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Resumen

Resumen

La Organizacion de las Naciones Unidas promulga los 17 Objetivos de
Desarrollo Sstenible (ODS), con el objetivo de acabar con la pobreza,
proteger el planeta y garantizar que todas las personas disfruten de la paz
y prosperidad para 2030. Entre ellos encontramos el objetivo 12 sobre
una gestion eficiente de recursos naturales que reduce la cantidad de
desechos. Para ello, en los ultimos afios se estan utilizando residuos y
subproductos de la industria para fabricar materiales sostenibles y que
ademas sean eco-friendly (en un contexto de economia circular que haga
uso de residuos o subproductos como materia prima). En esta linea de
actuacion propuesta se sitiian los materiales que buscan sustituir a los
pléasticos convencionales obtenidos a partir del petroleo. Dichos
materiales reciben el nombre de bioplasticos porque son biodegradables,
tienen un origen natural o porque cumplen ambas cualidades. En este
sentido, el objetivo principal de esta tesis consiste en el desarrollo de
bioplasticos a partir de un subproducto, procedente de la industria
agroalimentaria, rico en proteina de guisante.

Para ello, la primera etapa de la tesis ha consistido en la caracterizacion
de la materia prima, en base a su composicion quimica y aminoacidica,
y a sus propiedades fisicoquimicas y térmicas.

A continuacion, se ha procedido a la fabricacion de bioplésticos. Las
técnicas clasicas de procesado de polimeros termoplésticos (extrusion,
moldeo por compresion, etc.) han sido ampliamente utilizadas para
obtener diferentes materiales bioplasticos basados en proteinas. En este
estudio, se han fabricado bioplasticos por moldeo por inyeccion. Dicha
técnica consiste en un mezclado previo de la proteina y un plastificante

(glicerina), seguida de una etapa de inyeccion. Para ello, se han estudiado
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la influencia de los parametros de procesado involucrados, evaluando

tanto la relacidn proteina/plastificante, el tiempo de mezclado o las

condiciones de inyeccién como la presion de inyeccion, el tiempo o la

temperatura del molde.

Siguiendo las condiciones de procesado seleccionadas anteriormente se
ha elaborado el sistema de referencia. De esta forma, se ha evaluado la
influencia de diferentes métodos de entrecruzamiento sobre las
propiedades de los bioplasticos obtenidos. Se han estudiado 3 métodos

de entrecruzamiento. En concreto, se ha utilizado un tratamiento térmico

y radiacién ultravioleta (UV) como métodos fisicos, genipina y

aldehidos como métodos quimicos y_transglutaminasa como método

enzimatico. Respecto a los distintos métodos de entrecruzamiento, el
entrecruzamiento fisico genera nuevos enlaces por fenémenos fisicos
adicionales, mientras que los entrecruzamientos quimico y enzimatico
generan nuevos enlaces mediante reacciones quimicas provocadas por
compuestos quimicos o el uso de enzimas.

Finalmente, se incluye una evaluacion medioambiental de un proceso
que utiliza residuos/subproductos para comprender el proceso en el
contexto de la economia circular. Por ello, se ha llevado a cabo un
analisis preliminar de los bioplasticos obtenidos, con las diferentes
modificaciones realizadas, a través de un estudio preliminar del ciclo

de vida de su proceso de fabricacion.



Resumen

Summary

The United Nations enacts the 17 Sustainable Development Goals (SDG)
with the aim of ending poverty, protecting the planet and ensuring that
all people enjoy peace and prosperity by 2030. Among them, we find
Goal 12 on efficient management of natural resources, which reduces the
amount of waste. To this end, in recent years, waste and by-products
from the industry are being used to produce sustainable materials that are
also eco-friendly (in a circular economy context that makes use of wastes
or by-products as raw material). Materials that seek to replace
conventional petroleum-based plastics are located in this research line.
These materials are called bioplastics because they are biodegradable,
have a natural origin or because they meet both qualities. In this sense,
the main objective of this project was the development of bioplastics
from a by-product, from the agri-food industry, rich in pea protein.
Thus, the first stage of the thesis consisted of the characterization of
the raw material, based on its chemical and amino acid composition, its
solubility and even its thermal properties.

Next, the fabrication of bioplastics was carried out. Classical
thermoplastic polymer processing techniques (extrusion, compression
moulding, etc.) have been widely used to obtain different protein-based
bioplastic materials. In this study, bioplastics have been obtained by
injection moulding. This technique consists of a previous mixing of the
protein and a plasticizer (glycerol) followed by an injection stage.
Therefore, the influence of the processing parameters involved has

been studied, evaluating both the protein/plasticizer ratio, the mixing

time or the injection conditions such as the injection pressure, the

moulding time or the temperature of the mould.
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The reference bioplastic has been fabricated with the processing
conditions selected above. In this way, the influence of different
crosslinking methods on the properties of the bioplastics obtained has
been analyzed. Three methods of crosslinking have been studied.

Specifically, a thermal treatment and UV radiation have been used as

physical methods, genipin and aldehydes as chemical methods and

transglutaminase as an enzymatic method. Regarding the different

methods of crosslinking, physical crosslinking generates new bonds by
additional physical phenomena, while chemical and enzymatic
crosslinking generate new bonds through chemical reactions caused by
chemical compounds or the use of enzymes.

To conclude the project, an environmental assessment of a process using
waste/by-products is included to understand the process in the context of
the circular economy. For this reason, a preliminary analysis of the
bioplastics obtained has been carried out, with the different
modifications carried out, through a preliminary study of the life cycle

of its fabrication process.
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Antecedentes

1.1 Definicion de bioplastico

Esta tesis se basa en el desarrollo y caracterizaciéon de bioplasticos
proteicos obtenidos mediante moldeo por inyeccion.

Debido a la controversia existente en la definicion de bioplastico entre
las asociaciones industriales de plasticos y las organizaciones
medioambientales, es necesario, en primer lugar, dejar claro los
diferentes conceptos que van a aparecer en los diferentes capitulos (Tabla

1.1):

Tabla 1.1. Términos y definiciones. Tabla adaptada de Atiwesh et al. (2021).

Término Definicion

Materiales poliméricos principalmente de origen sintético o

Plastico semisintético; mas cominmente derivados de los combustibles
fosiles.
e Plastico de base biologica o biodegradable o que presenta ambas
Bioplastico .
propiedades.
Material Un material biodegradable es aquel que se puede dividir en
ateria o . -
. mondmeros o componentes poliméricos a través de la accion de
biodegradable ) .
MiCroorganismos.
Plasticos Plasticos derivados al menos en parte de fuentes renovables de

biologicos carbono (como p.e. materia vegetal). Plasticos parcialmente de
(bio-based base bioldgica (o hibridos) que contienen carbono basado en
plastics) combustibles fosiles renovables y convencionales.

Molécula natural de gran tamafio formadas por unidades de

Biopolimero .., “ , N
repeticion llamados “mondmeros”.

De esta forma, los bioplasticos se clasifican en base a sus dos
propiedades  bésicas: biodegradabilidad y origen bioldgico;
diferenciando 4 grupos segun las propiedades anteriormente
mencionadas:

- Biodegradables y de origen bioldgico

- Biodegradables y procedentes de recursos fosiles

- No biodegradables y de origen biologico

- No biodegradables y procedentes de recursos fosiles
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En este sentido, los objetivos planteados por la Unién Europea abogan
por abandonar la dependencia de los recursos fosiles mediante la
investigacion y desarrollo de materiales sostenibles (Nanda et al., 2022).
En concreto, y en relacion con la temadtica de la tesis, con el desarrollo
de bioplasticos. Por tanto, en mi opinioén, no solo basta con elaborar
bioplasticos que cumplan con uno de los requisitos anteriormente
mencionados, pues, si de verdad se persigue abandonar dicha
dependencia sin perjudicar al medio ambiente, se han de considerar
como bioplasticos aquellos materiales que tienen un origen bioldgico y
que, ademads, son biodegradables. De esta forma, se parte de la naturaleza
para obtener un material que tras su aplicacion se pueda descomponer en
productos no téxicos y cuyos componentes puedan “volver” a la

naturaleza.
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1.2 Evolucion historica

Antiguamente muchos objetos cotidianos se elaboraban a partir de
caucho natural, celulosa o incluso celofan. Sin embargo, a partir de la
década de los 30, los monomeros obtenidos por el refinado del petrdleo
empezaron a dominar el mercado. Afios mas tarde (sobre 1947) surgio la
Poliamida 11 (Rilsan) (o Poliamida 11) como el primer bioplastico
técnico que se introdujo en el mercado gracias a sus excelentes
propiedades mecanicas quimicas. A partir de los afios 90, le siguieron los
bioplasticos mas conocidos en la actualidad como son el PLA (4acido
polilactico), los PHAs (Polihidroxialcanoatos) y los almidones
plastificados, que se beneficiaron de los rapidos avances de la quimica
verde para la utilizacion de biomasa. Actualmente, ademas de los nuevos
polimeros de origen bioldgico y/o biodegradables que emergen
regularmente como el PEF (polietilen-furanoato), los principales
cambios se basan en la diversificacion de los recursos utilizados para
producir estos materiales, con la mayor parte de los esfuerzos volcados
en el aprovechamiento de coproductos o residuos de diferentes biomasas.
Este aprovechamiento de los residuos se estd fomentando ya que el
consumo mundial de biomasa, combustibles fosiles, metales y minerales
es extremadamente alto y se espera que se duplique en los proximos
cuarenta afios, lo que resultard en un aumento anual proyectado en la
generacion de desechos del 70 % para 2050 (OECD, 2019).

Como posible uso de los residuos de la biomasa encontramos la
fabricacion de bioplasticos. De hecho, la produccion de bioplasticos se
ha incrementado con el paso de los afios y hoy en dia, se produce mas
bioplastico biodegradable que no biodegradable (1,5 millones de
toneladas frente al millon de toneladas de bioplastico no biodegradable)

(European Bioplastics, 2020). Ademas, viendo la tendencia creciente,

9
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existe la esperanza de que con el paso del tiempo esta diferencia vaya
aumentando hasta producir la minima cantidad necesaria de bioplasticos
no biodegradables y que la cifra total de bioplasticos se aproxime a la
cantidad de plasticos existentes en el mercado. De hecho, se prevé que la
capacidad mundial de produccion de bioplésticos aumente de alrededor
de 2,11 millones de toneladas en 2020 a aproximadamente 2,87 millones
de toneladas en 2025 segun los ultimos datos de mercado obtenido por
European Bioplastics en colaboracion con Nova-Institute (European
Bioplastics, 2020).

La produccién de bioplasticos surge como alternativa en un intento por
reducir los impactos negativos de los plasticos a base de petroleo. Entre
las aplicaciones de bioplasticos, el envasado de alimentos sigue siendo
el segmento mas amplio de toda la familia de bioplasticos, con una
produccion de casi 1 millon de toneladas en 2020 (Shlush & Davidovich-
Pinhas, 2022), lo que representa casi la mitad del mercado total de
bioplasticos. Sin embargo, a pesar de la incuestionable importancia de
los bioplasticos para permitir una economia circular mas sostenible
(Barbi et al., 2021), solo cubren aproximadamente el 1 % del mercado
mundial de plasticos. Estos procesos, incluyendo la fermentacion o la
funcionalizacion, suelen incrementar sus costes y, en consecuencia,
reducen su eficiencia en la sustitucién de los plasticos convencionales.
Por tanto, aun es necesario seguir investigando y desarrollando nuevos
bioplasticos que sean biodegradables y competitivos frente a los
plasticos comunes. En este contexto, los polimeros derivados de
biomasa, basados en polisacaridos y proteinas son buenos candidatos
para desempefiar un papel clave en la produccion sostenible de estos

materiales.

10
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1.3 Contexto actual: Objetivos de Desarrollo

Sostenible (ODS) y Economia circular

1.3.1 Bioplasticos y los Objetivos de Desarrollo Sostenible

El desarrollo de bioplasticos colabora de forma directa con algunos de
los 17 Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS), que se adoptaron en
2015 por todos los Estados Miembros de las Naciones Unidas con el
objetivo de acabar con la pobreza, proteger el planeta y garantizar que
todas las personas disfruten de la paz y prosperidad para 2030 (Karan et
al., 2019). Siguiendo el principio de “no dejar nadie atrds”, los paises
mas desarrollados se han comprometido en ayudar a aquellos
subdesarrollados o en vias de desarrollos. De los 17 ODS adoptados
(mostrados en la Figura 1.1), los bioplésticos colaboran de forma directa
con cuatro de ellos:

- Objetivos 11 v 12 (Ciudades v comunidades sostenibles y Consumo

responsable): Se consigue una gestion eficiente de recursos naturales
que reduce la cantidad de desechos, de tal forma, que cumple con
algunas de las metas de dichos ODS. De esta forma, el uso de agro-
residuos y subproductos como materia prima para la produccion de
bioplésticos, combate de forma directa con estos objetivos. Hoy en
dia, este aspecto es de vital importancia ya que la Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura estima que un
tercio de los alimentos producidos en el mundo se eliminan y no son
aprovechados, todo esto supone una cantidad aproximada de 1,3
billones de toneladas al afio (Food and Agriculture Organization of
the United Nations, 2020).

- Objetivo 13 (Lucha contra el cambio climético): Al no provenir de

combustibles fosiles, reducimos emisiones de gases de efectos

11



Victor Manuel Pérez Puyana

invernadero y, por ende, evitamos el calentamiento global. Por esta
razon, los bioplasticos son una medida idonea para cumplir las metas
de dicho objetivo.

- Objetivo 14 (Flora y fauna acudticas): La produccién masiva de

plasticos no biodegradables deja huella también en la vida submarina.
Por cada kilémetro cuadrado de océano, se estima que hay 13.000
trozos de desechos de plasticos. Ademads, los océanos también
absorben alrededor del 30% del diéxido de carbono y se ha registrado
un 26% de aumento en la acidificacion de los gases. Por lo tanto, la
produccion de bioplasticos degradables pueden combatir

directamente con estos problemas (Guo et al., 2022).

4 EDUCACION DE GUALDAD DE
CALIDAD

CRECMENTE {LON0NC)

[ 9 INNCHACION | 1 REDUCCION DE LA

DESIGUALDAD

LUCHA CONTRA EL 1

Figura 1.1. Objetivos de Desarrollo Sostenible. Imagen obtenida de la web de la
UNESCO.

Para finalizar con los objetivos de desarrollo sostenible, es interesante
comentar que, aunque los bioplasticos inciden de manera directa con
estos cuatro ODS comentados, también lo hacen de manera indirecta con
muchos otros, ya que todos los objetivos de desarrollo sostenible estan
conectados entre si. Por ejemplo, si se cumple el ODS 14 significa que
las fuentes hidricas disponibles para el ser humano estardn en mejor

estado y el resultado de este ODS trae consigo la solucion para otros

12
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ODS, como pueden ser el ODS 6, agua limpia y saneamiento, y el ODS
3, salud y bienestar. Por tanto, es necesario evaluar también la sinergia y
posibles alianzas (ODS 17) formadas a raiz de los objetivos de desarrollo
sostenible para evaluar de la mejor manera posible el impacto positivo

que trae consigo la produccion de bioplasticos degradables al mundo.

1.3.2. Bioplasticos y la Economia Circular

El incipiente interés en el desarrollo de bioplasticos se explica porque el
uso extremo de los recursos no renovables estd provocando la emision
de gases de efecto invernadero y la contaminacion que contribuye a la
degradacion del medio ambiente y el clima de la Tierra. Esto esta
creando la necesidad de nuevas fuentes renovables de energia y
productos quimicos como alternativa. En concreto, otro problema que
existe hoy en dia es el uso de plasticos a base de petréleo es que no solo
estan disminuyendo las reservas mundiales de petroleo, sino que también
conducen a la contaminacion plastica debido a los problemas
relacionados con la eliminacion de desechos.

De hecho, el nuevo Pacto Verde de la Unién Europea (2019-2023)
enfatiza la necesidad de una accioén inmediata para hacer de Europa una
region climaticamente neutra en 2050. En este sentido ha creado nuevas
areas de politicas a favor del consumo responsable. Conjuntamente, el
nuevo Programa de Investigacion e Innovacion de la Union Europea
(UE): Horizonte Europa (2021-2027) aborda el cambio climatico, ayuda
a alcanzar los Objetivos de Desarrollo Sostenible de la ONU e impulsa
la competitividad y el crecimiento de la UE. Dicho Programa también se
centra en la union entre la biodiversidad, el agua, los alimentos y la salud
y su interrelacion con los Objetivos de Desarrollo Sostenible
relacionados con la seguridad alimentaria, salud para todos, la proteccion

de la biodiversidad y la lucha contra el cambio climatico. En este

13
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contexto, la Comision Europea adoptd el nuevo Plan de Accion de
Economia Circular (CEAP) como uno de los principales pilares del Pacto
Verde Europeo, la nueva agenda de Europa para el crecimiento
sostenible y el empleo. Una economia circular es una condicidon previa
para lograr la neutralidad climatica buscada y detener la pérdida de
biodiversidad. En este sentido, la Comision Europea tiene como objetivo
la transicion del modelo clésico de economia lineal a un modelo circular
que garantice que los recursos utilizados se mantienen en la economia de
la UE (European Commission, 2019).

La llamada “economia lineal” se basa en el supuesto de creer que los
recursos estan disponibles, son abundantes, faciles de obtener y es fécil
disponer de los residuos (Fernandez-Dacosta et al., 2015; Fernandez
Dacosta, 2018). De hecho, alrededor de 6,2 millones de toneladas de
macroplasticos (con un tamaio superior a 5 mm) y 3 millones de
toneladas de microplasticos (con un tamafio inferior a 3 mm) se
perdieron en el medio ambiente de los 322 millones de toneladas de
plésticos producidos a nivel mundial en 2015 (Ryberg et al., 2019). Esto
puede tener consecuencias desastrosas, por ejemplo, contaminacion,
desperdicio de energia, pérdida economica, peligro para la biodiversidad
e incremento en la huella de carbono en el medio ambiente (Chow et al.,
2017). Por lo tanto, se requiere un cambio significativo en las industrias
para experimentar nuevos productos con propiedades mejoradas.

Para mejorar la eficiencia de los recursos y la gestion de residuos, es
importante promover y obedecer un enfoque de economia circular en el
proceso. Esta estrategia tiene como finalidad que el valor de los
productos, materiales y recursos se mantengan en la economia durante el
mayor tiempo posible, fomentando la eficiencia del sistema a través de

la reduccion al minimo de los residuos generados (Camacho-Otero et al.,
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2018). Alternativas que van desde biomasa, flujos de residuos
municipales o los flujos de desechos industriales pueden proporcionar
una fuente sostenible de carbono en lugar de los combustibles fosiles. No
solo ayudara a reducir los desechos y los costes de eliminacion de
desechos en el medio ambiente, sino que también reducira el coste total
de produccion.

En este sentido, las insuficiencias de la gestion activa de residuos solidos
para determinar los desechos plésticos generan situaciones criticas en
relacion con el medio ambiente, la salud humana y animal. En
consecuencia, existe una inquietud sustancial en la elaboracion de
potenciales alternativas como los bioplésticos, materiales biodegradables
donde uno de los elementos principales es un derivado de origen vegetal,
animal o microbiano (V. Kalia et al., 2000). Los bioplasticos se
consideran muy importantes para aumentar la sostenibilidad, donde la
sostenibilidad define un equilibrio entre los aspectos econdmicos,
ambientales y sociales del negocio y se puede aplicar a diferentes
sectores.

1.3.2.1 Herramientas para alcanzar la eco-sostenibilidad

Es importante incluir la evaluacion tecno-econdmica de un proceso que
utiliza residuos/subproductos para comprender el proceso en el contexto
de la economia circular. Los estudios tecno-econémicos revelarian la
viabilidad industrial de cualquier proceso junto con los principales
parametros del proceso que afectan el coste de produccion. Revela los
cuellos de botella de un proceso y guia a los investigadores para
desarrollar un proceso rentable desde el punto de vista de la industria.
Hay varias herramientas para la evaluacion de la sostenibilidad y entre
ellas el estudio del ciclo de vida es la herramienta mas comun. El ciclo

de vida evalua los impactos ambientales asociados con cualquier proceso
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de fabricacion, desde la adquisicion de materias primas hasta la
eliminacion o el reciclaje. También se conoce como "analisis de la cuna
a la tumba" y el concepto se utiliza para optimizar el disefio ecolégico o
el desempefio ambiental del producto o proceso. De hecho, en los tltimos
afios se ha dado con un nuevo concepto denominado “de la cuna a la
cuna” como una modificacion del anterior, que establece que todos los
productos han de ser facilmente “desmontables” en sus diferentes
componentes iniciales de forma que puedan volver a ser utilizados en la
creacion de nuevos productos o sistemas. Este principio es la principal
perspectiva de la economia circular pues fomenta el desarrollo

productivo sin la generacion de residuos.

Produccion
ecoeficiente

Analisis de
Ciclo de
Vida

Economia
Circular

Estudio de
Sostenibilidad

Figura 1.2. Herramientas para alcanzar la eco-sostenibilidad
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En concreto, hay cuatro técnicas que estan interrelacionadas que
permiten un analisis exhaustivo de la eco-sostenibilidad del proceso
productivo de un producto (Figura 1.2). En primer lugar, lo denominado
como “Produccion ecoeficiente”, que lo conforman el conjunto de
estrategias que se utilizan para reducir los riesgos medioambientales
asociados con el proceso de produccion. A continuacion, se debe
implementar un analisis de ciclo de vida (ACV) que permite cuantificar
y optimizar el disefio del proceso. A partir del ACV, se debe llevar a cabo
un estudio de la sostenibilidad del proceso para incluirlo en la red
productiva de manera sostenible. Finalmente, se debe hacer uso de la
economia circular con el fin de implementar en el proceso productos
intermedios o residuos del propio proceso, con el fin de alcanzar una
tendencia hacia el “Residuo 0”. La combinacion de dichas estrategias

busca lograr la sostenibilidad en el proceso.
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1.4 Materia prima

Los polimeros biodegradables de origen natural (biopolimeros) estan
atrayendo un interés creciente como materia prima para la elaboracion
de materiales (bioplasticos) que podrian reducir el impacto ambiental de
plasticos no degradables. Para ello, también se hace indispensable el uso
de un plastificante que mejore la procesabilidad de estos biopolimeros
durante la fabricacion de bioplasticos.

1.4.1. Biopolimeros

Tal y como se ha mostrado en la Tabla 1.1, los biopolimeros son
moléculas naturales de gran tamafio formadas por unidades de repeticion
que reciben el nombre de “monoémeros”. En funcién del tipo de
biopolimero, cambian los mondmeros que lo conforman.

- Polisacaridos: Los polisacaridos son biomoléculas cuyos constituyentes
(sus monomeros) son monosacaridos o disacaridos, los cuales se unen
mediante un tipo de enlace denominado enlace O-glucosidico. Estos
compuestos llegan a tener un peso molecular muy elevado, que depende
del numero de residuos o unidades de monosacaridos que participen en
su estructura (de diez a decenas de miles). Estos biopolimeros cumplen
funciones diversas, sobre todo de reservas energéticas y estructurales
(Larez Velasquez, 20006).

- Lipidos: Se pueden considerar lipidos los acidos grasos, sus derivados
y cualquier otro compuesto que pueda tener un comportamiento o
funcionalidad similar. A menudo son hidréfobos, solubles en disolventes
hidrocarbonados o aromaticos e insolubles en agua. En este sentido, para
definir claramente qué es un lipido, es fundamental conocer la estructura
de un acido graso. Un 4cido graso es un 4cido carboxilico con una cadena
de carbono alifatico unida a él. La cadena de carbono generalmente tiene

una longitud de entre 4 y 22 carbonos. Esta cadena de carbono puede no
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tener dobles enlaces (saturados), uno (monoinsaturados) o multiples
(poliinsaturados) en su estructura (Coles, 2014).

- Polipéptidos: Los polipéptidos son biopolimeros formados por la unién
de aminodcidos (mondémero) mediante un tipo especifico de enlace
covalente llamado enlace peptidico. Este enlace se forma por la union del
grupo amino de un aminodacido con el grupo carboxilo del siguiente.
Cuando un polipéptido tiene una estructura definida y estable (y contiene
mas de 50 aminoacidos) se habla de una proteina.

1.4.1.1 Proteinas

Las proteinas son un grupo diverso y complejo formadas a partir de la
combinacion de 20 aminoacidos, siendo una medida de su valor su
abundancia, ya que al menos el 50% del peso seco de las células es
proteina. Las proteinas tienen diversas funciones que sustentan la vida
como biocatalizadores (enzimas), soporte estructural (coldgeno),
movimiento celular (actina y miosina), defensa (queratina), regulacion
hormonal (insulina y glucagoén), transporte (hemoglobina) o de reserva
de nutrientes esenciales (caseina y ovoalbimina) (McKee & McKee,
2020).

Las proteinas son biopolimeros que se organizan mediante el enlace de
los diferentes aminoacidos formando secuencias (cadenas),
estableciéndose cuatro niveles estructurales distintos en funcion de la

organizacion de estas cadenas entre si (Figura 1.3).

ESTRUCTURA SECUNDARIA ESTRUCTURA CUATERNARIA
Aminoacidos \\ b : )
3 [ T4 S
a g ‘:,\ﬂ;‘.r\ - ~
4 N d 4 4 D) ,.‘ m = )1
Sorn - a4 U i
3 3
ESTRUCTURA PRIMARIA ESTRUCTURA TERCIARIA

Figura 1.3. Estructuras de las proteinas.
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En primer lugar, la estructura primaria, que consiste en una combinacion

lineal de mondémeros denominados aminoacidos unidos por un tipo de

enlace denominado enlace peptidico. La estructura secundaria se origina

a partir del plegamiento de la estructura primaria mediante la formacion
de enlaces a (hélice o) y estructuras B (laminas B) (Figura 1.4):

- Heélice a: Esta estructura estd formada por el plegamiento de la
cadena polipeptidica alrededor de un eje longitudinal imaginario
hacia el centro de la hélice propia, dejando a los grupos fuera del
esqueleto helicoidal dextrogiro.

- Laminas B: Esta formado por el alineamiento de dos o mas
segmentos de las cadenas polipeptidicas, que se extienden en zigzag,
uniéndose entre si mediante puentes de hidrogeno. Las cadenas
polipeptidicas adyacentes de una ldmina [ pueden ser paralelas o
antiparalelas, dependiendo de si tienen la misma orientacion amino-
carboxi u opuesta; el periodo de repeticion es menor para la secuencia

paralela (6,5 A frente a los 7 A de la secuencia antiparalela).

A B
Ty
(*/ ’\\ —

Figura 1.4. Estructuras secundarias de las proteinas: (A) a-hélice and (B) laminas p.
Imagen adaptada de Reeb and Rost (2019)

La estructura terciaria es la estructura tridimensional definitiva para la
mayoria de las proteinas, obtenida por el plegamiento de la cadena

polipeptidica debido a la formacion de enlaces adicionales (enlaces de
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hidrégeno, enlaces hidrofobicos o enlaces disulfuro). Finalmente, la

estructura cuaternaria esta formada por el acoplamiento de diferentes

cadenas proteicas. Estas dos estructuras son realmente interesantes
porque es posible formarlas con la ayuda de diferentes agentes de
entrecruzamiento, dando un marco mas estructurado a las proteinas (Cox

& Nelson, 2000; McKee et al., 2003).

La estabilizacion de las cadenas poliméricas se obtiene por la formacion
de los enlaces descritos anteriormente, pero también por las cargas
superficiales que estan presentes en la proteina, debido a que afectan a la
estructuracion y plegamiento de la proteina (y por tanto a su
funcionalidad) por el impedimento de carga entre el polipéptido cadenas.
Los cambios conformacionales de la cadena proteica que da lugar a la
estructura terciaria se deben principalmente a interacciones débiles,
aunque en ocasiones también puede deberse a enlaces covalentes como:
enlaces de hidrogeno, interacciones hidrofobicas, interacciones
electrostaticas o enlaces disulfuro (Biesecker et al., 1977; Cox & Nelson,

2000).

1.4.1.2 Proteina de guisante

El origen etimologico del guisante proviene del griego pison, que en
inglés tradicional se convirtid en pease y con los afios se acortd a pea
(guisante). Existen diferentes tipos de guisante, siendo el género Pisum
la gran mayoria de ellos.

El guisante verde (Pisum sativum) es uno de los cultivos leguminosos
mas antiguo e importante del mundo, cultivandose en 84 paises
diferentes, lo que constituye el mayor porcentaje (36%) de la produccion
total de legumbres en el mundo (Dahl et al., 2012). Los guisantes son

cultivados extensamente en todos los paises del tropico y subtropico del
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mundo, siendo los cinco paises con mayor produccion Canada, Rusia,
China India y Estados Unidos. De hecho, debido a la significativamente
alta demanda de proteinas vegetales y el coste de produccion
relativamente bajo del guisante, el mercado mundial de proteina de
guisante estd aumentando rapidamente y se espera que alcance los 35
millones de doélares para 2020 (Lu et al., 2020). En este sentido, la
proteina de guisante se esta volviendo cada vez mas popular en la
industria alimentaria mundial, ademas de por su disponibilidad y bajo
precio (2-2,8 €/kg), por su buena biodegradabilidad, su falta de
modificaciones genéticas en especies comerciales y su baja
alergenicidad (Lu et al., 2020).

Composicion

La proteina de guisante estd compuesta de cuatro familias de proteinas:
globulina, albumina, prolamina y glutelina (Lam et al., 2018). La
globulina es el principal componente de la proteina de guisante (60-70%)
y se puede clasificar en leguminosas y vicilinas. La albamina (15-25%)
es soluble en agua y estd compuesta de moléculas cuya funcion principal
estd relacionada con la germinacion. La prolamina es un grupo de
proteinas que se presenta en una pequeia cantidad en las semillas de
guisantes (4-5%). Se caracteriza por un alto contenido de glutamina y
prolina. Finalmente, el cuarto componente de la proteina de guisante, la
glutelina (4-5%) es una porcion insoluble de la proteina de guisante que
estd formada por aminoécidos hidrofébicos como fenilalanina, valina,
tirosina y prolina (Shand et al., 2007). Respecto a su composicion
aminoacidica, la proteina de guisante presenta un perfil aminoacidico
balanceado, con un alto contenido en lisina, leucina y fenilalanina, pero

con bajos contenidos en metionina y cisteina (Gruber et al., 2005).
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Propiedades fisicoquimicas

La solubilidad es una de las propiedades funcionales mas comunmente
medidas de las proteinas alimentarias. la proteina de guisante es
fuertemente dependiente del pH con una solubilidad minima entre pH 4
y 6. Se ha informado que la solubilidad maxima de la proteina de
guisante varia entre el 20 y 90%, siendo atribuidas estas diferencias por
la etapa de secado por atomizacidon. El proceso de extraccion de la
proteina puede afectar a su hidrofobicidad superficial al aumentar las
interacciones hidrofébicas entre proteinas y/o péptidos. En este sentido,
durante el proceso de extraccion, la aplicacion de temperatura puede
inducir la desnaturalizacion y posible agregacion proteica. Cabe
mencionar que la temperatura de desnaturalizacion del guisante se
encuentra entre 70-90 °C (Adebiyi & Aluko, 2011).

El tipo y composicion de la proteina de guisante, asi como su procesado
son parametros que afectan a sus propiedades gelificantes. En general, la
proteina de guisante presenta una baja capacidad emulsionante ya que
forma emulsiones muy viscosas incluso a baja concentracion. Karaca y
colaboradores declararon que la baja capacidad emulsificante del aislado
de proteina de guisante se debe a su baja carga superficial y su baja
solubilidad (Karaca et al., 2011).

Aplicaciones

En cuanto a las aplicaciones, al tratarse de una fuente barata y sostenible
con menor huella de carbono, la proteina de guisante (y en general las
proteinas vegetales) proporciona una alternativa nutricional preferida a
las proteinas de origen animal. La proteina de guisante es un suplemento
popular en la industria alimentaria mundial (Shand et al., 2007). De
hecho, el guisante y el arroz son excelentes fuentes de proteinas para

formar mezclas proteicas debido a su disponibilidad y valores
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nutricionales (Boye et al., 2010). Sin embargo, las caracteristicas
anteriormente comentadas para la proteina de guisante deben servir para
fomentar el interés del sector industrial e investigador mediante el
desarrollo de materiales basados en guisante en diversas aplicaciones
(embalaje, biomédicas, etc.). En concreto, la proteina de guisante se ha
utilizado para la fabricacion de films. Entre las técnicas empleadas, se ha
utilizado la técnica de casting o mediante moldeo por compresion, dando
lugar a materiales con un buen modulo (5,0 -7,5 MPa) combinado con
una elevada deformabilidad (150%) (Tomoskdzi et al., 2001).

En definitiva, en los Gltimos afios ha habido un creciente interés en la
industria mundial por utilizar la proteina de guisante como un nuevo
sustituto de la soja o las proteinas animales (Lam et al., 2018). En este
sentido, se puede esperar que el mercado mundial del guisante crezca
continuamente y que la utilizacion de la proteina de guisante aumente

significativamente.
1.4.2. Plastificante

Los bioplasticos a base de biopolimeros son generalmente fragiles
cuando se someten a la accion de la presion y la temperatura, debido a
las altas interacciones entre las cadenas de proteinas a través de los
enlaces de hidrogeno, las fuerzas electrostaticas y los efectos de
entrecruzamiento de los enlaces de azufre. Se anaden plastificantes para
facilitar el procesamiento y modificar las propiedades de la estructura
final de los bioplasticos. Las sustancias de bajo peso molecular y baja
volatilidad se utilizan a menudo como plastificantes (Hernandez-
Izquierdo & Krochta, 2008). Generalmente, los plastificantes actian
colocandose entre cadenas de biopolimeros, asocidndose de forma
fisicoquimica con el polimero, reduciendo la cohesion dentro de la

matriz y, por tanto, esparciendo y liberando la estructura (Gennadios,
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2002). Por lo tanto, el estudio y seleccion del plastificante es un factor
que considerar durante la produccion de bioplasticos. Entre los diferentes
plastificantes, la glicerina se ha utilizado ampliamente con diferentes
proteinas (Carvajal-Pifiero et al., 2019; Gomez-Martinez et al., 2011;
Gonzalez-Gutierrez et al.,, 2010; Gonzalez-Gutiérrez et al., 2011;
Jiménez-Rosado et al., 2018; Martinez et al., 2013; Zarate-Ramirez et
al., 2011), demostrando su compatibilidad con varios biopolimeros de
diferentes origenes. Sin embargo, también se han investigado otros
plastificantes, como en el trabajo de Perotto et al. (2020), que evaltan el
efecto del agua como plastificante en las propiedades mecanicas y
térmicas de peliculas bioplasticas de origen vegetal (Perotto et al., 2020).
Los resultados mostraron que el uso de agua producia bioplasticos muy
rigidos, aunque se degradaba a temperaturas superiores a los 75 °C. En
esta linea, Wang et al. (1996) exploraron el efecto de diferentes
plastificantes en las propiedades mecanicas de los bioplasticos a base de
proteinas (Wang et al., 1996). Mas recientemente, Tummala et al. (2006)
y Aguilar et al. (2020), evaluaron la influencia de algunos plastificantes
(glicerol, sorbitol, etilenglicol, dietilenglicol y trietilenglicol) sobre las
propiedades mecanicas, funcionales y morfolégicas de bioplasticos
producidos con aislado proteico de soja (Aguilar et al., 2020; Tummala
et al., 2006). Los resultados de ambos estudios fueron similares,
obteniendo materiales mas deformables y transparentes al utilizar

glicerina como plastificante.
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1.5 Fabricacion de bioplasticos

El procesado de materiales a base de proteinas requiere tres pasos

principales: rotura de enlaces intermoleculares (no covalentes y

covalentes, si es necesario) que estabilizan las proteinas en sus formas

nativas mediante el uso de agentes quimicos o fisicos; disponer y orientar

cadenas poliméricas moviles en la forma deseada; y, finalmente, permitir

la formacioén de nuevos enlaces e interacciones intermoleculares para

estabilizar la red tridimensional (Gennadios, 2002).

Tabla 1.2. Ventajas e inconvenientes de las diferentes técnicas de procesado: Casting,
moldeo por compresion, extrusion e inyeccion. Tabla adaptada de Perez-Puyana et al.,

(2022)
Técnica de . .
Ventajas Inconvenientes
procesado
-Produccion lenta.
-Bajos costes de equipos, herramientas | -Ciclos de larga duracion.
y moldes. - Malas tolerancias dimensionales.
-Procesado sencillo. -La humedad y las burbujas de aire pueden
Casting -Los productos tienen poca o ninguna | ser dificiles de manejar y pueden causar
tension interna. problemas.
-Uso de presion atmosférica y | -Puede ser dificil encontrar un disolvente
temperatura ambiente. que disuelva el polimero y sea facilmente
evaporable.
- Equipamiento de menor coste. -No es posible el procesado continuo,
-Método mas efectivo para fabricar | requiere mas mano de obra.
Moldeo por bioplasticos a pequefia escala. -Tiempos de procesado mas lentos.
compresion -No consume material extra. -No apto para formas complejas.
-No hay limitacion en el tamaiio de los | -Los moldes se pueden dafiar.
productos. -Caro para alta produccion.
-Bajo coste. -Variaciones de tamafio (los productos se
-Proceso continuo, bueno para alta | expanden).
produccion. -Limitaciones del producto debido a una
. -Flexibilidad en la fabricacion de | seccion transversal constante.
Extrusion . .
productos con seccion transversal | -Problemas de extrusion de algunos
uniforme. sistemas proteicos.
-Etapas adicionales facilmente | -Configuracion de alto coste inicial.
incluibles post-extrusion. -Necesita un post-procesado.
-Produccioén rapida y alta eficiencia.
-Bajos costes a alta produccion. -Coste elevado de herramientas y largos
Moldeo por -Estructu.r'as complejas. o tiempos de pre?pafficién.
. ., -Produccion de alto rendimiento. -Alguna restriccion en la estructura del
inyeccion

-Bajas tasas de desecho.
-Buen control de color.
-Consistencia del producto.

producto.
-Caro a pequefia escala.
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Los bioplasticos se pueden procesar con la mayoria de las técnicas
tradicionales utilizadas para el plastico convencional incluidas la
fundicion, el moldeo por compresion, la extrusion o el moldeo por
inyeccion. La Tabla 1.2 muestra una comparacion de las ventajas y
desventajas de cada técnica. En concreto, entre las posibles técnicas
mostradas en la tabla anterior, para elaborar bioplasticos se ha
seleccionado la técnica del moldeo por inyeccion (por su alta eficiencia
de la técnica y la posibilidad de procesar estructuras complejas, entre
otras razones) para alcanzar a cumplir la hipdtesis y objetivos principales

detallados anteriormente.

1.5.1 Moldeo por inyeccion

El moldeo por inyeccion se basa en la aplicaciéon combinada de presion
y temperatura para formar el bioplastico (Figura 1.5). Es una técnica de
procesado discontinuo que implica la aplicacion de presion para llenar

un molde y el posterior enfriamiento y desmoldeo de la muestra (Adamy

& Verbeek, 2013).

U U
Figura 1.5. Esquema de un equipo de moldeo por inyeccion vertical.
Se deben considerar diferentes etapas en el procesado de bioplasticos

basados en proteinas mediante moldeo por inyeccién: (i) una etapa de

mezcla para formar una mezcla de proteina/plastificante para obtener una
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masa homogénea moldeable, (ii) un proceso posterior de inyeccion de
las mezclas en la cavidad del molde, (ii1) una etapa de mantenimiento a
presion y temperatura constantes para permitir el refuerzo de la matriz
proteica (etapa de compactacion) y (iv) un periodo de enfriamiento
después del cual se extrae el bioplastico moldeado. La mezcla inicial de
proteina/plastificante se puede obtener por lotes (como en el moldeo por
compresion), para dispositivos de moldeo por inyeccion de inmersion de
pequenia escala, o mediante la etapa de plastificacion que se lleva a cabo
dentro del cilindro de la maquina de moldeo por inyeccion de tornillo. A
continuacion, la mezcla homogénea se inyecta en un molde para producir

los bioplésticos deseados (Figura 1.6).

EMBOLO

PISTON

' _ CAMARA
PRE-INYECCION

<«—— Masa \

Bioplastico

MOLDE

Figura 1.6. Esquema de los componentes principales de un equipo de moldeo por inyeccion
vertical.

Es necesario establecer las condiciones ideales de procesado
considerando la presion y el tiempo de inyeccion, asi como la
temperatura de la camara o cilindro de pre-inyeccion, y la presion y
temperatura del molde. Sin embargo, es importante evitar temperaturas
tan altas en el cilindro para evitar el entrecruzamiento de proteinas por
enlaces disulfuro intermoleculares covalentes o incluso la degradacion
de proteinas (Zarate-Ramirez et al., 2014a). Ademads, también es

relevante controlar las condiciones en la etapa de mezclado y en el
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proceso de inyeccidn anterior, seleccionando las condiciones adecuadas
para asegurar una velocidad de inyecciéon Optima relacionada con la
velocidad de descenso del piston, que permite introducir la mezcla en el
molde. Dependiendo de las condiciones seleccionadas, los bioplasticos
fabricados exhibirian propiedades adecuadas para considerarlos para
aplicaciones especificas. De esta manera, no solo las condiciones de
preparacion son importantes, sino también otros componentes de la
formulacion, como plastificantes, pH, productos quimicos, enzimas,
nanocompuestos, lipidos y agentes de entrecruzamiento (Alonso-

Gonzalez et al., 2021).
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Figura 1.7. Evolucion del niumero de publicaciones relacionadas con la técnica de ‘Moldeo

por inyeccion’ y publicaciones relacionadas con la fabricacion de bioplasticos proteicos por
‘Moldeo por inyeccion’. Datos obtenidos de Scopus y Web of Science.

Un pardmetro para medir la evolucion de la técnica a lo largo de los afios
y su influencia en la ciencia de los materiales se basa en el numero de
publicaciones relacionadas. La Figura 1.7 muestra el nimero de
publicaciones relacionadas con el "moldeo por inyeccién" desde el aio

2010. Tal y como se comprueba en la figura, se observa un crecimiento
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exponencial en el nimero de publicaciones pasando de 400 a mas de
3000 en 2021 (barras rojas). También se ha realizado un estudio del uso
especifico del moldeo por inyeccion para producir bioplasticos a base de
proteinas y se muestra en la Figura 1.7 (barras negras). Dicho estudio
también observa un aumento exponencial con el paso de los afos,

teniendo un crecimiento mas relevante a partir de 2019.

1.5.2 Métodos de entrecruzamiento

A pesar de la clara ventaja medioambiental de utilizar bioplasticos como
potenciales sustitutos de plasticos convenciones, todavia existe un
obstaculo dificil de superar. Dicho obstidculo aparece cuando se
comparan las propiedades obtenidas para un biopléastico en comparacion
con el plastico convencional para una aplicacion determinada.

Para la mejora de propiedades se han propuesto soluciones como la
sustitucion de la materia prima a utilizar o la adicion de otros
componentes como materiales reforzantes o de relleno. Sin embargo, con
el fin de preservar la naturaleza polimérica (o biopolimérica) de los
bioplasticos fabricados, ha surgido una linea de investigacion
relacionada con la modificacion de las cadenas poliméricas que
conforman los bioplasticos. Dicha modificacion recibe el nombre de
entrecruzamiento y consiste en la formacion de nuevos enlaces inter e
intramoleculares que originen una modificacion en la estructura
(bio)polimérica.

El entrecruzamiento se puede conseguir mediante la inclusion de una
etapa adicional de reforzamiento durante el proceso de fabricacion o
mediante la adicion de alglin agente quimico o enzimatico como aditivo
(glutaraldehido, transglutaminasa, etc.). Dependiendo del proceso
utilizado, puede tener lugar un entrecruzamiento fisico, quimico o

enzimatico. La Tabla 1.3 muestra diferentes alternativas llevadas a cabo
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en estudios previos para materiales bioplasticos. Tal y como se puede

apreciar, la gran mayoria de los estudios realizados se han llevado a cabo

en los ultimos cinco afios, fiel reflejo de lo novedoso de estos procesos

de modificacion de materiales.

Tabla 1.3 Diferentes alternativas de entrecruzamiento sobre materiales biopldsticos.

3 Agente de Materia prima .
Tipo . . Referencia
entrecruzamiento utilizada
Succionato de
Radiacion UV polibutileno/ (Zhang et al., 2019)
Lignina
, . Proteina de soja | (Jiménez-Rosado et al., 2020)
FISICO Tratamiento
.. Gluten (Jansens et al., 2017)
termico -
Celulosa/PVA (Xie et al., 2022)
Radiacion por haz .
P Poliamidall (Nagasawa et al., 2017)
de electrones
1 (Chakraborty et al., 2022;
Acido citri Almidén Yang et al., 2021)
cido citrico Agarosa (Awadhiya ct al., 2016)
Proteina de trigo (Azeredo et al., 2015)
Glioxal Gelatina (Kwak et al., 2020)
Calcio Celulosa (Lee et al., 2021)
. (Ray et al., 2010)
Genipina Quitosano (Whitehead et al., 2020)
Gelatina (Bigi et al., 2002)
Cinamaldehido Gliadina (Jia et al., 2021)
] Formaldehido Gluten (Zarate-Ramirez et al., 2014b)
QUIMICO Acido succinico Agar (Belay et al., 2020)
Polifenol Proteinas (Zhao et al., 2022)
Acido bérico Polipropileno (Suhag et al., 2022)
Plasma porcino | (Alvarez-Castillo et al., 2021
Glutaraldehido - P ( )
Zeina/Gluten (Ohetal., 2019)
Polisiloxano Celulosa (Hassan & Fowler, 2022)
Acido maleico PVA (Riyajan et al., 2009)
. Agar (Sonker et al., 2018)
Isocianato -
Zeina (Sessa et al., 2013)
Di(tercbutil i
i(tercbutilperoxi) PLA (Nishida et al., 2015)
hexano
Gluten (Cui et al., 2017)
ENZIMATICO | Transglutaminasa Semilla de .
- (Mirpoor et al., 2022)
cafiamo
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Estas técnicas han sido previamente utilizadas para la modificacion de
biocomposites, pero su aplicacion en el campo de los bioplasticos es muy
reciente. En definitiva, queda reflejado el esfuerzo llevado a cabo en
modular las propiedades (mecéanicas, microestructurales y/o funcionales)
de los bioplasticos mediante diferentes procesos de entrecruzamiento
fisico, quimico o enzimatico.

1.5.2.1 Entrecruzamiento fisico

El entrecruzamiento fisico consiste en la modificacion de la estructura
de un material a través de interacciones secundarias no covalentes como
enlaces de hidrogeno, interacciones electrostaticas y fuerzas
hidrofobicas (Garavand et al., 2017; Yu et al., 2021). Generalmente
requieren de una etapa adicional al proceso de fabricacion empleado para
la fabricacion de los materiales. Existen multiples alternativas para
proceder, como pueden ser tratamientos térmicos, por ultravioleta (UV)
o por ultrasonidos (Jiménez-Rosado et al., 2020a).

El tratamiento térmico consiste en una etapa térmica en el que la
temperatura desdobla parcialmente las cadenas proteicas y, por tanto,
aumenta la reactividad de los grupos amino potenciando la
susceptibilidad de las diferentes cadenas proteicas a interactuar (Cheung
etal., 1990) (Figura 1.8). Por otra parte, la interaccion con radiacién UV
con las proteinas a nivel molecular implica la formacion de sitios activos
en aminoacidos como la arginina o el triptéfano, tal y como han descrito
previamente otros autores (Ahsan, 2018) (Figura 1.8). De hecho, la
radiacion UV se ve como un candidato prometedor ya que se puede
realizar una doble funcion. Esta técnica no solo puede inducir el
entrecruzamiento intramolecular, produciendo propiedades mejoradas,

sino también esterilizar los materiales.
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Entrecruzamiento fisico
Radiacion térmica o radiacion UV

Sitios
" activos

‘ Arginina

Triptofano

Cadena proteica Cadena proteica reactiva

Figura 1.8. Esquema del proceso de entrecruzamiento mediante radiacion térmica o
radiacion UV sobre materiales basados en proteinas.

Hay varias ventajas en el uso del entrecruzamiento fisico. Primero, el
entrecruzamiento fisico es mas barato que los métodos de
entrecruzamiento quimico que necesitan el uso de la adicion de
sustancias adicionales. De hecho, el uso de un método de
entrecruzamiento fisico evita la controversia del uso de productos
quimicos en un producto natural. En este sentido, no requiere la adicién
de reactivos que pudieran producir reacciones secundarias indeseables o
incluso aumentar la toxicidad del material o posibles productos
secundarios, especialmente relevantes para aplicaciones en la industria
alimentaria.

1.5.2.2 Entrecruzamiento quimico

El entrecruzamiento quimico es aquel que se consigue mediante la
adicion de agentes de entrecruzamiento (afiadidos a concentraciones
bajas), que son compuestos quimicos que favorecen reacciones cuyo

resultado es la formacion de enlaces covalentes entre los atomos de las
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cadenas (Figura 1.9). En concreto para las proteinas, pueden originarse
enlaces entre diferentes proteinas (entrecruzamiento intermolecular) o
entre cadenas de la misma proteina (entrecruzamiento intramolecular)
(Mohammed et al., 2000). Dichos procesos quimicos generan enlaces
covalentes nuevos y, en general, irreversibles (Azeredo & Waldron,

2016).

NN NGl NG

NSNS NN\ N

WA SN S + Rt m— s N )

NN S N g & &
Agente

Cadena polimérica de Polimero entrecruzado

entrecruzamiento

Figura 1.9 Esquema de un proceso de entrecruzamiento quimico
mediante agente de entrecruzamiento.

Las reacciones de entrecruzamiento se pueden dar en uno o mas pasos.
Las reacciones de un unico paso consisten en la union directa del agente
de entrecruzamiento con los polimeros que se pretende entrecruzar.
Tienen la desventaja de que, si los polimeros a entrecruzar tienen
dificultades para asociarse entre si, entonces es posible que se den
reacciones secundarias y, como consecuencia, el resultado del
entrecruzamiento no sea el deseado. Si se da este ultimo caso, lo mejor
es utilizar un entrecruzamiento con mas pasos, por ejemplo, una reaccion
de entrecruzamiento en dos pasos. En este tipo de reacciones, uno de los
componentes que se pretende unir reacciona primero con el agente de
entrecruzamiento, aislando las moléculas modificadas o retirando las que
no han reaccionado y, a continuacion, se afiade el segundo componente.
La técnica mas utilizada para eliminar el exceso de agente tras el primer
paso es la dialisis (siempre que estuviera en disolucion).

Entre los diferentes agentes de entrecruzamiento quimicos, se
recomienda el uso de aldehidos, ya que permiten la formacion de enlaces

covalentes entre cadenas de polimeros, lo que conduce a una
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modificaciéon microestructural del sistema (Silva et al., 2004). El
formaldehido y el glutaraldehido se han estudiado ampliamente como
agentes de entrecruzamiento, pero su toxicidad limita su uso. A pesar de
esto, el glutaraldehido es el agente de entrecruzamiento mas utilizado
para varias aplicaciones (Gomes et al., 2013; Zhang et al., 2016). Estos
agentes de entrecruzamiento presentan un doble enlace carbono-oxigeno
(C=0) cuya polaridad hace que el atomo de carbono sea reactivo frente
a las aminas primarias, dando lugar a estructuras quimicamente

entrecruzadas (Feeney et al., 1975) (Figura 1.10).

Entrecruzamiento quimico @ Lisina

Adicion de aldehidos o genipina

@ Arginina

@ Agente Entrecruzamiento

sEENy
** e

* L ¢

Cadena 1 Cadena 2 Cadena 1 Cadena 2

Cadena 1 Cadena 2

Cadena 1 Cadena 2

Figura 1.10. Esquema del proceso de entrecruzamiento mediante el uso de aldehidos o por la
adicion de genipina en materiales basados en proteinas.

Aparte del uso de aldehidos, existen sustancias naturales que pueden
actuar como agentes de entrecruzamiento. Entre ellas destaca la
genipina. La genipina es un iridoide (monoterpeno que presenta como
esqueleto de carbono el l-isopropil-2,3-dimetillciclopentano)
glicosidico de origen natural extraido de los frutos de la gardenia. La
importancia de la genipina se debe a que surge como una alternativa a

los agentes de entrecruzamiento convencionales, debido a su buena
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biocompatibilidad y ausencia de toxicidad. Es wuna molécula
biodegradable con baja citotoxicidad, generadora de un pigmento azul
oscuro a reaccionar espontaneamente con aminoacidos, habiendo sido
usada en la fabricacion de colorantes de alimentos (Makita et al., 2018).
Para ello, la genipina tiene la capacidad de reaccionar de forma
espontanea con aminoacidos y proteinas que contengan aminas
primarias, llegando a generar sistemas con mayor estabilidad térmica y
mayor resistencia al agua (Figura 1.10).

La principal ventaja del entrecruzamiento quimico es que los enlaces
formados son muy fuertes (enlaces covalentes), mejorando
significativamente las propiedades de los bioplasticos (Wong &
Jameson, 2011).

Por otro lado, las principales desventajas de este tipo de
entrecruzamiento son (Oryan et al., 2018):

- Si se anaden en exceso suelen generar productos secundarios toxicos,
por lo que su control ha de ser minucioso. De hecho, a menudo es
necesario un lavado para remover la porcion de agente de
entrecruzamiento sobrante (ya que dicha porcion puede generar
toxicidad).

- El proceso en si es mas caro y complejo que el del entrecruzamiento

fisico por la necesidad de adicionar reactivos a la composicion inicial.

1.5.2.3 Entrecruzamiento enzimdtico

El entrecruzamiento enzimatico es un tipo de entrecruzamiento quimico
en el que los reactivos empleados son enzimas para reducir la potencial
toxicidad de los reactivos quimicos tradicionalmente utilizados. Este tipo

de entrecruzamiento se suelen emplear sobre todo en el entrecruzamiento
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de biopolimeros. De ellas, las transglutaminasas son las mas utilizadas

para llevar a cabo este tipo de entrecruzamiento (Figura 1.11).

Entrecruzamiento enzimatico
Adicion de transglutaminasa

Transglutaminasa

Cadena 1 Cadena 2 Cadena 2

@ Lisina

@ Glutamina

Figura 1.11. Esquema del proceso de entrecruzamiento mediante la adicion de
transglutaminasa en materiales basados en proteinas.

Las transglutaminasas son una familia de enzimas con grupo tiol,
presentes en multitud de seres vivos (vertebrados, invertebrados, plantas,
microorganismos, etc.), que constituyen una alternativa al
entrecruzamiento quimico habitual. Estas enzimas catalizan la formacion
de un enlace covalente entre el grupo g-carboxamida de la glutamina y
grupos amino libres de lisina. La reaccion de entrecruzamiento es rapida
en comparacion con la mayoria de procesos y los enlaces resultantes son
extremadamente resistentes a la proteolisis (Nezhad-Mokhtari et al.,
2019). Ademas, existen otras enzimas, como la tirosinasa, que se han
empleado para provocar el entrecruzamiento de materiales, pero
generalmente los resultados han presentado peores propiedades que los

obtenidos mediante transglutaminasa (Oryan et al., 2018).
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1.6 Justificacion

Un resumen general de las diferentes etapas relacionadas con el
desarrollo de bioplasticos, en la presente Tesis Doctoral, puede

observarse en el siguiente esquema (Figura 1.12):

Caracterizacion

materia prima Procesado de bioplisticos Caracterizacién y seleccién

Condiciones de w

Procesado

Caracterizacion Moldeo por

Inyeccion

Analisis del
entrecruzamiento

Analisis de
resultados y
conclusiones

Estudio de Biodegradabilidad Seleccion de
(Ciclo de Vida) bioplasticos

Evaluacion medioambiental

Evaluacién global

Figura 1.12. Etapas en el desarrollo de biopldsticos proteicos

1.6.1. Hipotesis y objetivos

El desarrollo de bioplasticos con multiples potenciales aplicaciones
permite tener una menor dependencia del petréleo, ademas de originar
un menor impacto ambiental que el originado por los plasticos
convencionales. Por otra parte, el uso de subproductos de la industria (en
nuestro caso agroalimentaria) permite su valorizaciéon conectando con
uno de los principios de la economia circular. En este sentido, la hipdtesis
inicial consiste en el desarrollo de bioplasticos a partir de concentrado
proteico de guisante. La propuesta implica el empleo de una técnica
clasica de procesado de polimeros como es el moldeo por inyeccion.
Tomando esta hipdtesis como objetivo general, se proponen los

siguientes objetivos especificos para su consecucion:
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- Caracterizacion fisicoquimica de la materia prima (concentrado
proteico de guisante).

- Desarrollo de bioplasticos a partir de proteina de guisante mediante
moldeo por inyeccion.

- Optimizaciéon de los parametros de procesado, que permitira
seleccionar aquellas condiciones més adecuadas.

- Evaluacion de los diferentes sistemas procesados mediante una
caracterizacion fisicoquimica, mecéanica, morfoldgica y funcional de
los mismos.

- Seleccion de los sistemas mas prometedores en base a los resultados
obtenidos en los objetivos anteriores.

- Estudio preliminar del ciclo de vida de los sistemas seleccionados
mediante el estudio del impacto medioambiental y una evaluacion

econdmica del procesado, ademas del estudio de su biodegradabilidad.

1.6.2. Impacto de la investigacion

El estudio de bioplasticos beneficia al fortalecimiento directo de cuatro
de los ODS, ademas de colaborar de forma indirecta sobre tres de ellos.
Por tanto, el desarrollo de la presente Tesis Doctoral plantea generar un

impacto en cuatro vertientes diferentes (Figura 1.13):

Impacto cientifico: Este estudio contribuye al desarrollo tecnolégico y
la generacion de conocimiento.

Impacto medioambiental: El impacto tecnoldgico de este trabajo va a

contribuir a la valorizacion de un subproducto de la industria
agroalimentaria, fomentando una gestion optima de los recursos
disponibles. Por otra parte, se pretende reducir el impacto mediante la

disminucién de la generacion de residuos plasticos no biodegradables.
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Impacto econdmico: El impacto econémico relacionado con la presente

Tesis Doctoral va relacionado con la obtencion de nuevos bioproductos
que derivan en nuevas oportunidades para el sector industrial.

Impacto social: Todo lo anterior va a generar un impacto social

asociado a una potencial mejora de la calidad de vida de la poblacion
al contribuir a la no dependencia del petrdleo e intentar mejorar la
huella medioambiental de los materiales plasticos, como por ejemplo

con la mejora de la calidad del agua por el impacto de los plasticos.

CIENTIFICO
PRODUCCION
Y CONSUMD

17 fene

10S 08JETIVOS

MEDIOAMBIENTAL SOCIAL
e B M.

Figura 1.13. Relacion entre los impactos y los ODS implicados en la presente Tesis Doctoral
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Materiales y Métodos

En este capitulo se describen la materia prima y los reactivos utilizados,
el método de fabricacion seleccionado y las técnicas de caracterizacion
empleadas tanto para la materia prima como para las masas intermedias

y bioplasticos desarrollados.

2.1 Materiales utilizados

Se ha utilizado harina de proteina de guisante obtenida a partir de lo
destrios del guisante. Dicho subproducto ha sido proporcionado por la
empresa Roquette (Francia) (Figura 2.1). La ficha técnica de la proteina
revela que presenta un contenido en materia proteica de un 84% p/p y
una humedad del 7,6% p/p. Hasta completar el 100%, dicha materia

prima se compone ademads de lipidos y cenizas, entre otros componentes.

Figura 2.1. Imagen de la harina de proteina de guisante

Ademas, se ha utilizado glicerina como plastificante. Se trata de un
alcohol que tiene 3 grupos hidroxilo en una cadena con 3 4tomos de
carbono (Figura 2.2). Dicho plastificante ha sido suministrado por

PANREAC Quimica S.A. (Espafia).

Figura 2.2. Imagen y formula de la glicerina
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Por otra parte, como agentes de entrecruzamiento quimico se han
utilizado aldehidos con diferente longitud de cadena alifatica
(formaldehido, glioxal y glutaraldehido) suministrados por Panreac
Quimica S.A. (Espafia); ademds de genipina como agente de
entrecruzamiento quimico natural (pureza superior al 98%, extraida de
la planta Gardenia jasminoides y suministrada por Guangxi Shanyun
Biochemical Science and Technology Co., China). En cuanto al estudio
de entrecruzamiento enzimatico, se ha utilizado transglutaminasa como
enzima (ProbindTX-TG, con una actividad enzimatica de 100

unidades/g, suministrada por BDF Ingredients Espafia).
)

H FORMALDEHIDO

H

O\/\O GLIOXAL

o) O
\/\/\/ GLUTARALDEHIDO
O O\
H
N GENIPINA
O
H
HO OH

Figura 2.3. Formula del formaldehido, glioxal, glutaraldehido y genipina, respectivamente
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2.2 Experimental

2.2.1 Fabricacion de bioplasticos proteicos

En el proceso de preparacion de bioplésticos hay que distinguir dos
etapas: Inicialmente un mezclado discontinuo y, posteriormente, un
proceso de inyeccion de las masas obtenidas en el paso anterior.

2.2.1.1 Mezclado

El proceso de mezclado se lleva a cabo en un redmetro de mezclado
HAAKE POLYLAB de la marca Thermo Scientific (Alemania) (Figura
2.4). Laseccion de mezclado consiste en una doble cadmara cilindrica con
dos rodillos amasadores que giran en sentido contra-rotatorio. La
velocidad se establecid en 50 rpm y la temperatura inicial en 25 °C,
aunque suelen producirse variaciones de esta tltima a lo largo del tiempo
de mezclado. Este redmetro de mezclado permite controlar, ademas de
la temperatura de la mezcla, el par de torsion que se genera en los rodillos
como consecuencia de la resistencia que ofrece la muestra al movimiento
de mezclado. Ademas, se puede trabajar en régimen isotérmico o

adiabatico, trabajando en este estudio de forma adiabatica.

Figura 2.4. Reometro de mezclado HAAKE POLYLAB

Un pardmetro que se ha tenido en cuenta a la hora de seleccionar la masa
idonea es la energia mecénica especifica (SME), que es la energia
proporcionada por la mezcladora por unidad de masa (Ecuacion 2.1):
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w Tmin
SME = — M@®dt  (2.1)
m Jo

Donde W representa la velocidad de rotacion (en rad/s) de la mezcladora,
m es la masa total que se introduce (en kg) y la integral es el area bajo la
curva para el perfil del par de torsion hasta el tiempo seleccionado (#uin).
2.2.1.2 Inyeccion

La inyectora es el equipo que permite la formacion de los bioplasticos a
partir de las masas. El equipo utilizado es una inyectora de piston
neumatico “MiniJet Piston Moulding System II” de Haake Thermo

Scientific (Alemania) (Figura 2.5).

Figura 2.5. Inyectora “Mini Jet I1”

El equipo dispone de un cilindro como cdmara de preinyeccion, un molde
y un piston que hace pasar la mezcla de la cdmara de preinyeccion al
molde, que se encuentra a una temperatura determinada, a una presion
especifica. Tras la inyeccion, tiene lugar una etapa de post-inyeccion, o
compactacion, que permite mantener la integridad estructural de los
bioplasticos obtenidos. Para ello, el equipo dispone de sistemas de
control de la presion ejercida y el tiempo de inyeccidn y polimerizacion,
asi como el control de temperatura en la cdmara de inyeccion y del
molde. Se han obtenidos dos tipos de probetas: (I) probetas rectangulares

(60x10x1 mm) y (II) probetas tipo “dumbbell-shape” de acuerdo a la
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norma ISO 527-1:2012 (ISO 527-2:2012. Plastics—Determination of
Tensile Properties-Part 2: Test Conditions for Moulding and Extrusion
Plastics, 2012) (Figura 2.6).

Figura 2.6. Imdgenes de las probetas elaboradas (tipo rectangular y dumbbell-shape)
Antes de llevar a cabo la inyeccion y una vez que tenemos las masas de
proteina/plastificante se establecen las condiciones idoneas de

procesado. Para ello, se han estudiado diferentes condiciones de

procesado (Figura 2.7).

Presion Inyeccion

o ? PISTON Temperatura del molde
i 110, 130, 150 °C
s EMBOLO
' - Tiempo en el molde
T 100,200 y 300 s
<«—— Masa .
Tiempo en Molde Presion de inyveccion
MOLDE 100, 300, 500 y 900 bar
Temperatura
del molde

Figura 2.7. Imagen del proceso de inyeccion y condiciones de procesado estudiadas

A modo de resumen, en el siguiente diagrama de flujo puede observarse
un esquema del proceso con los productos intermedio y final del método

de fabricacion (Figura 2.8):
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Aldehidos Genipina Tgasa ‘
Halfma i Glicerina Aditivos
guisante
MEZCLADO
l . Entrecruzamiento Fisice
Masa
Homogénea
. Entrecruzamiento Quimico
v
INYECCION . Entrecruzamiento Enzimatico
Bioplasticos

Figura 2.8. Esquema del proceso de fabricacion de biopldsticos

2.2.1.3 Métodos de entrecruzamiento

Para mejorar las propiedades de los bioplasticos proteicos se han llevado
a cabo etapas adicionales de entrecruzamiento. En este sentido, se ha
realizado un entrecruzamiento fisico, quimico y enziméatico sobre los

distintos sistemas elaborados.

Entrecruzamiento fisico

En esta investigacion se van a realizar dos tratamientos como una etapa
adicional al proceso de fabricacion de los bioplasticos. En concreto, un
tratamiento térmico a diferente temperatura (50 y 120 °C) durante un
tiempo determinado (4 y 24 h) utilizando una estufa convencional
(Memmert, Alemania) (Figura 2.9A); o un tratamiento por radiacion UV
durante 30 minutos a diferentes intensidades (50, 120 y 500 mlJ/cm?)
utilizando un “Microprocessor-Controlled UV Crosslinkers XLE-1000”
(Select, EE. UU.) (Figura 2.9B).
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B
A [ e

Figura 2.9. (A) Estufa Memmert y (B) equipo de radiacion UV

Entrecruzamiento quimico

En este estudio se ha utilizado formaldehido al 1 y 3%, glioxal al 3%y
glutaraldehido al 3% (respecto a la cantidad de proteina), con el fin de
evaluar el efecto de la longtud de cadena de los aldehidos utilizados.
Por otra parte, existen sustancias naturales que también pueden originar
la formacién de nuevos enlaces que deriven en el entrecruzamiento del
sistema, como por ejemplo la genipina. Para el entrecruzamiento de los
bioplasticos proteicos se ha utilizado genipina a diferentes
concentraciones (0,25 y 0,50 %) evaluando el tiempo de curado de la
masa una vez mezclada y realizando la etapa de inyeccion a diferentes
tiempos (dia 0, dia 1, dia 5 y dia 10). Ademas, se ha seguido la reaccion
que ha tenido lugar analizando las masas con el tiempo.

Tanto para el uso de los diferentes aldehidos como de la genipina, se han

anadido a la formulacion inicial antes del mezclado.

Entrecruzamiento enzimatico

Un tipo de entrecruzamiento quimico es aquel que hace uso de enzimas
para originar reacciones de entrecruzamiento. En esta linea se sita la
transglutaminasa, enzima empleada en procesos de entrecruzamiento de
proteinas y que presenta una temperatura 6ptima de operacion en 50 °C.
En este estudio se ha utilizado transglutaminasa al 0,25 y 0,50%

(respecto a la cantidad de proteina). De nuevo, al igual que para el
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entrecruzamiento quimico, la transglutaminasa se ha afiadido a la

formulacidn inicial antes del mezclado.

La siguiente tabla (Tabla 2.1) muestra todos los sistemas que se han

estudiado con los diferentes métodos de entrecruzamiento seguidos:

Tabla 2.1. Tabla resumen de los diferentes entrecruzamientos llevados a cabo

ENTRECRUZAMIENTO DE BIOPLASTICOS

SISTEMAS CODIGO TIPO AGENTE PROCESO
50°C/24h 50°C-24h Fisico 50°C durante 24 h
120°C/4h 120°C-4h Fisico Temperatura 120°C durante 4 h
120°C/24h 120°C-24h Fisico 120°C durante 24 h

50 mJ/cm?
50 mJ/cm? 50 mJ/cm? Fisico e
durante 30 min
2
120 mJ/em? 120 mJ/em? Fisico Radiacion UV 120 mi/em”
durante 30 min
2
500 mJ/cm? 500 mJ/cm? Fisico 500 mJ/em .
durante 30 min
Formaldehido 1% F1% Quimico , 1%
- — Formaldehido
Formaldehido 3% F3% Quimico 3%
Glioxal 3% Gly3% Quimico Glioxal 3%
Glutaraldehido 3% Glu3% Quimico Glutaraldehido 3%
25% (di
0,25% Dia 0 25D0 Quimico 0,25% (dia 0 tras
mezclado)
25% (dia 1
0,25% Dia 1 25D1 Quimico 0,25% (dia 1 tras
mezclado)
YT
0.25% Dia 5 25D5 Quimico 0,25% (dia 5 tras
mezclado)
YR
0.25% Dia 10 25D10 Quimico 0,25% (dia 10 tras
Genipina mezclado)
rYWET
0,50% Dia 0 50D0 Quimico 0,50% (dia 0 tras
mezclado)
PR,
0.50% Dia 1 50D1 Quimico 0,50% (dia 1 tras
mezclado)
0,50% (dia 5t
0,50% Dia 5 50D5 Quimico ,30% (dia 5 tras
mezclado)
0 7 ‘l
0,50% Dia 10 50D10 Quimico 0,50% (dia 10 tras
mezclado)
Tgasa 0,25% TG25 Enzimatico . 0,25%
—— Transglutaminasa
Tgasa 0,50% TG50 Enzimatico 0,50%
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2.2.2 Tecnicas de caracterizacion

2.2.2.1 Caracterizacion de la harina de guisante

Composicion quimica

- Contenido proteico: El contenido proteico se determiné utilizando un
microanalizador LECO CHNS-932 (Leco Corporation, EE.UU.) para
medir el contenido de nitrégeno de la muestra y multiplicarlo por 6,25
(Figura 2.10). Este analizador permite conocer el contenido de C, N, H
y S medidos en porcentaje con respecto al peso total. La técnica de
analisis esta totalmente automatizada y se basa en la combustion de las
muestras en condiciones Optimas (T = 950-1.100 °C, atmosfera de
oxigeno puro) para convertir los elementos antes mencionados en gases

simples (CO2, N2, H2O y SO») para obtener un resultado cuantitativo.

Figura 2.10. Microanalizador LECO CHNS-932

Asimismo, se determinaron los contenidos de lipidos, humedad y cenizas
segin los métodos AOAC (2005) con ligeras modificaciones.

- Contenido en lipidos: Mediante el método Soxhlet se cuantificod el
contenido de lipidos. Dicho proceso consistio en calentar y volatilizar un
solvente (hexano) a 80°C y, posteriormente, condensarlo para ponerlo en
contacto con la muestra (concentrado proteico de guisante). El proceso

se repite un numero de ciclos, aproximadamente unos 5 ciclos

51



Victor Manuel Pérez Puyana

permitiendo que el disolvente lixivie a los lipidos. El contenido de lipidos

se calcul6 utilizando la siguiente ecuacion (Ecuacion 2.2):

Peso inicial muestra — Peso final muestra

% Lipidos = -100 (2.2)

Peso inicial muestra

Para su cuantificacion se ha utilizado el equipo mostrado en la Figura

2.11:

Figura 2.11. Equipo de extraccion Soxhlet

- Contenido en cenizas: En primer lugar, se calcinaron 2 g de muestra a
550 °C en una mufla Hobersal HD-230 (Espafia) durante 4-5 h, eliminado
toda la materia organica y quedando solo las cenizas (Figura 2.12).
Luego, se mantuvo la muestra en un desecador, enfriando a temperatura
ambiente y se pesé nuevamente. El contenido de cenizas se calculd a
partir de la diferencia de peso del concentrado de proteina antes y

después del tratamiento.

Figura 2.12. Mufla Hobersal HD-230
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- Contenido en humedad: La humedad se determind tratando una muestra
de 1,5-2,0 g en un horno Memmert B216.1126 (Alemania) a 105 °C
durante 24 h (Figura 2.9A).

El porcentaje de humedad se obtuvo mediante la Ecuacion 2.3.

% H dad = Peso inicial muestra — Peso final muestra 100 (2.3)
o fumeadad = Peso inicial muestra '

Composicion aminoacidica

La composicion de aminoacidos de cada concentrado de proteina se
obtuvo utilizando un método previamente descrito por Felix et al. (2017).
Las muestras de concentrado proteico de guisante se disolvieron en acido
clorhidrico 6 M y se incubaron en una estufa a 110 °C durante 24 h.
Después de la hidrolisis, el pH se ajusté a 7 usando NaOH 6 M y las
muestras se filtraron a través de un filtro de microfibra de vidrio
Whatman. Finalmente, las muestras se diluyeron (1:500) mediante la
adicion de agua bidestilada. Se realizo HPLC de fase inversa mediante
derivatizacion de fluorescencia precolumna con o-ftaldialdehido
(inyector automatico SIL-9A, cromatografo de liquidos LC-9A (Figura
2.13), monitor de HPLC de fluorescencia RF-530, todas las partes de
Shimadzu Corporation, Japon) utilizando un cartucho NovaPak C18
(Waters, EE. UU.), por el método de Lindroth y Mopper (1979)
(Lindroth & Mopper, 1979).

Figura 2.13. Cromatografo LC-94
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Electroforesis

Los ensayos de electroforesis se realizaron con un equipo MiniProtein
IV (Bio-Rad, EE.UU.). Se utilizando geles de poliacrilamida (10%) en
presencia de dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) segtin el método de
Laemmli (1970) (Laemmli, 1970). Los pesos moleculares de las
fracciones de proteinas extraidas han sido determinados en geles SDS-
PAGE, considerando la relacion entre el logaritmo del peso molecular de
la proteina y la movilidad electroforética, utilizando como patron
analitico “Protein Plus Protein Standards” (Bio-Rad, EE.UU.). La Figura

2.14 muestra el equipo necesario para llevar a cabo esta técnica.

9 wwwwiLl : Directive

Figura 2.14. Esquema de incorporacion de muestra al gel de electroforesis y equipo de

electroforesis MiniProtein IV

Solubilidad y Potencial-Z

Solubilidad: La solubilidad de la proteina se determind a diferentes
valores de pH (rango entre 2-10). Se prepararon dispersiones acuosas
(aprox. 1 g de proteina/40 ml) con tampones a diferentes valores de pH.
Las muestras se homogeneizaron mediante agitacion durante 24 horas a
temperatura ambiente y posteriormente se centrifugaron durante 20 min
a 15.000 rpm y 10 °C. Los sobrenadantes se recogieron para medir el
contenido de proteina por el método de Markwell (Markwell et al.,
1978). Este método de andlisis es una adaptacion del método de Lowry,
que consiste en la formacion de un complejo entre la proteina soluble y
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el reactivo de Folin-Ciocalteau en medio alcalino. Para ello, una muestra
de 0,4 mL se coloca en un tubo de ensayo seco y se diluye con agua hasta
10 mL. La disolucién de proteinas (0,5 mL) se mezcla con 2,5 mL de una
disolucion alcalina de cobre (49 mL de hidroxido sodico 0,2 M + 49 mL
de carbonato de sodio al 4% + 1 mL de sulfato de cobre al 1% y 1 mL de
tartrato sddico-potésico al 2%) y se deja reposar durante 10 minutos. A
continuacion, se aiaden 0,25 mL de Folin-Ciocalteau (10 mL de Folin-
Ciocalteau + 10 mL de agua) y se espera durante 30 minutos. Tras este
periodo, las muestras se transfieren a una cubeta de 3 mL donde se mide
la absorbancia a una longitud de onda de 750 nm, tomando como blanco
agua destilada con la misma cantidad de Folin-Ciocalteau y utilizando
una curva de calibracion para la cual se utiliza BSA (seroalbumina
bovina) para determinar la cantidad de proteina (Mohammed et al.,
2000).

Para ello, se ha utilizado un espectrofotdémetro Genesys-20 (Thermo
Scientific, EE.UU.) para medir la absorbancia (Figura 2.15). La
solubilidad se expresd como porcentaje (g de proteina soluble/100 g de

aislado proteico en la muestra).

Figura 2.15. Espectrofotometro Genesys-20

Potencial-Z: El punto isoeléctrico se midi6 con un “Nano Zetasizer

2000” (Malvern Instruments, Reino Unido) (Figura 2.16). Se prepararon
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muestras al 1% en peso con buffers a diferentes valores de pH. Antes del
analisis, las muestras se agitaron a 20 °C y luego se centrifugaron a
10.000xg durante 10 min en una centrifuga RC5C Sorvall (Sorvall
Instruments, EE.UU.). Posteriormente, las muestras se midieron por
triplicado a 20 °C. Los valores de Potencial-Z se calcularon a partir de la
movilidad electroforética utilizando la ecuacion de Henry y la
aproximacion de Smoluchowski. El punto isoeléctrico corresponde al
punto donde el valor potencial es cero, en el cual todas las cargas de las
particulas son neutralizadas (Tan et al., 2008).

.

4

Figura 2.16. Analizador de potencial zeta “Nano Zetasizer 2000”

Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR)

La espectroscopia infrarroja es un tipo de espectroscopia vibracional que
mide la absorcion de radiacion infrarroja por parte de una muestra y
proporciona informacién sobre los grupos funcionales presentes en ella.
El espectro de espectroscopia infrarroja (FTIR) se obtuvo con discos que
contenian unos 2 mg de muestra usando un espectrofotometro FT/IR-
4100 (Jasco, Japon) (Figura 2.17). Los espectros se obtuvieron para un
rango de nimero de onda de 4000 a 600 cm™! (con una media de 200
escaneos y con una apertura de 4 cm™') y se procesaron con el software

Jasco Spectra Manager™.
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Figura 2.17. Espectrofotometro Jasco FTIR-4100

2.2.2.2 Caracterizacion de las masas proteicas

Propiedades fisicoquimicas

Color: El color se analiz6 utilizando un espectrocolorimetro KONICA
MINOLTA CM-700D (Japon) (Figura 2.18). Se utiliz6 el promedio de 5
escaneos para determinar el valor de a y b como las coordenadas
cromaticas CIELAB y L* como la luminosidad perceptual de cada
sistema. Para comparar los diferentes sistemas se obtuvieron da, 4b'y AL

como la diferencia entre cada sistema y el sistema de referencia.

Negro

Figura 2.18. Colorimetro Konica Minolta 700D y espectro de color CIELAB.

Espectroscopia Infrarroja (FTIR): Los espectros FTIR de las mezclas a

base de proteina de guisante se adquirieron en modo de transmision
utilizando un espectrometro FTIR-4200 (JASCO, Japén) (Figura 2.19)

en un rango de niimero de onda de 400 a 4000 cm™' (4 cm ™' de
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resolucion). Se utilizd6 bromuro de potasio (KBr) como medio para
preparar las diferentes muestras, que se colocaron en un soporte en el

dispositivo FTIR.

Figura 2.19. Espectrometro FTIR-4200

Calorimetria diferencial de barrido (DSC): De 10 a 20 mg de las

diferentes muestras se sellaron en bandejas de aluminio y se colocaron
en el calorimetro DSC Q250 (TA Instruments, EE. UU.) (Figura 2.20).
Las pruebas se llevaron a cabo en atmosfera de nitrégeno a un caudal de
50 ml-min’!

calentamiento de 30 °C a 280 °C a 10 °C min™'.

mientras se aplicaba un programa de temperatura por

Figura 2.20. Calorimetro DSC Q250

Andlisis termogravimétrico (TGA): La pérdida de masa de las diferentes

mezclas a base de proteina de guisante, asi como de los materiales puros
a medida que aumenta la temperatura se determindé mediante pruebas
TGA, las cuales se realizaron con un analizador térmico Q-50 (TA

Instruments, EE.UU.) en atmosfera de nitrogeno (Figura 2.21). Se
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colocaron entre 10 y 20 mg de muestra en una bandeja de platino y
posteriormente se aplico una rampa de temperatura de 30 °C a 600 °C, a

10 °C min™".

Figura 2.21. Analizador térmico Q-50

Estudio reologico: Rampas de temperatura

Los ensayos de caracterizacion reologica de masas se realizan en un
equipo de deformacién controlada ARES (TA Instruments, EE.UU.)
(Figura 2.22). En dicho equipo se llevaron a cabo rampas de temperatura
auna velocidad de 5°C/min desde 20 a 100 °C a una deformacion inferior
a la deformacion critica. Para ello, anteriormente se realizan barridos de
deformacion (0,002-1% a una frecuencia constante de 1 Hz) a diferentes
temperaturas entre el intervalo evaluado para conocer el intervalo
viscoelastico lineal. Estas rampas de temperatura permiten conocer la
evolucion del comportamiento reoldgico de las masas con la temperatura
y asi seleccionar las condiciones de inyeccion. Para ello se evaluan los
modulos viscoelasticos (G’ y G”’), asi como la viscosidad compleja (n*)

que se calcula matematicamente con la Ecuacion 2.4:

X V(GH2+(G")?
' = SEEEE 24

siendo G’ y G’ los modulos eléstico y viscoso, respectivamente, y w es

la frecuencia angular.
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La temperatura se controla mediante un sistema Peltier conectado a un
bafo termostatizado. Los sistemas sensores utilizados son del tipo placa-
placa con un diametro de 40 mm, una distancia entre placas (gap) de 2

mm y superficie rugosa para evitar el fenomeno de deslizamiento.

Figura 2.22. Reometro de deformacion controlada ARES.

Propiedades morfologicas

Microscopia Confocal: LLa masa seleccionada fue observada con el

microscopio confocal LSM7 DUO (Alemania) (Figura 2.23), usando luz
transmitida, con el objetivo de evaluar el grado de mezcla entre la
glicerina y el concentrado proteico. La lente usada fue de x/00 usando el
laser de Argon a una longitud de onda de excitacion de 488 y la emision
fue recogida entre 520 y 690 nm. En este caso se aprovecha el hecho de
que las proteinas de guisante son autoflorescentes (Novak, 2011).

(=
ey

Figura 2.23. Microscopio confocal LSM7 DUO.
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2.2.2.3 Caracterizacion de los bioplasticos proteicos
Una vez que se han conformado los bioplésticos, se procede a

caracterizarlos. A continuacion, se describen los ensayos realizados:

Propiedades fisicoquimicas

Grado de entrecruzamiento: El grado de entrecruzamiento se determina

con la finalidad de evaluar las modificaciones producidas en la
microestructura de los bioplasticos con la adicion de la etapa de
entrecruzamiento. Para ello, se utiliza el mismo protocolo usado en
trabajos anteriores (Jiménez-Rosado et al., 2020; Zarate-Ramirez et al.,
2014c). Este protocolo consiste en desnaturalizar la proteina no
entrecruzada durante la elaboracion del bioplastico para solubilizarla y
poder calcular su concentracion. Asi, se prepara una disolucion
desnaturalizante fresca consistente en una mezcla de 0,086 mol/L de tris
base, 0,045 mmol/L de glicina, 2 mmol/L EDTA, 10 g/L de
dodecilsulfato de sodio (SDS) a pH 6. Una porcién de cada bioplastico
(15x10x1 mm?) se sumerge en 10 mL de esta disolucién desnaturalizante
durante 2 h en agitacion magnética a 500 rpm. Tras estas 2 h el
biopléstico se retira y se procede a evaluar la proteina disuelta en la
disolucidn, la cual corresponde con la proteina no entrecruzada del
bioplastico. Esta fraccion de proteinas se determina a través del método
de Lowry (Markwell et al., 1978).

Para seguir el método Lowry, a I mL de muestra se le afiade 3 mL de
reactivo C. Este reactivo se prepara mezclando el reactivo A (consistente
en 30 g de Na,COs3, 4 g de NaOH, 1,6 g de tartrato sodio-potasioy 10 g
SDS disueltos en 1 L de agua MiliQ) y B (consistente en 2 g de CuSOq4
disueltos en 50 mL de agua destilada) en una proporcion 100:1. Esta
mezcla se deja incubar durante 20 min a temperatura ambiente. A

continuacion, se le afaden 0,3 mL de reactivo de Folin previamente
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diluido 1:1 con agua destilada. La mezcla se deja incubar nuevamente
durante 45 min en oscuridad, donde se tefiira de azul dependiendo de la
cantidad de proteina disuelta. Este color azul se mide mediante un
espectrofotometro Genesys20 (Thermo Scientific, EE.UU.) a 660 nm
(Figura 2.15).

Cabe recalcar que todo este procedimiento se realiza también con un
bioplastico de referencia (control) sin ningin tratamiento de
entrecruzamiento y con la disolucion desnaturalizante sin ningun
bioplastico (blanco). El grado de entrecruzamiento de cada bioplastico
se estima en relacion con el control (0% entrecruzado) y el blanco (100%
entrecruzado) a través de una recta de regresion. De esta forma, el
entrecruzamiento producido a los bioplasticos por los diferentes
tratamientos de entrecruzamientos estudiados puede evaluarse respecto
al biopléstico procesado por el método tradicional (sin ningun

tratamiento de entrecruzamiento).

Transparencia: Las medidas de transparencia se llevan a cabo en un
espectrofotometro Genesys-20 (Thermo Scientific, EE.UU.) (Figura
2.15). En este dispositivo se mide la transmitancia (%) de muestras
rectangulares, 1 mm de espesor, a una longitud de onda seleccionada de

600 nm. El aire es usado como blanco (100% de transmitancia).

Con el objeto de comparar adecuadamente los indices de refraccion en
funcion del contenido de cada una de las proteinas se plantean el indice
de transparencia (IT) (Ecuacion 2.5), normalizando el valor de la
transmitancia con el valor de la misma para el biopléstico tomado como

referencia.

IT % Transmitancia

= 100 2.5
%Transmitancia de Bioplastico de referencia (A) (25)

62



Materiales y Métodos

Color: El color se analizo utilizando un espectrocolorimetro KONICA
MINOLTA CM-700D (Japon) (Figura 2.18). Se utiliz6 el promedio de 5
escaneos para determinar el valor de a y b como las coordenadas
cromaticas CIELAB y L* como la luminosidad perceptual de cada
sistema. Para comparar los diferentes sistemas se obtuvieron Aa, Aby AL

como la diferencia entre cada sistema y el sistema de referencia.

Angulo de contacto: La hidrofobicidad de los bioplasticos se ha

determinado con medidas de angulo de contacto utilizando el anélisis de
la gota sésil (5 pL) con un tensiometro oOptico (Theta Flex, Biolin

Scientific) (Figura 2.24).

Figura 2.24. Tensiometro optico (Theta Flex, Biolin Scientific)

El valor del angulo de contacto se ha obtenido a partir del valor promedio
de los angulos obtenidos a izquierda y derecha de la gota (Figura 2.25).

Angulo = (x+y) /2

Figura 2.25. Ilustracion del cdlculo del dngulo de contacto
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Propiedades mecanicas

Ensayos de flexioén: Se llevaron a cabo ensayos de flexion siguiendo la

norma D5023 y utilizando probetas rectangulares en un analizador
mecanico-dinamico RSA3 (TA Instruments, EE.UU.) con una geometria
“dual cantilever” (Figura 2.26). Para ello, la probeta se sujeta por los
extremos mientras se somete a flexion oscilatoria en el centro. En primer
lugar, se realizaron barridos de deformacion (0,002-1% de deformacion
a una frecuencia constante de 1 Hz) para evaluar el rango viscoelastico
lineal de los diferentes sistemas. Luego, se realizaron barridos de
frecuencia (0,02-20 Hz) a una deformacion constante dentro del rango
viscoelastico lineal obtenido de barridos de deformacion realizados
anteriormente. Todos los ensayos se realizaron a temperatura ambiente.
En estos ensayos se recogen los valores de los modulos viscoelasticos
(E> y E” correspondientes a los moddulos eldsticos y viscosos,
respectivamente) asi como la relacion entre ellos (tan 8 = E’/E’). E’ y
tan (8) a 1 Hz (E’1 y tan (8)1 respectivamente) fueron seleccionados y

tabulados para una mejor comparacion entre los sistemas.

Figura 2.26. Analizador dindmico-mecdnico RSA3 y geometria “dual cantilever” utilizada.

Ensayos de traccién: Uno de los ensayos realizados para determinar

alguna de las propiedades mecanicas de los bioplasticos se realizan
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ensayos de elongacion hasta la ruptura de las probetas, de acuerdo a la
norma ISO 527-2:1993, empleando la maquina universal de ensayos
“Insight” 10 kN de MTS (EE.UU.). Este equipo consiste en un bastidor
rectangular con una célula de carga sujeta a un miembro transversal, una
base y dos columnas verticales. El cabezal con la célula de carga se
desplaza verticalmente entre las dos columnas, conducido por el
movimiento de los tornillos de bola con los que se conecta a las
columnas. Las probetas se sujetan al sistema por dos mordazas (Figura
2.27). Al iniciar el ensayo el extremo inferior de la probeta queda fijo,
conectado a la base por la mordaza inferior, mientras el extremo superior
es arrastrado por el cabezal sujeto a la otra mordaza, extendiendo asi la
probeta. Cuando el equipo detecta el umbral de ruptura el ensayo se
detiene. Durante el ensayo se mide carga y desplazamiento en funcién
del tiempo. Los ensayos de traccion se realizan sobre al menos 4 probetas
por sistema, empleando probetas definidas por la norma ISO 527-2 (ISO
527-2:2012. Plastics—Determination of Tensile Properties-Part 2: Test
Conditions for Moulding and Extrusion Plastics,2012) y una velocidad
extensional de 10 mm/min a temperatura ambiente. En los ensayos de
traccién vamos a estudiar como influyen las condiciones de inyeccion en

la deformacion en la rotura, el modulo de Young y el esfuerzo maximo.

- 4

E—

Figura 2.27. Mdquina universal de ensayos “Insight”
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Propiedades funcionales

Capacidad de absorcion de agua: La capacidad de absorcion de agua de
los bioplasticos se mide de acuerdo con la norma ASTM D570 (4STM
D570-98: Standard Test Method for Water Absorption Of Plastics,

2005), método estandarizado para la determinacion de absorcion de agua
en plasticos. Para tal fin se utilizan las probetas rectangulares. Las
muestras se someten a secado (acondicionamiento) en estufa a 50 + 2°C
durante unas 1-2 horas para determinar su peso en seco, luego se
introducen en agua destilada y se pesan a las 24 horas de inmersion. Por
ultimo, se someten de nuevo a secado (re-acondicionamiento) y se pesan
para determinar la perdida de material soluble. Todos los ensayos se
realizan por triplicado a temperatura ambiente.

De acuerdo a la metodologia seguida, la capacidad de absorcion de agua
y la pérdida de material soluble se determinan mediante las siguientes

ecuaciones (Ecuaciones 2.6 y 2.7):

Peso Himedo — Peso Seco Inicial

% Absorcion Agua = 100  (2.6)

Peso Seco Inicial

Peso Seco Inicial—Peso Seco Final

% Pérdida Soluble =

100 (2.7)

Peso Seco Inicial

Estudios de biodegradabilidad: La biodegradabilidad de los bioplasticos

se ha medido de manera indirecta evaluando la compostabilidad. Dicho
estudio se ha llevado a cabo enterrando los bioplasticos a temperatura
ambiente en un medio de compostaje con una saturacion en agua del 80%
(2:1 tierras de cultivo: compost, la misma proporcion de materiales
inertes/organicos especificada por ISO 20200 (ISO 20200:2004. Plastics
— Determination of the Degree of Disintegration of Plastic Materials

under Simulated Composting Conditions in a Laboratory-Scale Test,
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2004). Se evaluaron al menos tres bioplésticos rectangulares de cada
sistema desenterrandolos para ser evaluados visualmente en diferentes
dias, tomandose fotografias de todos los sistemas para este fin. El ensayo
finaliza cuando el bioplastico no pudo ser desenterrado (tiempo total de

degradacion).

2.2.3. Analisis estadistico

Se realizaron al menos tres repeticiones para cada medicion. La prueba t
de Student y el anélisis de varianza unidireccional (p<0,05) se realizaron
utilizando PASW Statistics para Windows (Version 18: SPSS, Chicago,
IL). Se calcularon las desviaciones estdndar para los parametros

seleccionados.
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3.1 Caracterizacion de la materia prima

3.1.1. Caracterizacion de la harina de guisante
3.1.1.1 Composicion quimica y aminoacidica

La composicion quimica de la harina de guisante se muestra en la Tabla

3.1.

Tabla 3.1. Composicion quimica de la harina de guisante

COMPOSICION

Materia Pri
atena Frima Proteina (%) Cenizas (%) Lipidos (%) Humedad (%)

Harina de

. 89,5+ 0,7 35+0,2 1,4+0,6 5,1+0,1
Guisante

La cantidad de proteina se ha obtenido multiplicando la cantidad de
nitrégeno, obtenido mediante microanalisis, por el factor 6,25 (Etheridge
et al., 1998). Como la concentracion de proteina presente es superior a
un 90% en base seca, se puede considerar como aislado proteico segun
la clasificacion de Pearson (1983). Por otro lado, y utilizando los
métodos expuestos en la parte experimental se llegan a encontrar bajos
porcentajes de cenizas, lipidos y humedad. Estos resultados son similares
a los obtenidos por Tomoskozi et al. (2001).

Ademas, la Tabla 3.2 muestra la composicion aminoacidica del aislado
proteico de guisante. El perfil aminoacidico muestra que los 4cidos
glutdmico y aspartico como los aminoacidos presentes en una mayor
proporcién (17,4 and 11,9 g/100g, respectivamente). Ademads, presenta
un elevado contenido en lisina, leucina y arginina (8,2; 7,9 y 8,6 g/100g,
respectivamente). Resultados similares fueron encontrados por otros
autores para el aislado proteico de guisante (Gorissen et al., 2018;

Leterme et al., 1990).
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Tabla 3.2. Composicion aminoacidica de la proteina de guisante (g/100g). *se refiere a los

aminodcidos esenciales.

Aminoacido Proteina de guisante
Alanina 4,1+0,1
Arginina 8,6+0,1

Acido aspartico 11,9+ 0,1
Cisteina 1,8 +0,1
Acido glutamico 17,4+0,1
Glicina 3,8+£0,1
Histidina* 1,9+0,1

Isoleucina* 3,3+0,1
Leucina* 7,9+0,1
Lisina* 8,2+0,1

Metionina* 0,7+0,1

Fenilalanina* 5,3+0,1
Prolina 3,6+0,1

Serina 54+0,1
Treonina* 34+0,1

Triptofano* 0,2+0,1
Tirosina 3,4+0,1
Valina* 3,6+0,1

3.1.1.2 Electroforesis

En la Figura 3.1 se puede observar las bandas resultantes de la
electroforesis del aislado proteico de guisante donde aparecen las
distintas fracciones proteicas. Es importante mencionar que la movilidad
de cada fraccion proteica depende de su tamaino. Cuanto mas grandes son
las fracciones, mas dificultades encuentran para moverse a través de la
red interna del gel de electroforesis y, por tanto, aparecen en la zona alta
de la figura y viceversa. Por lo tanto, a partir de los pesos moleculares
del patrén, se puede calcular el peso de las siete fracciones proteicas,

comprobando qué proteina se corresponde con cada peso molecular

(PM).
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Figura 3.1. SDS-PAGE Electroforesis del aislado proteico de guisante.

La presente placa de electroforesis (Figura 3.1) muestra bandas entre 13
y 97 kDa que proceden principalmente de legumina y vicilina. Esta
ultima es una proteina trimérica compuesta de 3 subunidades
polipeptidicas principales con un peso molecular de 30-35, 50 y 70 kDa
(ésta ultima recibe el nombre de convicilina), ademéas de otros
componentes de menor PM (12,5-19 kDa) (Shand et al., 2007; Taherian
et al., 2011). Por otro lado, se observan una sefal a 23 kDa a pH =3 que
corresponde con la subunidad bésica (B) (19-22 kDa) de la legumina y
una sefal caracteristica a 38 kDa a pH= 10 correspondiente a su
subunidad 4cida (a) (38-40 kDa), que aparece sobre todo en condiciones
reductoras de acuerdo a los encontrado por otros autores (Liang & Tang,
2013; Shand et al., 2007; Taherian et al., 2011). La fraccion proteica que
se corresponde con el peso molecular mas elevado (90-97 kDa) es la
lipooxigenasa, que suele aparecer en proteinas de leguminosas, tales
como soja como de guisante (Liang & Tang, 2013; Shand et al., 2007).

Los resultados se encuentran resumidos en la Tabla 3.3.
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Tabla 3.3. Fracciones proteicas del aislado proteico de guisante identificadas en funcion del

analisis y en comparacion con la bibliografia

Peso Molecular

Peso encontrado en

Patron Sefial | p M.) (kDa) Proteina bibliografia (kDa)

Marca | P.M. (kDa) 1 13 Vicilina 12,5-19

1 10 18 Vicilina 12,5-19

2 15 23 Legumina 19-22

Basica

3 37 4 38 Legumina Acida 38-40

4 50 5 47 Vicilina 50

5 75 6 73 Convicilina 70

6 100 7 97 Lipooxigenasa 90-97

7 150

8 250

3.1.1.3 Solubilidad proteica y Potencial-Z

Los valores de solubilidad y potencial-Z de la proteina de guisante se

muestra en la Figura 3.2.
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Figura 3.2. Solubilidad proteica (%) y Potencial-Z (mV) de la proteina de guisante.
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Se puede observar como para la proteina de guisante, la solubilidad
alcanza unos valores maximos cercanos al 30 %. El perfil obtenido
concuerda con anteriores estudios llevados a cabo por otros autores,
apareciendo un minimo de solubilidad entre pH 4-6 que corresponde con
su punto isoeléctrico (Osen et al., 2014; Shand et al., 2007). Por otro
lado, el perfil de potencial-Z mostrdé un cambio en el potencial eléctrico
de valores positivos a negativos de pH acido a basico, pasando por un
valor nulo cercano a pH 4-6, coincidiendo con el perfil de solubilidad de

la proteina de guisante.

3.1.1.4 Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR)

El espectro FTIR de la proteina de guisante se muestra en la Figura 3.3.

1.0 H

1236 cm”

@ -1
= 3285 cm
2 0.91
S
e
n
E 1630 cm”’
= 08
Proteina de guisante
07 T T T T T T
4000 3000 2000 1000

Numero de onda (cm'1)

Figura 3.3. Espectro FTIR de la proteina de guisante.

A partir de dicho perfil se han obtenido los picos mas destacados,

encontrandose resumidos en la Tabla 3.4.
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Tabla 3.4. Picos y asignaciones observados en el espectro FTIR para la proteina de guisante.

PICO (cm™)
SENAL | REGION Proteina de ASIGNACION REFERENCIA
Guisante
A Amida A 3285 Tension N-H
Tensiod imétri
B Amida B 2917 enswncﬁlme riea (Muyonga et al.,
? 2004)
c 2848 Tension simétrica
CH,
D Amida I 1630 Tension C=0 (Vidal & Mello,
2011)
Flexiéon N-H
E Amida IT 1520 acoplada con
Tension C-N
. 1396 Vibracion CH, de | (Tirker-Kaya &
la prolina Huck, 2017)
G Amida IIT 1236 Flexion N-H
1062 Tension cadena

El espectro obtenido para la proteina de guisante presenta picos
caracteristicos de FTIR seglin la tension y la flexion de sus diferentes
enlaces. Una banda correspondiente a la tension N-H (sefial Amida A)
aparece en el rango 3400-3200 cm™!, ocurriendo a 3285 cm™! para la
proteina de guisante. Otra sefial asociada a la tension asimétrica de CH»
se presenta entre 2940 y 2900 cm! (sefial de Amida B, mostrada en 2917
cm’' para el guisante). Ademas, la absorcion de la banda amida I
producida por la tension C=O estd entre 1700-1600 cm’, siendo
caracteristica para la proteina de guisante a 1630 cm™'. Finalmente, las
sefales para la flexion N-H (bandas Amida II y III) se presentan en el
rango 1550-1520 cm! 'y 1245-1235 cm’!, respectivamente.
Especificamente, para la proteina de guisante, estas sefiales aparecen a

1520y 1236 cm™! (Tiirker-Kaya & Huck, 2017).
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3.2 Optimizacion de las condiciones de procesado

3.2.1. Evaluacion de la etapa de mezclado

Durante el mezclado se lleva a cabo un control de la temperatura y
registrando el par de torsion a lo largo del tiempo con el objeto de
optimizar las condiciones de mezclado. Esto es, obtener una masa
homogénea (buen grado de mezcla) evitando tiempos muy elevados, ya
que supondrian una estructuracion de la masa al empezar a ocurrir
reacciones de entrecruzamiento.

El primer paso es la eleccion de wuna adecuada mezcla
proteina/plastificante que permita llevar a cabo el proceso de inyeccion
de manera Optima. Para ver qué cantidad era la Optima para crear el
biopléstico, se estudiaron cuatro mezclas con diferentes proporciones de
aislado proteico de guisante y glicerina: 50/50, 60/40, 70/30 y 80/20
(porcentaje en peso, p/p). Las masas se han preparado controlando el par
de torsion y la temperatura de la mezcla (60 minutos, 50 rpm y 25 °C).
En la Figura 3.4 se muestran los perfiles del par de torsién y de
temperatura obtenidos experimentalmente para un tiempo determinado
(60 minutos) para cada una de las diferentes proporciones de aislado
proteico de guisante y glicerina. A partir de las imagenes obtenidas de
las masas anteriores se han rechazado las concentraciones 80/20 y 70/30
al ser demasiado pulverulenta debido a que no tienen suficiente
plastificante (Figuras 3.4F y 3.4H), lo que se comprueba por su perfil al
tener un par de torsidon muy elevado e irregular y un marcado aumento
abrupto de la temperatura desde los primeros momentos de mezclado.
Ademas, la mezcla 50/50 es demasiado liquida por tener un exceso de
glicerina en la mezcla (Figura 3.4B), haciendo que el par de torsion se
mantenga muy bajo en todo momento (entre 1,5y 2 N-m) y evidenciando

una exudacion del plastificante.
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Figura 3.4. Perfil de mezclado e imdgenes de las masas obtenidas: (A) y (B) (50/50), (C) y
(D) (60/40), (E) y (F) (70/30) y (G) y (H) (8020).
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En este sentido, se selecciona la proporcion 60/40 como la mas adecuada
para la fabricacion de bioplésticos. A continuacion, una vez decidida cual
sera la proporcion adecuada (60/40), se debe de comprobar qué tiempo
de mezclado sera el 6ptimo, escogiendo zonas donde el par se mantenga
constante y no se produzcan aumentos del par de torsion y de la
temperatura relacionados con reacciones de entrecruzamiento.

En la siguiente figura (Figura 3.5) se muestra el perfil del par de torsién
y temperatura para la mezcla preparada (60/40) durante los 60 minutos
de mezclado. Para la mezcla se seleccionaron, de forma preliminar, tres
posibles tiempos de mezclado: uno correspondiente con el minimo par
de torsion, otro cuando se produce el aumento del par de torsion y un

tercero cuando el par de torsion ya se encuentra estabilizado.
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Figura 3.5. Evolucion del par de torsion y temperatura durante el mezclado. Fotografias de
las masas de aislado proteico de guisante/glicerina (60/40) con diferentes tiempos de
mezclado
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En primer lugar, se rechaza el tiempo de mezclado mas elevado ya que
se estan produciendo fendémenos de entrecruzamiento que se constata
con el aumento de temperatura observado (ademas de tratarse de una
mezcla bastante pulverulenta). Para distinguir entre los dos tiempos de
mezclado mas bajos, se escoge la de menor tiempo de mezclado (10 min)
evitando asi los efectos de entrecruzamiento relacionados con un
tratamiento prolongado a una elevada temperatura y por presentar los
menores valores de SME (611 kJ/kg a los 10 min frente a 873 kJ/kg a los
21 min).

Con el fin de optimizar las condiciones de inyeccion se ha estudiado el
comportamiento reoldgico de la masa seleccionada. El objetivo es
conseguir la maxima eficiencia en el flujo de la masa desde la camara de
preinyeccion al molde. Para ello la viscosidad de la mezcla ha de ser
minima para que la energia que se precise para la inyeccion sea menor.
Ademas, al ser minima la viscosidad la presion aplicada en la inyeccion
es minima, facilitando el llenado y la homogeneidad del molde, dando
lugar a mejores piezas plasticas con comportamientos mas reproducibles.
Para el estudio de la viscosidad con la temperatura, se realizaron rampas
de temperaturas (Figura 3.6), monitorizando la evolucion de la
viscosidad compleja. En todo el intervalo de temperatura, G’ se
encuentra por encima de G’’ ya que, en todos los casos estudiados la
masa tiene mas caracter elastico que viscoso. Se observa que, para la
mezcla seleccionada, el minimo de viscosidad compleja se encuentra en
el rango de temperatura entre 65 y 80 °C. Esta informacion es de utilidad
para el procesado por inyeccion, en concreto para la seleccion de las
temperaturas de trabajo. Por un lado, en la cdmara de pre-inyeccion se
debe elegir una temperatura proxima al minimo de viscosidad para

permitir que fluya la muestra hacia el molde (50-60 °C), por otro, en el
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molde se ha de escoger una temperatura elevada para que tenga lugar la

estructuracion del material.
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Figura 3.6. Rampa de temperatura de la masa 60/40 (proteina/glicerina)

A continuacién, en la Figura 3.7 se muestran las imagenes de

microscopia confocal del sistema seleccionado.

Figura 3.7. Imdgenes de microscopia confocal (A) fluorescencia, (B) luz transmitida y (C) la
superposicion de ambas para la masa obtenida para el sistema seleccionado con un aumento
del 40x.

Esta técnica se emplea con el objetivo de comprobar de manera

cualitativa la homogeneidad (grado de mezcla) de las mezclas tras el
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proceso de mezclado. En la figura anterior se pueden observar tres
imagenes del sistema estudiado. La primera imagen (Figura 3.7A)
corresponde a la fluorescencia hallada en la muestra que en este caso
corresponde a las proteinas de guisante que se ha observado que son
autoflorescentes (Haynes et al., 2004). La segunda imagen (Figura 3.7B)
corresponde a la reflexion con tonalidades de grises y permite ver la
perspectiva tridimensional de los granos de la mezcla. Finalmente, la
Figura 3.7C corresponde a la que tiene tonos de grises y verde, siendo
una union de las dos anteriores. De acuerdo con lo observado en las
imagenes, se puede comprobar que el sistema presenta una buena
homogeneizacion al mostrar una distribucion homogénea de color por

toda la imagen.
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3.2.2. Evaluacion de la etapa de inyeccion
Tras los resultados obtenidos de los barridos de calorimetria diferencial
y de las rampas de temperatura, se seleccionan las condiciones para la
inyeccion de las masas. La temperatura de la camara de pre-inyeccion de
referencia de la masa es de 50 °C, temperatura cercana al minimo de
viscosidad. Se selecciona una temperatura del molde de 130 °C la cual
no alcanza la temperatura de desintegracion de la proteina, pero permite
una adecuada estructuracion. Por altimo, tanto la presion de inyeccion
como el tiempo en el molde se tomaron a 500 bar y 200 s por estudios
previos que demostraron que con esos parametros se obtenia una probeta
adecuada (Félix et al., 2014). A partir de esas condiciones de referencia
se iran modificando algunos parametros (la temperatura del molde, el
tiempo en el molde y la presion de inyeccion) para ver como influyen en
las probetas finales de bioplasticos. La variaciéon de estos parametros
durante el proceso de inyeccion son los siguientes:

- Temperatura del molde: 110, 130y 150 °C

- Tiempo en el molde: 100, 200 y 300 s

- Presion de Inyeccion: 100, 300, 500 y 900 bar
En la Tabla 3.5 se presentan las condiciones de inyeccion llevadas a cabo

para la obtencion de los bioplasticos estudiados.

Tabla 3.5. Condiciones de inyeccion seleccionadas para los diferentes sistemas

Temperatura | Temperatura Presion Tiempo en

SISTEMAS Cilinl:iro °O) Mofde °O) Inyeccion (bar) Mol(:)e (s)
Referencia 50 130 500 200
Tiempo en el 50 130 500 100
molde 50 130 500 300
Temperatura 50 110 500 200
en molde 50 150 500 200
., 50 130 100 200
Eisefflfﬁ 50 130 300 200
50 130 900 200
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A cada grupo de sistemas con condiciones diferentes se les ha designado
con una letra, teniendo 4 grandes grupos: Sistema de referencia,
variacion del tiempo en el molde, variacion de temperatura del molde y

variacion de la presion de inyeccion.

Efecto temperatura

Referencia Efecto tiempo en molde del molde Efecto presion de inyeccion
130°C 130°C 130°C 110°C 150 °C 130 °C 130°C 130 °C
500 bar 500 bar 500 bar 500 bar 500 bar 100 bar 300 bar 900 bar
200s 100 s 300s 200s 200s 200s 200s 200s

Figura 3.8. Imdgenes de los biopldsticos resultantes de las diferentes condiciones estudiadas

Tal y como puede verse en la Figura 3.8, todas las probetas presentan
una apariencia similar a la tomada como estandar o referencia, salvo la
probeta procesada a 150 °C que se descarta al estar quemada como

consecuencia de la elevada temperatura utilizada.

3.2.2.1. Efecto de la temperatura del molde

En primer lugar, se estudia el efecto de la temperatura del molde (110 y
130 °C) (Tabla 3.5) sobre las propiedades mecanicas y funcionales de los
bioplasticos obtenidos a partir de proteina de guisante. La Figura 3.9
muestra los resultados de los ensayos de traccion hasta rotura.

Todas las curvas esfuerzo—deformacion presentan una elevada pendiente
inicial (que se corresponde con el modulo de Young), debido a una buena
resistencia a bajas deformaciones (85 y 50 MPa para los sistemas

obtenidos a 110 y 130 °C, respectivamente). A continuacién, va
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disminuyendo la pendiente hasta que finalmente se produce la rotura de

las probetas. En este punto de rotura se produce una caida subita en el

valor del esfuerzo. Los valores inmediatamente anteriores a la ruptura

proporcionan los parametros

deformacion en la rotura.

3

denominados esfuerzo maximo y

Esfuerzo (MPa)

—110°C
—130°C

0 20

40 60

Deformacion (%)

80

Figura 3.9. Perfiles de traccion de biopldsticos de guisante obtenidos variando la
temperatura de molde (110 y 130 °C)

A partir de los perfiles de traccion se obtienen los diferentes parametros

(mddulo de Young, esfuerzo méaximo y deformacion en la rotura)

mostrados en la Tabla 3.6.

Tabla 3.6. Parametros obtenidos a partir de los ensayos de traccion: Modulo de Young
(MPa), esfuerzo mdaximo (MPa) y deformacion en la rotura (%) de bioplasticos de guisante
obtenidos variando la temperatura de molde (110 y 130 °C)

Temperatura Médulo de Esfuerzo Deformacion en
del Molde Young (MPa) maximo (MPa) la rotura (%)
110 °C 84,56 + 1,88 4 2,82 £0,34* 56,8 £2,5¢
130 °C 59,58 +5958 2,83+0,32° 71,8+£2,0¢
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Comparando los datos obtenidos para las probetas de referencia y para
aquellas elaboradas a una temperatura de molde inferior se observa que
el esfuerzo maximo se mantiene constante, mientras que el modulo de
Young aumenta al disminuir la temperatura del molde. Sin embargo, la
deformacion en la rotura disminuye cuando la temperatura del molde es
menor. En otras palabras, un aumento de la temperatura del molde
produce sistemas menos rigidos y mas deformables.

Ademas de evaluar las propiedades mecanicas, se han analizado la
capacidad de absorcion de agua y la transparencia de los sistemas. La
evolucion de la capacidad de absorcion de agua de los sistemas con la

temperatura del molde se muestra en la Figura 3.10.
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Figura 3.10. Capacidad de absorcion de agua y pérdida de material soluble de biopldsticos de
guisante obtenidos variando la temperatura de molde (110 y 130 °C)

Tal y como puede comprobarse, la pérdida de material soluble se sitia
en torno un 45-48%, correspondiéndose con la cantidad de glicerina
presente (un 40%), ademas de un pequeio porcentaje de proteina debido

a su alta solubilidad. Por otro lado, la capacidad de absorcion de agua es
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muy elevada, situandose por encima del 90%, denotando el carécter
hidrofilico de estos sistemas. Los valores de absorcidon son superiores
cuando la temperatura del molde es inferior, probablemente debido a la
menor estructuracion de la probeta de bioplasticos, como consecuencia
de un menor grado de entrecruzamientos inducidos durante el procesado.
Por otra parte, el estudio de la transparencia (Figura 3.11) de las probetas
revel6 que al aumentar la temperatura del molde disminuye Ia
transparencia de la probeta obtenida. La transparencia de las probetas
disminuye cuanto mas cristalinas sean (Menges et al., 2002), por lo tanto,
el aumento de la temperatura de molde aumenta la cristalinidad de los
sistemas.

1.2

7o 1.0

IT (-

0.8

110 °C 130 °C
Temperatura del molde (°C)

Figura 3.11. Indice de transparencia (IT) de bioplisticos de guisante obtenidos
variando la temperatura de molde (110 y 130 °C).

3.2.2.2. Efecto del tiempo en el molde

En este caso se han estudiado diferentes tiempos de permanencia en el
molde para conocer como influye en la conformacion del biopléstico.
Para ello, se han fijado las condiciones de procesado y Unicamente se

modifica el tiempo en el molde (100, 200 y 300 s) (Tabla 3.5).
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Al igual que en el estudio anterior, primero se han analizado las
propiedades mecanicas de los sistemas, obteniéndose unos perfiles de
traccion similares independientemente del tiempo en el molde (Figura
3.12). Los parametros de traccion obtenidos a partir de la Figura 3.12 se

muestran en la Tabla 3.7.
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Figura 3.12. Perfiles de traccion de bioplasticos de guisante obtenidos variando el
tiempo de residencia en el molde (100, 200y 300 s)

De acuerdo a los datos obtenidos, el tiempo en el molde no influye en el
modulo de Young ya que los valores para los tres sistemas no muestran
diferencias significativas. Otro parametro que no se ve afectado es el
esfuerzo maximo ya que los tres sistemas presentan practicamente el
mismo valor. Sin embargo, la deformacion en la rotura varia
significativamente con el tiempo en el molde, ya que al aumentar el
tiempo en el molde el valor de la deformacion es mayor. Es un efecto
bien conocido el hecho de que al aumentar el Modulo de Young se
produzca un descenso de la deformacion y viceversa (Beltran Rico &

Marcilla Gomis, 2012).
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Tabla 3.7. Parametros obtenidos a partir de los ensayos de traccion: Modulo de Young
(MPa), esfuerzo mdaximo (MPa) y deformacion en la rotura (%) de biopldsticos de guisante
obtenidos variando el tiempo de residencia en el molde (100, 200y 300 s)

Tiempo en Médulo de Esfuerzo Deformacion en
el molde Young (MPa) | maximo (MPa) la rotura (%)
100 s 65,25+5,344 2,78 +0,28 * 61,7+39°?
200 s 59,58 £5954 2,83 +0,32¢ 71,8+2,0°
300 s 60,54 £ 3,16 4 3,02+0,11¢ 78,6+2,7°

Por otra parte, la Figura 3.13 muestra la influencia del tiempo en el molde

sobre la capacidad de absorcion de agua de los bioplasticos obtenidos.
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Figura 3.13. Capacidad de absorcion de agua y pérdida de material soluble de bioplasticos de
guisante obtenidos variando el tiempo de residencia en el molde (100, 200y 300 s)
En este caso, al igual que sucedia en los sistemas anteriores, la pérdida
de material soluble se encuentra proxima al 40 % coincidiendo de nuevo
ese valor con la cantidad de glicerina presente en las probetas. Por otra
parte, la cantidad de agua que la probeta es capaz de absorber depende
del tiempo que la probeta se encuentre en el molde, ya que conforme
aumenta el tiempo, la capacidad para absorber agua de las probetas

disminuye para un tiempo de 100 s 0 300 s en el molde, el porcentaje de
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absorcion de agua no supera el 100%, mientras que para 200 s supera el
100% de absorcion.

La evolucion de la transparencia de los sistemas se muestra en la Figura
3.14. El indice de transparencia (IT) es menor para el sistema a 300 s que
para 100 s, situdndose el sistema de referencia en una zona intermedia.
Esto quiere decir que la cristalinidad de las probetas aumenta conforme

aumenta el tiempo en el molde (Menges et al., 2002).

1.2

IT (-)

0.8

100 s 200's 300s
Tiempo en molde (s)

Figura 3.14. Indice de transparencia (IT) de biopldsticos de guisante obtenidos
variando el tiempo de residencia en el molde (100, 200 y 300 s)

3.2.2.3. Efecto de la presion de inyeccion

Por tltimo, se ha estudiado el efecto de la presion de inyeccion sobre las
propiedades de los bioplasticos de proteina de guisante. Para ello, se fijan
las condiciones de procesado (50 °C de temperatura en la cdmara de pre-
inyeccion, 130 °C de temperatura de molde y 200 s de tiempo en el
molde) y unicamente se modifica la presion de inyeccion (100, 300, 500

y 900 bar) (Tabla 3.5).
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Figura 3.15. Perfiles de traccion de bioplasticos de guisante obtenidos variando la
presion de inyeccion (100, 300, 500 y 900 bar)

Tal y como se observa en la Figura 3.15 y en la Tabla 3.8, la presion de

inyeccion no afecta ni al modulo de Young (en el rango entre 53 y 59

MPa) ni al esfuerzo maximo (en el rango entre 2,6 y 2,8 MPa) ya que los

valores obtenidos no son significativamente diferentes. Sin embargo,

donde se observa una mayor variacion es en la deformacion en rotura, ya

que al aumentar la presion de 100 bar a presiones superiores se observa

un aumento en la deformacién, sin observar diferencias significativas

entre los sistemas de 300, 500 y 900 bar.

Tabla 3.8. Parametros obtenidos a partir de los ensayos de traccion: Modulo de Young
(MPa), esfuerzo mdaximo (MPa) y deformacion en la rotura (%) de bioplasticos de guisante
obtenidos variando la presion de inyeccion (100, 300, 500 y 900 bar).

Presion de Modulo de Esfuerzo Deformacién en
inyeccion Young (MPa) maximo (MPa) la rotura (%)
100 bar 53,61 £3,134 2,64+£0,19¢ 67,1 £32°2
300 bar 5594 +£1,634 2,72+0,21¢ 742+92°2
500 bar 59,58 £5,954 2,83+0,32¢ 71,8+2,02
900 bar 5823 +4,414 2,84+0,15¢ 80,1 £12,6°
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Por otra parte, tanto la pérdida de material soluble como la capacidad de
absorcion de agua no sufren cambios significativos con la presion de

inyeccion (Figura 3.16).
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Figura 3.16. Capacidad de absorcion de agua y pérdida de material soluble de bioplasticos de
guisante obtenidos variando la presion de inyeccion (100, 300, 500 y 900 bar)

Finalmente, la evolucion de la transparencia con la presion de inyeccion
(Figura 3.17) demuestra como presiones intermedias producen
bioplasticos con un grado de transparencia menor, es decir, con una

mayor cristalinidad.
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Figura 3.17. Indice de transparencia (IT) de biopldsticos de guisante obtenidos
variando la presion de inyeccion (100, 300, 500 y 900 bar)
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Considerando estas propiedades y aquellas obtenidas con las diferentes
condiciones de procesado estudiadas, los parametros de inyeccion mas

adecuados para llevar a cabo la fabricacion de bioplasticos son:
Temperatura de camara de pre-inyeccion: 50 °C

Temperatura de molde: 130 °C

Presion de inyeccion (tiempo de inyeccion): 500 bar (20 s)

Presion de post-inyeccion (tiempo de post-inyeccion): 200 bar (200 s)
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3.3 Efecto del entrecruzamiento en bioplasticos

basados en proteina de guisante

3.3.1. Efecto del entrecruzamiento fisico

El estudio del entrecruzamiento fisico sobre los bioplasticos proteicos se
ha realizado mediante la aplicacion de un tratamiento térmico a 50 °C
(durante 24 h) o 120 °C (durante 4 o 24 h); o mediante una etapa de
radiacion UV durante 30 minutos a diferentes intensidades (50, 120 y
500 mJ/cm?). Para ello, se va a comparar con un sistema de referencia
sin ningun tipo de tratamiento fisico adicional (inyectado a 500 bar en

un molde a 130 °C) (Tabla 3.5).

3.3.1.1. Influencia de un tratamiento térmico

La Tabla 3.9 muestra el grado de entrecruzamiento de los sistemas
modificados con un tratamiento térmico adicional. Los grados de
entrecruzamiento incluidos estan referidos al sistema de referencia sin

ningln tratamiento adicional.

Tabla 3.9. Grado de entrecruzamiento de los bioplasticos entrecruzados mediante un
tratamiento térmico (50 °C — 24 h, 120 °C — 4 h, 120 °C — 24 h). Se utilizé6 como referencia un
bioplastico proteico sin ningun método de entrecruzamiento. Ademas, se han incluido letras

diferentes como superindices para indicar diferencias significativas entre los valores.

SISTEMAS Grado.de
entrecruzamiento (%)
50°C—-24h 16,8294
Tratamiento 120°C —4h 14,4 +6,8 A
termico
120°C-24h 243+0,3B

De acuerdo con los resultados obtenidos, todos los sistemas presentaron

un grado de entrecruzamiento entre 14 y 25 % superior respecto al
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sistema de referencia, siendo mas significativo cuando el tratamiento
térmico se realiza a mayor temperatura y tiempo (24,3 + 0,3 % para el
sistema a 120 °C y 24 h).

Tal y como estudiaron otros autores, el desdoblamiento de la proteina se
produce al calentarse, lo que conduce a la ramificacion del biopolimero
hacia una estructura mas entrecruzada (Domenek et al., 2003).

A continuacion, se estudio la influencia del tratamiento térmico sobre la

apariencia de los bioplasticos (Figura 3.18).

50°C
24h
S
24h

Figura 3.18. Aspecto visual de biopldsticos a base de proteina de guisante sometidos a un
tratamiento térmico (50 °C — 24 h, 120 °C — 4 h, 120 °C — 24 h) o a radiacion UV (50, 120 and
500 mJ/cm?).

La aplicacion de un tratamiento térmico induce la formacion de enlaces
secundarios promovidos por la reaccion de Maillard, dando lugar a
bioplasticos con un color més oscuro/pardo (Gerrard & Brown, 2002;
Zarate-Ramirez et al., 2014a). Los resultados de los analisis de color se
resumen en la Tabla 3.10. El sistema entrecruzado a 50 °C es mas
brillante (4L>0) y mas amarillo (4b>0) que el sistema de referencia.
Ademas, los sistemas entrecruzados a 120 °C presentan un color mas
pardusco (4a>0y 4b<0), que también es mas oscuro (4L<0) a tiempos

mas prolongados (24 h).
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Tabla 3.10. Parametros de color de los biopldsticos entrecruzados mediante un tratamiento
térmico (50 °C — 24 h, 120 °C — 4 h, 120 °C — 24 h). Se utiliz6 como referencia un bioplastico
sin ningun método de entrecruzamiento.

SISTEMAS a da b 4b L* AL

Referencia 3,7+£0,2 - 13,1+0,8 - 31,5+ 0,6 -

50°C-24h 45+03 | 0,8 | 148+1,2 1,7 33,8+£0,7 | 2,4

120°C-4h 5701 | 20 | 11,204 | -1,9 31,7+0,3 0,2

120°C-24h | 49+0,1 1,3 8,2+0,1 -49 | 27,503 | 4,0

La Figura 3.19 muestra la evoluciéon del moédulo elastico con la
frecuencia para bioplasticos a base de proteina de guisante con y sin

tratamiento térmico.
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Figura 3.19. Barridos de frecuencia de los biopldsticos reforzados mediante un tratamiento
térmico (50 °C — 24 h, 120 °C — 4 h, 120 °C — 24 h). Se utiliz6 como referencia un biopldstico
sin ningtin método de entrecruzamiento.

Todos los perfiles muestran un comportamiento similar, con un ligero
aumento en los valores de E’ al aumentar el tiempo y la temperatura en
el rango de frecuencia estudiado. Comparando los diferentes sistemas, la
aplicacion del tratamiento térmico indujo un pronunciado aumento en el
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caracter elastico de los bioplasticos, como se muestra en la Tabla 3.10
por el marcado aumento en los valores de E'1 (1 Hz), desde 5,5+0,18 MPa
para el sistema de referencia hasta el rango 2600-3300 MPa para los
sistemas entrecruzados. Junto con el aumento de los valores de E’, se
produce una disminucion significativa de los valores de tan (d)1 (1 Hz).
El efecto fue mayor cuando se aplico mayor temperatura (120 °C) y
tiempo (24 h). Ademas, también se observa una ligera disminucion de la
pendiente con el tratamiento térmico, por lo tanto, una menor
dependencia de los valores de E’ con la frecuencia, dando lugar a

sistemas mas estables.

Tabla 3.11. Parametros obtenidos a partir de ensayos de flexion dinamica (modulo eldstico a
1 Hz, E’1; tangente de pérdidas a 1 Hz: tan (0)1) de los biopldsticos reforzados mediante un
tratamiento térmico (50 °C — 24 h, 120 °C — 4 h, 120 °C — 24 h). Ademas, se han incluido
letras diferentes como superindices para indicar diferencias significativas entre los valores
de cada columna.

SISTEMAS | E’; (Pa) - 107 tan ()

Referencia 0,55+0,184 | 0,220+0,010¢

50°C-24h 260,7+74% [ 0,214+0,011°

120°C-4h | 262,1+1558 | 0,187+0,004"

120°C-24h 3283+93¢ | 0,149+0,006"

Por otro lado, en cuanto a los ensayos de traccion, en la Figura 3.20 se

muestran los perfiles de los diferentes bioplasticos evaluados.
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Figura 3.20. Perfiles de traccion de biopldsticos de guisante reforzados mediante un
tratamiento térmico (50 °C — 24 h, 120 °C — 4 h, 120 °C — 24 h). Se utilizo como referencia un
bioplastico sin ningiin método de entrecruzamiento.

Los bioplasticos sometidos al tratamiento térmico de 120 °C mostraron
una marcada region elastica seguida de una pequefia zona plastica hasta
su rotura. Sin embargo, el sistema de referencia y el entrecruzado a 50
°C mostraron una region plastica mas extensa definida por la mayor
deformabilidad de estos sistemas.

En la Tabla 3.12 se muestra un resumen de los paradmetros obtenidos a
partir de los perfiles de esfuerzo-deformacion. El sistema a 50 °C no
presento diferencias significativas con respecto al sistema de referencia,
mientras que los sistemas entrecruzados a 120 °C mostraron un aumento
significativo tanto en el mddulo de Young como en el esfuerzo maximo,
aunque con una marcada reduccion de la deformacién a rotura. Por lo
tanto, el tratamiento térmico a 120 °C produjo sistemas mas rigidos y con

un caracter mas fragil.
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Tabla 3.12. Pardametros obtenidos a partir de los ensayos de traccion (mddulo de Young,
esfuerzo mdximo y deformacion a la rotura) de los biopldsticos reforzados mediante un
tratamiento térmico (50 °C — 24 h, 120 °C — 4 h, 120 °C — 24 h). Se utilizo como referencia un
bioplastico proteico sin ningun método de entrecruzamiento. Ademads, se han incluido letras
diferentes como superindices para indicar diferencias significativas entre los valores.

Médulo de Esfuerzo Deformacion en
SISTEMAS Young (MPa) maximo (MPa) la rotura (%)
Referencia 59,58 £ 8,954 2,83 +£0,322 71,8+2,0¢
50°C-24h 58,69+ 10,40 4 2,60+0,17° 66,4 +11,1¢
120°C-4h 216,91 £ 33,528 5,71+0,89° 18,2+3,9F
120°C -24h 238,28 £9,11 8B 7,92 +£0,28 ¢ 22,0+12,4P

En resumen, un tratamiento térmico a 120 °C (tanto a las 4 como a las 24
h) produjo bioplasticos mas rigidos y menos deformables, mientras que
la aplicacion de un tratamiento térmico a 50 °C no influyé en las
propiedades de traccion de los bioplasticos, aunque aumentd su modulo
elastico con respecto al sistema de referencia sin ningin método de
entrecruzamiento.

Por otra parte, la Figura 3.21 muestra la evolucion de la capacidad de
absorcion de agua y la pérdida de materia soluble de los bioplasticos a
base de proteina de guisante sometidos a un tratamiento térmico junto
con el sistema de referencia. De forma similar a las propiedades
mecanicas, los resultados del tratamiento térmico a 50 °C y 24 h fueron
similares a los del sistema de referencia, con una capacidad de absorcion
superior al 100 %. Ademas, el tratamiento térmico a 120 °C disminuy6
la capacidad de absorcion de agua de las probetas, disminuyendo un 22
% y un 50 % cuando el tratamiento durd 4 y 24 h. Esta disminucion esta
relacionada con el aumento de las propiedades mecanicas de los

sistemas. En otras palabras, el tratamiento térmico a 120 °C produjo
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sistemas con mejores propiedades mecanicas y menor capacidad de

absorcion de agua.
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Figura 3.21. Capacidad de absorcion de agua y pérdida de material soluble de los
bioplasticos entrecruzados mediante un tratamiento térmico (50 °C — 24 h, 120 °C—4 h, 120
°C — 24 h). Se utilizo como referencia un biopldstico proteico sin ningiin método de
entrecruzamiento.

La etapa de entrecruzamiento dio lugar a sistemas mas estructurados con
una estructura mds interconectada. Dicha estructuracion producida por
el tratamiento térmico adicional da como resultado una menor pérdida
de materia soluble, lo que indica el fortalecimiento del sistema (Jiménez-
Rosado et al., 2021). Resultados similares se encontraron en estudios
previos, quienes observaron una reduccion en la capacidad de absorcion
de agua con el tiempo de exposicion y la temperatura del tratamiento
térmico en bioplasticos similares obtenidos con aislado de proteina de

soja (Alvarez-Castillo et al., 2018).

3.3.1.2. Influencia de la radiacion UV
El grado de entrecruzamiento de los sistemas tratados bajo radiacion UV
se muestra en la Tabla 3.13. Todos los sistemas presentaron un grado de

entrecruzamiento entre 3 y 18 % superior respecto al sistema de
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referencia. La evolucion del grado de entrecruzamiento presentd un
incremento respecto a la intensidad UV, de 3,6 £ 1,7 % a 18,1 £2,2 %

para los sistemas a 50 y 500 mJ/cm?, respectivamente.

Tabla 3.13. Grado de entrecruzamiento de los biopldsticos entrecruzados mediante radiacion
ultravioleta (50, 120 y 500 mJ/cm?). Se utilizé como referencia un biopldstico proteico sin
ninguin método de entrecruzamiento. Ademds, se han incluido letras diferentes como
superindices para indicar diferencias significativas entre los valores.

SISTEMAS Grado de entrecruzamiento
(%)
50 mJ/cm? 3’6 + 1’7 A
120 mJ/cm? 14,1 £2,68
500 mJ/cm? 18,1 £228

Entre los diferentes aminodcidos, la fenilalanina y la tirosina se excitan
con la luz UV mejorando el efecto de entrecruzamiento (Ferndndez-
d’Arlas, 2019), como lo muestra el aumento en el grado de
entrecruzamiento de los sistemas UV relacionados con el sistema de
referencia. En este sentido, la radiacion UV puede mejorar las
propiedades de los bioplasticos a base de proteina de guisante,
considerando el contenido relativamente alto de estos aminoacidos en la
proteina de guisante (Tabla 3.2). Por ello, el efecto beneficioso de este
tratamiento es doble: Por un lado, la mejora de las propiedades de los
bioplasticos mediante la aplicacion de un tratamiento UV, mientras que,
por otro lado, permite la esterilizacion de las muestras (Tiedge, 1991).
Este ultimo efecto es bastante util en numerosas potenciales aplicaciones
como para embalaje o cicatrizacion de heridas (Riley et al., 2005).

El efecto del tratamiento UV sobre las propiedades de color de los
bioplasticos a base de proteina de guisante también se midié mediante

un analisis colorimétrico. La Tabla 3.14 muestra los valores de los
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parametros a, b 'y L* de los diferentes sistemas estudiados. Los valores
de color mostraron que el tratamiento UV produjo sistemas mas

brillantes (4L.>0) y, en general, ligeramente mas amarillentos (45>0).

Tabla 3.14. Parametros de color de los biopldsticos reforzados mediante radiacion UV (50,
120 and 500 mJ/cm?). Se utilizé6 como referencia un biopldstico proteico no entrecruzado.

Ab L* AL

S

SISTEMAS a Aa

Referencia 3,7+0,2 - 13,1 £0,8 - 31,5+0,6 -

50 mJ/cm? 48+0,1 1,1 15,9 +£0,8 2,8 340+1,0 | 2,5

120 mJ/em? | 3,4+0,5 | -0,3 13,8+1,0 0,7 33,7+£0,2 | 2,2

500 mJ/cm* | 3,4+0,2 | -0,3 12,5+0,7 -0,6 | 33,703 | 2,2

Sin embargo, como se puede observar en las imagenes de bioplasticos
incluidas en la Figura 3.22, este efecto no es tan significativo como los

bioplasticos resultantes al aplicar el tratamiento térmico.

Referencia

50 mJ/cm?

120 mJ/cm?

500 mJ/cm?

Figura 3.22. Aspecto visual de biopldsticos a base de proteina de guisante sometidos a
radiacion UV (50, 120 and 500 mJ/cm?).

Ademas, se ha analizado la influencia del tratamiento UV en las

propiedades mecanicas (Figuras 3.23 y 3.24).
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Figura 3.23. Barridos de frecuencia de los biopldsticos entrecruzados mediante radiacion UV
(50, 120 and 500 mJ/cm?). Se utilizé como referencia un bioplistico proteico sin ningin
método de entrecruzamiento.

Los moédulos elasticos de las muestras son ligeramente superiores a los
del sistema de referencia (como se muestra en la Tabla 3.15),

independientemente de la intensidad utilizada.

Tabla 3.15. Parametros obtenidos a partir de ensayos de flexion dinamica (modulo eldstico a
1 Hz, E’1; tangente de pérdidas a 1 Hz: tan (0)1) de los biopldsticos reforzados mediante
radiacion UV (50, 120 and 500 mJ/cm?). Se utilizé como referencia un biopldstico proteico
sin ningun método de entrecruzamiento. Ademads, se han incluido letras diferentes como
superindices para indicar diferencias significativas entre los valores.

SISTEMAS | E’; (Pa) - 107 tan (8)1 (-)

Referencia 0,55+0,184 0,22+0,01 ¢

50 mJ/cm? 1,82+0,11° 0,20 £0,01°

120 mJ/cm? 1,81 +£0,27° 0,20 0,01 *

500 mJ/cm? 1,99 £ 0,06 © 0,20 0,01 ®

En cuanto a sus propiedades de traccion, el perfil de los sistemas
entrecruzados con radiacion UV fue similar al del sistema de referencia
sin ningin método de entrecruzamiento (Figura 3.24).
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Figura 3.24. Perfiles de traccion de bioplasticos de guisante reforzados mediante
radiacion UV (50, 120 and 500 mJ/cm?). Se utilizé como referencia un biopldstico proteico
sin ningun método de entrecruzamiento.

Con respecto a los parametros obtenidos de las medidas de esfuerzo-
deformacion (Tabla 3.16), se obtuvo un maximo en mddulo de Young y
esfuerzo maximo a 120 mJ/cm?, aunque sin diferencias significativas con
respecto al de referencia. Sin embargo, la deformacion a la rotura alcanza
su maximo en el méximo valor de intensidad de radiacion estudiada (500
mlJ/cm?), por lo que los bioplasticos sometidos al tratamiento UV a 500
mJ/cm? son mas deformables, con valores mayores de deformacion a la
rotura. Esta mayor deformabilidad puede deberse a la reorganizacion
estructural producida por los nuevos enlaces formados entre los residuos

de tirosina y fenilalanina de la proteina (Davidenko et al., 2016).
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Tabla 3.16. Pardametros obtenidos a partir de los ensayos de traccion (Modulo de Young,
esfuerzo mdaximo o deformacion a la rotura) de los biopldsticos reforzados mediante
radiacion UV (50, 120 and 500 mJ/cm?). Se utilizé como referencia un biopldstico proteico
sin ningun método de entrecruzamiento. Ademds, se han incluido letras diferentes como
superindices para indicar diferencias significativas entre los valores de cada columna.

Moédulo de Esfuerzo Deformacion en
SISTEMAS Young (MPa) maximo (MPa) la rotura (%)
Referencia 59,6 £894 2,83+0,32¢ 71,8+2,0°
50 mJ/cm? 67,1 £4,848 2,80+£0,10 ¢ 74,1 +£43%
120 mJ/cm? 78,5+838 3,00£0,22 ¢ 60,4+£9,7%
500 mJ/cm? 63,5+554 2,90+ 0,20 88,2+ 8,8°

Las mediciones de la capacidad de absorciéon de agua (Figura 3.25)

mostraron una disminucion progresiva desde el sistema de referencia

hasta el bioplastico entrecruzado producido en la intensidad mas alta

(500 mJ/cm?). Comparando el efecto del tratamiento UV con el

tratamiento térmico, el efecto producido no es pronunciado como en los

sistemas entrecruzados a 120 °C (en el rango entre 210-240 MPa para el

moddulo de Young y 5,7-8 MPa para el esfuerzo méaximo). Por otro lado,

la pérdida de materia soluble de los sistemas estudiados no mostro

diferencias significativas con respecto al bioplastico de referencia.

Capacidad de absorcion de agua (%)

120
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= T V) Pérdida de Material Soluble (%)
S T
< 100 B B
Q@ T - B
5 L T
S 804 I
17}
g 60
% | ETI a a a
£ 4. .
ke
3
5 20 1
g
0
Referencia 50mJ/cm2 120mJ/cm2 500mJ/cm2

Sistemas

Figura 3.25. Capacidad de absorcion de agua y pérdida de material soluble de los
bioplisticos reforzados mediante radiacion UV (50, 120 and 500 mJ/cm?).
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3.3.2. Efecto del entrecruzamiento quimico

El estudio del entrecruzamiento quimico de los bioplasticos obtenidos a
partir de proteina de guisante se ha llevado a cabo mediante el estudio de
compuestos quimicos que fomentan interacciones con los grupos
funcionales de los aminoacidos presentes en las cadenas poliméricas de
las proteinas. En concreto, se han utilizado 3 aldehidos diferentes
(formaldehido, glioxal y glutaraldehido), asi como una sustancia natural

como la genipina.

3.3.2.1. Influencia de la adicion de aldehidos

La reaccion que tiene lugar con cada uno de los aldehidos utilizados se
muestra en la Figura 3.26. De los diferentes aldehidos estudiados, el
formaldehido genera un enlace NH-C, mientras que el glutaraldehido y
el glioxal forman enlaces N=C cuando reaccionan con biopolimeros, lo
que da como resultado una red mas fuertemente entrecruzada en los

bioplasticos.

Formaldehido

0 H o H H
| |
VUUV'—NH, + H‘( _.UWU‘—N—|—H L P Rl VAVAVAVS w— \/\/\/\/'— N—CH,—N =N\
H H

Proteina Proteina

Formaldehido

Glioxal

VUV NH, +°\/\0 + BN VWY = WWW=RSOA gy

Proteina Glioxal Proteina

Glutaraldehido

o) o}
VWW=NH, + M+ HN VWY == WW=Ny o 4 p N =V
Proteina Glutaraldehido Proteina

Figura 3.26. Imagen esquemadtica de la reaccion de entrecruzamiento de diversos
aldehidos en materiales proteicos.
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En primer lugar, se ha estudiado el grado de entrecruzamiento de los
sistemas obtenidos mediante la adicién de aldehidos a su formulacion
inicial. De acuerdo con los resultados que se muestran en la Tabla 3.17,
una mayor concentracion del agente de entrecruzamiento condujo a un
aumento en el grado de entrecruzamiento del sistema comparando los
valores de formaldehido al 1 y al 3 %. El aumento observado en el grado
de entrecruzamiento se debe a la presencia de mas sitios de union entre
las diferentes cadenas proteicas (provocado por el aumento en la
concentracion del agente de entrecruzamiento encargado de llevar a cabo

estas nuevas uniones).

Tabla 3.17. Grado de entrecruzamiento de los biopldsticos proteicos con los diferentes
agentes de entrecruzamiento.

SISTEMAS Grado de entrecruzamiento
(%)
F1% 69,2+ 3,4 A
F3% 86,8+ 1,18
Gly3% 732 40,6 4
Glu3% 78,5+0,3¢

Es remarcable el aumento del grado de entrecruzamiento con el método
quimico en comparacion al obtenido en los métodos fisicos descritos en
las secciones anteriores, con un maximo de un 24 % para el tratamiento
térmico (Tabla 3.12) y un maximo de un 18 % para la radiacion UV
(Tabla 3.16). Comparando los diferentes agentes de entrecruzamiento, se
observa que el mayor entrecruzamiento se alcanza con la molécula de un
solo atomo de carbono (formaldehido). Favorece la formacion de enlaces
tanto intramoleculares como intermoleculares, siendo el aldehido mas

pequefio y susceptible de reaccionar con grupos amino N-terminales y
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cadenas laterales de cisteina, histidina, lisina, triptéfano y arginina (Metz
et al., 2004). Sin embargo, se demuestra que una cadena alifatica de dos
atomos de carbono (glioxal) dio lugar a una disminucion del grado de
entrecruzamiento, probablemente debido a que el formaldehido deja el
grupo -NH dentro de la estructura entrecruzada, mientras que el glioxal
y el glutaraldehido no lo hacen. La presencia de dichos grupos -NH
puede respaldar el mayor entrecruzamiento observado para el
formaldehido. Por otro lado, cuando se utilizé glutaraldehido, se observa
un ligero aumento en el entrecruzamiento de los bioplasticos en
comparacion con el glioxal, ya que la reactividad de la molécula es
mayor (Migneault et al., 2004).

Los cambios derivados de la adicion de diferentes aldehidos a la
formulacion inicial también fueron visibles en el aspecto fisico final de
los bioplasticos (Figura 3.27). En este sentido, se ha estudiado la
influencia de los aldehidos sobre apariencia de los sistemas mediante un
estudio del color de los sistemas (Tabla 3.18).

En primer lugar, como se muestra en la Figura 3.27, la adicion de
formaldehido no produjo diferencias significativas en el color de los
bioplasticos con respecto al sistema de referencia. Sin embargo, el uso
de glutaraldehido cambié el color del bioplastico hacia un tono
oscuro/pardo, mientras que el uso de glioxal produjo un oscurecimiento
completo de la muestra. Estos cambios podrian ser producidos por
reacciones de Maillard debido al uso de estos reactivos, los llamados
agentes de entrecruzamiento de Maillard, como comentan, entre otros,
Montha y colaboradores (2016) (Gerrard et al., 2002; Montha et al.,
2016).
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Ref. F1% F3% Glu3% Gly3%

I
W

Figura 3.27. Aspecto visual de bioplasticos a base de proteina de guisante con los diferentes
agentes de entrecruzamiento quimico. De izquierda a derecha: referencia (sin agente de
entrecruzamiento), formaldehido al 1%, formaldehido al 3%, glutaraldehido al 3% y glioxal
al 3%.

Respecto a los parametros de color, considerando los diferentes
aldehidos utilizados, la adicién de formaldehido produjo bioplasticos sin
diferencias significativas respecto a la referencia, con valores altos y
positivos tanto para los parametros a como b, como prueba el color
amarillo/marron del bioplastico. Sin embargo, la disminucion observada
en los parametros de color para el sistema glioxal es una representacion
fiel del color marron observado en la Figura 3.27. De hecho, ademas del
cambio de color, hubo un oscurecimiento de los bioplasticos, como lo
muestra la disminucion del parametro L* (AL* inferior a 0).
Considerando el sistema obtenido con glutaraldehido, se produce un
aumento del parametro a, como consecuencia del color pardusco del

bioplastico resultante.
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Tabla 3.18. Pardametros de color de los biopldsticos entrecruzados con los diferentes
aldehidos: Formaldehido (1 y 3%), glioxal (3%) y glutaraldehido (3%). Se utilizé como
referencia un biopldstico proteico sin ningun método de entrecruzamiento.

SISTEMAS a Aa b A4b L* AL
Referencia 3,7+£0,2 - 13,1+0,8 - 31,5+0,6 -
F1% 3,9+£0,2 0,2 15,5+ 0,7 2,4 33,3+0,1 1,8
F3% 3,8+£0,1 0,1 149+05 | 11,8 | 31,0+0,6 | -0,4
Gly3% 1,4+0,1 -2,3 34+0,1 -9,7 7,618 | -239
Glu3% 9,3+1,0 5,6 13,2+1,1 0,1 31,2+0,8 | -0,3

Segun estudios previos, los cambios de color son consecuencia del uso

de aldehidos para el entrecruzamiento covalente de proteinas, como

resultado derivado de las reacciones de Maillard (Amaya-Farfan &

Rodriguez-Amaya, 2021; Gan et al., 2009). Resultados similares han

sido obtenidos por otros autores, ya que el uso de diferentes agentes de

entrecruzamiento producia una variaciéon en el color inicial de los

bioplasticos, como el oscurecimiento de peliculas bioplasticas de agarosa

usando 4cido citrico (Awadhiya et al., 2016) o la modificacion del color

de los bioplasticos a base de gluten utilizando glutaraldehido o glioxal

(Zéarate-Ramirez et al., 2014a). De hecho, como comentan Jia y

colaboradores (2021), el uso de aldehidos (cinamaldehido) como agentes

de entrecruzamiento produjo un oscurecimiento y una mayor opacidad

de peliculas (films) obtenidos a partir de gliadina (Jia et al., 2021).

La influencia del entrecruzamiento con diferentes aldehidos también se

analiz6 mediante las propiedades mecanicas de los bioplasticos, tanto

mediante ensayos dindmicos como estaticos.
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Figura 3.28. Barridos de frecuencia de biopldsticos de guisante entrecruzados con los
diferentes aldehidos: Formaldehido al 1y 3% (F1% y F3%), glioxal al 3% (Gly3%) y
glutaraldehido al 3% (Glu3%). Se utilizo como referencia (Ref) un bioplastico proteico sin
ninguin método de entrecruzamiento.

Los resultados de los ensayos dindmicas de flexion se representan en la
Figura 3.28. Como puede verse por los barridos de frecuencia, hay un
aumento drastico en los valores de E’ con la adicion de todos los
aldehidos estudiados. El perfil exhibido es similar al del sistema de
referencia, con una evolucion de los modulos casi constantes en el rango
de frecuencias estudiado, aunque el caracter elastico de los bioplasticos
vario con la longitud alifatica del agente de entrecruzamiento.

Los valores de E’1 incluidos en la Tabla 3.19 se utilizaron para estudiar
posibles diferencias significativas entre los sistemas. En general, aunque
no se encontraron diferencias en las tangentes de pérdidas, la adicion de
cualquier agente de entrecruzamiento produjo un refuerzo de la
estructura, ya que los modulos eldsticos de todos los sistemas fueron

superiores al sistema de referencia.
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Tabla 3.19. Parametros obtenidos a partir de los ensayos de ensayos de flexion dinamica
(médulo elastico a 1 Hz, E’1; y tangente de pérdidas a 1 Hz: tan (6)1) de los bioplasticos
entrecruzados con los diferentes aldehidos: Formaldehido (1 y 3%), glioxal (3%) y
glutaraldehido (3%). Se utiliz6 como referencia un biopldstico proteico sin ningitn método de
entrecruzamiento. Ademads, se han incluido letras diferentes como superindices para indicar

diferencias significativas entre los valores de cada columna.

SISTEMAS E’, (Pa)- 10® tan ()1 (-)
Referencia 0,06 + 0,02 0,22 +£0,01 @
F1% 15,68 £ 0,08 B | 0,23 +0,02 %
F3% 16,11 +4,358 [ 0,26+0,02°
Gly3% 3,08+0,33¢ | 0,24+0,03%
Glu3% 2,07+037° | 0,24+0,01°

Sin embargo, se ha realizado una correlacion entre las propiedades a la
flexion y el nimero de carbonos del agente de entrecruzamiento utilizado
(Figura 3.29), mostrando cémo el aumento de la longitud de la cadena
alifatica del agente de entrecruzamiento reduce la rigidez de los
bioplasticos, ya que los valores de E’ se hicieron mas bajos. Esta
correlacion reveld que la longitud de la cadena alifatica tuvo un mayor
impacto en el modulo elastico (E”) que en el modulo viscoso (E’’) ya que
la pendiente decreciente es mas pronunciada. Esta disminucion es mayor
cuando se utiliza glioxal o glutaraldehido en lugar de formaldehido,
posiblemente debido al cambio de enlace discutido anteriormente (NH-
C frente a N=C para formaldehido y glioxal o glutaraldehido,

respectivamente).
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Figura 3.29. Correlacion entre las propiedades de flexion y el numero de carbonos del
agente de entrecruzamiento utilizado: CI1 (formaldehido), C2 (glioxal) y C5 (glutaraldehido).

Por otro lado, también se realizaron ensayos de traccion para el
entrecruzamiento de los bioplasticos con diferentes aldehidos. En los
perfiles que se muestran en la Figura 3.30, se pueden observar tres
regiones bien diferenciadas en todos los sistemas. La primera region,
lineal y con una fuerte pendiente, indica el rango de deformacion en el
que el material tiene un comportamiento elastico. A continuacion, tiene
lugar un cambio significativo de pendiente al pasar a la segunda region,
que indica el rango de deformacion en el que el material tiene un
comportamiento plastico. Finalmente, una tercera region corresponde a

una caida brusca de la tension, producida por la rotura del material.
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Figura 3.30. Perfiles de traccion de bioplasticos de guisante entrecruzados con los diferentes
aldehidos: Formaldehido (1 y 3%), glioxal (3%) y glutaraldehido (3%). Se utilizo como
referencia un biopldstico proteico sin ningun método de entrecruzamiento.

Los parametros de traccion obtenidos de los diferentes perfiles en la
Figura 3.30 se muestran en la Tabla 3.20. El bioplastico obtenido con
glioxal (3%) es el sistema con mayor valor de esfuerzo maximo, pero
con una deformacion en la rotura inferior a la de los demas sistemas,
excepto el de glutaraldehido. Este hecho, junto con el alto valor de su
modulo de Young, indica que el uso de glutaraldehido produjo sistemas
menos deformables, como lo demostraron Pavoni y colaboradores
(2021) mediante el uso de glutaraldehido como agente de
entrecruzamiento en films de quitosano (Pavoni et al., 2021). Se puede
comprobar que, en general, que el comportamiento a traccion es
claramente diferente respecto a flexion. En este sentido, también se
destaco el sistema glutaraldehido, que permite poca deformacion antes
de la rotura y el valor de esfuerzo mas bajo. Por otro lado, cuanto mayor

es la cadena alifatica, menor es la deformacion en la rotura (de 48 a 5
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%), siendo también inferior al sistema de referencia (71,8 %). En
estudios previos se han obtenido resultados similares al aplicar un
tratamiento térmico como etapa adicional de entrecruzamiento a la
fabricacion de biopléasticos de base proteica, con una marcada
disminucion de la deformacion en la rotura con respecto al sistema de

referencia (Jiménez-Rosado et al., 2020a).

Tabla 3.20. Pardametros obtenidos a partir de los ensayos de traccion (modulo de Young,
esfuerzo mdximo y deformacion en la rotura) de los bioplasticos entrecruzados con los
diferentes aldehidos: Formaldehido (1 y 3%), glioxal (3%) y glutaraldehido (3%). Se utilizo
como referencia un biopldstico proteico sin ningiin método de entrecruzamiento. Ademads, se
han incluido simbolos diferentes como superindices para indicar diferencias significativas
entre los valores de cada columna.

Moédulo de Esfuerzo Deformacion
SISTEMAS Young maximo en la rotura
(MPa) (MPa) (%)

Referencia 59,58 £ 8,954 2,83+0,32¢ 71,8+2,02
F1% 36,508,478 3,37+0,25F 61,7+£25%®
F3% 23,25+5,108 2,67+0,17¢ 48,0+£2,5°
Gly3% 84,69 + 4,88 ¢ 4,07+£0,42°P 26,1 £6,3°¢
Glu3% 53,34 +3264 1,40 £ 0,08 ¥ 50+1,0¢

En resumen, la correlacion entre las propiedades de traccion y el numero
de carbonos del agente de entrecruzamiento utilizado (Figura 3.31)
mostrd que el uso de glioxal (C2) o glutaraldehido (C5) produjo sistemas
con un modulo de Young mas alto y una deformacion en la rotura mas
baja, aunque su grado de entrecruzamiento es inferior al del
formaldehido. En otras palabras, esta correlacion reveld que la longitud

de la cadena alifatica del agente de entrecruzamiento tenia una mayor
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influencia en las propiedades de traccion que el grado de
entrecruzamiento conseguido. Sin embargo, hay muchos factores a
considerar, como el aumento en la cantidad de sitios activos que
incorpora el formaldehido (mayor nimero de moléculas incorporadas
para la misma concentracion de reactivo) o los diferentes enlaces que se
forman con cada agente de entrecruzamiento, lo que podria explicar estas

variaciones obtenidas en las propiedades mecanicas de los bioplasticos.
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Figura 3.31. Correlacion entre las propiedades de traccion y el niumero de carbonos del
agente de entrecruzamiento utilizado: C1 (formaldehido), C2 (glioxal) y C5 (glutaraldehido).

Ademas de las propiedades mecanicas, también se evaluaron las

propiedades funcionales de los bioplasticos entrecruzados. En este

sentido, se midi6 y compar6 su capacidad de absorcion de agua.
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Figura 3.32. Capacidad de absorcion de agua y pérdida de material soluble de biopldsticos de
guisante entrecruzados con los diferentes aldehidos: Formaldehido (1y 3%), glioxal (3%) y
glutaraldehido (3%). Se utilizo como referencia un biopldstico proteico sin ningun método de
entrecruzamiento.

La capacidad de absorcion de agua de los bioplasticos se muestra en la
Figura 3.32 con y sin la adicién de aldehidos como agentes de
entrecruzamiento. En cuanto a la absorciéon de agua, se observa que
existe una clara diferencia entre el sistema de referencia y los
entrecruzados. El sistema compuesto unicamente de proteina de guisante
y glicerol absorbi6 su propio peso de agua (aprox. 105 %). Por otro lado,
con la adicion de los diferentes agentes de entrecruzamiento, la absorcion
de agua disminuy6. Una mayor concentracion de formaldehido, lo que
significa un mayor grado de entrecruzamiento, aumentd el modulo
elastico, reduciendo asi su capacidad de hinchamiento y, en
consecuencia, de absorber agua. Este comportamiento fue observado por
otros autores como Alvarez-Castillo y colaboradores (2020) con
bioplasticos obtenidos a partir de proteina de plasma (Alvarez-Castillo
et al., 2020) o Jiménez-Rosado y colaboradores (2020) para bioplasticos
obtenidos a partir de proteina de soja (Jiménez-Rosado et al., 2021). Por

otro lado, el uso de diferentes agentes de entrecruzamiento produjo una
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modificacion en la morfologia de los bioplésticos resultantes debido a
las diferencias en la longitud de sus cadenas alifaticas. Asi, aunque no se
muestra un mayor grado de entrecruzamiento, la capacidad de absorcion
de agua se reduce con el aumento de la longitud de la cadena alifatica.
Esto podria deberse a posibles modificaciones en términos de
hidrofobicidad o respuesta mecénica de los sistemas. Sin embargo, segin
los resultados que se muestran en la Figura 3.33, si bien es cierto que
existe un aumento del angulo de contacto respecto al sistema de
referencia, los valores obtenidos no son suficientes para considerar la
hidrofobicidad como causa principal de los valores de captacion de agua
obtenidos. En este sentido, puede deberse a una combinacion de factores
como la mayor rigidez de los enlaces que evitan el hinchamiento de la
matriz o el diferente porcentaje molecular del agente de
entrecruzamiento incorporado. Estos resultados son corroborados por
otros autores como Jia y colaboradores (2021), quienes demostraron que
la adicién de cinamaldehido como agente de entrecruzamiento produjo
una disminucion en la absorcion de agua (Jia et al., 2021).
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Figura 3.33. Angulo de contacto de los biopldsticos reforzados con diferentes agentes de
entrecruzamiento. Se utilizo como referencia un bioplastico a base de proteina de guisante
sin ninguin agente de entrecruzamiento.
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Sin embargo, la pérdida de materia soluble se mantuvo constante en un
48 %, lo que significa que, ademés del glicerol, debido a la alta
solubilidad de la proteina de guisante, también se perdié una pequefia

cantidad de proteina soluble durante la inmersion (Perez et al., 2016).

3.3.2.2. Influencia de la adicion de genipina

Ademas de estudiar el efecto del entrecruzamiento quimico con
sustancias quimicas (aldehidos) sobre los bioplasticos elaborados a partir
de proteina de guisante, también se ha estudiado el efecto de la adicion
de una sustancia natural como la genipina, que tiene la capacidad de
reaccionar con aminoacidos (la reacciéon que tiene lugar se puede

observar en la Figura 3.34).

Lys N —
0,, A, Time

ﬁ

Figura 3.34. Imagen esquemdtica de la reaccion de entrecruzamiento de genipina
en materiales proteicos.

Para ello, se ha utilizado genipina a diferentes concentraciones (0,25 y
0,50 %) evaluando el tiempo de curado de la masa (tras la etapa de
mezclado) y llevando a cabo la etapa de inyeccion a diferentes dias (dia

0, dia 1, dia 5 y dia 10). Para un mejor analisis y comprension de los
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resultados, en la siguiente tabla (Tabla 3.21) se resumen los sistemas

elaborados:

Tabla 3.21. Resumen de los diferentes sistemas obtenidos con genipina.

SISTEMAS MATERIAL CODIGO
Masa PP
Referencia
Bioplastico PPB (Referencia)
Masa 25D0
Dia 0
Bioplastico 25D0B
Masa 25D1
Dia 1
Genipina Bioplastico 25D1B
0,25 % Masa 25D5
Dia 5
Bioplastico 25D5B
Masa 25D10
Dia 10
Bioplastico 25D10B
Masa 50D0
Dia 0
Bioplastico 50D0B
Masa 50D1
Dia 1
Genipina Bioplastico 50D1B
0,50 % Masa 50D5
Dia 5
Bioplastico 50D5B
Masa 50D10
Dia 10
Bioplastico 50D10B
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Caracterizacion de las masas proteicas

Para ello, en primer lugar, se hace un seguimiento de las masas antes de
ser procesadas para fabricar bioplasticos. Tal y como se observa en la
Figura 3.35, las masas tras ser preparadas durante el mezclado (tiempo
de curado) experimentan un cambio de color tanto para 0,25 % como
para 0,50 % de genipina. Las mezclas de genipina al 0,25 % exhibieron
el cambio de color més notorio a partir del dia 5 (25D5 y 25D10),
obteniendo una tonalidad verde azulada. De acuerdo a otros autores, los
grupos intermedios producidos durante la reaccion podrian dar lugar a
esta modificacion de color gracias al ataque nucleofilico de la metilamina
sobre el atomo de carbono olefinico en C3 de la desoxiloganina aglicona,
junto con la apertura del anillo de dihidropirano y atacado por el grupo
amino secundario sobre el grupo aldehido resultante, lo que genera la
formacion de mondmeros de genipina-metilamina (Touyama et al.,
1994).

Por otro lado, las mezclas de 0,50 % de genipina presentaron un color
mas azulado desde el dia 1 (50D0) hasta el dia 10 (50D10). Sin embargo,
ambos sistemas en el dia 0 (25D0 y 50D0) mostraron un aspecto y color
similar al sistema de referencia. Respecto a la mezcla de referencia, a
diferencia de las mezclas con genipina, no sufri6 ningiin cambio a lo
largo del tiempo.

Los valores de los parametros de color obtenidos tanto para la proteina
de guisante como para las mezclas con y sin genipina se muestran en la
Tabla 3.22. La mezcla de referencia y la harina proteica presentaron un
color amarillento como lo demuestran los valores positivos altos de todos

los parametros (a, b 'y L*).
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REFERENCIAS

Figura 3.35. Imdgenes de las mezclas de proteina de guisante entrecruzadas por adicion de
genipina al 0,25% (B, C, Dy E) y al 0,50% (B', C', D'y E’) en diferentes tiempos de curado
de la mezcla (dia 0, dia 1, dia 5 y dia 10). También se incluyen imdgenes de la harina de
proteina de guisante (A) y la mezcla de referencia sin ninguin agente de entrecruzamiento

(A").

En cuanto a las mezclas de los sistemas con genipina, se puede observar
la evolucion con el tiempo de curado. Los sistemas 25D0 y 25DI
mostraron valores similares a los obtenidos por la mezcla de referencia.
Sin embargo, a partir del sistema 25D5 hubo un cambio de coloracion

hacia un tono verde azulado provocado por la genipina presente (Figura

3.35).
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Tabla 3.22. Parametros de color de las masas de proteina de guisante entrecruzadas con
genipina al 0,25 % a diferentes tiempos de curado de la masa: Dia 0 (25D0), Dia 1 (25D1),
Dia 5 (25D5), Dia 10 (25D10); y con genipina al 0,50% a diferentes tiempos de curado de la
masa: Dia 0 (50D0), Dia 1 (50D1), Dia 5 (50D5), Dia 10 (50D10). También se incluyeron
como referencia la mezcla a base de proteina de guisante (PP) y la harina sin ningiin método
de entrecruzamiento. Se han afiadido diferentes simbolos como superindices para indicar
diferencias significativas entre los valores de cada columna.

SISTEMAS a b L*

. . a A o

Harina de guisante 6,07 + 0,29 23,40 + 0,31 77,95 + 4,88
b B B

PP 10,18 £0,09 | 29,85+0,01 63,86 + 0,22

b C
25D0 10294020 | 31084025 | 67.97+1,06"
b B

25D1 10,24 +0,07 | 29,16+ 0,11 68,10ﬂ:0,18y
c D d

25D5 4,12 +0,15 7,82 +0,01 40,97+ 0,16
c E d

25D10 4,53 +0,27 6,24 + 0,28 42,88 + 1,59
d F B

50D0 7,60 + 0,19 27,21+ 0,53 64,73 + 1,08
cd D )

50D1 4,94 + 0,99 8,07 + 0,30 3931 +1,17
d D )

50D5 -5,12 + 0,05 7,82 +0,01 40,60 + 0,78
d D )

50D10 -5,23+0,11 7,94 £ 0,08 40,88 + 1,24

Por otro lado, el sistema procesado con genipina al 0,50 % mostrd
valores similares en el dia 0 (50D0) que la mezcla de referencia. Sin
embargo, el efecto de la genipina se hizo mas significativo a partir del
dia 1 (50D1), produciéndose una disminucion significativa en todos los
parametros, no mostrando cambios significativos hasta el dia 10
(50D10), como se puede observar en la Figura 3.35 y la Tabla 3.22.

Comparando ambos sistemas en el dia 10 se puede comprobar como el
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sistema con mas concentracion da lugar a una masa con un color azulado
mas oscuro.

El entrecruzamiento quimico de mezclas a base de proteina de guisante
con genipina fue seguido por analisis FTIR. La Figura 3.36 muestra los
espectros infrarrojos de todas las mezclas en comparacion con las
materias primas (harina de proteina de guisante y genipina), asi como el
sistema de referencia no entrecruzado (PP) en funcion del tiempo de

curado (Figura 3.36A y 3.36B).
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Figura 3.36. Espectroscopia infrarroja de las masas de proteina de guisante entrecruzadas
(A) con genipina al 0,25 % en diferentes tiempos de curado de la masa: Dia 0 (25D0), Dia 1
(25D1), Dia 5 (25D5), Dia 10 (25D10); y (C) con genipina al 0,50% en diferentes tiempos de
curado de la masa: Dia 0 (50D0), Dia 1 (50D1), Dia 5 (50D5), Dia 10 (50D10). También se
represento la evolucion de los picos de amida I, 11 y 111 a lo largo del tiempo para las masas
entrecruzadas (B) con 0,25 % de genipina y (D) con 0,50 % de genipina a diferentes tiempos
de curado. También se han aitadido la masa de proteina de guisante no entrecruzada (PP) y

la materia prima (proteina de guisante y genipina).
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Como se puede apreciar, se realizaron medidas de FTIR de varios
sistemas entrecruzados (25D0, 25D1, 50D0 y 50D1), y se pudieron
detectar varias diferencias en sus bandas fundamentales a medida que se
desarrollaba la reaccidon quimica, especialmente en el rango de nimero
de onda de 2000-1000 cm™'. En trabajos anteriores, algunos autores han
analizado el perfil de espectroscopia infrarroja de la proteina de guisante
(Tiirker-Kaya & Huck, 2017), identificando los picos mas relevantes en
3000-3500 cm! (vibracion de los grupos OH y NH>), 2933 cm™ (tension
-CH), 1600-1700 cm™! (tensiéon de amida I, C=O y C-N y la conformacién
del esqueleto de las proteinas), 1500-1600 cm™ (bandas de vibracion de
amida II, N-H y C-N) y a 1200 cm™ (amida III, tensiéon C-N y
deformacion N-H) (Acquah et al., 2020a). Por otro lado, el agente de
entrecruzamiento (molécula de genipina) mostré dos bandas de
vibracion significativas alrededor de 1680 y 1620 cm™, relacionadas con
la vibracién de tension del grupo carboximetilo (C=0) y la vibracién
C=C del anillo de olefina en la genipina, respectivamente (Kahoush et
al., 2021). En este sentido, la reaccién quimica que se produce entre la
genipina y la harina de proteina de guisante (ver Figura 3.34) y el
posterior entrecruzamiento se puede deducir de las curvas FTIR
mostradas en la Figura 3.36. La interaccion quimica entre los grupos NH>
de la molécula de lisina de la proteina de guisante y la estructura
molecular de la genipina (ver reaccidon quimica en la Figura 3.34) pudo
corroborarse gracias a un aumento en las bandas de vibracion
relacionadas con las regiones amida I, I y III (1650, 1550 y 1200 cm™,
respectivamente). Este notable aumento confirma la presencia de un
mayor nimero de grupos C=0, C=C y N-C en la estructura quimica de
la mezcla final debido tanto a la introduccion de la molécula de genipina

como a la formacion de grupos amino aromaticos como consecuencia del

125



Victor Manuel Pérez Puyana

entrecruzamiento quimico (Kahoush et al., 2021). Asi, calculando las
areas de los picos de estas principales bandas de vibracion y
considerando el pico de absorcion de glicerol (1040 cm™, que permanece
constante durante la reaccién quimica) como sefal de absorcion de
vibraciones de referencia (Acquah et al., 2020a), el progreso de la
reaccion de entrecruzamiento puede seguirse mediante técnicas FTIR.
La evolucion de estas areas (P2) se puede observar en las Figuras 3B y
3D, donde los valores de dichas 4reas pico (amida I (1650 cm™), amida
I1 (1550 cm™) y amida IIT (1200 cm™)) se han trazado como una funcién
del area de la banda de vibracion de referencia (P1) frente al tiempo
(P2/P1). Como se puede deducir de las curvas, el mayor aumento en los
valores de tales areas se obtuvo para la banda relacionada con la amida
IIT (enlaces C-N), que también se hizo mas amplia para las mezclas
entrecruzadas (las que contienen genipina). Se relacion6 con una mayor
cantidad de enlaces amida que comprenden las formulaciones como
consecuencia de la formacion de enlaces C-N durante el desarrollo de
compuestos entrecruzados heterociclicos de genipina (Liu et al., 2017).
Por otro lado, cabe sefialar que, aunque el proceso de curado fue
monitoreado por pruebas FTIR solo para los sistemas D0 (25D0 y 50D0)
y D1 (25D1 y 50D1), se pudo detectar una mayor tasa en el proceso de
curado al aumentar la cantidad de genipina utilizada durante el proceso
de reaccion, como se deduce de las pendientes trazadas en la Figura
3.36B y 3.36D. El sistema 50D0 mostr6 el area de pico mas alta al
entrecruzarse con un 0,50 % de genipina, mientras que para el 0,25 % de
genipina el sistema 25D1 fue el que logro el area de pico mas alta en la
region Amida III. Estos resultados concuerdan con las imagenes
observadas para el andlisis de color, con un cambio mas répido y

marcado en los sistemas con mayor concentracion de genipina.
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Ademas, la reaccion de entrecruzamiento quimico también se analizo
mediante un estudio termogravimétrico. La Figura 3.37 muestra una
representacion comparativa de la pérdida de peso (Figuras 3.37A y
3.37C) como la derivada del peso (Figuras 3.37B y 3.37D) de las
materias primas (harina de guisante y muestra de genipina en polvo) y
sus mezclas con diferentes cantidades de genipina en funcion del tiempo
de curado (25D0, 25D1, 50D0 y 50D1). La descomposicion térmica de
la proteina de guisante mostrd una pérdida inicial de peso por pérdida de
humedad a temperatura inferior a 100 °C. Ademads, al elevar la
temperatura mas de 200 °C ocurrid un evento de descomposicion mayor,
a partir del cual la estructura de la proteina comenzé a descomponerse
mediante la ruptura de los enlaces C-O-C y C-C, incluyendo también la

volatilizacion de otros compuestos (Ricci et al., 2018).
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Figura 3.37. (A) TGA y (B) peso de derivados de mezclas de proteina de guisante
entrecruzadas con genipina al 0,25 % a Dia 0 (25D0) y Dia 1 (25D1); y (C) TGA y (D) peso
de derivados de las masas de guisante entrecruzadas con genipina al 0,50% a Dia 0 (50D0) y
Dia 1 (50D1). También se incluyeron la mezcla de proteina de guisante no entrecruzada (PP)

y la materia prima (harina de proteina de guisante y genipina).
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Por otro lado, la genipina mostrd un tnico pico térmico entre 180-280 °C

(Figura 3.37B), donde se produjo la degradacion de la red estructural de

la genipina mediante la ruptura de C=C y C-O junto con la deshidratacion

de la molécula (Jackcina Stobel Christy et al., 2020). En este sentido, se

pueden notar algunas diferencias en funcion del tiempo de curado en la

grafica para las masas entrecruzadas, principalmente en el rango de

temperatura de 100 a 250 °C, con un desplazamiento de este pico de

degradacion a medida que aumenta el tiempo de curado. Asi, el sistema

50D0 mostrd dos picos superpuestos en este rango de temperatura (~200

y 240 °C), debido a la existencia de un sistema no homogéneo y la

subsiguiente degradacion térmica tanto de la matriz de mezcla como de

la genipina no entrecruzada, respectivamente.
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Figura 3.38. Calorimetria diferencial de barrido de las masas entrecruzadas (A) con
genipina al 0,25% a diferentes tiempos de curado de la masa: Dia 0 (25D0) y Dia 1 (25D1); y
(B) con genipina al 0,50% a diferentes tiempos de curado de la masa: Dia 0 (50D0) y Dia 1
(50D1). También se incluyeron la masa de proteina de guisante no entrecruzada (PP) y las

materias primas (harina de proteina de guisante y genipina).

Sin embargo, a medida que aumentaba el tiempo de curado y avanzaba

la reacciéon de entrecruzamiento (50D1), se obtuvo un perfil de

degradacion térmica similar a los mostrados por el sistema de referencia

(PP) como resultado de la introduccion de la cantidad total de genipina
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en la red microestructural quimica del polimero. Este hecho también
corrobora la red entrecruzada que se forma entre las materias primas. Sin
embargo, la modificacion en la microestructura causada por la genipina
no genera efectos significativos en el TGA con respecto al sistema de
referencia.

En la Figura 3.38 se muestran los perfiles de calorimetria diferencial de
barrido que brindan informacion sobre las propiedades térmicas de los
biopolimeros y su evolucion con el tiempo de curado. El comportamiento
térmico de las proteinas mostro propiedades de un polimero parcialmente
amorfo, en el que se pudieron detectar dos eventos térmicos
endotérmicos en el rango de 30-250 °C. Asi, se identifico una transicion
vitrea alrededor de los 156 °C junto con una transicion de fusion (171 °C,
155 J/g) en las curvas de proteina de guisante. Estas temperaturas se
desplazaron al incluir glicerol en la formulacion (PP), siendo 150 y 177
°C (127 J/g), respectivamente (Acquah et al., 2020b). Por otro lado,
también se podrian detectar algunas diferencias en los eventos térmicos
cuando se agrega genipina como agente de entrecruzamiento. De esta
forma, estas mezclas comprenden numerosas interacciones que
involucran polisacaridos y grupos amino, lo que resulta en un aumento
de los enlaces intermoleculares, y conducen a una reducciéon en la
movilidad de la cadena con un consecuente incremento en la Tg (de 150
a 157 °C) (Ray et al., 2010; Whitehead et al., 2020). Ademés, como se
puede ver en la Figura 3.38, se detecté un desplazamiento de ambos
eventos térmicos, Tg y punto de fusion (Tm), a medida que avanzaba la
reaccion de entrecruzamiento debido al mayor numero de asociaciones
inter (e intra) moleculares con los grupos amino de la proteina de
guisante. Ademas, debe notarse que el entrecruzamiento generalmente

induce una reduccion en la entalpia de fusion (de 304 a 169 J/g para los
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sistemas 25D0 y 25D1 y de 285 a 129 J/g para los sistemas 50D0 y 50D1,
respectivamente) debido tanto a una disminucion en los puentes de
hidrégeno que forman la red microestructural, que se rompen
endotérmicamente, y un aumento simultdneo en la extension de los
enlaces cruzados covalentes, que se rompen exotérmicamente (Bigi et
al., 2002).

Por otra parte, también se han realizado rampas de temperatura sobre las
masas elaboradas con un 0,25 % (Figura 3.39A) y 0,50 % de genipina
(Figura 3.39B), ademas de para el sistema de referencia (PP). Dicho
sistema de referencia mostr6é una disminucion en los valores de E' hasta
un punto de inflexidon. A continuacion hay un aumento en los valores de
E' probablemente debido al bajo peso molecular de la proteina de
guisante (Perez et al., 2016), que facilita la interaccion entre las cadenas
biopoliméricas y, en consecuencia, da lugar a un reforzamiento del

bioplastico (Jiménez-Rosado et al., 2021).
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Figura 3.39. Rampas de temperatura de bioplasticos entrecruzados por la adicion de
genipina (A) 0,25 % y (B) 0,50% con diferentes tiempos de curado de las mezclas (dia 0, dia
1, dia 5y dia 10). Se ha incluido como referencia el bioplastico a base de proteina de
guisante sin ningun método de entrecruzamiento.

El fortalecimiento observado a 125 °C para el sistema PP también se
observa para el 25D0 y el 25D1, probablemente porque en este sistema

la interaccidon con la genipina ocurre mas lentamente, de ahi que tenga
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lugar el efecto de la temperatura. Sin embargo, para los sistemas 25D5 y
25D10 se produce una mayor interaccion con la genipina y, como
consecuencia, no se observa el endurecimiento del material (con el
consecuente aumento de E’ con la temperatura). Un comportamiento
similar tuvo lugar con los bioplasticos obtenidos con genipina al 0,50 %
(Figura 3.39B). El aumento en los valores de E’ después del minimo
ocurre para el sistema 50D0. Sin embargo, a partir de S0D1 los valores
de E' alcanzan una region de meseta donde no se observa este
endurecimiento, ya que al tener genipina a mayor concentracion la
interaccion se produce antes, por lo que no se produce aumento con la
temperatura. Asi, el proceso de curado ocurrid6 mas rapido cuando la
concentracion de genipina es mayor, como se observo previamente en el
cambio de color de las mezclas y corroborado por los andlisis FTIR y
TGA.

De acuerdo a los resultados obtenidos, el cambio conformacional
inducido por la presencia de genipina influye en las propiedades térmicas
del material resultante, ya que el endurecimiento térmico se presenta a
temperaturas mas bajas que el sistema PP y no se presenta cuando
aumenta el tiempo de curado para ambos bioplasticos entrecruzados con
genipina. Ademads, existe una reduccion de los modulos elasticos cuando
los sistemas se entrecruzan, como observaron previamente otros autores

(Jiménez-Rosado et al., 2020b).

Caracterizacion de los bioplasticos

El grado de entrecruzamiento de los bioplasticos proteicos de guisante
entrecruzados con genipina al 0,25 y 0,50 % se muestra en la Tabla 3.23.
Como se puede observar, hay un aumento del grado de entrecruzamiento

con el tiempo. En concreto, los bioplasticos obtenidos con un 0,25 %
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presentan un grado de entrecruzamiento de hasta el 11 % respecto al
sistema de referencia. Por otro lado, los sistemas con genipina al 0,50 %

obtuvieron un entrecruzamiento entre 20-23 %.

Tabla 3.23. Grado de entrecruzamiento de los biopldsticos entrecruzados con genipina al
0,25 % a diferentes tiempos de curado de la masa: Dia 0 (25D0B), Dia 1 (25D1B), Dia 5
(25D5B), Dia 10 (25D10B); y biopldsticos entrecruzados con genipina al 0,50% a diferentes
tiempos de curado de la masa: Dia 0 (50D0B), Dia 1 (50D1B), Dia 5 (50D5B), Dia 10
(50D10B). Se incluyeron diferentes letras como superindices para indicar diferencias
significativas entre los valores.

SISTEMAS | Grado de entrecruzamiento (%)

25D0B 33+4,1°%

25D1B 8,8+£23%®
25D5B 9,6£39%®
25D10B 10,9+0,7°
50D0B 78+1,6%
50D1B 10,9 £5,3 %
50D5B 223+6,9°¢
50D10B 20,6 £4,2°¢

Por otro lado, los pardmetros de color (a, b y L*) para los diferentes
sistemas se muestran en la Tabla 3.24. Como se puede observar, los
sistemas entrecruzados con genipina muestran una disminucién
significativa en los valores de los parametros a y b debido a un cambio
en el color de los bioplasticos de un tono amarillo anaranjado a un color
azul oscuro. En este sentido, también se observa un oscurecimiento de la
muestra como consecuencia de la disminucion observada en el parametro
L* con respecto a la referencia. Este cambio de color hacia una tonalidad
azul, provocado por la adicion de genipina, ha sido observado por otros

autores en estudios previos (Gorczyca et al., 2014).
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25D0B 25DSB 25D10B

Figura 3.40. Imdgenes de los bioplasticos resultantes de la reaccion con genipina (de
izquierda a derecha): PPB, 25D0B, 25D5B y 25D10B.

Comparando el color de los bioplésticos y las mezclas (Tabla 3.24), el
proceso de moldeo por inyeccion promovio la reaccion entre la proteina
de guisante y la genipina ya que hubo un cambio de color para todos los
sistemas estudiados. En otras palabras, se obtuvieron bioplasticos

azulados independientemente del color de la masa (Figura 3.40).

Tabla 3.24. Pardametros de color (a, b y L*) de los bioplasticos entrecruzados con genipina al
0,25 % a diferentes tiempos de curado de la masa: Dia 0 (25D0B), Dia 1 (25D1B), Dia 5
(25D5B), Dia 10 (25D10B); y bioplasticos entrecruzados con genipina al 0,50 % a diferentes
tiempos de curado de la masa: Dia 0 (50D0B), Dia 1 (50D1B), Dia 5 (50D5B), Dia 10

(50D10B).

SISTEMAS a da b Ab L* AL

PPB (Ref.) 37402 - | 13,1+08 | - | 31,506 | -
25D0B 1,101 | 2,6 | -0,8+0,1 |-13,9] 19,107 | -21,4
25D1B 1,406 | 23 | 06+02 |-137| 18503 | -13
25D5B 04+01 | 33| -07+0,1 |-13,8| 185+05 | -13
25D10B 03+0,1 | 34 | -09+0,1 |-140] 208+1,6 |-10,7
50DOB 24+03 | -13 | 0,1+02 |[-13,0] 17,903 |-13,6
50DIB L1+01 | 26 | 04+03 |-135| 19903 | -11,6
50D5B 1,4+0,1 | 23| -1,0£03 |-14,1| 189+02 |-12.6
50D10B 13+0,1 | 24 | -1,1+0,1 |-142| 190£02 |-12,5
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Los perfiles obtenidos para las pruebas de barrido de frecuencia se
pueden ver en la Figura 3.41. Los resultados obtenidos para los
bioplasticos con 0,25 % de genipina (Figura 3.41A) demuestran que tiene
lugar un aumento significativo del modulo elastico con cierta
inestabilidad a baja frecuencia cuando aumenta el tiempo de curado. Sin
embargo, los sistemas al 0,50 % son mas estables con la frecuencia
(Figura 3.41B), teniendo lugar un incremento del modulo sin diferencias
significativas en los perfiles, probablemente como consecuencia de que
la reaccion de entrecruzamiento ocurre mas rapido, estabilizando antes

los sistemas.
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Figura 3.41. Barridos de frecuencia de (A) los bioplasticos entrecruzados con genipina al
0,25 % a diferentes tiempos de curado de la masa: Dia 0 (25D0B), Dia 1 (25D1B), Dia 5
(25D5B), Dia 10 (25D10B); y (B) bioplasticos entrecruzados con genipina al 0,50% a
diferentes tiempos de curado de la masa: Dia 0 (50D0B), Dia 1 (50D1B), Dia 5 (50D5B), Dia
10 (50D10B). Se ha aiiadido como referencia el biopldstico a base de proteina de guisante
sin ningiin método de entrecruzamiento.

En general, hay un refuerzo de las estructuras entrecruzadas como se ve
por los valores mas altos de E' con respecto al sistema de referencia sin
ningln agente de entrecruzamiento, lo que es mas significativo para los
bioplasticos al 0,50 %. Comparando los valores de E' a 1 Hz (E")

mostrados en la Tabla 3.25, se observa que los sistemas son menos
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rigidos a medida que aumenta el tiempo de curado, aunque sin
diferencias significativas para los sistemas 50D5B y 50D10B. Los
bioplasticos entrecruzados con genipina presentaron valores de E' mas
altos que otros estudiaron bioplasticos obtenidos con proteina de arroz o

soja (Felix et al., 2017; Fernandez-Espada et al., 2016).

Tabla 3.25. Parametros obtenidos a partir de los ensayos de ensayos de flexion dinamica
(modulo elastico a 1 Hz, E’1; y tangente de pérdidas a 1 Hz: tan (6)1) de los bioplasticos
entrecruzados con genipina al 0,25 % a diferentes tiempos de curado de la masa: Dia 0
(25D0B), Dia 1 (25D1B), Dia 5 (25D5B), Dia 10 (25D10B); y bioplasticos entrecruzados con
genipina al 0,50 % a diferentes tiempos de curado de la masa: Dia 0 (50D0B), Dia 1
(50D1B), Dia 5 (50D5B), Dia 10 (50D10B). Ademads, se ha afiadido como referencia el
biopldstico a base de proteina de guisante sin ningiin método de entrecruzamiento (PPB). Se
incluyeron diferentes letras como superindices para indicar diferencias significativas entre
los valores.

SISTEMAS | E’ (Pa)- 10® | tan (3): (-)
PPB (Referencia) | 0064002 | 0.22+0,01°
25D0B 0,94 + 0,06 ? 0,26 £0,02*
25D1B 0894012 | 026+001°
25D5B 0,42 + 0,05 ¢ 0,38 +£0,06°
25D10B 0464002 | 032%0,04"
50DO0B 3284072 | 030£001°
50D1B 2524040 | 030%0,02°
50D5B 1624034 | 032+0,03"
50D10B 1394035 | 030%0,02°

La Figura 3.42 muestra los perfiles de traccién obtenidos para los

sistemas con un 0,25 % (Figura 3.42A) y 0,50 % (Figura 3.42B). Como
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se puede observar, todos los sistemas exhibieron un perfil similar,
constituido por una region lineal inicial, que corresponde a la
deformacion elastica, seguida de una region de deformacion plastica,
caracterizada por una disminucion continua en la pendiente esfuerzo-
deformacion, pasando por un valor maximo. Finalmente, cada sistema se

rompio a un valor de deformacion diferente.
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Figura 3.42. Perfiles de traccion de (A) los biopldsticos entrecruzados con genipina al 0,25 %
a diferentes tiempos de curado de la masa: Dia 0 (25D0B), Dia 1 (25D1B), Dia 5 (25D5B),
Dia 10 (25D10B); y (B) biopldsticos entrecruzados con genipina al 0,50 % a diferentes
tiempos de curado de la masa: Dia 0 (50D0B), Dia 1 (50D1B), Dia 5 (50D5B), Dia 10
(50D10B). Se ha afiadido como referencia el bioplastico a base de proteina de guisante sin
ningun método de entrecruzamiento.

La Tabla 3.26 muestra los parametros obtenidos a partir de los perfiles
de traccion de los sistemas entrecruzados con genipina. En cuanto al
modulo de Young y el esfuerzo maximo se observa el mismo efecto, una
tendencia decreciente al aumentar la concentracion de genipina.
Ademas, tuvo lugar una disminucion con el tiempo de curado, siendo
también menor que el sistema de referencia sin ningin agente de
entrecruzamiento (este efecto es mas significativo para los sistemas al
0,50%). Por otro lado, la deformacion en la rotura presenta un aumento

con la adicion de genipina respecto al sistema de referencia.
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Tabla 3.26. Pardametros obtenidos a partir de los ensayos de traccion (médulo de Young,

esfuerzo mdximo y deformacion en la rotura) de los biopldsticos entrecruzados con 0,25 % y
0,50 % de genipina en diferentes tiempos de curado de la masa (dia 0, dia 1, dia 5 y dia 10).

Se ha aiiadido como referencia el biopldstico sin ningun método de entrecruzamiento. Se

han incluido simbolos diferentes como superindices para indicar diferencias significativas

entre los valores de cada columna.

Moédulo de Young | Esfuerzo maximo Deformacion en
SISTEMAS (MPa) (MPa) la rotura (%)
A 1 a
PPB 59,58 + 8,95 2,83 40,32 71,8 £2,0
B 1 abc
25D0B 43,00 + 7,88 2,70 £ 0,26 82,9+93
B 1 b
25D1B 36,65+ 6,15 2,60+ 0,10 84,0+ 3,1
B 1 b
25D5B 36,34 + 4,63 2,60+0,12 81,2+4,1
B 1 a
25D10B 36,08 + 3,17 2,50+ 0,11 73,619
C 1 c
50D0B 31,67 +0,94 2,70 + 0,01 93,8 +4,7
D 1 c
50D1B 20,33 + 2,40 2,67+021 108,1 +2,9
D 1 d
50D5B 23,89 3,20 2,65+ 0,07 50,7+ 3,2
D 11 e
50D10B 22,75 + 4,04 2,00+ 0,26 423+23

Por otra parte, la capacidad de absorcion de agua y la pérdida de material
soluble de los diferentes sistemas con y sin agentes de entrecruzamiento
se han afiadido en la Figura 3.43. En ella se puede observar como la
adicion de genipina produce una disminucion de la capacidad de
absorcion de agua de los bioplasticos, siendo para todos los sistemas
inferior al sistema de referencia. Comparando los diferentes sistemas, el
tiempo de curado no afecté la captacion de absorcion ya que no existen
diferencias significativas ni en los sistemas obtenidos al 0,25 % ni en
aquellos al 0,50 % de concentracion de genipina. En cuanto a la
evaluacion de la concentracion del agente de entrecruzamiento, se

demostr6 cdmo, al aumentar la concentracion de genipina se produce una
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disminucion de la capacidad de absorcion de agua de los bioplasticos
obtenidos. Esta disminucion puede deberse a una combinacion de dos
efectos. Por un lado, la adicion de genipina genera un cambio en la
microestructura que confiere al material un mayor caracter hidrofobico
debido a la presencia de grupos aromaticos en la estructura final, junto
con la ruptura de la formacion de puentes de hidrogeno segun se observa
en los ensayos de DSC. Por otra parte, el mayor grado de
entrecruzamiento puede inducir una menor movilidad de las cadenas
proteicas y, por tanto, disminuir la capacidad de absorcion de agua.

Por otro lado, la adicidon de genipina como agente de entrecruzamiento
no influyo en la pérdida de materia soluble, ya que para todos los
sistemas se encontr6 en el rango entre 45-50 %. Dichos valores son
similares a los obtenidos para otros bioplasticos estudiados basados en
proteina de cangrejo o soja, aunque superiores a los obtenidos para

proteina de arroz (Felix et al., 2017).
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Figura 3.43. Absorcion de agua y pérdida de material soluble de los bioplasticos
entrecruzados con 0,25 % y 0,50 % de genipina en diferentes tiempos de curado de la masa
(dia 0, dia 1, dia 5 y dia 10). Se ha incluido como referencia el bioplastico sin ningiin método
de entrecruzamiento.
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3.3.3. Efecto del entrecruzamiento enzimatico

Se ha estudiado el grado de entrecruzamiento de los sistemas obtenidos

mediante la adicion de transglutaminasa a su formulacion inicial (Figura

0]

3.44).
Transglutaminasa
] H
] |
V=N, o SV ey WWV—N—C VWY
2
Proteina Proteina
Subunidad 1 Subunidad 2

Figura 3.44. Imagen esquemadtica de la reaccion de entrecruzamiento usando
transglutaminasa en materiales proteicos.

De acuerdo con los resultados de la Tabla 3.27, una mayor concentracion

del agente de entrecruzamiento condujo a un aumento en el grado de

entrecruzamiento del sistema comparando los valores obtenidos cuando

se utiliza transglutaminasa al 0,25 o al 0,50 %. Al igual que sucedia en

el apartado anterior,

el aumento observado en el grado de

entrecruzamiento se debe a la presencia, en mayor proporcion, del agente

que fomenta la interaccion entre las diferentes cadenas proteicas.

Tabla 3.27. Grado de entrecruzamiento de biopldsticos entrecruzados por la adicion de
transglutaminasa en diferentes concentraciones (0,25 y 0,50 %).

SISTEMAS Grado de entrecruzamiento (%)
TG25 19,0+6,54
TG50 30,7+748

La influencia de la adicidon de transglutaminasa en la apariencia de los

bioplasticos se observa en la Figura 3.45.
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Ref. TG25 TGS0

Figura 3.45. Aspecto visual de bioplasticos entrecruzados por la adicion de
transglutaminasa. De izquierda a derecha: referencia (sin agente de entrecruzamiento),
transglutaminasa al 0,25 % y transglutaminasa al 0,50 %.

Los parametros de color calculados de los bioplasticos entrecruzados con
transglutaminasa se muestran en la Tabla 3.28. La adicion de
transglutaminasa no genera modificaciones en el aspecto de los
bioplasticos resultantes ya que no hay diferencias significativas en los

bioplasticos entrecruzados respecto a la referencia.

Tabla 3.28. Parametros de color (a, b y L*) de bioplasticos entrecruzados por la adicion de
transglutaminasa en diferentes concentraciones (0,25 y 0,50 %). Se ha incluido como
referencia el biopldstico a base de harina de proteina de guisante sin ningun método de

entrecruzamiento.
SISTEMAS a Aa b Ab L* AL
Referencia 3,7+0,2 - 13,1+£0,8 - 31,5+0,6 -
TG25 3,8+0,2 0,1 14,2+0,9 1,1 31,4+0,3 -0,1
TG50 3,9+£0,2 0,2 | 13,9+1,1 0,8 31,6 £0,2 0,1

Los resultados de los barridos de frecuencia de los diferentes bioplasticos
entrecruzados con transglutaminasa se muestran en la Figura 3.46. Se
puede observar como la presencia de la enzima conduce a un aumento
en los valores de E’, comparando los datos de los sistemas con 0,25 y
0,50 % con la referencia sin entrecruzar. Tal y como comentaron

Mirpoor et al. (2022), la presencia de transglutaminasa fomenta la
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formacion de nuevos enlaces covalentes que dan lugar a una red
morfologica mas compacta (Mirpoor et al., 2022).

Sin embargo, evaluando la influencia de la concentracion de
transglutaminasa, se observa coémo al aumentar la cantidad de
transglutaminasa afiadida se observa el efecto contrario y los valores de
E’ para el sistema con transglutaminasa 0,50 % son menores que los
obtenidos con un 0,25 %. Esta disminucion observada al modificar la
concentracion del agente de entrecruzamiento se debe a que dichos
aditivos requieren una concentracion y condiciones especificas para que
el proceso de entrecruzamiento ocurra de forma 6ptima. De hecho, este
fenomeno ha sido demostrado previamente en bibliografia en otros

materiales de base proteica (Perez-Puyana et al., 2016).
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Figura 3.46. Barridos de frecuencia de los biopldsticos entrecruzados por la adicion de
transglutaminasa en diferentes concentraciones: 0,25 % (TG25) y 0,50 % (TG50). Se ha
incluido como referencia el biopldstico sin ningiin método de entrecruzamiento.

La comparativa mostrada en la Tabla 3.29 corrobora las diferencias
observadas en los perfiles de flexion de la Figura 3.46, pues se

comprueba como la adicidén de transglutaminasa genera bioplasticos con
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modulos elasticos de 1-2 o6rdenes de magnitud superior respecto al
sistema de referencia, destacando el sistema elaborado con una

concentracion de 0,25 %.

Tabla 3.29. Parametros obtenidos a partir de los ensayos de ensayos de flexion dinamica
(modulo elastico a 1 Hz, E’1; y tangente de pérdidas a 1 Hz: tan (6)1) de bioplasticos
entrecruzados por la adicion de transglutaminasa en diferentes concentraciones (0,25 y 0,50
%). Se ha incluido como referencia el biopldastico a base de harina de proteina de guisante
sin ningun método de entrecruzamiento.

SISTEMAS E’; (Pa) - 108 tan (6)1 (-)
Referencia 0,06 +0,024 0,22+0,01¢
TG25 2,340,588 | 0,24+0,02°
TG50 0,84 +0,16 € 0,23 +£0,01

Los perfiles de traccion (Figura 3.47) obtenidos para los sistemas
entrecruzados con transglutaminasa presentan las mismas zonas que el
sistema de referencia, con una primera parte lineal ascendente (que se
corresponde con la deformacion elastica del sistema), seguida de una
zona de pendiente decreciente (deformacion pléstica del material) que
finaliza con la caida subita del esfuerzo soportado como consecuencia de
la rotura de la probeta. La diferencia principal radica en la longitud de la
zona plastica, esto es, en la deformabilidad de los sistemas; siendo
bastante inferior cuando se afiade transglutaminasa a la formulacion
inicial. El descenso en la elongacion de sistemas entrecruzados con
transglutaminasa fue previamente observado por Cui en su estudio de
films de gluten, como consecuencia de la reduccion de la movilidad de
las cadenas proteicas tras el proceso de entrecruzamiento (Cui et al.,

2017).
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Figura 3.47. Perfiles de traccion de los bioplasticos entrecruzados por la adicion de
transglutaminasa en diferentes concentraciones (0,25 y 0,50 %). Se ha incluido como
referencia el biopldstico a base de harina de proteina de guisante sin ningun método de
entrecruzamiento.

La Tabla 3.30 muestra un resumen de los parametros obtenidos a partir
de los perfiles de traccion. El modulo de Young muestra una tendencia
similar a los resultados obtenidos en flexion, pues la adicion de
transglutaminasa produce un aumento de la rigidez del biopléstico, pero
que, sin embargo, al aumentar la concentracion agente de
entrecruzamiento se produce un descenso, encontrando un méaximo con
0,25 %. Este aumento de la rigidez va asociado a una pérdida de la
deformabilidad del sistema como se observa por el descenso drastico de
la deformacion en la rotura de los sistemas entrecruzados respecto a la

referencia.

Los cambios observados para los bioplasticos entrecruzados de proteina
de guisante respecto a la referencia son mas evidentes en comparacion
con lo obtenido por otros autores (Cui et al., 2017; Mirpoor et al., 2022)
debido a la elevada concentracion de lisina que presenta la proteina de

guisante (Tabla 3.2).
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Tabla 3.30. Pardametros obtenidos a partir de los ensayos de traccion (Modulo de Young,

esfuerzo mdximo y deformacion en la rotura) de biopldsticos entrecruzados por la adicion de
transglutaminasa en diferentes concentraciones (0,25 y 0,50 %). Se ha incluido como
referencia el bioplastico a base de harina de proteina de guisante sin ningiin método de

entrecruzamiento.
Moédulo de Esfuerzo Deformacion
SISTEMAS Young maximo en la rotura
(MPa) (MPa) (%)
Referencia 59,58 + 8,95 A 2.83+0,32° 71,8+€2,0¢
TG25 90,98 +£17,62 B 2,27+ 0,60 2 70+1,0P
TG50 70,22 + 7,92 AB 2,15+£0,07° 99+4,1P

La influencia de la adicién de transglutaminasa sobre las propiedades
funcionales de los bioplasticos proteicos se ha evaluado mediante el
analisis de su capacidad de absorcion de agua (Figura 3.48). Una baja
concentracion de transglutaminasa, aunque genera probetas de mayor
rigidez, no modifica significativamente su capacidad de absorber agua.
En cambio, cuando se dobla la cantidad de transglutaminasa incluida
(0,50 %), se obtienen sistemas con una menor capacidad para absorber
agua, que deriva en un descenso de la absorcion de agua en casi un 30 %
del valor del sistema de referencia.

En cambio, la adicion de transglutaminasa no genera cambios
significativos en la pérdida de material soluble de los sistemas, estando
aproximadamente en torno al 45 %, correspondiéndose practicamente

con la cantidad de glicerina presente en el sistema.
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Figura 3.48. Capacidad de absorcion de agua y pérdida de material soluble de bioplasticos
entrecruzados por la adicion de transglutaminasa en diferentes concentraciones (0,25 y 0,50
%). Se ha incluido como referencia el biopldstico a base de harina de proteina de guisante
sin ningiin método de entrecruzamiento.
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3.3.4. Comparativa de resultados de los diferentes métodos de

entrecruzamiento

Finalmente, tras haber estudiado el efecto de cada tipo de
entrecruzamiento sobre los bioplasticos obtenidos a partir de proteina de
guisante, se ha realizado una comparacion entre ellos. Para ello, a modo
de comparacion general, se han presentado en la Tabla 3.31 un resumen
de todos los métodos de entrecruzamiento estudiados incluyendo
algunos de los parametros estudiados en los apartados anteriores.
Ademas, para poder llevar a cabo una comparacion mas visual de los
diferentes métodos de entrecruzamiento estudiados, la Figura 3.49

muestra una gréfica radial con diferentes propiedades evaluadas.

e [ = ErEN CiE s | e T EFTICO

Quimico tradicions| se——Cuimico natural  ssEnzimdtico

Enmtrecruzamiento

Absorcion Agua Color

Deform. Rotura M. Youn g

Figura 3.49. Comparativa de las propiedades obtenidas para biopldsticos sometidos a
diferentes métodos de entrecruzamiento.
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Respecto a los métodos de entrecruzamiento fisico, el tratamiento
térmico es el método que genera sistemas con mayor rigidez, generando
sistemas con un cambio de color aparente. Por otra parte, el tratamiento
UV obtiene sistemas con un perfil de propiedades similar al sistema de
referencia con propiedades mejoradas para el médulo de Young, aunque
con un ligero descenso de su deformabilidad.

El entrecruzamiento quimico genera efectos diferentes en funcion de si
se utiliza un agente quimico tradicional (glutaraldehido) o natural
(genipina). El tratamiento quimico con glutaraldehido genera sistemas
con un color similar a la referencia, pero con mucha menos
deformabilidad y capacidad de absorcion de agua. Por otra parte, el
tratamiento con genipina (método quimico natural) genera sistemas con
un cambio de color apreciable, ademas de aumentar la deformacién en la
rotura.

El método de entrecruzamiento enzimdtico genera sistemas poco
deformables, aunque no genere tanto entrecruzamiento como el método
quimico tradicional. Los sistemas obtenidos muestran un color y

capacidad de absorcion de agua similar a la referencia.
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34 Ciclo de vida: Estimacion de Ila

biodegradabilidad de los bioplasticos proteicos

Los estudios de ciclo de vida pueden ser sobre una etapa especifica de
un proceso productivo, sobre un producto o sobre un proceso completo
desde la extraccion de la materia prima hasta el final de la vida 1til del
producto (comiinmente conocido como End-of-Life o EoL).

En este caso se ha llevado a cabo un estudio de ciclo de vida preliminar
basico que tiene en cuenta, de manera estimada, las emisiones de CO>
(se trata del principal gas de efecto invernadero y el que generalmente se
utiliza como referencia para los calculos de emisiones) del proceso de
fabricacion de bioplasticos, asi como un coste estimado de produccion
de un lote de muestras (25 unidades). A pesar de tratarse de un estudio
preliminar, permite establecer una comparativa de los costes asociados y
emisiones generadas de los diferentes sistemas elaborados. De esta
forma, se puede analizar los procesos de fabricacion, no solamente desde
un punto de vista de las propiedades de los bioplasticos obtenidos, sino
desde el punto de vista del proceso en si y las consecuencias derivadas

de llevarse a cabo.

Para dicho estudio se han utilizado algunos datos necesarios para los
calculos realizados. Dichos datos se encuentran resumidos en la Tabla
3.32. En este sentido, la Tabla 3.32 muestra los datos tanto de la materia
prima como del producto intermedio (masa) y del producto final
(bioplastico) del proceso. Para ello, se han tenido en cuenta las
cantidades utilizadas en la etapa de mezclado, asi como el peso de un
biopléstico obtenido tras la inyeccion (el lote completo lo conforman 25

unidades).
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Tabla 3.32. Cantidad de materia prima, producto intermedio (masa) y bioplastico utilizado y
obtenido durante el proceso de fabricacion por moldeo por inyeccion.

Datos
Materia Prima | 1arina de guisante 36g
Glicerina 24 g
Masa obtenida 60 g
Bioplastico (x25 unidades) 1g(259)

El diagrama de flujo del proceso puede observarse en la Figura 3.50.
Unicamente se ha tenido en cuenta el proceso de fabricacién de
bioplasticos a partir de las materias primas (sin tener en cuenta el proceso
de produccion de la materia prima), teniendo como entrada adicional la
energia consumida en el proceso de moldeo por inyeccion (fabricacion).

HARINA DE GUISANTE GLICERINA
(362 (24 2)

| |
. Mezclado :

| .
; (500 rpm/10min) I—b Emisiones

I -

; J |

) : MASA
Energla — (60 g) !
! ;

i !

| I

Moldeo por Inyeccion .

130 °C/ 500 bar

Residuos

BIOPLASTICO
[25 unidades]

Figura 3.50. Diagrama de flujo que muestra los limites del sistema considerados en el
anadlisis de la fabricacion de bioplasticos.
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Por otra parte, la Tabla 3.33 muestra la potencia y emisiones de cada uno
de los equipos utilizados en el proceso de fabricacion de bioplasticos. La
energia de la mezcladora se ha obtenido a partir de la energia mecanica
especifica para las condiciones de trabajo seleccionadas (60 g de masa a
50 rpm durante 10 minutos). La energia de la inyectora se ha obtenido a
partir de los datos técnicos del equipo. Ademas, una estimaciéon de las
emisiones de CO» del proceso a partir de la energia consumida teniendo
en cuenta los datos de “The European Environment Agency” (0,265 kg
CO2/kWh para Espana) (Hrebicek et al., 2016).

Tabla 3.33. Energia y emisiones de CO: de cada etapa del proceso de fabricacion de

bioplasticos.
Parametro Dato
Energia mezcladora 0,010 kWh
Emisiones CO2 mezcladora | 0,00265 kg CO»
Energia inyectora 2,415 kWh
Emisiones COz inyectora 0,64 kg CO2

Teniendo en cuenta los datos de las Tablas 3.32 y 3.33, el proceso de
fabricacion de bioplasticos descrito ha requerido una energia de 0,097
kWh/g bioplastico. Este valor ha sido obtenido a partir de la energia de
la mezcladora y de la energia de la inyectora. Ademas, a partir de la
energia consumida se ha calculado una estimacion de las emisiones de
CO, del proceso, obteniendo unas emisiones de 0,026 kg CO./g
bioplastico.

Para los costes asociados del proceso de fabricacion de bioplasticos, se
han calculado a partir del precio de kWh en Espana (0,299 €/kWh
tomando la media del precio medio entre enero y junio de 2022) y el
precio de las materias primas, obteniendo que el coste del proceso de

fabricacion ha sido de 0,24 €/g bioplastico.
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Ademéds, se ha obtenidos los costes y emisiones generadas para los
métodos de entrecruzamiento descritos anteriormente. Asi pues, la
energia consumida por el horno y el equipo de radiacion UV se han
obtenido a partir de los datos técnicos de los equipos. Para los diferentes
agentes de entrecruzamiento, se han calculado los gramos necesarios
para obtener un lote de bioplasticos (25 unidades) y su coste derivado se
ha calculado a partir de los precios (obtenidos a partir de varias empresas

de suministro de reactivos quimico).

Entrecruzamiento Fisico — Tratamiento Térmico

Los célculos relacionados con la fabricacion de bioplasticos de guisante
entrecruzados con un tratamiento térmico se han llevado a cabo a partir

del diagrama de flujo del proceso que puede observarse en la Figura 3.51.

HARINA DE GUISANTE GLICERINA

. Mezclado I
(500 rpm/10min) |

I l I——— Emisiones
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: | (60 g) !
Energia 4: 1 Calor
; |
Moldeo por Inyeccion I
130 °C/ 500 bar

D

! Tratamiento Térmico
1 50/130 °C —4/24h

Residuos

O

BIOPLASTICO
[25 unidades]

Figura 3.51. Diagrama de flujo que muestra los limites del sistema considerados en el
andlisis de la fabricacion de bioplasticos entrecruzados por un tratamiento térmico.
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Para ello, a lo ya obtenido para el proceso de referencia se han de afiadir
los datos relativos al horno utilizado para llevar a cabo el

entrecruzamiento (Tabla 3.34).

Tabla 3.34. Energia y emisiones de CO: para el tratamiento térmico de biopldsticos.

Parametro Dato
Energia horno 38,4 kWh
Emisiones CO; horno 10,176 kg CO;

Teniendo en cuenta los datos de la Tabla 3.34, para la fabricacion de un
lote de bioplasticos entrecruzados térmicamente ha sido necesaria una
energia de 1,633 kWh/g biopléstico. En este caso, a la energia consumida
en el proceso de referencia (2,425 kWh) se han de afadir la energia
consumida por el horno durante 24 h (38,4 kWh), con un coste de 0,70
€/g bioplastico (193% superior al proceso de referencia) y unas

emisiones asociadas de 0,43 kg CO»/g bioplastico.

Entrecruzamiento Fisico — Radiacion UV

Por otra parte, los calculos relacionados con la fabricacion de
bioplasticos de guisante entrecruzados mediante radiacion UV se han
llevado a cabo siguiendo el diagrama de flujo del proceso puede
observarse en la Figura 3.52. En este caso, a lo ya obtenido para el
proceso de referencia se han de afnadir los datos relativos al equipo de

UV utilizado para llevar a cabo el entrecruzamiento (Tabla 3.35).

Tabla 3.35. Energia y emisiones de CO: para el tratamiento por radiacion UV de

bioplasticos.
Parametro Dato
Energia UV 0,005 kWh
Emisiones CO, UV 0,001 kg CO»
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Teniendo en cuenta los datos de la Tabla 3.35, para la fabricacién de un
lote bioplasticos entrecruzados por radiacion UV ha sido necesaria una
energia de 0,097 kWh/g bioplastico. Este valor ha sido obtenido a partir
de la energia del proceso de referencia (2,425 kWh) anadiéndole la
energia consumida por el proceso de entrecruzamiento (radiacion UV,
0,004 kWh). Mediante la relacion energia consumida/emisiones, descrita
anteriormente, este proceso ha producido unas emisiones de 0,026 kg
CO2/g bioplastico.

Los costes asociados a este proceso se han calculado a partir de los costes
del sistema de referencia sumandole el coste de uso del equipo de

radiacion UV, obteniendo un coste total de 0,24 €/g bioplastico.

HARINADE GUISANTE ~ GLICERINA
(36g) 249
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130 °C / 500 bar

i |

I I
: [ Radiacion UV } :

Energia —»

Residuos

50/120/500 mJ/cm? — 30 min

BIOPLASTICO
[25 unidades]

Figura 3.52. Diagrama de flujo que muestra los limites del sistema considerados en el
analisis de la fabricacion de bioplasticos.
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Entrecruzamiento Quimico — Glutaraldehido

Los calculos relacionados con la fabricacion de bioplasticos de guisante

entrecruzados mediante la adicion de glutaraldehido se han llevado a

cabo siguiendo el diagrama de flujo del proceso puede observarse en la

Figura 3.53.
GLICERINA
(24 g
HARINA DE GLUTARALDEHIDO
GUISANTE (LOS )
(369
1 I
. Mezclado .
: (500 rpm/10min) L Emisiones
| l |
[ I
Energia — MASA ——— Calor

: (602) .

S

I
. Moldeo por Inyeccion .
130 °C / 500 bar

BIOPLASTICO
[25 unidades]

Residuos

Figura 3.53. Diagrama de flujo que muestra los limites del sistema considerados en el
andlisis de la fabricacion de biopldsticos entrecruzados con glutaraldehido (3%).

En este caso, se ha tenido en cuenta la cantidad de glutaraldehido

utilizada, asi como su precio (Tabla 3.36).

Tabla 3.36. Datos relacionados con el uso de glutaraldehido como método de

entrecruzamiento quimico de bioplasticos.

Parametro Dato
Cantidad glutaraldehido 1,08 g (3%)
Precio glutaraldehido 82,5 €/kg
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En este proceso, la energia consumida y las emisiones de CO> son
similares al proceso de referencia ya que no hay etapas adicionales. Sin
embargo, si varia el coste de produccion ya que se ha afiadido el precio
de usar glutaraldehido como aditivo (3 %, 1,08 g utilizados para generar
un lote de 25 bioplésticos). En este sentido, se ha producido un aumento
del 1,5 % respecto al precio de referencia (0,242 €/g bioplastico frente a
0,238 €/g bioplastico).

Entrecruzamiento Quimico — Genipina

Como comparativa al tratamiento quimico tradicional (uso de
glutaraldehido), se ha estudiado el proceso de entrecruzamiento quimico
por adicion de genipina. El diagrama de flujo del proceso de fabricacion
de un lote de bioplasticos entrecruzados con genipina (0,25%) aparece

en la Figura 3.54.
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(249
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| l |
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1
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Figura 3.54. Diagrama de flujo que muestra los limites del sistema considerados en el
andlisis de la fabricacion de bioplasticos entrecruzados con genipina (0,25%).
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Ademas, al igual que en el proceso anterior, para este analisis se ha tenido
en cuenta la cantidad de genipina utilizada, asi como su precio (Tabla

3.37).

Tabla 3.37. Datos relacionados con el uso de genipina como método de entrecruzamiento
quimico de bioplasticos.

Parametro Dato
Cantidad genipina 0,09 g (0,25%)
Precio genipina 483 €/g

En este proceso, la energia consumida y las emisiones de CO; son
similares al proceso de referencia ya que no hay etapas adicionales. Sin
embargo, si varia el coste de produccion ya que se ha afiadido el precio
de usar genipina como aditivo (0,25 %, 0,09 g utilizados para generar un
lote de 25 bioplasticos). En este sentido, se ha producido un aumento del
730 % respecto al precio de referencia (1,98 €/g biopléstico frente a 0,24
€/g bioplastico). Hay que remarcar que este aumento significativo del
precio ha sido debido al uso del precio de la genipina pura a través de
Sigma-Aldrich, mientras que seria bastante menor si se extrae a partir del

producto natural o se compra de forma industrial.

Entrecruzamiento Enzimatico — Transglutaminasa

Finalmente, también se ha analizado el proceso de fabricacion de
bioplésticos entrecruzados con transglutaminasa (Figura 3.55). De
nuevo, para este estudio se ha tenido en cuenta tanto el precio como el

consumo de transglutaminasa requerido (Tabla 3.38).

Tabla 3.38. Datos relacionados con el uso de transglutaminasa como método de
entrecruzamiento quimico de bioplasticos.

Parametro Dato
Cantidad transglutaminasa 0,09 g (0,25%)
Precio transglutaminasa 200 €/kg
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Figura 3.55. Diagrama de flujo que muestra los limites del sistema considerados en el
andlisis de la fabricacion de biopldsticos entrecruzados con transglutaminasa (0,25%).

Al igual que antes, la energia consumida y las emisiones de CO2 son
similares al proceso de referencia ya que no hay etapas adicionales. Sin
embargo, si varia el coste de produccion ya que se ha afiadido el precio
de usar transglutaminasa como aditivo (0,25 %, 0,09 g utilizados para
generar un lote de 25 bioplasticos). En este sentido, se ha producido un
aumento del 0,33 % respecto al precio de referencia (0,239 €/g
bioplastico frente a 0,238 €/g bioplastico).

Los estudios de ciclo de vida de un material plastico encontrado en
bibliografia contemplan diferentes alternativas para el fin de vida (EoL)
de dicho material. En este sentido, ademas de las vias tradicionales de
fin de vida del plastico (esto son reciclaje, incineracion y vertedero), los

bioplasticos pueden ser tratados como residuos organicos planteando
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otras opciones como su desecho en compost o por degradacion. La Tabla
3.39 muestra un resumen de datos referentes a las emisiones de CO> por
kg de plastico para cada una de las alternativas anteriormente

mencionadas (Van Roijen & Miller, 2022):

Tabla 3.39. Emisiones de CO: de cada una de las alternativas de fin de vida de biopldsticos.
Datos obtenidos de Van Roijen and Miller (2022).

Tratamiento Emisiones de CO»/kg plastico
Reciclado 1,4 - 1,7 kg CO;
Vertederos 2 -4kg CO,

Incineracion 1,5-2,5 kg CO;

Compostaje 1,1 - 1,3 kg CO;

Degradacion 0,6 — 0,9 kg CO»

La gran mayoria de estudios de ciclo de vida concuerdan en que el
reciclado presenta un 30-50 % menos de emisiones de CO» que las otras
alternativas tradicionales (Van Roijen & Miller, 2022). Sin embargo,
esta técnica también presenta un inconveniente relacionado con el
deterioro del material. La exposicion del bioplastico a temperatura,
humedad o a una carga especifica puede alterar sus propiedades, sin
olvidar que este tipo de materiales son susceptibles al deterioro por
envejecimiento.

La eliminacion de recursos a través de vertederos debe ser la tltima
opcidn para el fin de vida de materiales. Sin embargo, es el método mas
comun de eliminacion de residuos. Este tratamiento ineficaz puede dar
lugar a importantes emisiones CO». De hecho, los datos mostrados en la
Tabla 3.39 reflejan que se trata de la alternativa que mas emisiones emite.
Tras los vertederos, la incineracion es la segunda ruta de eliminacion mas
comun para los plasticos a nivel mundial (Van Roijen & Miller, 2022).
La combustion controlada se puede utilizar para aprovechar y convertir

el poder calorifico de los desechos en calor o electricidad util y, al mismo
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tiempo, reducir el volumen de residuos presentes. En este sentido, los
bioplasticos se pueden incorporar en tales instalaciones de incineracion
de residuos plasticos por su alto poder calorifico. Sin embargo, teniendo
en cuenta la biodegradabilidad de estos materiales, la incineracion puede
considerarse un desperdicio.

Durante el compostaje, la materia orgdnica es descompuesta por un
grupo de microorganismos, produciendo CO> y humus. El compostaje
industrial normalmente se lleva a cabo a temperaturas medias (60-70 °C)
y altos contenidos de humedad (60% aprox.) (Batori et al., 2018). Cabe
mencionar que la composicion del compost y los pardmetros
fisicoquimicos juegan un papel importante ya que el compost suministra
los nutrientes necesarios para el crecimiento de los microorganismos. En
comparacion con los métodos tradicionales, esta alternativa presenta la
ventaja de generar menos emisiones.

De acuerdo a los datos de Van Roijen & Miller (2022), de las posibles
alternativas mencionadas, la degradacion es aquella que genera una
menor cantidad de emisiones de CO> (Tabla 3.39). Esta alternativa
aprovecha la biodegradabilidad de los bioplasticos (gran ventaja respecto
a los plasticos convencionales). La degradacion de bioplasticos se puede
llevar a cabo de diferentes maneras: degradacion térmica, degradacion
hidrolitica, degradacion oxidativa, fotodegradacion o degradacion
microbioldgica (biodegradacion) (Batori et al., 2018).

La biodegradacion es la descomposicion del material por
microorganismos sin liberar sustancias que puedan ser toxicas para
cultivos, animales o humanos. La degradacion llevada a cabo por
microorganismos puede realizarse en presencia de oxigeno (condiciones
aerobias) o sin oxigeno (condiciones anaerobias), obteniéndose

diferentes productos de degradacion:
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Bioplastico 2 H>O + sales minerales + CO: [condiciones aerobias]
Bioplastico 2 H>O + sales minerales + CHy [condiciones anaerobias]
En este estudio se ha llevado a cabo un analisis preliminar de los
bioplasticos obtenidos, con las diferentes modificaciones realizadas, a
través de la estimacion de su tiempo de biodegradacion. Para ello, se
realizd un andlisis cualitativo de la degradacion de los bioplasticos
tomando fotografias a diferentes dias después de enterrar las muestras en
el suelo. En primer lugar, tal y como puede observarse en la Figura 3.56,

el sistema de referencia se degradé completamente después de 10 dias.

SISTEMAS
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Figura 3.56. Analisis de biodegradabilidad de bioplasticos de proteina de guisante sometidos
a temperatura como entrecruzamiento fisico. Se utilizo como referencia un biopldstico de
proteina de guisante sin ningiin método de entrecruzamiento.

A continuacidén, se analizaron los sistemas sometidos a un

entrecruzamiento fisico. La Figura 3.56 muestra la biodegradabilidad de
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los bioplasticos sometidos a un tratamiento térmico. Los resultados
obtenidos demuestran que el uso de un tratamiento a 120 °C induce
modificaciones en el sistema que dan lugar a bioplasticos mas resistentes
a la degradacion. Cabe destacar el sistema sometido a un tratamiento
térmico a 120 °C durante 24 h, cuya degradacion completa no se consigue
hasta pasados 100 dias.

Ademas del tratamiento térmico, también se analiz6 la influencia de un
tratamiento con radiacion UV sobre la biodegradacion de los
bioplasticos. Tal y como se puede observar en la Figura 3.57, el
tratamiento con UV ralentiza la degradacion del bioplastico entre un 100
y un 200%, destacando el sistema sometido a una radiacion de 120
mJ/cm? que aguanta hasta 30 dias antes de su degradacion completa.

SISTEMAS
Ref. ~ 50mlJ/cm?  120mJ/cm?  500ml/cm?
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Figura 3.57. Andlisis de biodegradabilidad de bioplasticos sometidos a un tratamiento UV
como entrecruzamiento fisico. Se utilizo como referencia un biopldstico de proteina de
guisante sin ningun método de entrecruzamiento.
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Por otra parte, se evaluaron los bioplasticos sometidos a un tratamiento
de entrecruzamiento quimico basado en el uso de aldehidos (Figura
3.58), pudiéndose comprobar que la adicion de diferentes aldehidos
produjo un retraso en la degradacion de las muestras, prolongandose con
el aumento de la longitud de la cadena alifatica del agente de
entrecruzamiento. En este sentido, en términos de biodegradacion, hubo
un aumento del 40% cuando se agregd formaldehido a la formulacion
(14 dias en lugar de los 10 dias de la referencia), un aumento del 100%
al usar glioxal (20 dias en lugar de los 10 dias de la referencia), y un
aumento del 300% al afiadir glutaraldehido (40 dias en lugar de los 10

dias del de referencia).
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Figura 3.58. Analisis de biodegradabilidad de bioplasticos de proteina de guisante sometidos
a entrecruzamiento quimico basado en el uso de aldehidos: formaldehido (F3%), glioxal
(Gly3%) y glutaraldehido (Glu3%). Se utilizo como referencia un biopldstico de proteina de
guisante sin ningun método de entrecruzamiento.
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Ademas del uso de aldehidos, se ha evaluado el entrecruzamiento
quimico de bioplasticos mediante el uso de una sustancia natural como
la genipina. La Figura 3.59 muestra la evolucion de la biodegradacion de
los sistemas elaborados con un 0,25 % de genipina a diferentes tiempos
de curacion de lamasa (0, 1, 5y 10 dias). Los resultados demuestran que,
al igual que la adicion de glutaraldehido, la adicion de genipina produce
un retraso en el tiempo de degradacion de las muestras hasta unos 37-50
dias. En concreto, el tiempo de curado de la masa no produce diferencias
en la degradacion de los sistemas (destacando el sistema con 10 dias de

curado de la masa).
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Figura 3.59. Analisis de biodegradabilidad de bioplisticos de proteina de guisante sometidos
a entrecruzamiento quimico basado en el uso de genipina (GE) (0,25%) a diferentes dias de
curado de la masa (D0, D1, D5 y D10).
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Finalmente, se ha estudiado la influencia de la adicion de una enzima
(transglutaminasa) sobre las propiedades de los bioplasticos proteicos
(entrecruzamiento enzimatico). Los resultados de biodegradabilidad
obtenidos se muestran en la Figura 3.60, quedando demostrado que la
adicion de transglutaminasa, ya sea 0,25 % (TG25) como 0,50 %
(TG50), provoca un aumento de la resistencia a degradarse hasta unos
50 dias aproximadamente, como consecuencia de la interaccion de la

enzima con las cadenas proteicas.
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Figura 3.60. Anadlisis de biodegradabilidad de bioplasticos de proteina de guisante sometidos
a entrecruzamiento enzimdtico basado en el uso de transglutaminasa. Se utilizo como
referencia un biopldstico de proteina de guisante sin ningiin método de entrecruzamiento.
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Tal y como se ha podido comprobar, de manera general, el uso de un
método de entrecruzamiento (ya sea fisico, quimico o enzimatico)
produce un aumento en el tiempo de degradacion de los sistemas. Este
aumento puede deberse a una mayor resistencia mecanica de los
bioplasticos observada en las pruebas mecanicas; por la actividad
antibacteriana de estos sistemas que mataron a las bacterias antes de que
pudieran descomponer los bioplésticos; o bien por el posible aumento de
la longitud de la cadena biopolimérica que dificulta la digestion de las

mismas por las bacterias (Abraham et al., 2021).

A modo de resumen, en la Tabla 3.40 se muestra una comparativa de los
diferentes procesos estudiados. En primer aparece el rendimiento de los
diferentes procesos. Tal y como puede verse es similar y ha sido
calculado como la relacion entre la cantidad total de bioplasticos
obtenidos (25 g) y la cantidad de masa generada tras el mezclado (60 g).
A continuacion, tanto el consumo de energia como las emisiones de CO-
se comprueba que son practicamente similares para todos los procesos,
excepto por el tratamiento térmico debido al uso continuado del horno
(24 h) para llevar a cabo el entrecruzamiento de los sistemas. Eso
también afecta al coste del proceso (por el aumento de los kWh
consumidos) en comparacion con el sistema de referencia. Otro proceso
que destaca por su elevado coste es aquel llevado a cabo con un
entrecruzamiento por genipina debido al elevado precio que tiene este
reactivo quimico puro. Finalmente, se han incluido el tiempo de
degradacion de los diferentes sistemas, observando como el tratamiento
térmico y los entrecruzamientos con genipina y transglutaminasa son los

Optimos para retardar la degradacion de los bioplésticos proteicos.

166



Resultados y Discusion

(%ST°0)
w Y4 NTnN A—uono @MNAO s-8v Nm&::ﬂﬂ&:—”m:ﬁhh VINIZNA
(4% 4 T ¥9°0 86°1 0S-0t (%S7°0) eurdruan
ODININO

. . . (%€)
w ST we #9°0 wTo o opIyopEIEIND)

. . . (zwd/ P 0Z1)
w ST €r'C #9°0 8€T°0 0€-0C AN UOREIPEY

O0DISIA

. ) . (upz-0, 071
(4% ST 43114 78°01 0L0 001 0N YeIL
(4% ST we ¥9°0 8€7°0 01 BIOUDIOJOY
(%) sepronpoad (um>) erdarouy @M=D (3/3) osad0ad (serp)

0)URIWIPUIY sapeprun) owrnsuo)) SQUOISTU 9)50) ugnepeIsddq OULANYAVd

‘Soppipnysa soo13spjdo1q ap uo1VILIGDY ap S05220.4d S23U12[1p SO] P UIWNSIL DIGDL “OF € VIGDL

167



Victor Manuel Pérez Puyana

Para finalizar, la Figura 3.61 muestra una comparativa con un resumen
de las propiedades obtenidas para los bioplasticos con los diferentes
métodos de entrecruzamiento estudiados, asi como para el sistema de

referencia sin entrecruzamiento.

= R eferencia uv Térmico

Quimico tradicional ~ =====Quimico natural -Enzimatico

Entrecruzamiento

Tiempo Degradacion - Coste

Consumo Energia Emisiones CO2

Figura 3.61. Comparativa de las propiedades obtenidas para bioplasticos sometidos a
diferentes métodos de entrecruzamiento.

Respecto a los métodos de entrecruzamiento fisico, el tratamiento
térmico es el método que genera sistemas con mayor tiempo de
degradacion, aunque se trata del proceso con mayor cantidad de
emisiones de CO;. Por otra parte, el tratamiento UV obtiene sistemas con
un perfil de propiedades similar al sistema de referencia, con propiedades
mejoradas para el tiempo de degradacion. Este método no genera ni
emisiones ni costes adicionales al proceso de fabricacion de referencia.
El entrecruzamiento quimico genera efectos diferentes en funcion de si
se utiliza un agente quimico tradicional (glutaraldehido) o natural
(genipina). El tratamiento quimico con glutaraldehido genera sistemas
con mayor tiempo de degradacion. Ademas, es el método que genera
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mayor entrecruzamiento sin suponer en un coste o generacion de
emisiones adicional. Por otra parte, el tratamiento con genipina (método
quimico natural) es un proceso que genera bioplasticos que tardan mas
tiempo en degradarse, pero con un aumento significativo del coste de
produccion como consecuencia del precio elevado del reactivo puro.

El método de entrecruzamiento enzimatico genera sistemas con un
tiempo de degradacion intermedio, aunque no genere tanto
entrecruzamiento como el método quimico tradicional. Dicho proceso
presenta datos similares de emisiones y costes asociados respecto al de

referencia.
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4.1 Conclusiones

Como conclusion general, se ha conseguido un biopléstico a partir de
aislado de proteina de guisante mediante un proceso termomecanico que
consta de dos etapas: la primera es un proceso de mezclado y la otra es
un moldeo por inyeccion en condiciones adecuadas de presion y

temperatura.

Caracterizacion de la materia prima

La caracterizacion de la proteina mostrd un contenido proteico del 90%,
por lo que se considera un aislado proteico. Por otro lado, el aislado de
proteina de guisante estd formado por una variedad de fracciones
proteicas con diferentes pesos moleculares. En concreto, el perfil
aminoacidico reveld que la proteina de guisante es rica en acido
glutdmico y aspartico, arginina y lisina, pero presenta bajos porcentajes
de metionina y tript6fano.

De acuerdo a su perfil de solubilidad, su punto isoeléctrico se encuentra
entre pH 4-5, mientras que su analisis térmico indicd que su temperatura

de transicidn vitrea esta alrededor de los 100 °C.

Influencia de las condiciones de procesado

Es muy importante controlar el proceso de mezclado para obtener una
adecuada consistencia y homogeneidad de la mezcla, para lo cual se
deben evitar los efectos de estructuracion inducidos por cizalla debido a
la velocidad de agitacion, el tiempo y temperatura de mezclado.

La modificacion de la temperatura y el tiempo en el molde e incluso la
presion de inyeccion conduce a bioplasticos con propiedades mecanicas
y funcionales modificables:

Efecto de la temperatura del molde: Un aumento de la temperatura

conduce a un aumento en la deformacidén y, consecuentemente, una
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disminuciéon del médulo de Young, asi como una disminucion de la
transparencia de los bioplasticos, sin variar la tension méxima ni su
capacidad de absorcion de agua. Una temperatura superior a 150°C
induce la degradacion de las proteinas, no pudiendo ser inyectadas a
partir de esta temperatura.

Efecto del tiempo en el molde: Un aumento en el tiempo en el molde
muestra una disminucidon progresiva en la absorcion de agua y la
transparencia de los bioplasticos (a medida que se vuelven mas
cristalinos). El inico parametro que muestra alguna variacion (aumento)
con el tiempo en el molde es la deformacion en la rotura.

Efecto de la presion de inyeccion: Un aumento de la presion induce un
crecimiento de la deformacion en la rotura por traccion. La absorcion de
agua apenas se ve afectada por la presion, mientras que la transparencia

muestra un minimo a presiones intermedias.

Evaluacion del entrecruzamiento de biopldsticos proteicos

Se han obtenido bioplasticos basados en proteina de guisante con
propiedades mejoradas mediante la aplicacion de una etapa adicional de
entrecruzamiento fisico durante el proceso de fabricacion.
Especificamente, el tratamiento térmico produjo sistemas con
propiedades mecéanicas mejoradas, aunque redujo significativamente su
capacidad de absorcion de agua y deformacion critica. De hecho, el
tratamiento térmico a 50 °C produjo bioplasticos mas claros, mientras
que a 120 °C se obtuvieron sistemas con un tono mas oscuro. En cambio,
la radiaciéon UV mejord la deformacion en la rotura de las muestras.
Ademas, también produjo un aumento del entrecruzamiento de los
bioplasticos junto con una ligera disminucién de su capacidad de
absorcion de agua. Comparando ambos tratamientos, el tratamiento

térmico produjo sistemas mas rigidos y quebradizos, mientras que la
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radiacion UV mejoré la deformabilidad junto con una posible
esterilizacion adicional de los bioplasticos.

La adicién de aldehidos como agentes de entrecruzamiento condujo al
oscurecimiento, disminucion de la transparencia y cambios de color,
siendo mds evidente para los bioplasticos elaborados con glioxal y
glutaraldehido. Considerando las propiedades mecénicas, la adicion de
aldehidos mejor¢ la rigidez a la flexion, especialmente en los sistemas
con formaldehido, aunque sin diferencias significativas con respecto a la
concentracion del agente (1 y 3%). Por el contrario, el andlisis del
comportamiento de traccion condujo a bioplasticos mas rigidos y menos
deformables para los sistemas de glioxal y glutaraldehido. Por otro lado,
se ha demostrado que hay una relacion directa entre el grado de
entrecruzamiento y las propiedades funcionales. La adicion de aldehidos
a la formulacién inicial provocd una disminucion en la capacidad de
absorcion de agua, aunque sin influir en la pérdida de material soluble
de los bioplasticos resultantes, que corresponde principalmente a la
cantidad de glicerina utilizada como plastificante durante el procesado.
En definitiva, el uso de aldehidos como agentes de entrecruzamiento
dotd a los bioplasticos de mayor rigidez frente a esfuerzos mecénicos,
perdiendo capacidad de deformacion, asi como una menor capacidad de
absorcion de agua, muy util para aplicaciones en las que no se debe
modificar la humedad del producto.

Considerando la adicion de genipina, se observé un cambio de color en
los bioplasticos hacia una tonalidad azul oscuro. Ademas, se encontr6 un
mayor grado de entrecruzamiento al aumentar la concentracion de
genipina en la formulacion inicial. Por otra parte, hubo un reforzamiento

de los bioplasticos obteniendo sistemas con médulos elasticos un orden
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de magnitud mayor. En cuanto a su hidrofobicidad, dicho parametro
aumento con el contenido de genipina.

Finalmente, la adicion de transglutaminasa, aunque este agente de
entrecruzamiento proporcionaba un menor grado de entrecruzamiento
que otros agentes estudiados, aument6 la rigidez de los sistemas (y por
tanto disminuye su deformabilidad) y reducia su capacidad de absorcion
de agua (acentuada al aumentar su concentracion). Ademas, no indujo
cambios en el aspecto fisico del bioplastico. Como consecuencia, se ha
demostrado que la transglutaminasa podria ser un claro sustituto de los
agentes de entrecruzamiento basados en aldehidos debido a sus menores

problemas de toxicidad.

Ciclo de vida

El analisis de los procesos de fabricacion de los diferentes sistemas
revela que, aunque el tratamiento térmico es que el que genera mas
cambios en los bioplasticos, se trata del proceso que mdas energia
consume y emisiones de CO> emite. Por otra parte, el tratamiento
quimico con genipina ha demostrado ser el més costoso por el precio de
la genipina, hecho subsanable utilizando genipina extraida de manera
natural.

Respecto al estudio de la biodegradabilidad de los sistemas, queda
demostrado que, en general, el uso de un método de entrecruzamiento
(ya sea fisico, quimico o enzimatico) produce un aumento en el tiempo
de degradacion de los sistemas. Este aumento puede deberse a diferentes
factores posibles: (i) la mayor resistencia mecanica de los bioplasticos
observada durante la caracterizacion mecdnica, (ii) la actividad
antibacteriana de estos sistemas, no permitiendo a las bacterias
descomponer los biopldasticos, o (iii) el aumento del tamafio de la cadena

biopolimérica que dificulta su degradacion por parte de las bacterias.
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Como conclusion personal, es evidente que es necesario un cambio. Los
bioplasticos son considerados productos eco-friendly en términos de
sostenibilidad y evaluacion de riesgo medioambiental. Por tanto, el
desarrollo de bioplasticos puede ayudar a que dicho cambio sea posible
a medio plazo, aunque todavia sea necesario mas investigaciéon en
aspectos como produccién a gran escala, costes, durabilidad o una
controlada degradacion. En definitiva, para que este cambio sea posible,
los bioplésticos deben ser competitivos frente a los plasticos
convencionales en términos de costes de produccion, compatibilidad con
la tecnologia industrial existente o convencimiento de los consumidores.
En otras palabras, el cambio hacia una sociedad mas sostenible requiere
del apoyo y colaboracion entre industria, academia, autoridades,

consumidores, esto es, de la poblacion en general.
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4.2 Concluding remarks

As a general conclusion, it has been achieved a bioplastic from pea
protein isolates by means of a thermomechanical process that consists of
two stages: the first one is a mixing process and the other is an injection

moulding in appropriate conditions of pressure and temperature.

Characterization of the raw material

The characterization of pea protein showed a protein content of 90%, so
it could be considered as a protein isolate. On the other hand, pea protein
isolate consists of a wide variety of protein fractions showing different
molecular weights. Specifically, the amino acid profile of pea protein
revealed that pea protein is rich in glutamic and aspartic acids, arginine
and lysine but low in methionine and tryptophan.

The pea protein solubility profile revealed that its isoelectric point is
around pH 4-5, while its thermal analysis indicated that its glass

transition temperature is around 100 °C.

Influence of the processing conditions

It is very important to control the mixing process to obtain an appropriate
consistency and homogeneity of the mixture, for which shear-induced
structuration effects should be avoided by exerting strict control over
agitation speed, mixing time and temperature.

The modification of the moulding temperature, moulding time and even
injection pressure leads to bioplastics with tuneable mechanical and
functional properties:

Effect of moulding temperature: An increase in temperature produces an
increase in the deformation and, consequently, a decrease in Young's
modulus as well as a diminution in bioplastics’ transparency without

changing the maximum stress or water absorption capacity. A
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temperature higher than 150°C induces protein degradation, thus not
being able to obtain suitable bioplastics from this temperature.

Effect of moulding time: An increase in moulding time shows a
progressive decrease in water absorption and transparency of the
specimens (as they become more crystalline). The only mechanical
parameter showing any variation (increase) with moulding time is the
strain at break.

Effect of the injection pressure: An increase in pressure induces a growth
in the strain at break. Water absorption is hardly affected by pressure,

while transparency shows a minimum at intermediate pressures.

Evaluation of the crosslinking of pea protein bioplastics

Pea protein-based bioplastics with enhanced properties were obtained by
carrying out an additional physical crosslinking stage to the fabrication
process. Specifically, heat treatment produced systems with improved
mechanical properties, although lowering significantly their critical
strain and water uptake capacity. In fact, heat treatment at 50 °C
produced brighter bioplastics, whereas at 120 °C it led to brownish
samples. UV irradiation improved the critical strain and strain at break
of the samples. Furthermore, it also produced an increase in the
crosslinking of the bioplastics together with a slight decrease in the water
uptake capacity. Comparing both treatments, the heat treatment
produced more rigid and brittle systems, whereas the UV radiation
improved the deformability together with the possible sterilization of the
samples.

The addition of aldehyde-based crosslinking agents led to browning,
decreased transparency, and colour change systems, being more evident
for the glyoxal and glutaraldehyde bioplastics. Considering the

mechanical properties, the addition of aldehydes improved flexural
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stiffness, especially in the systems with formaldehyde, although with no
significant differences with respect to the additive concentration (1 and
3%). By contrast, the analysis of the tensile behaviour led to more rigid
and less deformable bioplastics for both the glyoxal and glutaraldehyde
systems. On the other hand, there was a direct relationship between the
degree of crosslinking and the functional properties. The addition of
aldehydes to the initial formulation caused a decrease in the water
absorption capacity, although without influencing the soluble matter loss
of the resulting bioplastics, which mainly corresponds to the amount of
glycerol used as plasticizer in processing. On balance, the use of
aldehydes as crosslinking agents gave the bioplastics greater rigidity
against mechanical stress, losing deformation capacity, as well as a lower
water absorption capacity, which is a useful property for applications in
which the humidity in the product should not be modified.

Considering the addition of genipin, a colour change was observed in the
bioplastics towards a dark blue hue. In addition, a higher crosslinked
degree was found by increasing the concentration of genipin in the initial
formulation. Furthermore, there was a reinforcement of the bioplastics
obtaining systems with elastic moduli one order of magnitude greater.
Besides, the water hydrophobicity of the systems also increased with the
content of genipin.

Finally, the addition of transglutaminase, although this crosslinking
agent provided a lower degree of crosslinking than other agents studied,
increased the rigidity of the systems (and thus lowering their
deformability) and decreased their water uptake capacity (emphasized
with the higher concentration). Furthermore, it did not modify the

physical appearance of the bioplastic. As a consequence, it has been
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shown that transglutaminase could be a clear substitute for aldehyde-

based crosslinking agents due to its lower toxicity problems.

Life Cycle

The analysis of the fabrication processes of the different systems reveals
that, although the thermal treatment is the one that generates the greater
changes in bioplastics, it is the process with the most energy
consumption and CO> emissions. On the other hand, the chemical
treatment with genipin has proven to be the most expensive for the price
of genipin, a fact that can be remedied by using naturally extracted
genipin.

Regarding the study of the biodegradability of the systems, it is shown
that, in general, the use of a crosslinking method (whether physical,
chemical or enzymatic) increased the degradation time of the systems.
This increase may be due to different possible factors: (i) the higher
mechanical resistance of the bioplastics observed in the mechanical tests,
(11) the antibacterial activity of these systems that killed the bacteria
before they could break down the bioplastics, or (iii) the elongation of
the biopolymeric chain that makes it more difficult for bacteria to digest

them.

As a personal conclusion, it is clear that a change is necessary.
Bioplastics are considered eco-friendly products in terms of
sustainability and environmental risk assessment. Therefore, the
development of bioplastics can help make this change possible in the
medium term, although more research is still needed in aspects such as
large-scale production, costs, durability or controlled degradation. In
sum, for this change to be possible, bioplastics must be competitive with

conventional plastics in terms of production costs, compatibility with
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existing industrial technology or consumer conviction. In other words,
the change towards a more sustainable society requires the support and
collaboration between industry, academia, authorities, consumers, that

is, the population in general.
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