color en la pelicula de control, los cuales pueden ser debidas al contacto

directo de la pelicula con el vapor de agua de la disolucion.

IV 4. Estudio de la biodegradabilidad
de los indicadores halocrémicos.

Por dltimo, se ha podido determinar la capacidad de biodegradacién de las
peliculas al ser sometidas a ambiente de compostaje controlado en el laboratorio durante
un periodo de 28 dias. En la Figura 45, se representan las imagenes de las muestras de

pelicula extraidas a lo largo del ensayo de biodegradabilidad.

semana( semanal semana2 semana3 semana4

Zeina

Zeina_1.5eno
Zeina_3eno
Zeina_4.5eno

Zeina_6eno

Figura 45. Imagenes progresivas del proceso de biodegradacién de las peliculas de zeina con distintas
composiciones de enocianinas.
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A simple vista, se observa claramente la variacion de la capacidad de
degradacion o desintegracién en condiciones de compost de las peliculas en funcién de
la concentracién de enocianinas utilizadas en su fabricacién y del tiempo de exposicién
a las condiciones de degradacion controladas. Después de la primera semana de ensayo,
se observan claros signos de degradacion, especialmente, en los films de Zeina y
Zeina_1,5eno0. Después de dos semanas, se observa una degradacion total del film Zeina
y la aparicién de signos mas claros de degradacion en el resto de los films, exceptuando
el film de Zeina_4,5eno. En las muestras extraidas en la semana 3, se observa una
degradacion total del film Zeina_1,5eno y un aumento considerable de la degradacion
de los films restantes. Finalmente, en la semana 4 se observa una degradacion total del
film Zeina_3eno; sin embargo, a pesar de observar claros signos de degradacion en los

films de Zeina_4,5eno y Zeina_6eno, la degradacion no llega a ser total.

Con estos resultados, se puede deducir que la cantidad de enocianinas utilizada
en la fabricacion de los films ha condicionado la velocidad su de degradacién, siendo
esta menor a medida que se aumenta la concentracion de enocianinas. No obstante, el
tiempo de biodegradacién o desintegracién se mantiene en un periodo razonablemente
corto, alcanzando la total desintegracion en un periodo maximo de 4 semanas, en

préacticamente todas las formulaciones desarrolladas.

Por tltimo, cabe destacar que debido a la fragilidad y al poco espesor de los films,
estos no han podido ser extraidos de la rejilla, por lo que no se ha podido determinar el
peso de las muestras después del proceso de secado. Por tanto, a pesar de observar claros
signos de desintegraciéon por parte de los films, no se ha podido determinar el % de

material degradado de cada muestra extraida.
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V.1. Conclusiones.

De acuerdo con los objetivos establecidos y en base a los resultados obtenidos en

el presente trabajo, se pueden extraer las siguientes conclusiones:

En lineas generales y segiin los objetivos planeados, se han desarrollado films
halocrémicos a partir de una matriz polimérica de base zeina y glicerol con la aplicacién
de distintas cargas de enocianinas. Posteriormente, mediante la aplicaciéon de diversas
técnicas de caracterizacién se han determinado sus principales propiedades, asi como su
validez como indicadores de pH para la monitorizacién del deterioro de pescado fresco

envasado.

Con respecto a la caracterizacion del comportamiento halocrémico de las
enocianinas, se han podido observar 6pticamente y mediante espectroscopia UV-Vis los
cambios de color producidos en las disoluciones de enocianinas debido a los cambios
estructurales resultantes de las variaciones de pH. Se han observado cambios de color

rosados en pH=2y 3 a colores amarillos/marrones a pH=12y 13.

Con respecto a las propiedades mecanicas de los films halocrémicos, se ha
observado una mejora en la resistencia a la traccion (oy,4x) y en el médulo de Young (E)
con el aumento de la concentracién de enocianinas, obteniéndose valores maximos en la
pelicula Zeina_4eno de 13,9 y 486 MPa, respectivamente. A pesar de estas mejoras, la
adicién del 6 % de enocianinas supone un cambio de tendencia, ya que, las propiedades
mecdanicas disminuyen con respecto a los valores de la pelicula Zeina_4eno. Los valores
de alargamiento a la rotura (g) no han presentado variacién alguna, manteniéndose en

un rango comprendido entre 3,70y 4,40 %.

Con respecto a las propiedades térmicas de los films halocrémicos, el aumento
de la concentraciéon de enocianinas supone una disminucién de la temperatura de
transicion vitrea (Tg) de las peliculas. La temperatura méxima de degradacion (Tsx) se
ha mantenido cercana a los 343 °C para todas las peliculas, exceptuando la pelicula
Zeina_6eno con un valor inferior de 331 °C. En relaciéon con la masa residual, las peliculas

Zeina, Zeinal,5eno y Zeina3_eno presentan valores superiores al 14,0 %, en cambio las
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peliculas Zeina_4,5eno y Zeina_6eno presentan valores muy inferiores de 4,50 y 1,70 %,

respectivamente.

Con respecto a las propiedades morfolégicas de los films halocrémicos, la
presencia de enocianinas ha supuesto una mayor homogeneidad estructural de las
peliculas, asi como una menor presencia de microfisuras y microhuecos, especialmente
en las peliculas Zeina_1,5eno y Zeina_6eno, posible razén por la que se ha observado

una mejora de las propiedades mecanicas.

Con respecto a las propiedades superficiales de los films halocrémicos, la
presencia de enocianinas implica una pérdida de luminosidad y transparencia, ademas
de una pérdida del color amarillo correspondiente a la zeina y un aumento del color rojo.
Por otro lado, debido a la naturaleza polar de las enocianinas, los valores de dngulo de
contacto (8) entre la superficie de las peliculas y agua destilada disminuyen con la
presencia de las enocianinas, lo que se traduce en un aumento del comportamiento

hidroéfilo de los films halocrémicos.

Debido al bajo contenido de enocianinas con respecto a la zeina y glicerol
utilizados en la fabricacion de los films, no se han observado cambios significativos en
los espectro FTIR. En relacion con el contenido en humedad, este disminuye con el
aumento de la concentracién de enocianinas, desde el 14,0 % al 6,19 %, valores
correspondientes a las peliculas de Zeina y Zeina_4,5eno, respectivamente. En cambio,
el contenido en humedad de la pelicula Zeina_6,5eno disminuye hasta el 8,21 %. En
general la presencia de enocianinas no ha interferido notablemente en la solubilidad de
los films en agua, ya que, esta se ha mantenido con valores inferiores al 20,0 %; sin
embargo, se ha observado un aumento en la solubilidad de la pelicula Zeina_6eno, cuyo
valor se sittia en el 29,3 %. Debido a la insolubilidad de la zeina en agua, este cambio se

atribuye a la presencia de glicerol y enocianinas.

Con respecto a las validaciones en condiciones in vitro e in vivo de los films
halocrémicos, se han observado cambios de color significativos, especialmente, en
condiciones in vitro, donde se observan claramente cambios progresivos de color durante

todos los tiempos de medida. En relacién con la validaciéon en condiciones in vivo, cabe
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resaltar los cambios de color observados en la pelicula Zeina_4,5eno, los cuales se

producen durante los ochos dias de duracién del ensayo.

Con respecto al estudio de biodegradabilidad de los films halocrémicos, el
aumento en la concentraciéon de enocianinas supone una menor velocidad de
degradacion. También cabe destacar que, debido a la fragilidad de las peliculas, no se ha
podido obtener el % de degradacion de cada muestra extraida. A pesar de ello, se ha
alcanzado la desintegracion total de, précticamente, todas las formulaciones

desarrolladas en un periodo maximo de 4 semanas.

Finalmente, cabe destacar que se han desarrollado peliculas indicadoras de pH
aplicables para la monitorizacién de la frescura de alimentos frescos, fabricadas a base
de recursos renovables, y que han presentado una gran capacidad de degradacion, por
lo que su impacto ambiental generado una vez desechadas es muy inferior al generado

por los materiales poliméricos de origen petroquimico.

V.2. Lineas futuras.

Como lineas futuras de investigaciéon aplicadas al presente trabajo, se podria
considerar la opcién de mejorar la estabilidad de las enocianinas en la matriz polimérica
mediante, por ejemplo, la aplicaciéon de recubrimientos. También se podria considerar la
opcion de aplicar antioxidantes y estabilizadores UV que protejan a los componentes
halocrémicos de la degradacion oxidativa y de la radiacion UV, respectivamente,

siempre y cuando no interfieran en la respuesta halocrémica.

Con respecto a la caracterizacion, se podria considerar la opcién de implementar
nuevas técnicas de ensayo y caracterizacion que permitan determinar las capacidades
antioxidantes y antibacterianas de las peliculas o, incluso, realizar estudios de
envejecimiento acelerado para evaluar la estabilidad de la pelicula halocrémica durante
el almacenamiento y evaluar la durabilidad de la respuesta halocrémica bajo

condiciones de uso repetido.
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Caracterizacion mecdnica: ensayo de traccion

A continuacién, se muestran los gréficos de tension-deformacion unitaria obtenidos en
el ensayo de traccién, a partir de los cuales se han determinado las propiedades

mecdnicas de las peliculas.

184 —— Zeina
Zeina_1,5en0

16 Zeina_3eno

14 4 [ Zeina_4,5eno
Zeina_6eno

124

10 4

Tension (MPa)

0 . . . . : : .
0 1 2 3 4

Deformacion (%)

Figura 46. Grafico tensién-deformacién unitaria de las peliculas de zeina con distintas composiciones de
enocianinas.

Caracterizacion térmica: calorimetria diferencial de barrido (DSC)

A continuacién, se muestran las curvas calorimétricas correspondientes a los
cinco films halocrémicos desarrollados. A simple vista, no se aprecia ninguna transicién
térmica que proporcionen informacién relevante sobre las propiedades térmicas de los
films. Por este motivo, se ha realizado un gréfico con un rango de temperatura inferior
(0-120 °C) con el que se ha podido determinar con mayor claridad los saltos de las lineas
base correspondientes a las temperaturas de transicion vitrea de los films analizados y

como varia esta con la adicién de distintas concentraciones de enocianinas.
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Figura 47. Curvas calorimétricas completas de las peliculas de zeina con distintas composiciones de
enocianinas.

Caracterizacion superficial: goniometria 6ptica

A continuacién, se muestran las imagenes correspondientes a los ensayos de

goniometria Optica, a partir de las cuales se han determinado los dngulos de contacto

l | !

- el o~

Zeina Zeina_1,5eno Zeina_3eno

l !

——  ——

Zeina_4,5eno Zeina_6eno

para cada pelicula.

Figura 48. Imagenes de los dngulos de contacto de las peliculas de zeina con distintas composiciones de
enocianinas.
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