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INTRODUCCION

El consumo mundial de plasticos es de aproximadamente 200 millones de
toneladas con un incremento anual del 5% (Siracusa y col., 2008), siendo el
petrdleo una de las principales materias primas para su obtencién. La
disminucién en las reservas y el incremento en el coste del crudo han generado
la necesidad de explorar nuevas alternativas para la obtencion de plasticos. De
otro lado, el creciente interés de los ciudadanos y gobiernos por desarrollar
tecnologias con impacto minimo en el medio ambiente ha llevado a considerar
a los biopolimeros como una opcién para sustituir a los polimeros sintéticos,
teniendo en cuenta su biodegradabilidad y su procedencia de materias primas
renovables (Redl y col., 1999). En este sentido, el uso de materiales plasticos
obtenidos a partir de subproductos de la industria agroalimentaria supondria un

acercamiento a soluciones mas ecolégicas (Moser, 1996).

Actualmente los bioplasticos s6lo cubren una cuota entre un 5y un 10% del
mercado europeo de plasticos, siendo los principales campos de aplicacion el
uso de films para el envasado de alimentos, bolsas comerciales para transporte
de productos distribuidos al por menor y para recogida de residuos, platos,
vasos y en agricultura para bolsas y articulos compostables (Siracusa y col.,
2008). Teniendo en cuenta la gran variedad de biopolimeros, es importante
estudiar las propiedades de los bioplasticos obtenidos a fin de encontrar la
aplicacibon mas apropiada en un mercado en que, a pesar de presentar
evidentes beneficios a nivel ecolégico, se encuentran en desventaja debido a

su relativamente alto coste en comparacién con los plasticos sintéticos.

Las proteinas, polisacaridos y lipidos han sido utilizados como fuente de
biopolimeros durante muchos afios (De Graff, 2000; Irissin-Mangata y col.,
2001). A finales del siglo 20, las proteinas adquirieron interés como materia
prima de bioplasticos debido a su biodegradabilidad y a su procedencia de
fuentes renovables, obtenidas en grandes cantidades como residuos de la
agricultura (Pommet y col, 2003). A esto se suma el hecho de que los
bioplasticos obtenidos a partir de proteinas presentan velocidades de
4



degradacion superiores comparadas con los demas biopolimeros (Jerez y col,
2007). Asi, el gluten es completamente biodegradable en 36 dias en
condiciones de fermentacion aerobia y en 50 dias en suelo de cultivo sin liberar
productos téxicos, convirtiendose en un excelente candidato para el desarrollo

de materiales biodegradables (Domenek y col., 2004; Sun y col., 2008).

Las proteinas son heteropolimeros compuestos por mas de 20 aminoacidos
diferentes, esta diversidad les da un gran potencial para la formacion de
enlaces y propicia el entrecruzamiento entre cadenas poliméricas. Los
materiales poliméricos basados en proteinas se pueden definir como matrices
macromoleculares tridimensionales, de ahi que en estos sistemas se pueda
esperar un amplio intervalo de propiedades con respecto a los procesados a
partir de homopolimeros (Pommet y col, 2003). Dentro de las proteinas, el
gluten de trigo ha sido ampliamente estudiado como sustituto de polimeros
sintéticos en numerosas aplicaciones debido a sus propiedades cohesivas,
adhesivas (Payne y Corfield, 1979; Sun y col., 2008), viscoelasticas, de
barrera, asi como a su biodegradabilidad (Domenek y col., 2004; Sun y col.,
2008) e insolubilidad, (Guilbert y col., 1997; Redl y col., 1999). El gluten es un
complejo proteico que contiene principalmente dos tipos de proteinas, las
poliméricas (gluteninas) y las monoméricas (gliadinas) (Pallos y col., 2006).

El procesado del gluten de trigo para producir films y bioplasticos se puede
llevar a cabo mediante dos métodos: uno fisico-quimico, denominado casting,
en el que la fraccion soluble en etanol o acido acético se somete a secado (Cuq
y col.,, 2000; Gontard y col., 1993; Herald y col.,, 2005; Gennadios, 2002;
Mangavel y col., 2004; Pommet y col., 2005; Roy y col., 1999; Sarwin y col.,
1993; Strecker y col.,, 1995) y otro método, el termoplastico, en el que el
bioplastico se obtiene mediante mezclado directo de gluten y plastificante.
Eventualmente, el material asi obtenido puede ser someter a moldeo aplicando
temperaturas y presiones altas. En este caso se produce lo que se denomina
procesado termomecanico. (Jerez y col., 2005; Mangavel y col., 2004; Pallos y
col., 2006; Sun y col., 2008; Redl y col., 1999; Pommet y col, 2003).



Varios tratamientos fisicos, quimicos y enzimaticos se han empleado para
modificar las propiedades funcionales de films y envases obtenidos a partir de
proteinas. La mayoria de ellos buscan promover el entrecruzamiento entre
segmentos proteicos para favorecer la formacion y reforzamiento de la
estructura de los bioplasticos (Gennadios, 2002). Dentro de los tratamientos
quimicos, se destaca el uso de aldehidos que buscan aprovechar su capacidad
de producir enlaces inter e intramoleculares en proteinas (Marquie, 2001;
Micard y col., 2000; Pallos y col., 2006). Otra alternativa consiste en disefiar
films con varios componentes para incorporar las ventajas de cada uno de
ellos. Existen trabajos en los que se estudia la combinacion de distintos tipos
de biopolimeros entre los que se encuentran las proteinas y los polisacaridos,
que puede contribuir a mejorar las propiedades de los films debido a la
variedad de sus propiedades fisicas y a sus interacciones (Aguilar-Mendez y
col., 2008; Arvanitoyannis y Biliaderis, 1998; Arvanitoyannis y col., 1997; Ciesla
y col., 2006; Coughlan y col.,, 2004; Erdohan y Turhan, 2005; Gounga Yy
col.,2007; Jagannath y col.,, 2003; Lee y col.,, 2004; Parris y Coffin,1997;
Romero-Bastida y col., 2004; Turhan y col., 2007; Zuo y col., 2009). Asimismo,
algunos autores han encontrado mejoras en las propiedades elongacionales y
de permeabilidad al vapor de agua en films obtenidos a partir de gomas y

proteinas (Osés y col., 2009, Zuo y col., 2009).

El procesado termoplastico de proteinas para la formacién de films tiene un
gran potencial para la produccién a gran escala de envases alimentarios
(Hernandez - lzquierdo y Krochta, 2008). Segun Redl y col. (1999), los
materiales basados en el gluten solo podran llegar a ser competitivos cuando
se use una tecnologia de procesado mediante extrusion, similar a la
actualmente utilizada con los polimeros sintéticos. En este sentido, la
combinacion de extrusion y moldeo por compresion puede dar como resultado
la formacién de bioplasticos con un amplio intervalo de propiedades mecéanicas
y de barrera, lo que puede constituir una ventaja afadida para su uso
(Hernandez - Izquierdo y Krochta, 2008). Ademas, la incorporacion de otros
biopolimeros y/o aditivos puede alterar las propiedades de los bioplasticos de

origen proteico, lo que podria resultar muy Gtil en determinadas aplicaciones.



A pesar de que se ha investigado la combinacién de proteinas con otras

sustancias en films formados por el método fisico-quimico, se ha hecho poco

énfasis en estudios enfocados a promover el uso del método termomecénico.

En este sentido, el objetivo del presente trabajo consiste en estudiar el efecto

de la adicion de diferentes agentes en la formulacion de bioplasticos obtenidos

a partir de gluten mediante mezclado y moldeo por compresion o extrusion,

sobre las propiedades viscoelasticas, mecanicas y de absorcién de agua de

tales bioplasticos. Los resultados aqui obtenidos podrian contribuir a sentar las

bases para futuras aplicaciones de estos materiales biodegradables. Para

alcanzar este objetivo la investigacion abordara los siguientes aspectos:

La obtencion de bioplasticos a partir de sistemas gluten/glicerol/agua:
Andlisis de la influencia de las condiciones de procesado termomecanico y
almacenamiento sobre las propiedades de estos bioplasticos, como
referencia para las siguientes etapas. Como variables se eligieron las

condiciones de mezclado, temperatura de moldeo, pH y humedad relativa.

El estudio del efecto de la adicibn de aldehidos al sistema
gluten/glicerol/agua en bioplasticos obtenidos mediante procesado
termomecanico: Se ha investigado la respuesta de estos bioplasticos por
medio de técnicas de andlisis dinAmico mecénico en funcion de la
temperatura (DMA), de determinacion de propiedades mecéanicas de
resistencia a la traccion y de la capacidad de absorcion de agua,

comparando dichos resultados con los de los sistemas de referencia.

Estudio del efecto de incorporacion de distintos tipos de polisacéaridos de
origen vegetal (gomas) a la formulacion de bioplasticos de sistemas
gluten/glicerol/agua: Se han empleado distintos tipos de hidrocoloides de
uso alimentario, comparando su comportamiento termoreoldgico (DMA),
mecanico (traccion) y de absorcion de agua con el correspondiente al
sistema de referencia, exento de goma. Para este estudio se han utilizado
gomas de caracter anionico (xantana, metil-celulosa, carboximetilcelulosa) y

no iénico (goma de garrofin).



Evaluacion de las condiciones de extrusién para sistemas seleccionados:
Dentro de este estudio se eligieron los sistemas aditivo/gluten/glicerol/agua
gue presentaron mejores resultados para su procesado mediante extrusion
(procesado termoplastico), buscando condiciones que permitan obtener
bioplasticos con propiedades equiparables a las obtenidas en sistemas

moldeados por compresion (procesado termomecanico).



1. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS
1.1. PROTEINAS
1.1.1. Introduccién

Las proteinas son polimeros naturales formados por aminoacidos, que juegan
un papel importante en los sistemas biologicos y de alimentos: como
biocatalizadores (enzimas), componentes estructurales de tejidos y 6érganos
(colageno, keratina, elastina), proteinas contractiles (actina, miosina y tubulina),
hormonas (insulina, factor de crecimiento), proteinas de transporte
(seroalbumina, hemoglobina), quelacion de metales (fosvitina, ferritina),
anticuerpos (inmunoglobulinas), proteinas protectoras (toxinas y alérgenos) y
proteinas de almacenamiento como fuente de nitrogeno y energia para

embriones (Damodaran, 1997).

Las proteinas son altamente complejas y su diversidad funcional depende
principalmente de su estructura quimica. Se puede obtener una cantidad
innumerable de proteinas al variar la composicion de amino&cidos (entre los 20
existentes) y su secuencia, impartiendo una multitud de conformaciones

espaciales con diversas propiedades y funciones bioldgicas.
1.1.2. Estructuray composicion de las proteinas

Las proteinas son polimeros formados de 19 a-aminoacidos diferentes y un
imino acido unidos via enlaces peptidicos. Los aminoacidos constituyentes
sélo difieren en la naturaleza quimica de la cadena lateral unida al &tomo de
carbono central (Carbono o). Este Carbono o se encuentra unido a cuatro
grupos: un grupo amino basico (-NH2), un grupo carboxilico acido (-COOH), un
atomo de hidrégeno y la ya mencionada cadena lateral (-R). Las propiedades
fisico-quimicas, tales como la carga, solubilidad y reactividad quimica de los
aminoacidos, y por ende de las proteinas, dependen de su cadena lateral
(Damodaran, 1997).



El comportamiento de las proteinas en los bioplasticos depende de su

estructura. En general, existen cuatro niveles estructurales: estructura

primaria, secundaria, terciaria y cuaternaria (Figura 1.1.1):

o O ECE T 2

Primaria Secundaria Terciaria Cuaternaria

Figura 1.1.1. Niveles estructurales en las proteinas.
1.1.2.1. Estructura primaria

Las proteinas son polimeros lineales formados por enlaces del grupo o-
Carboxil de un aminoacido con el grupo a-amino de otro aminoacido mediante

el enlace peptidico (Figura 1.1.2).

i/ Y oo
t__0, E_ 0 €. N _C
HHaN “‘u}: 7 4HsN” Lr; : HHN® €7y L
0 0 0 H &,

Enlace peptidico

Figura 1.1.2. Enlace peptidico en proteinas.

La serie de aminoacidos unidos por los enlaces peptidicos forma la cadena
polipeptidica y cada unidad de aminoacido dentro de la cadena se denomina
residuo. Una cadena polipeptidica consta de una parte que se repite
regularmente llamada cadena principal y una parte variable que comprende
cadenas laterales distintivas. La cadena principal tiene un gran potencial para
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los enlaces de hidrogeno. Cada residuo contiene un grupo carbonil, el cual es
un buen receptor en los enlaces de hidrogeno y, con excepcion de la prolina,
un grupo NH que es un buen donante para los enlaces de hidrégeno. Estos
grupos interactian con los demas y con grupos funcionales de las cadenas

laterales para estabilizar las estructuras.
1.1.2.2. Estructura secundaria

La larga cadena de aminoacidos puede tomar, en teoria, un numero
determinado de estructuras secundarias plegadas. La estructura mas favorable
(o nativa) esta determinada por la rotacion de los aminoacidos sobre la cadena
principal de la proteina (que presenta enlaces sencillos) de tal modo que las
cadenas laterales alcancen una distribucion termodindmicamente estable. El
tamafio y naturaleza de las cadenas laterales determinara si estas iran
expuestas o por el contrario ocultas al medio, que usualmente es acuoso. Los
grupos apolares quedaran expuestos, mientras que los polares estaran
inmersos en la estructura interna de la proteina (Hall, 1996).

Las estructuras secundarias mas comunmente halladas en proteinas son la

hélice-a y la lamina-p.

e Heélice-a: Esta estructura tiene forma de bastén. Una cadena principal
altamente enrollada forma la parte interna del baston y las cadenas
laterales se ubican en el exterior de forma helicoidal. Esta estructura se
estabiliza por puentes de hidrogeno entre los grupos NH y CO de la
cadena principal. En particular, el grupo CO de cada aminoacido forma
un enlace de hidrégeno con el grupo NH del aminoacido que esta
situado 4 residuos delante en la secuencia (Berg y col., 2006) (Figura
1.1.3).

11
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Figura 1.1.3. Estructura y enlaces de la hélice-a en proteinas.

Las estructuras de hélice en la proteina son predominantemente
anfifilicas, es decir, que una parte de la superficie helicoidal es hidrofilica
y la otra parte es hidrofébica. En la mayoria de las proteinas nativas, la
superficie hidrofébica de la hélice se encuentra situada hacia el interior
de la proteina, y esta relacionada con las interacciones hidrofébicas con
otros grupos no polares en el interior. Estas interacciones contribuyen a

la estabilidad de la forma plegada de la proteina (Damodaran, 1997).

Lamina-p: Pueden ser relativamente planas o adoptar una forma algo
curvada. En general, son estructuras extendidas donde los grupos CO y
NH se orientan de forma perpendicular a la direccion de la cadena
principal. En esta configuracion, los enlaces de hidrégeno solo se
pueden presentar entre laminas (Damodaran, 1997). Una cadena
polipeptidica, llamada filamento-f, se une a uno o mas filamentos-3 por
puentes de hidrogeno (Figura 1.1.4). Las cadenas adyacentes en las
laminas p pueden dirigirse en direcciones opuestas (lamina-$
antiparalela) o en la misma direccion (lamina-p paralela) (Berg y col.,
2006).

Segmentos que contienen residuos aminoacidos alternativamente
polares y apolares tienen una gran probabilidad de formar laminas-p. De
12



forma general, las proteinas con una conformacién tipo lamina- son
mas hidrofébicas que las que tienen una configuracion de hélice-a,

exhibiendo altas temperaturas de desnaturalizacion (Damodaran, 1997).

Y

Figura 1.1.4. Estructura y conformacion de la ldmina-p en proteinas.
1.1.2.3. Estructura terciaria

Se refiere al ordenamiento espacial de una cadena polipeptidica completa, con
segmentos de estructura secundaria, en una forma plegada tridimensional
compacta. EIl proceso de formacion de esta estructura esté dirigido por los
requisitos termodinamicos para minimizar la energia libre de la molécula a
través de la optimizacion de varias interacciones no covalentes (interacciones
hidrofébicas, electrostaticas, fuerzas de van der Waals y enlaces de hidrogeno)
entre varios grupos en la proteina. EIl reordenamiento mas importante que
ocurre durante la formacion de la estructura terciaria es el traslado de los
residuos no polares al interior y de los residuos hidrofilicos al exterior de la
molécula de proteina (Damodaran, 1997). Esta distribucién de los residuos
revela un factor clave en la estructura de las proteinas: en medio acuoso, el
plegamiento de las proteinas se determina por la fuerte tendencia de los grupos

hidrofébicos a ser excluidos del agua, asi el sistema es mas estable
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termodinamicamente si los grupos hidrofébicos estan agrupados mas que si se

encuentran extendidos en el medio acuoso (Berg y col., 2006).

La distribucion y fraccion relativa de los residuos hidrofobicos e hidrofilicos
dentro de la secuencia de aminoacidos afecta varias propiedades fisico-
guimicas tales como la forma, topografia superficial y solubilidad de la proteina.
Proteinas con una gran cantidad de residuos hidrofilicos distribuidos
uniformemente en su secuencia tienden a asumir una forma alargada de
“bastéon”. Por el contrario, las que tienen varios residuos hidrofébicos suelen
tomar forma esférica “globular”, de modo que los grupos hidrofébicos quedan

encerrados en el interior de la proteina (Damodaran, 1997).

Algunas cadenas polipeptidicas se pliegan en dos o mas regiones que se
conectan por un segmento flexible de la cadena polipeptidica. Estas unidades
globulares compactas, llamadas dominios, pueden llegar a tener un tamafio
que va desde de 30 hasta 400 residuos de aminoéacidos (Berg y col., 2006). La
diferencia en estabilidad de las estructura de los dominios puede causar
desplegamiento de varias partes de la molécula de la proteina durante

procesos de desnaturalizacion térmica o interfacial (Damodaran, 1997).
1.1.2.4. Estructura cuaternaria

Se relaciona con el ordenamiento espacial de una proteina que contiene varias
cadenas polipeptidicas. Cada cadena polipeptidica se denomina subunidad y el
complejo cuaternario es la estructura oligomérica. La formacién de oligobmeros
es conducida termodinamicamente de forma que los residuos hidrofébicos que
no han podido situarse en el interior de la proteina interaccionan con los
residuos hidrofébicos de otra proteina adyacente en la solucién acuosa.
Ademas de éstas, otras interacciones no covalentes (interacciones
electrostaticas, puentes de hidrégeno) en la interfase contribuyen a la
estabilidad de la estructura cuaternaria. Muchas proteinas que se hallan en
alimentos, como las proteinas de los cereales, tienen un contenido de residuos
hidrofébicos demasiado elevado como para que estén todos ubicados en el
interior, por tanto presentan estructuras oligoméricas con varias subunidades

(Damodaran, 1997).
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1.1.3. Estabilidad conformacional

El plegamiento de las proteinas de su estructura lineal primaria hasta la
compleja estructura cuaternaria es funcion de varias interacciones no
covalentes (como los puentes de hidrogeno) e interacciones hidrofébicas,
electrostaticas y fuerzas de van der Waals, ademas de aquellas interacciones
que involucran el enlace de grupos prostéticos — ligantes. La estabilidad de la
estructura plegada se expresa como la diferencia de energia libre entre los

estados plegado y no plegado de la proteina, mediante la siguiente ecuacion:
AGp_N = AGh + AGee + AGhy + AGyaw -TAScons (1.1.1)

Donde AGp_,n: Estabilidad neta

AGy:. Cambio en energia libre debida a los enlaces de hidrogeno

AGele: Cambio en energia libre de interacciones electrostaticas

AGyy; Cambio en energia libre de interacciones hidrofobicas

AGgw: Cambio de energia libre por fuerzas de van der Waals

AScont: Cambio en entropia conformacional del polipéptido

Las proteinas presentan unos valores bajos de estabilidad neta (10 -
20kCal/mol) lo que indica que son metaestables y que pueden sufrir facilmente
alteraciones en su conformaciéon con la ruptura de un bajo numero de
interacciones o0 enlaces. De ahi que cambios en el pH, fuerza iodnica,
temperatura y composicion del medio en el que la proteina se encuentra,
pueden inducir cambios conformacionales en esta, afectando sus propiedades

bioldgicas y funcionales (Damodaran, 1997).

Como se mencioné antes, la estabilidad estructural de las proteinas se
mantiene por varios tipos de interacciones y enlaces, de los cuales se

comentan a continuacion los principales.
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Enlaces de hidrogeno: existen predominantemente en la estructura
secundaria de las proteinas, es decir en la hélice-a y la lamina-B de la
cadena de polipéptido. Este tipo de puente intersegmento se presenta
predominantemente entre cadenas laterales de glutamina y asparagina,
por ejemplo en proteinas de gluten y legumbres las cuales son ricas en

estos amino&cidos (Damodaran, 1997).

Interacciones electrostaticas: se presentan entre grupos con carga
opuesta (puentes de sal). Se ha encontrado que tales puentes
parcialmente ocultos en un medio no polar contribuyen enormemente a

la termoestabilidad de las proteinas (Biesecker y col., 1977).

Interacciones hidrofobicas: dentro de las interacciones no covalentes
contribuyen en alto grado a la estabilidad de las proteinas. Son
endotérmicas y conducidas por la entropia, su intensidad aumenta con la
temperatura, jugando un papel esencial en la termoestabilidad de las

proteinas (Baldwin, 1986; Scheraga y col., 1962).

Puentes de azufre: En algunas proteinas la cadena principal esta
entrecruzada. Los entrecruzamientos mas comunes son los puentes de
azufre, formados por la oxidacion de un par de residuos de cisteina. La
unidad resultante de cisteinas enlazadas se denomina cistina (Figura
1.1.5). Cuando dos residuos de cisteina se encuentran suficientemente
préximos y en la orientaciébn adecuada, tienen lugar los puentes de
azufre que contribuyen a la estabilidad de la proteina al reducir la
tendencia de la cadena polipeptidica a desplegarse. Las proteinas que
requieren estabilidad estructural elevada en sistemas biologicos,
especialmente en ambientes extracelulares, usualmente contienen

puentes de azufre (Damodaran, 1997; Berg y col., 2006).
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Figura 1.1.5. Entrecruzamiento. Formacion de puentes de azufre a partir de dos residuos de

cisteina en una reaccioén de oxidacion.

1.1.4. Desnaturalizacion de Proteinas

Se define como el desplegamiento de la proteina desde su estado nativo
estructurado a un estado desestructurado (parcialmente), sin o con poca
estructura fija residual, que no esta muy lejos de un enrollamiento aleatorio,
puede ser reversible o irreversible (De Graaf, 2000). También se puede definir
como una modificacion en la conformacion (secundaria, terciaria 0 cuaternaria)
sin la ruptura de los enlaces polipeptidicos de la estructura primaria. Puede ser
causada por varios agentes como el calor, la presién, fuerzas interfaciales,
cizalla, valores extremos de pH, sales, detergentes, solventes organicos y
plastificantes (Damodaran, 1997). Para aplicaciones en alimentos es
importante que las proteinas estén en su estado nativo para asi conservar su
funcionalidad, sin embargo en muchos otros casos la desnaturalizacién es un
prerrequisito para que en el procesado se puedan obtener productos con un

buen rendimiento en una aplicacion especifica.

El calor es el agente fisico que mas comunmente produce desnaturalizacion en
las proteinas. La temperatura de desnaturalizacion (Tp) de la proteina
depende del contenido de agua, frecuentemente decrece al aumentar el
porcentaje de agua. En general, la desnaturalizacién ocurre en sistemas con
un contenido de agua por encima de 5% y temperaturas mayores a los 75°C.
Sin embargo la (Tp) puede variar debido al origen de la proteina, aditivos y

17



meétodos de procesado (De Graaf, 2000). A pesar de que la mayoria de
procesos de desnaturalizacion térmica en la naturaleza son irreversibles, se ha
observado que ciertas proteinas pueden sufrir una desnaturalizacion reversible.
Cuando una proteina se somete a un proceso de desnaturalizacion suave, al
retirar el agente desnaturalizante recupera en cierto grado sus propiedades
pero generalmente su estructura no vuelve a ser completamente idéntica a la
que tenia en su forma nativa. La extension de la reversibilidad depende de los
criterios escogidos para definir la desnaturalizacion de la proteina y de la

severidad del tratamiento (Damodaran, 1997).
1.1.5. Cambios de estructura durante el procesado de proteinas

Antes de que las proteinas lleguen a tener las propiedades deseadas en el
producto deben sufrir una serie de cambios en su estructura. En general se
pueden distinguir tres etapas en el procesado de proteinas para aplicaciones

no alimentarias, cada una acompafada de modificaciones estructurales.

e Mezclado: Solubilizacién o dispersion de la proteina en agua u otros
plastificantes, o0 mezclado de la proteina en polvo con tales
plastificantes. El incremento de temperatura, cizalla y la presencia de
desnaturalizantes es bastante comin en esta etapa. Las interacciones
moleculares y los puentes de azufre pueden romperse y producir

cambios en la estructura (De Graaf, 2000).

e Formacion de estructura: Reordenamiento de las moléculas. En el caso
de materiales de extrusion, la cizalla favorece el alineamiento de las
moléculas conduciendo a la formaciébn de nuevas interacciones
(Camire,1991).

e Fijacion de la estructura: Después de la orientacion molecular y de dar
forma al producto, la estructura formada debe fijarse, ya sea de forma
fisica, quimica o por combinacion de las dos. La fijacion fisica o
vitrificacion es la reduccién de la movilidad molecular por disminucién de
la temperatura (después de la extrusién) o reduccién del contenido de
agua (secado de cubiertas y adhesivos). La fijacion quimica se puede
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dar por ejemplo por la formacién de puentes de azufre o por enlace
covalente, entre grupos reactivos que no contienen azufre. Esto se
puede conseguir adicionando agentes de entrecruzamiento y de este
modo incrementar la fuerza y la resistencia al agua del material (De
Graaf y Kolster, 1998).

1.1.6. Entrecruzamiento entre proteinas

Uno de los tipos de reacciones quimicas que mayores consecuencias tiene en
la funcionalidad de proteinas, tanto en su forma nativa como desnaturalizada,
es el entrecruzamiento. EIl entrecruzamiento de proteinas se refiere a la
formacién de enlaces covalentes entre cadenas polipeptidicas dentro de la
proteina (entrecruzamiento intramolecular) o entre proteinas (entrecruzamiento
intermolecular) (Feeney y Whitaker, 1988). Las altas temperaturas, valores
extremos de pH, exposicion a condiciones de oxidacion y la accion de enzimas,
pueden provocar el entrecruzamiento entre proteinas. No todos los
aminoé&cidos participan en las reacciones de entrecruzamiento y los que lo
hacen tienen varios grados de reactividad bajo diferentes condiciones (Gerrard,
2002). Diferentes tipos de entrecruzamiento entre proteinas se pueden

presentar dependiendo de su origen:

¢ Puentes de azufre: Son el tipo de enlace covalente mas comun y mejor
caracterizado en proteinas. Se forman por acoplamiento oxidativo de
dos residuos de cisteina adyacentes dentro de una matriz de proteina.
Un oxidante acepta los atomos de hidrogeno de los grupos tiol de los
residuos de cisteina, produciendo puentes de azufre (Gerrard, 2002). La
habilidad de las proteinas para formar puentes de azufre
intermoleculares durante los tratamientos térmicos se considera vital
para la formacion de geles de algunas proteinas alimentarias (Zayas,
1997).

e Derivados de dehidroproteinas: La exposicion a condiciones alcalinas,
particularmente cuando va acompafada de procesado térmico induce

racemizacion de los residuos de los aminoacidos y la formacion de
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1.2.

enlaces covalentes, tales como los de la dehidroalanina, lisinoalanina y

lantionina (Friedman, 1999).

Derivados de la tirosina: Debido a las estructuras primaria y secundaria
de las proteinas del gluten podria tener lugar la formacion de enlaces no
covalentes intermoleculares entre 2 o 3 residuos de tirosina
presentandose entrecruzamiento de tirosina en forma de isoditirosina o
ditirosina. Recientemente se han identificado puentes de tirosina en el
trigo y se ha detectado que juegan un papel importante en la formacion
de la matriz de proteinas del gluten (Tilley y col., 2001).

Derivado de la reaccion de Maillard: La reaccién de Maillard comprende
una serie compleja de reacciones, aparentemente iniciada por la
condensacion simple de wuna amina con un grupo carbonilo,
frecuentemente dentro de un azucar reductor o del producto de la
ruptura de una grasa (Fayle y Gerrard, 2002). Durante el curso de la
reaccion de Maillard se generan varios intermedios reactivos como
compuestos a-dicarbonilo y deoxisonas que conducen a la formacion de
un amplio rango de productos (Fayle y Gerrard, 2002). Se ha
determinado que ocurre entrecruzamiento de proteinas alimentarias por
la reaccion de Maillard durante el procesado de alimentos (Gerrard,
2002; Gerrard y col., 2003; Hill y Easa, 1998), sin embargo la estructura
quimica precisa de este entrecruzamiento aln no ha sido establecida del
todo.

Otros enlaces isopeptidicos: Un tratamiento térmico severo puede
provocar la formacion de enlaces isopeptidicos via condensacion del o-
aminoacido de la lisina con el grupo amida de un residuo de asparagina
o glutamina (Singh, 1991).

GLUTEN DE TRIGO

El trigo es el cereal mas utilizado en la alimentacion humana, la masa obtenida

de su harina posee propiedades especiales que la hacen indispensable en

muchos productos alimenticios. De igual modo, otras aplicaciones no
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alimentarias pueden utilizar tales cualidades. Las propiedades unicas del trigo
residen en las proteinas que forman el gluten de su endosperma. Las proteinas
del gluten tiene propiedades viscoelasticas especificas (Veraverbeke y Delcour,
2002).

En contraste con las otras proteinas del trigo, las del gluten tienen baja
solubilidad en agua o soluciones diluidas de sales. Algunos factores que
contribuyen a su baja solubilidad son su bajo contenido de amino&cidos con
cadenas laterales ionizables y sus altos contenidos de aminoacidos no polares
y glutamina. Esta ultima tiene un alto potencial de formacion de puentes de

hidrégeno (Lagrain y col., 2010).

El gluten se prepara a partir de la masa obtenida de la harina de trigo
sometiéndola a lavado bajo una corriente de agua. Asi se separa la mayoria del
material soluble y particulas, dejando una masa de proteina que retiene su
cohesividad al ser sometida a estiramiento. El gluten contiene 75% de proteina
en base seca, el resto corresponde principalmente a almidén remanente y
lipidos (Shewry y col., 2002).

1.2.1. Composicion y estructura del gluten de trigo

La mayoria de proteinas presentes en el gluten son del tipo denominado
prolaminas. Las prolaminas son un grupo de proteinas que se definieron
inicialmente de acuerdo a su solubilidad en mezclas de etanol y agua,
usualmente de 60—70% (v/v) de etanol. Esta definicion se extendio a proteinas
relacionadas, que en su estado nativo no son solubles en disoluciones de
etanol y que poseen puentes de sulfuro intermoleculares para estabilizar la
estructura de los polimeros que las forman. Las proteinas de gluten de trigo se
componen principalmente de dos tipos de prolaminas: las gliadinas y las
gluteninas, presentes en aproximadamente la misma proporcion (Shewry y col.,
2002).

Las gliadinas son proteinas monoméricas o de una sola cadena, su peso
molecular se encuentra en el rango de 30 a 70 kDa (MacRitchie y Singh, 2004).

Desde el punto de vista estructural, se pueden distinguir tres tipos de Gliadinas:
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o, Yy w. Los residuos de cisteina en las a-gliadinas (6) y en las y-gliadinas (8)
se localizan en posiciones altamente preservadas y estan involucrados en los
puentes de azufre intermoleculares. En contraste las w-gliadinas carecen de
residuos de cisteina y también tienen un bajo nivel de metionina (Shewry y
Tatham, 1997; Shewry y col., 1986).

Las gluteninas son proteinas de varias cadenas, su peso molecular esta por
encima de 100 kDa y puede llegar a varios miles de kDa (MacRitchie y Singh,
2004). Mientras las gliadinas son solubles en soluciones acuosas de alcohol,
las gluteninas son parcialmente insolubles en la mayoria de solventes debido a
su gran tamafio. Sin embargo, sus subunidades tienen solubilidades
comparables con las de las gliadinas. Las subunidades de glutenina se pueden
obtener por tratamiento de la glutenina con agentes reductores como el -
mercapto-etanol o el ditiotreitol (DTT), diferencidndose subunidades de
glutenina de alto peso molecular (HMW-GS) y subunidades de bajo peso
molecular (LMW-GS). Los residuos de cisteina se encuentran tanto en
gliadinas como en gluteninas, presentes como grupos sulfidrilo libres (SH) que
contribuyen en el enlace SS dentro de la misma cadena polipeptidica (enlaces
SS intra-cadena) o entre diferentes cadenas (enlaces SS inter-cadenas)

(Shewry y col., 1986; Lagrain y col., 2010).
1.2.2. Viscoelasticidad del gluten de trigo

Las proteinas del gluten forman masas viscoelésticas al ser hidratadas. Las
unidades de gliadina se consideran responsables de conferir viscosidad,
mientras que las propiedades elasticas se atribuyen a los polimeros de
glutenina. EIl gran tamafio de estos ultimos concede continuidad a la masa,
prerrequisito para la elasticidad. Se considera que la elasticidad de la glutenina
depende del desplegamiento reversible de su conformacion plegada,

energéticamente mas favorable (Veraverbeke y Delcour, 2002).

Los cambios precisos que sufre el sistema en el proceso de mezclado aun no
han sido del todo definidos, pero generalmente se considera que el incremento

en la extensibilidad de la masa es el resultado de la optimizaciéon de las
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interacciones proteina — proteina dentro de la matriz de gluten (Shewry y col.,
2002).

Actualmente estd ampliamente aceptado que los puentes de azufre entre
cadenas de glutenina proporcionan un esqueleto elastico al gluten, no obstante,
estudios de espectroscopia (usando espectroscopia NMR y FTIR) de
subunidades de proteina de alto peso molecular y del modelo basado en
patrones de repeticion de péptidos, sugieren que los enlaces no covalentes de
hidrogeno entre subunidades de glutenina y polimeros también son importantes
(Belton y col.,1995; Wellner, y col.,1996; Gilbert y col., 2000; Shewry y col.,
2002). Estos estudios han mostrado que las proteinas en estado seco se
encuentran desordenadas, pero al hidratarse, se incrementa su movilidad y se
forman estructuras de lamina-B. Mayores cambios se presentan si continta el
proceso de hidratacion, con un aumento adicional en la movilidad y la
formacion de estructuras curvadas a expensas de la ldmina—3 (Shewry y col.,
2002).

Estas observaciones llevaron al desarrollo de un modelo de “loop and train”
propuesto por Belton (1999), en el que se postula que en un estado de
hidratacion baja tienen lugar varias interacciones proteina — proteina, por medio
de puentes de hidrogeno de los residuos de la glutamina y las estructuras
espirales-B. Al aumentar el nivel de hidratacion el sistema se plastifica,
permitiendo la formacion de estructuras similares a laminas—3 a través de
puentes de hidrégeno intercadenas. Un incremento adicional del nivel de
hidratacion conlleva la ruptura de algunos puentes de hidrogeno intercadenas
gue son reemplazados por puentes entre glutamina y agua, formando regiones
curvadas “loops”.  Sin embargo, no todos los puentes de hidrogeno
intercadenas desaparecen sino que se forman unos nuevos, favorecidos por el
aumento de solubilidad de la proteina. De este modo se generan regiones
rectas “trains” de contacto entre cadenas (Figura 1.2.1) (Belton, 1999; Shewry y
col., 2002).

El resultado final seria la formacién de cadenas de proteina con zonas rectas

interaccionando con otras cadenas, formando asi una matriz. Al producirse el
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alargamiento de la estructura, ésta se deformaria primero por las regiones
curvas y luego por las regiones rectas, que se separarian. Al cesar la
deformacion, la estructura se relajaria buscando el equilibrio de las regiones
curvas y rectas. La fuerza impulsora de este proceso es un término entropico
asociado a la entropia conformacional de las regiones curvas y a la entalpia de
formacién de los puentes de hidrégeno entre regiones rectas. Asi la pérdida de
entropia resultante de la formacién de puentes de hidrégeno se compensa, en
parte, por el incremento de entropia asociada a la liberacion de moléculas de
agua (Belton, 1999).

i

Figura 1.2.1. Modelo de “loop and train” propuesto por Belton (1999) para la hidratacién de

proteinas de gluten.

El anterior modelo sélo tiene en cuenta las subunidades de alto peso molecular
de la glutenina, para explicar el comportamiento viscoelastico del gluten, Belton
plantea una teoria que contempla dos tipos de proteinas: lineales y globulares.
Las lineales interactuarian con otras por medio del mecanismo de “loop and
train” y por puentes de azufre. Si el sistema es sometido a elongaciones
repetidas se produciria el alineamiento de las proteinas lineales favoreciéndose
la formacion de polimeros enlazados por puentes de azufre entre las regiones
terminales. Este hecho produciria un incremento en el peso molecular y por
tanto del nimero de interacciones entre polimeros. Debido a que cada
polimero lineal seria capaz de interaccionar con una mayor parte de la matriz
total, la resistencia a la deformacion y la fuerza impulsora del mecanismo de
restauracion de la estructura aumentarian. Sin embargo, si el sistema es
deformado lo suficiente para romper totalmente la estructura, se produciria una

pérdida de resistencia, esta seria la causa de que se observe un maximo en la
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resistencia de las masas de gluten durante su proceso de mezclado (Belton,
1999).

Por otro lado, las gliadinas actuarian como plastificantes que debilitarian las
interacciones entre las cadenas de glutenina y por tanto incrementarian la
viscosidad de la masa. Las gliadinas formarian una matriz en la cual tiene
lugar la deformacion critica de las cadenas largas de moléculas poliméricas
lineales y contribuirian a la resistencia a la extension formando un medio
viscoso, en el cual cualquier desplazamiento de las cadenas lineales obligaria
al desplazamiento de las moléculas globulares. Un aumento en las
interacciones entre los polimeros globulares produciria un incremento en su
resistencia viscosa y por tanto, en la resistencia a la extensién. A su vez,
también se produciria un retardo en la recuperacion elastica debido a que el
reestablecimiento del equilibrio entre ‘loops’ y ‘trains’ dependeria de las
velocidades de movimiento de los segmentos poliméricos en la matriz, las
cuales son funcion de la viscosidad del medio (Belton, 1999; Veraverbeke y
Delcour, 2002).

1.2.3. Cambios fisicos y quimicos del gluten durante el procesado de

bioplasticos

Diferentes métodos y condiciones de procesado se centran en lograr una
mayor polimerizaciobn y entrecruzamiento de las proteinas del gluten,
valiéndose principalmente del tratamiento térmico, acompafiado en algunas
ocasiones de cizalla y presion. Los cambios en la estructura del gluten bajo
tales efectos han merecido la atencién de un gran numero de estudios que
intentan llegar a modelos que permitan mejorar el procesado en aplicaciones

especificas, entre las cuales destacan los materiales biodegradables.
1.2.3.1. Efecto del calor sobre las propiedades fisicas del gluten

El gluten y sus subfracciones, las gliadinas y gluteninas, presentan una
transicion vitrea, es decir, una transicion del estado vitreo al gomoso que tiene
lugar a una temperatura especifica, la temperatura de transicion vitrea (Tg). En

la bibliografia se puede encontrar un amplio intervalo de valores de T4 para
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gluten, gliadina y glutenina secos que va desde los 120 hasta los 180°C (Kokini
y col., 1994; Micard y Guilbert, 2000; Toufeili y col., 2002). En sistemas con
plastificantes, T4 disminuye al aumentar el contenido del mismo. Pueden existir
tres estados en el gluten hidratado: el estado vitreo por debajo de Tg, el estado
gomoso por encima de Ty y un intervalo donde los polimeros entrelazados
fluyen. A temperaturas superiores a Ty los polimeros del gluten adquieren la
movilidad suficiente para reaccionar (Slade y col.,, 1989). Sin embargo,
polimeros con un alto grado de entrecruzamiento pueden no fluir y permanecer

en estado gomoso hasta que finalmente se degradan por efecto del calor.

En sistemas de gluten con contenidos de agua superiores al 20% vy
temperaturas por debajo de 40°C el tratamiento térmico afecta a la movilidad
de las cadenas y a los puentes de hidrégeno pero no a la estructura quimica
del gluten plastificado (Lefebvre y col., 2000). Al aumentar la temperatura se
pueden inducir cambios quimicos en las llamadas zonas de reaccion. Para
gluten hidratado a temperaturas mayores de 45°C, se ha observado un cambio
en la hidrofobicidad (indicando desplegamiento de los polimeros del gluten), es
decir, exposicidon de grupos hidréfobos y disminucion de la solubilidad en
presencia de agentes desnaturalizantes. En la zona reactiva (de 50 a 130°C) se
presentan reacciones de entrecruzamiento que producen disminucién del
caracter viscoso del gluten, aumentando la elasticidad del material (Guerreri y
col., 1996; Kokini y col, 1994).

La reduccion de la solubilidad en solventes que contienen agentes
desnaturalizantes, como el SDS o la urea, es tomada comdnmente como una
medida del grado de agregacion de la proteina (Domenek y col., 2003). La
fraccion de glutenina es mas sensible a la pérdida de solubilidad durante el
calentamiento que la de gliadina. A temperaturas superiores a los 55°C el peso
molecular de las gluteninas aumenta y, por tanto, su solubilidad disminuye. A
estas temperaturas elevadas, la pérdida de solubilidad de la proteina es funcién
directa del aumento en la densidad de entrecruzamiento de la matriz (Booth y
col., 1980; Lagrain y col., 2010). Las gliadinas también reaccionan con los
polimeros de glutenina como agentes de entrecruzamiento y disminuyen

drasticamente su movilidad. Junto a la incorporacion de la gliadina, mediante
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enlaces covalentes, también se ha sugerido que podria haber un
entrelazamiento fisico de la gliadina en la matriz de los polimeros de glutenina
(Redl y col., 2003).

La cinética de agregacion del gluten se puede describir por una simple ley de
primer orden, donde la energia de activacion para las reacciones de
precipitacion de las proteinas, completamente plastificadas a temperatura
ambiente, es de 172 — 183kJ/mol (Domenek y col., 2002; Pence y col., 1953;
Pommet y col., 2004). A temperaturas por encima de 130 -150°C, el polimero
se degrada térmicamente como consecuencia de la ruptura molecular (Pommet
y col., 2004).

La cizalla mecénica involucrada en el mezclado y extrusion del gluten con
plastificantes también juega un papel importante en la polimerizacion de las
proteinas del gluten. La cizalla o agitacion incrementa la movilidad molecular
de las proteinas y por consiguiente la exposicion de enclaves activos, de este
modo se incrementa la reactividad al entrecruzamiento y disminuye la
dependencia con la temperatura en la agregacion del gluten. A altas
temperaturas, el esfuerzo de cizalla disminuye la energia de activacion para el
entrecruzamiento de las proteinas (Domenek y col., 2003; Redl y col., 2003).
Se ha encontrado una dependencia de tipo Arrhenius para la pérdida de
solubilidad con la temperatura en gluten mezclado con glicerol (30%) a 100
rpm, con una energia de activacion de 33,7 kJ/mol, en lugar del valor de 100
kJ/mol encontrado para gluten sometido a calentamiento pero sin cizalla (Redl
y col., 2003).

Las propiedades viscoelasticas y estructurales del gluten plastificado pueden
cambiar de forma irreversible por una combinacion de presion hidrostéatica y
tratamiento térmico. La presion puede desplegar o desnaturalizar parcialmente
las proteinas aun a temperatura ambiente. Aumentando la presion y el
calentamiento se incrementa la resistencia del gluten, aunque eventualmente
se puede llegar a una pérdida de cohesividad a 800 MPa y 60°C (Kieffer y col.,
2007).
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1.2.3.2. Efecto del tratamiento térmico sobre las propiedades quimicas del

gluten

Las proteinas del gluten contienen una alta cantidad del amino&cido glutamina,
el cual es responsable de gran parte de los enlaces por puentes de hidrégeno,
dando lugar a uniones no-covalentes entre gliadinas y gluteninas en
condiciones normales (Wrigley y col., 2006). Al calentar se rompen los puentes
de hidrogeno e inicialmente se reduce el grado en que las gliadinas y
gluteninas interactian en el gluten. Los enlaces SS juegan un papel importante
en la posterior polimerizacion y fijacion térmica de la matriz de gluten durante el
calentamiento (Guerrieri y col., 1996; Lagrain y col., 2010). Weegels y col.
(1998), basadndose en el aumento de enlaces SS encontrado con la
temperatura, postulan que, a temperaturas por debajo de 100°C, la
polimerizacion de la glutenina puede involucrar la oxidacion de grupos SH. Sin
embargo, también se han encontrado evidencias de reacciones de intercambio
SH/SS (Weegels y Hamer, 1998; Lagrain, y col., 2005). El calentamiento hasta
90°C conduce a la formacion de agregados de gliadina y glutenina por enlaces
SS. A temperaturas mayores, la incorporacion de la gliadina en la estructura
de la glutenina ha sido descrita como un resultado del intercambio SH/SS
(Lagrain y col., 2010; Singh y MacRitchie, 2004). Estas reacciones son
catalizadas por grupos SH. Asi, estos grupos SH libres llevan a cabo un
ataque nucleofilico sobre un atomo de azufre del puente SS (Lagrain y col.,
2010).

Lagrain y col. (2008) proponen un modelo para el entrecruzamiento de
gliadinas y gluteninas a través de reacciones de intercambio SH/SS durante el
tratamiento térmico en presencia de agua. En una primera etapa el
calentamiento hasta una temperatura critica T. produciria cambios
conformacionales exponiendo grupos SH libres que antes no estaban
disponibles y la polimerizaciéon de la glutenina por oxidacion de grupos SH.
Continuando con el calentamiento hasta temperaturas superiores a T, la
gliadina se uniria a la glutenina a través de reacciones de intercambio SH/SS y
los grupos SH libres generados podrian continuar reaccionando con mas

gliadinas o gluteninas (Figura 1.2.2).
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Figura 1.2.2. Modelo de Lagrain y col. (2008) para el entrecruzamiento de proteinas por

reacciones de intercambio SH/SS durante el tratamiento térmico de gluten hidratado.

Durante el mezclado y la extrusién se ha sugerido que las reacciones de
intercambio SS son precedidas por radicales tiol formados de la ruptura por
cizalla de los enlaces disulfuro del gluten.
grupos SH libres) realizarian el intercambio rapidamente y conducirian a la

formacion de enlaces SS intermoleculares adicionales entre las proteinas del

gluten (Lagrain y col., 2010).

Cuando el gluten es sometido a tratamiento térmico prolongado, calentando a
110°C durante 18 horas, se ha comprobado la existencia de entrecruzamientos

permanentes causados por reacciones diferentes a la formacion de enlaces SS
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adicionales, indicando que puede haber entrecruzamiento entre otros
aminoacidos (Guerrieri y col.,, 1996). Tilley y col.(2001) encontraron un
aumento en los niveles de enlaces de ditirosina después del horneo del pan. A
valores de pH y temperatura altos (mayores de 8 y 70°C, repectivamente) se
forma lisinoalanina (LAL). Normalmente, la formacion de LAL tiene lugar a un
pH muy alto (13) a través de reacciones entre residuos de dehidroalanina y
lisina de las proteinas del gluten (Fujimaki y col., 1980). EI calentamiento de
las proteinas deshidratadas a pH neutro puede producir enlaces isopeptidicos
entre los grupos e-amino de los residuos de lisina y los grupos B- o y-
carboxamida de los residuos de asparagina y glutamina (Belitz y Grosch,
1999). Sin embargo, la existencia e importancia de la formacion de enlaces
isopeptidicos en el tratamiento térmico del gluten todavia no han sido

esclarecidas.

Los agentes redox modifican la estructura y funcionalidad de las proteinas de
gluten y pueden modificar su capacidad de asociacion durante el calentamiento
(Lagrain y col., 2010). Los agentes reductores (que contienen el grupo SH)
causan pérdida de estructura en el gluten antes del calentamiento, sin
embargo, durante este se promueve la formacién de una matriz. Tal efecto se
puede explicar por un incremento en el nivel de grupos SH libres que
inicialmente aumenta la flexibilidad de cadenas de gluten disociadas pero que
mas tarde produce reacciones de entrecruzamiento a altas temperaturas. En
todo caso, los grupos SH libres son intermediarios obligados en el intercambio
con grupos SS (Lagrain y col., 2006). Los agentes oxidantes producen en la
proteina una estructura mas termoestable como resultado de la formacion de
enlaces SS (Hayta y Schofield, 2004). Al retirar antes del tratamiento térmico
los grupos SH libres, por adicion de un oxidante o bloqueandolos con otro
agente, se reduce de manera drastica la insolubilidad que pueden llegar a tener
las proteinas del gluten como consecuencia del calentamiento; mientras que,
como se menciond antes, incrementando los niveles de los grupos SH libres
por adicién de agentes reductores se tiene el efecto contrario (Lagrain y col.,
2006, 2008).
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El enfriamiento de gluten, después del calentamiento, favorece la formacion de

interacciones de baja energia como los puentes de hidrogeno (Lefebvre y col.,
2000; Lagrain y col, 2010).

1.3.

BIOPLASTICOS

1.3.1. Definicion

Segun la Asociacion Europea de Bioplasticos hay dos conceptos importantes

que se deben tener en cuenta en la definicién del término:

Plasticos compostables con la certificacion EN13432 y basados en
materias primas renovables y no renovables: El enfoque esta en su
“‘compostabilidad”. Esta propiedad tiene que ser probada por ensayos
normalizados. Asi, en Europa las normas EN 13432 o EN 14995, en
Estados Unidos la ASTM D-6400 y en otros paises la ISO 17088 sientan
las bases legales para los estandares de compostabilidad de plasticos.
Una gran cantidad de plasticos certificados como compostables
contienen una alta proporcibn de materias primas renovables, no
obstante también hay polimeros sintéticos que se catalogan como
compostables de acuerdo con las normas y certificaciones mencionadas

anteriormente (www.european-bioplastics.org).

Plasticos obtenidos a partir de fuentes renovables: Se centra en la
materia prima de la que proviene el producto. Para la manufactura de
estos materiales se usan compuestos de carbono de fuentes renovables
como azUcares, almidones, aceites vegetales o celulosa. La proporcién
de carbono renovable usada en el producto puede determinarse usando
métodos analiticos como el descrito por la norma ASTM D-6866. Los
materiales plasticos basados en fuentes renovables no son en todos los

casos biodegradables o compostables (www.european-bioplastics.orq).
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1.3.2. Materiales usados en la elaboracion de bioplasticos obtenidos de

biopolimeros

Un material bioplastico tipicamente esta formulado por una matriz polimérica
biodegradable, que en este caso procedera de fuentes renovables, y por un
plastificante. A continuacidon se establecen las caracteristicas de cada uno de

estos:
1.3.2.1. Materias primas de fuentes renovables

Los materiales usados para la produccion de bioplasticos provenientes de
biopolimeros se dividen en cuatro categorias: hidrocoloides, lipidos, resinas y
sistemas compuestos. Los hidrocoloides incluyen proteinas tales como la
gelatina, keratina, coldgeno, caseina, proteinas de soja, de suero de leche, de
maiz, miofibrilares y gluten de trigo; y polisacaridos como almidoén, derivados
de celulosa y gomas vegetales. Dentro de los lipidos estan las ceras y los
acidos grasos. En las resinas se cuentan las lacas y gomas de madera. Los
materiales compuestos generalmente contienen lipidos e hidrocoloides en

forma de doble capa o en emulsién (Hernandez — Izquierdo y Krochta, 2008).
1.3.2.2. Plastificantes

Los plastificantes se adicionan para facilitar el procesado y para modificar las
propiedades de la estructura final de los bioplasticos. Se suelen utilizar como
plastificantes sustancias de bajo peso molecular y baja volatilidad (Hernandez —
Izquierdo y Krochta, 2008). Generalmente los plastificantes actian situandose
entre cadenas de biopolimeros, asociandose de forma fisicoquimica con el
polimero, reduciendo la cohesion dentro de la matriz y de este modo
extendiendo y liberando la estructura (Gennadios, 2002). El agua es el
plastificante mas efectivo para biopolimeros ya que reduce considerablemente
la temperatura de transicion vitrea del material, facilitando la deformacion y el
procesado. Sin la adicion de agua, la region de temperatura de degradacion
térmica seria facilmente alcanzada antes de que los bioplasticos se formaran
(Tolstoguzov, 1993). Sin embargo, un exceso de agua, en procesos como la

extrusion, puede producir un descenso en la viscosidad de la mezcla
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conllevando una disminucion del par de torsion del motor y de la energia
mecanica suministrada cuyo resultado son bajas temperaturas en el producto

que reducen el grado de transformacion y las interacciones.

Ademas del agua también se utilizan como plastificantes monosacaridos
(glucosa), oligosacéridos (sacarosa), polioles (glicerol, sorbitol), lipidos (acidos
oleico, palmitico, esteéarico y linoleico) y derivados de estos (Sothornvit y
Krochta, 2005; Gennadios, 2002).

Estudios de varias sustancias (con diferente grado de hidrofobicidad, clase y
cantidad de grupos funcionales) empleadas como plastificantes en gluten de
trigo, revelan como criterios para elegir un buen plastificante los siguientes: un
bajo punto fusién, baja volatilidad, compatibilidad con la proteina, permanencia
en los films y que la cantidad requerida de este en la preparacién del
bioplastico sea reducida (Pommet y col., 2005; di Gioia y Guilbert, 1999;
Sothornvit y Krochta, 2005).

En general, el glicerol es un plastificante ampliamente utilizado en el procesado
termoplastico de proteinas (Redl y col.,1999; Cunningham y col., 2000; Zhang y
col., 2001; Pommet y col., 2003,2005; Sothornvit y col.,2003, 2007; Hernandez-
Izquierdo, 2007). Su efecto plastificante se atribuye a la facilidad del glicerol de
insertarse y posicionarse dentro de la estructura tridimensional de los
biopolimeros (di Gioia y Guilbert, 1999).

1.3.3. Métodos empleados en la preparacion de bioplasticos a partir de

proteinas

El procesado de films, recubrimientos o cualquier otro tipo de bioplasticos
obtenidos a partir de proteinas requiere tres pasos fundamentales: ruptura de
enlaces intermoleculares que estabilizan las proteinas para darles movilidad;
reordenamiento y orientacion de las cadenas moviles del polimero en la forma
deseada; y, por ultimo, formaciébn de nuevos enlaces intermoleculares e
interacciones que permitan la estabilizacibn de la matriz tridimensional
originada. De acuerdo a las etapas mencionadas se pueden procesar

bioplasticos a partir de proteinas empleando tres métodos:
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1.3.3.1. Meétodo Fisico-quimico

Consiste en la utilizacion de agentes quimicos para la ruptura de puentes de
azufre, dispersion y solubilizacion de la proteina. Posteriormente, el sistema se
somete a secado buscando la forma deseada en el bioplastico. Se suelen usar
disoluciones de agua y disolventes organicos como etanol, acetona, metanol y
alcohol isopropilico. El desarrollo de la estructura durante el secado involucra
la formacién de enlaces hidrofobicos, i6nicos y de puentes de hidrégeno.
También se cree que los puentes de azufre intra e intermoleculares juegan un
papel importante en la formacion de peliculas de proteinas. El pH de las
soluciones formadoras de la pelicula se ajusta usualmente lejos del punto
isoeléctrico para evitar la precipitacion de la proteina. Factores como la
temperatura, tiempo y humedad relativa en el secado afectan la estructura de

los bioplasticos formados (Gennadios, 2002).
1.3.3.2. Método termoplastico

Se basa en el mezclado de proteina y plastificante para obtener una masa.
Esta operacion se puede llevar a cabo tanto en dispositivos discontinuos de
tipo amasadora, o continuos, mediante el uso de extrusoras. Actualmente la
técnica mas importante de procesado de polimeros es la extrusion, consiste en
alimentar continuamente material dentro de la extrusora que lo transporta por
medio del movimiento de un husillo y expulsa el producto a través de una
boquilla que da la forma al producto. Se pueden distinguir tres zonas

principales en una extrusora (Hernandez — Izquierdo y Krochta, 2008):
e Zona de alimentacion donde se introduce el material.

e Zona de amasado con aumento de presion, temperatura y grado de

llenado.

e Zona de calentamiento que da las propiedades al plastico. Es donde se
alcanzan los valores mas altos de temperatura, velocidad de cizalla y

presion.
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La extrusion de bioplasticos es un proceso atractivo para la produccion de
estos a gran escala, que presenta varias ventajas sobre el método fisico-
quimico. Asi, puede citarse la extrusién de bioplasticos obtenidos a partir de
colageno, soja, caseina y gluten (Gennadios 2002; Hernandez — lzquierdo y
Krochta, 2008).

1.3.3.3. Método termomecéanico

Adicionalmente, tras un procesado termoplastico, las propiedades del material
pueden ser modificadas mediante la combinacién de presién y temperatura
dando lugar al moldeo de la masa. EI moldeo puede realizarse utilizando
equipos propios del procesado de plasticos en termoformado, inyeccidn,
moldeo por compresion y extrusion (Jerez y col.,2007). EIl calentamiento de
proteinas plastificadas por encima del punto de transicion vitrea origina un
material suave y gomoso que se puede moldear facilmente. También puede
ocurrir una polimerizacién, dependiendo de las condiciones de procesado y
naturaleza del plastificante, que esta relacionada con la desnaturalizacion de la

proteina.

En el moldeo por compresion se combinan temperaturas y presiones altas,
tiempos cortos y bajo contenido de humedad para la transformacién de la
mezcla proteina/plastificante en una masa viscoelastica que al enfriarse,
mediante interacciones covalentes, ib6nicas, hidrofébicas y puentes de
hidrogeno, da como resultado el bioplastico (Pol y col., 2002; Hernandez —
Izquierdo y Krochta, 2008). Una vez que alcanzan la temperatura ambiente los
productos gomosos se convierten en materiales rigidos con la forma deseada.
(Pommet y col., 2003).

1.3.4. Propiedades de los bioplasticos

Generalmente, la caracterizacion de un material plastico tipicamente se lleva a
cabo a través de la evaluacion de propiedades mecanicas, Opticas, de barrera,

etc.:
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1.3.4.1. Propiedades mecéanicas

El esfuerzo y el porcentaje de elongacion a la ruptura son las propiedades mas
comunmente medidas (Gennadios, 2002). Las curvas de esfuerzo/deformacién
que resultan de los ensayos de traccion proporcionan informacion sobre la
flexibilidad, resistencia y capacidad de elongacion del material, y son utiles para
la prediccion del comportamiento durante la manipulacién, almacenamiento y
uso de los bioplasticos (Hernandez — Izquierdo y Krochta, 2008). Los ensayos
de traccion se realizan para determinar el esfuerzo a la ruptura (MPa), el
porcentaje de elongacion umbral (%), el porcentaje de elongacion a la ruptura
(%) y el médulo elastico (GPa) de materiales poliméricos para envase y
embalaje. Estos valores son importantes para poder comparar los bioplasticos
con los plasticos sintéticos comerciales, lo que se puede realizar siguiendo la
norma ASTM D882-02. Los ensayos para propiedades al impacto se usan para
determinar la energia requerida para causar un impacto sobre el material bajo
condiciones controladas, y se llevan a cabo mediante la norma ASTM D1709-
03. Los ensayos de compresion se realizan usualmente en muestras
termoconformadas siguiendo la norma ASTM D642, el esfuerzo a la
compresion sera funcién del tipo de material y su aplicacién (Siracusa y col.,
2008).

1.3.4.2. Propiedades de barrera

Los requisitos especificos de permeabilidad del sistema de envasado
dependen de las caracteristicas del producto y del uso final previsto.
Generalmente los plasticos son relativamente impermeables a moléculas
pequefias como las de gases, vapor de agua, vapores organicos y algunos
liquidos, presentando un amplio espectro de caracteristicas de transferencia de
materia que permite catalogarlos de acuerdo a su capacidad como barrera. En
aplicaciones para envases, el vapor de agua y el oxigeno son las principales
moléculas estudiadas debido a que se pueden transferir desde el medio interno
0 externo a través de la pared del polimero afectando a la calidad del producto

y a su vida util. También ha aumentado el interés en el estudio del didxido de
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carbono debido a su utilizacion en la tecnologia de envasado bajo atmdsfera

modificada.

La capacidad como barrera ante el oxigeno se cuantifica mediante el
coeficiente de permeabilidad al oxigeno (OPC) que indica la cantidad de
oxigeno que pasa por unidad de area y tiempo en un material de envasado. Un
valor bajo en el OPC indica que la presion del oxigeno dentro del recipiente es
baja lo que retarda la oxidacion y favorece la conservacién del producto. De
igual manera se define el coeficiente de permeabilidad al vapor de agua
(WVPC) y al diéxido de carbono (CO,PC) (Siracusa y col., 2008).

1.3.4.3. Propiedades Microestructurales y opticas

En el caso de bioplasticos dependen de la formulacion y condiciones de
procesado y estan intimamente relacionadas con las propiedades mecénicas y
de barrera que determinan la aplicacion de los sistemas obtenidos. Para
examinar la microestructura de bioplasticos obtenidos de proteinas se han
empleado técnicas como la microscopia de fuerza atomica (AFM), la
microscopia de barrido electronico (SEM), la microscopia de emisién de campo

y la 6ptica (Hernandez — Izquierdo y Krochta, 2008).

Algunos bioplasticos tienen propiedades Opticas excelentes y son facilmente
moldeables, lo que los convierte en una buena opcion para reemplazar
materiales transparentes no biodegradables. Dentro de las propiedades
Opticas de mayor interés se encuentran el indice de refraccion, la
transparencia, transmitancia, brillo, color y comportamiento en el espectro

infrarrojo (Osswald y Menges, 2003).
1.3.4.4. Propiedades térmicas

Para poder predecir el funcionamiento de un bioplastico bajo diferentes
condiciones de uso, desde la congelacion hasta la coccion, es imprescindible
estudiar la transicion térmica de tales materiales. La calorimetria diferencial de
barrido (DSC) y el analisis térmico dinamico (DMTA) han sido las técnicas mas

usadas para la determinacion de las temperaturas de transicion vitrea de varios
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bioplasticos obtenidos a partir de proteinas (Hernandez — Izquierdo y Krochta,
2008).

1.3.5. Situacion actual y desarrollo del mercado de bioplasticos

Estudios realizados por el Grupo de Ciencia, Techologia y Sociedad de la
Universidad de Utrecht para la asociacion Europea de Bioplasticos, estiman
que la produccién global de los bioplasticos obtenidos de fuentes renovables
fue de 0,36 toneladas métricas durante el afio 2007, que corresponde a un
0,3% del mercado total de plasticos, dominado por los de origen petroquimico.
Sin embargo, el mercado de estos bioplasticos ha tenido un rapido crecimiento,
desde 2003 hasta finales del 2007, experimentando un crecimiento anual
promedio del 38% a nivel mundial y del 48% en Europa (Shen vy col., 2009).

El maximo potencial técnico estimado de sustitucion de los polimeros de origen
petroquimico por bioplasticos es de 270 toneladas métricas, es decir de un
90% del mercado mundial de plasticos para el afio 2007. Este grado de
sustitucion no se logrard a corto ni a mediano plazo debido a barreras
econdmicas (costos de produccion y disponibilidad de capital), dificultades en el
escalado del proceso, disponibilidad a corto plazo de las materias primas
provenientes de fuentes renovables y a la necesidad de cambiar el sector de
los plasticos en funcion de los nuevos bioplasticos. Sin embargo, segun dicho
estudio, desde el punto de vista tecnolégico hay grandes oportunidades para el
reemplazo de los plasticos originados de petréleo por aquellos que lo son de
fuentes renovables. Segun anuncios de ciertas compafiias sobre el inicio o
expansion de la produccion, se estima que para el afio 2013 se llegard a una
produccion de 2,33 t de bioplasticos y para el 2020 este valor llegara 3,45 t
(Sheny col., 2009).

Los paises europeos con mayor desarrollo de mercado para bioplasticos son
Inglaterra, ltalia, Holanda y Alemania, seguidos de Bélgica, Francia, Austria,
Suiza y la regién escandinava (Siracusa y col.,, 2008). Existen diferentes
aspectos que favorecen el mercado de bioplasticos. Por un lado hay una
limitada e incierta disponibilidad de combustibles fosiles, por otro lado estan las

tendencias medioambientales que buscan disminuir las emisiones y ahorrar las
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fuentes de energia no renovables. Desde el punto de vista tecnolégico la
innovacion y la investigacion (desde la fase de disefio hasta la de elaboracion
del producto y disposicidén de residuos) ofrecen buenas oportunidades para el
desarrollo del mercado de bioplasticos. Sin embargo, es necesario realizar un
mayor esfuerzo en los proximos afios para mejorar la eficiencia de ciertos
bioplasticos, disminuir los costos de produccién y minimizar el uso de los
bosques y tierras para la obtencion de las materias primas a fin de evitar la
competencia con el sector de los alimentos y disminuir el impacto en el entorno
(Sheny col., 2009).

1.3.6. Aplicaciones de los bioplasticos

Los primeros bioplasticos artificiales se inventaron alrededor de 1860, desde
entonces, numerosos nuevos compuestos obtenidos a partir de fuentes
naturales renovables se han desarrollado. La caseina fue usada en pinturas y
pegamentos y, posteriormente, en formulaciones con formaldehido, como
plastico para productos tales como botones, navajas y abre cartas. La proteina
de soja se sometid a reaccion con formaldehido y condensacion con fenol o
urea para producir plasticos que se emplearon por la Compafia Ford en la
fabricacion de partes de automévil como volantes, puertas de guanteras y
tapiceria (Stevens, 2002; Pallos y col., 2006; Sheny col., 2009).

Actualmente, el principal campo de aplicaciéon de bioplasticos lo ocupa el uso
de peliculas de envasado para productos alimentarios, cubiertas para
embalaje, articulos en contacto con alimentos como cubiertos desechables,
copas, vasos, platos, films de recubrimiento, tapas, tazas, bolsas (para
transporte o disposicion de residuos organicos) y en agricultura y horticultura

en bolsas y articulos compostables (Siracusa y col., 2008).

El almidon nativo, modificado o en mezclas con polimeros sintéticos se emplea
ampliamente en la fabricacion de productos de envase. La relativamente alta
permeabilidad al vapor de agua de los bioplasticos obtenidos de almidén los
hace de gran utilidad en envases antiempafantes para alimentos calientes.
También se utilizan en el sector de envases de restauracion, en agricultura

como materiales de macetas y para la encapsulacion y liberacién controlada de
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agentes activos agroquimicos. Otras aplicaciones emergentes incluyen el uso
de bioplasticos de mezclas de almidén con polimeros sintéticos en pafales,
como relleno de neuméticos y en el mercado de los plasticos de larga duracion
para cajas de discos compactos, cubiertas de articulos electronicos, juguetes,

envases cosméticos, muebles y construccion ( Shen y col., 2009).

Los polimeros de celulosa tienen muchas aplicaciones en el campo de las
peliculas. Los envoltorios de celofan se usan en el envasado de alimentos
horneados, queso, café, caramelos y especias debido a que mejoran la
apariencia del producto. Las peliculas de acetato de celulosa se emplean en
cubiertas fotograficas, como ventanas transparentes, para decoracion y como
aislantes eléctricos. Este tipo de polimeros también tienen aplicacién en los
procesos de extrusibn y moldeo para la fabricacion de articulos
electrodomésticos, picaportes, juguetes y partes de automdéviles (Shen y col.,
2009).

Relacionado con los bioplasticos obtenidos de proteinas se puede destacar el
empleo de revestimientos de colageno o proteinas de gluten y soja como
cobertura de salchichas y embutidos, la fabricacién de microcdpsulas y geles
de gelatina para la liberacion de medicamentos, suplementos dietéticos y
preparaciones herbales. También se han usado las peliculas de bioplasticos
de distintas proteinas para recubrimiento, liberacibn de agentes
antimicrobianos y fabricacion de productos de envasado de alimentos (bolsas,

sobres, cajas, etc.) (Hernandez — Izquierdo y Krochta, 2008; Gennadios, 2002).

El mercado del acido polilactico (PLA) ha ganado importancia en los ultimos
afios. Los ejemplos de mayor aplicacion son laminas de extrusién para
productos termoformados, peliculas orientadas biaxialmente, botellas
moldeadas por soplado, productos moldeados por inyeccion y fibras. Los
sectores de aplicacion del PLA incluyen el envasado (copas, bandejas, tazas,
botellas), los textiles (ropa y muebles), pafales y productos de higiene
personal, productos electronicos (teléfonos maviles), de uso en agricultura y en

construccion (espumas para aislamiento) (Shen y col., 2009).
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Actualmente, se comercializan los polihidroxialcanoatos PHAs para moldeo por
inyeccion, extrusién y como cubierta de papel. Dentro de los usos especificos
de los PHAs se encuentran envases (cajas, bolsas y espumas), empuiaduras
de maquinas de afeitar y cepillos de dientes, boligrafos, fibras de tapetes y
seda dental. Debido a su buena biocompatibilidad con el tejido humano, los
PHAs se han aplicado en el campo meédico incluyendo ingenieria de tejidos,
curacién de heridas, ortopedia y liberacion de medicamentos (Shen y col.,
2009).

1.4. MODIFICACION DE PROPIEDADES DE BIOPLASTICOS

1.4.1. Tratamientos usados para modificar las propiedades de peliculas y

recubrimientos de proteinas

Son varios los tratamientos fisicos, quimicos y enzimaticos que se han
empleado para modificar las propiedades funcionales de peliculas y
recubrimientos obtenidos de proteinas mediante el método quimico o casting.
La mayoria de estos tratamientos buscan promover el entrecruzamiento dentro
de la estructura del bioplastico para mejorar las propiedades mecanicas y de
barrera y asi igualar a los materiales de envasado sintéticos, generando mayor
interés en la industria y los consumidores. A continuacion se describen

algunos de estos tratamientos.
1.4.1.1. Tratamientos fisicos

Se han descrito cambios importantes en las propiedades de peliculas de
proteinas al ser tratados térmicamente dentro de un rango de temperaturas de
55 a 140°C para tiempos de exposicion que van de pocos minutos hasta 24
horas. El tratamiento térmico de proteinas promueve el entrecruzamiento
intramolecular e intermolecular, que involucra principalmente los residuos
aminoacidos de lisina y cisteina. En general, las peliculas sometidas a
tratamiento térmico aumentan la resistencia a la traccion y disminuyen el
porcentaje de elongacion a la ruptura, la solubilidad en agua y la permeabilidad
al vapor de agua (Gennadios, 2002; Micard y col.,, 2000). También se han

descrito tratamientos mediante radiaciones con rayos UV y gamma sobre las
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peliculas o las soluciones formadoras de pelicula de gluten causando, en
algunos casos, cambios en las propiedades mecanicas y de barrera por
perturbacion de la estructura proteica (Micard y col., 2000; Lee y col., 2005).

1.4.1.2. Tratamientos enzimaticos

Para favorecer el entrecruzamiento en peliculas de proteinas se han empleado
dos tipos de enzimas, las peroxidasas y las transglutaminasas. El tratamiento
con peroxidasa en la preparacion de peliculas de proteina de soja
desnaturalizada y gluten redujo la resistencia a la traccion y la elongacion
(Stuchell and Krochta, 1994; Michon y col.,, 1999). Los efectos de la
transglutaminasa sobre peliculas de varias proteinas también han sido
estudiados. Esta enzima cataliza el entrecruzamiento a través de enlaces
isopeptidicos e-(y-glutamil)lisina. En el caso de las masas de gluten, la
transglutaminasa aumenta la proporcion de polimeros de alto peso molecular y
fortalece la matriz de la proteina (Larre” y col., 1998). La modificacion de
peliculas de gluten con transglutaminasa produjo una alta permeabilidad al
vapor de agua y bajas propiedades mecanicas, atribuidas a la heterogeneidad
de la matriz como consecuencia de la formaciébn de poros por el
entrecruzamiento (Lai y Chiang, 2006). Estudios sobre gluten deamidado
tratado con transglutaminasa revelaron la formacion de polimeros de alto peso
molecular inducida por enlaces covalentes. Tales interacciones aumentaron la
integridad, maleabilidad y capacidad para elongarse de las peliculas. La
incorporacion de diaminas aumento la elongacion manteniendo la resistencia a

la traccién (Larré y col., 2000).
1.4.1.3. Peliculas compuestas

Estructuras compuestas por laminas de distintos materiales pueden permitir
explotar en conjunto los beneficios de cada uno de los compuestos
macromoleculares que las constituyen. Es el caso de proteinas de alto peso
molecular, hidrofilas y ductiles, cubiertas con compuestos de menor peso
molecular e hidrofébicos, como lipidos o algunos polisacaridos, que unidos en
una misma estructura mejoran las propiedades mecanicas y de barrera de la

pelicula (Hernandez-Izquiero y Krochta, 2008). Una estrategia utilizada ha sido
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la incorporacion directa de lipidos en las disoluciones formadoras de pelicula
de proteina que, tras ser vertidas en moldes y secadas, permiten preparar
peliculas bicompuestas o multicompuestas. La adicion de aceite mineral a las
soluciones formadoras de peliculas de gluten produjo un descenso en la
permeabilidad al vapor de agua de las peliculas en un 25% como consecuencia
del caracter hidrofébico del aceite (Zhang y Mittal, 2010). Otra alternativa es
depositar capas moldeadas de lipidos en peliculas preformadas de proteinas

para preparar peliculas multicapas (Gennadios, 2002).

También se han empleado fibras naturales y particulas inorganicas para
modificar las propiedades mecénicas y la resistencia al agua de bioplasticos de
proteinas (Song y col., 2008). Materiales basados en gluten y glicerol han sido
reforzados con la incorporacion de fibras naturales (quitina, celulosa y lignina) o
particulas de arcilla de tamafio nanométrico. EI gluten cumple el papel de
matriz, las fibras el de relleno y el glicerol es el plastificante en el proceso de
termomoldeo de la mezcla para inducir entrelazamientos de la estructura. El
material compuesto resultante posee mayor resistencia a la traccion, menor
capacidad de elongacién y menor sensibilidad al agua que los bioplasticos que
no tienen fibras afiadidas (Song y col., 2008; Kunanopparat y col., 2008). En
otras investigaciones se agregé arcilla de Montmorillonita a soluciones
formadoras de peliculas de gluten para dificultar la pérdida de componentes
volatiles y la migracibn de plastificantes y de este modo mejorar las
propiedades de barrera frente a liquidos y gases; el resultado fue una marcada
disminucién en la permeabilidad al vapor de agua (Olabarrieta y col., 2006).

1.4.1.4. Tratamientos quimicos

La capacidad de los aldehidos, principalmente los bifuncionales, para promover
el entrecruzamiento covalente intramolecular e intermolecular en proteinas ha
sido ampliamente documentada (Feeney y col., 1975). Varios estudios se han
enfocado en los efectos del formaldehido y glutaraldehido sobre peliculas de
proteina, ya sea por incorporacion de los aldehidos en las soluciones
formadoras de pelicula o sometiendo las peliculas a vapores de aldehido
(Marquié, 2001; Orliac y col., 2002; Micard y col., 2000). En general, los
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tratamientos con aldehidos incrementan la resistencia a la traccion vy
disminuyen la elongacion y la solubilidad en agua (Gennadios y col., 2002).
Ademas de los aldehidos, se han empleado otros agentes quimicos para
modificar las propiedades de las peliculas de proteina como la epiclorhidrina,
dodecilsulfato sodico, acido citrico, etc. (Parris y Coffin, 1997; Rhim y col.,
2002, Krochta y col., 1994). La adicion de agentes reductores como el sulfito
de sodio y la cisteina, con la capacidad de romper puentes de azufre
intermoleculares e intramoleculares entre las cadenas de proteina, aumenté la
resistencia a la traccion en bioplasticos obtenidos de gluten (Gennadios y
col.,1993; Sun y col., 2008). El tratamiento con cationes de calcio promovio
entrecruzamiento en la estructura de peliculas de gluten, aumentando la
resistencia a la traccion y a la permeabilidad al vapor de agua (Gennadios y
col.,1993).

1.4.2. Compuestos empleados para modificar las propiedades de
bioplasticos basados en proteinas

El gran nimero de grupos reactivos presentes en los residuos que comprenden
las cadenas de proteinas ha permitido llevar a cabo varios estudios para
producir entrecruzamiento y asi aumentar las propiedades mecéanicas y
disminuir la solubilidad de peliculas obtenidas por el método quimico. A
continuacion se presentan algunos compuestos de interés para el presente
trabajo por su potencial como posibles agentes de entrecruzamiento en

bioplasticos obtenidos a partir de gluten por el método termomecénico.
1.4.2.1. Aldehidos

El formaldehido y los o,»- dialdehidos promueven el entrecruzamiento
intermolecular e intramolecular en proteinas. Las moléculas de aldehidos son
polimerizadas en su mayoria en forma de cadenas lineales de varias
longitudes, asi los enlaces formados entre las cadenas de proteina por
entrecruzamiento con aldehido pueden ser relativamente largas. A pesar de
formar una red rigida, tienden a incrementar la distancia entre las cadenas de
proteinas y de esta forma previenen la formacién de otros enlaces que también

estabilizan la red (por ejemplo puentes de azufre). Es por esto que el material
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se vuelve fragil por la presencia de cantidades elevadas de aldehido (Pallos y
col., 2006).

a)

b)

Formaldehido: tiene una clara especificidad de reaccion y es capaz de
entrecruzar el grupo amino de la lisina asi como también las cadenas
laterales de cisteina, tirosina, histidina, triptofano y arginina,
promoviendo la formacion de enlaces covalentes intra e intermoleculares
( Hernandez y col, 2004). Durante el termomoldeo, el formaldehido
introduce varios enclaves de entrecruzamiento a lo largo de las cadenas
moleculares de proteina al consumir los grupos amino, lo cual se refleja
en la reduccién en la absorcion de agua. (Sun y col.,2007) Las
formulaciones que emplean formaldehido producen un aumento del
modulo de Young a concentraciones por debajo del 2%. Por encima de
esta concentracion los plasticos se vuelven muy fragiles y quebradizos.
(Pallos y col., 2006).

Glutaraldehido: puede reaccionar especificamente con lisina, cisteina,
histidina y tirosina (Hernandez y col, 2004) y tiene la misma accion en el
termomoldeo que el formaldehido. El glutaraldehido reacciona de forma
relativamente rapida con un gran nimero de grupos amino presentes en
la molécula, enlazando covalentemente las cadenas de proteina
(Jayakrishnan 'y Jameela, 1996). Entre los agentes de
entrecruzamiento, el glutaraldehido es uno de los mas usados debido a
su gran eficiencia en la estabilizacion de materiales basados en
proteinas, particularmente el coldgeno. Las peliculas de proteina
entrecruzadas con glutaraldehido se han empleado en envases de flores

frescas y en cubiertas para agricultura (Pereda y col., 2010).

Glioxal: ha sido usado en la industria de envasado de papel para
reemplazar al formaldehido gracias a su menor volatilidad y precio. Se
ha encontrado que en condiciones altamente alcalinas se favorece la
formacion de peliculas de gluten y glioxal, pero tales condiciones no son
apropiadas para alimentos (Zhang y col., 2006). Hernandez y col.

(2004), aislaron la fraccion de glutenina del gluten de trigo y sobre ella
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se estudio el efecto de la adicién de aldehidos sobre las propiedades del
film resultante. EIl glioxal fue uno de los aldehidos incorporados, se
obtuvo un incremento en la tension en traccion, aunque menor gue con
la adicion de formaldehido y glutaraldehido. La formacion de films mas
resistentes sugiere la formacion de nuevos enlaces covalentes entre las
proteinas de la glutenina mediante reaccion quimica entre el aldehido y
el grupo reactivo del aminoacido de la cadena lateral (Herndndez y col,
2004).

1.4.2.2. Hidrocoloides (Gomas)

Los hidrocoloides son moléculas de alto peso molecular que pueden ser
usados para producir disoluciones, suspensiones altamente viscosas 0 geles
con bajo contenido de sustancia seca. Muchas de las gomas habitualmente
usadas son hidrofilicas y, por tanto, las peliculas que producen tienen
limitaciones en términos de propiedades de barrera para la humedad. Sin
embargo, suelen usarse en forma de gel, dado que pueden retrasar la pérdida
de humedad durante periodos cortos de almacenamiento. En este caso, el gel
actia suministrando humedad mas que como una barrera al vapor de agua
(Kampf y Nussinovitch, 2000). En el campo alimentario, los hidrocoloides son
utilizados para producir capas finas que recubren la superficie o que van dentro
del alimento. Tales peliculas sirven como inhibidoras de la migraciéon de
humedad, gases, aroma y lipidos. También pueden incluir antioxidantes,
conservantes u otros aditivos para preservar la integridad y calidad del
alimento. Las gomas también son utilizadas en cubiertas de semillas, fibra de
vidrio, lamparas fluorecentes, productos Opticos, de papel, textiles y latex
(Nussinovitch, 2009).

A continuacién se discuten algunas propiedades y aplicaciones de algunas

gomas de interées para el presente estudio

a) Goma de garrofin (LBG): se extrae de las semillas del arbol de
algarrobo. Su estructura quimica se basa en un esqueleto de 1,4--D-

manato el cual es solubilizado por residuos de cadenas laterales de 1,6-
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a-D-galactosa (Figura 1.4.1). Se trata de un polimero no iénico usado
como agente espesante de disoluciones en alimentos (Dakia y col.,
2008). Controla la movilizacién de agua, afecta a la consistencia y ciclo
de vida de sistemas acuosos de alimentos y permite la estabilizacion de
emulsiones de aceite en agua y de agua en aceite. La LBG puede
interactuar con otras gomas, como la xantana, para formar geles y

fortalecer la estructura tridimensional establecida (Wielinga, 2010).
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Figura 1.4.1. Estructura quimica de la goma de garrofin.

b) Goma xantana (XG): es un polisacarido extracelular secretado por la
Xanthomonas campestris. La estructura quimica de la goma xantana se
presenta en la Figura 1.4.2. Es un hidrocoloide soluble en agua fria
cuyas soluciones exhiben comportamiento pseudoplastico y cuya
viscosidad es bastante estable en un amplio rango de pH y temperatura.
Las soluciones de goma xantana pueden sufrir una transicion
conformacional durante el calentamiento asociada con el cambio de un
estado ordenado rigido a baja temperatura a uno mas flexible y
desordenado a altas temperaturas. La alta viscosidad de las soluciones
de goma xantana a bajas velocidades de cizalla le confieren la habilidad
de proporcionar estabilidad a los sistemas coloidales, mientras que la
reduccion en la viscosidad en respuesta a las altas velocidades de

cizalla la convierten en una ayuda durante el procesado. La goma
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xantana es un polimero anidénico, los cambios de densidad de carga
producidos por cambios de pH afectan a la asociacion molecular entre
las moléculas de XG y por tanto a su viscosidad (Sworn, 2009; 2010).
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Figura 1.4.2. Estructura quimica de la goma xantana.

c) Carboximetilcelulosa (CMC) y metilcelulosa (MC): Son hidrocoloides
derivados de la celulosa. La celulosa estd compuesta de unidades
repetitivas de B-glucopiranosa. Cada unidad esta constituida de dos
unidades de anhidroglucosa. El nUmero de unidades de glucosa, unidas
por enlaces B 1-4-o-glucosidico, es conocido como el grado de
polimerizacion de la celulosa (DP). Cada unidad de anhidroglucosa
contiene tres grupos hidroxil, que es donde donde tiene lugar la
sustituciéon para formar los derivados de la celulosa. EI numero de
grupos sustituidos se conoce como grado de sustitucion (DS). La pulpa
de celulosa se dispersa en disoluciones alcalinas para formar celulosa
alcalina y luego es tratada, bajo condiciones controladas, con
clorometano y acido monocloroacético para producir MC y CMC,

respectivamente (Murray, 2009; Cash y Caputo, 2010). En la Figura
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1.4.3 se presentan las estructuras quimicas de la celulosa y de una

unidad idealizada de CMC con un grado de sustitucién de 1,0.
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Figura 1.4.3. Estructura quimica de las unidades de celulosa y carboximetilcelulosa.

La carboximetilcelulosa es un derivado anionico de la celulosa, soluble
en agua. La viscosidad y comportamiento reoldgico de las dispersiones
de CMC dependen tanto del DP como del DS. Una sustitucion mas baja
o menos uniforme de los grupos de CMC conduce a un comportamiento
asociativo (a través de puentes de hidrogeno) a lo largo de las regiones
no sustituidas de la celulosa, produciendo una menor solubilidad y
aumentando la viscosidad y la capacidad de retencién de agua (Cash y
Caputo, 2010). Debido a su naturaleza aniénica, la CMC interactia con
las cargas positivas de algunas proteinas, como las de la soja y caseina,
en las cercanias del punto isoeléctrico, formando complejos estables
(Murray, 2009). En el campo de los recubrimientos, se encuentran
aplicaciones de CMC en peliculas compuestas con esteres de acidos
grasos para recubrimiento de frutas. Tales peliculas pueden en algunos
casos retardar la maduracion, prolongar el tiempo de vida, prevenir el
intercambio externo de algunos componentes 0 aumentar la resistencia

a ataques de hongos en frutas y verduras (Nussinovitch, 2009).
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1.5.

La metilcelulosa es un eter de celulosa, no iénico, soluble en agua fria,
con un amplio rango de viscosidades que depende del DS y DP.
Presenta gelificacion térmica con posible floculacion del polimero a altas
temperaturas y reversibilidad del gel con el enfriamiento, lo que le
confiere un gran interés en el campo alimentario (Cash y Caputo, 2010).
La MC es buena formadora de peliculas y exhibe actividad superficial.
La principal aplicacion de este hidrocoloide es de unidn y retencion de
forma, formacion de pelicula y propiedades de barrera y para evitar la
pérdida de estructura a alta temperatura. Algunos alimentos tienen
bajas propiedades de cohesion y tendencia a desintegrarse con el
calentamiento, la adicion de MC ayuda a conservar la estructura como
resultado de la gelificacion durante el calentamiento (Murray, 2009). La
MC ha sido usada como materia prima para la produccién de peliculas
con resistencia moderada, flexibilidad y trasparencia. Otras propiedades
esperadas incluyen la capacidad para servir como barreras para la
humedad y el oxigeno. Las peliculas de MC son buenas barreras para
la migracion de grasas y aceites. La MC ha sido usada para fabricar
peliculas compuestas con lipidos sélidos que se usan para reducir la
pérdida de agua en productos alimenticios. Las peliculas de MC
también reducen la absorcion de grasa de alimentos preparados para
freir. Ademas, las formulaciones con MC retardan el pardeamiento y
aumentan el contenido de componentes volatiles que proporcionan
aroma (Murray, 2009; Cash y Caputo, 2010).

DETERMINACION DE PROPIEDADES EN POLIMEROS

Los polimeros son materiales compuestos por moléculas de alto peso

molecular, generalmente conocidas como macromoléculas. Las propiedades

Unicas de estos materiales y la versatilidad en sus métodos de procesado se

atribuyen a su estructura molecular.

1.5.1. Clasificacién de los polimeros segun su estructura

Los polimeros pueden clasificarse como termoplasticos, termoestables o

elastbmeros. Los materiales termoestables y los elastbmeros presentan
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entrecruzamiento quimico entre sus moléculas. En los termoplasticos y los
elastobmeros no vulcanizados no existe dicho entrecruzamiento quimico, y por
tanto, las moléculas se mueven relativamente libres con respecto a las que se

encuentran en las cercanias.

A los termoplasticos corresponden aquellos polimeros que solidifican al
enfriarse. En estos materiales las macromoléculas pierden movilidad con el
enfriamiento. Sin embargo, al calentarse recuperan la capacidad para fluir, ya
gue las moléculas pueden deslizarse unas sobre otras con facilidad. A su vez,
los polimeros termoplasticos se dividen en dos clases: amorfos y semi-
cristalinos. En los amorfos, las moléculas contindan en desorden adn cuando
son sometidos a enfriamiento, conduciendo a un material con una estructura
bastante desordenada. Un polimero amorfo solidifica, o vitrifica, al ser enfriado
por debajo de su temperatura de transicion vitrea Ty. Por su parte, los
termoplasticos semi-cristalinos solidifican con cierto grado de orden en su
estructura. Asi, al enfriarse por debajo de la que se conoce como temperatura
de fusion, Tn,, sus moléculas empiezan a tomar un orden regular. Las
moléculas de polimeros semi-cristalinos que no se disponen en regiones
ordenadas, permanecen como pequefias zonas amorfas. Estas regiones
amorfas dentro de los dominios semi-cristalinos pierden la capacidad de fluir
por debajo de T4, La mayoria de polimeros semi-cristalinos tienen Ty a
temperaturas por debajo de cero, por consiguiente se comportan a temperatura

ambiente como materiales gomosos.

Por otro lado, los polimeros termoestables solidifican por curado quimico o
térmico, en el cual las macromoléculas se entrecruzan quimicamente entre si
durante el curado, dando como resultado una estructura en la que las
moléculas no pueden desplazarse unas sobre otras. La formacion de esta
estructura provoca que el material pierda la capacidad de fluir, ain cuando se
caliente de nuevo. El alto grado de entrecruzamiento hace que los materiales
termoestables sean rigidos y quebradizos. Los termoestables exhiben una Tq
gue en algunos casos estd cerca o por encima de la temperatura de

degradacion térmica.
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Comparados con los termoestables, los elastomeros se caracterizan por estar
solo ligeramente entrecruzados lo cual permite la casi completa extension de
las moléculas. Sin embargo, los enlaces entre moléculas dificultan que unas se
deslicen sobre otras, haciendo la deformacion reversible. Una caracteristica
comun de los elastomeros es que la T4 suele estar muy por debajo de la
temperatura ambiente. No obstante, su capacidad de fluir se puede perder tras
un proceso extensivo de vulcanizacion. Puesto que los elastomeros
entrecruzados a temperatura ambiente poseen una Ty muy baja, son sdlidos

elasticos bastante maleables y blandos (Osswald y Menges, 2003).
1.5.2. Comportamiento viscoelastico de los polimeros

Existen dos tipos de esfuerzos que pueden actuar sobre un material en
equilibrio: esfuerzos normales y esfuerzos tangenciales, también llamados de
cizalla. Un cuerpo esta en equilibrio si lo estan todos y cada uno de sus puntos
y entonces las sumas de fuerzas y momentos actuando sobre él seran nulos.
Considerando un cuerpo libre sobre el que se aplica una carga unidireccional
se obtendra una respuesta en el material que puede oscilar entre dos

comportamientos extremos conocidos:

Viscoso: toda la fuerza aplicada sobre el material produce una deformacion

permanente. La energia suministrada se pierde en forma de calor.

Elastico: una vez que cesa la aplicacion de la fuerza, desaparece la
deformacion inducida, recuperdndose la forma a partir de la energia

almacenada por el material (Garcia-Martinez y col., 2004).

El comportamiento de los materiales reales se halla entre estos dos
comportamientos ideales. A una temperatura y peso molecular especificos, un
polimero puede comportarse como liquido (respuesta viscosa) o como solido
(respuesta elastica), dependiendo de la velocidad, o escala de tiempo, a la cual
sus moléculas son deformadas. Este comportamiento, que varia entre el
liquido y el sélido, generalmente se conoce como comportamiento viscoelastico

0 respuesta del material.
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En este apartado se tendra en cuenta el intervalo de viscoelasticidad lineal,
valido para polimeros que son sometidos a bajas deformaciones. Bajo estas
condiciones, los ensayos de relajacion del esfuerzo, junto con el principio de
superposicion tiempo-temperatura y el principio de superposicion de
Boltzmann, se usan para explicar el comportamiento de los polimeros durante

la deformacion.
1.5.2.1. Ensayo de relajacion del esfuerzo

En este ensayo un polimero es deformado en una cantidad fijada, €, y el
esfuerzo requerido para mantener tal deformacion es medido a lo largo del

tiempo.

El modulo de relajacion del esfuerzo se define por:

Er(t):@ (1.5.1)

donde ¢, es la deformacion y o(t) es el esfuerzo medido. En estos ensayos
resulta evidente que la relajacion del esfuerzo es dependiente del tiempo y la

temperatura, especialmente cerca de la Ty.

Es bien conocido que temperaturas altas conducen a tiempos de relajacion
molecular pequefios y temperaturas bajas a tiempos de relajacion grandes.
Esto se debe a que a temperaturas bajas el volumen libre entre las moléculas
se reduce, restringiendo o retardando su movimiento. A temperaturas altas, el
volumen es mayor y las moléculas pueden moverse con mas facilidad. De ahi
gue cambiando la temperatura la forma de la curva obtenida del ensayo de
relajacibon permanece constante y lo UOnico que se produce es un
desplazamiento horizontal hacia la izquierda o derecha, representando un
tiempo de respuesta menor o mayor, respectivamente (Osswald y Menges,
2003).
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1.5.2.2. Principio de superposicion tiempo-temperatura

La equivalencia tiempo-temperatura observada en los ensayos de relajacion del
esfuerzo puede ser usada para reducir los datos de varias temperaturas a una
curva maestra general para una temperatura de referencia, Tt ES asi como
las curvas de los ensayos a diferentes temperaturas se desplazan
horizontalmente, manteniendo la curva de referencia estacionaria, hasta que
las terminaciones de todas las curvas quedan superpuestas. La cantidad en la
que cada curva fue desplazada se puede representar frente a la diferencia
entre la temperatura de la curva y la de referencia. Tal cantidad se representa

por la siguiente ecuacion:

logT —logT,, =log TL =loga_ (1.5.2)

ref

dénde a_se conoce como el factor de superposicion.

En general, el cambio horizontal, log a_, entre las respuestas de relajacion a

varias temperaturas con respecto a una de referencia, puede ser calculada con

la ecuacion de Williams-Landel-Ferry (WLF):

C1 (T B Tref )

loga, =—
9 C,+(T-T,)

(1.5.3)

donde C; y C, son constantes que dependen del material. Asumiendo que
C1=17.44 y C,=51.6, la ecuacion de WLF se ajusta bastante bien a una gran
variedad de polimeros, siempre que la temperatura de referencia elegida sea
su Ty. Estos valores de C; y C, son frecuentemente usados como constantes

universales.

Las curvas maestras de los ensayos de relajacion tienen gran interés en la
medida en que permiten seguir el comportamiento de los polimeros durante
periodos de tiempo mucho mas grandes que los que pueden ser determinados

experimentalmente (Osswald y Menges, 2003).
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Ademas del principio de superposicion tiempo-temperatura, el principio de
superposicion de Boltzmann también es de gran importancia para la teoria de

viscoelasticidad lineal.
1.5.2.3. El principio de superposicién de Boltzmann

Establece que la deformacion de un material es una consecuencia de la suma
0 superposicién de todas las deformaciones que resultan de los diversos
esfuerzos aplicados sobre el mismo a diferentes tiempos. Por consiguiente, se
puede hallar la deformacién de un polimero sobre el cual varias esfuerzoss
actuan en diferentes puntos a lo largo del tiempo, simplemente sumando todas
las respuestas de deformacion (Osswald y Menges, 2003). Matematicamente
este principio se puede escribir asi:

e=0,Jt-t))+ (0o, —0,)It-t)+..+ (0, -0, ,)I({t-t)+..(1.5.4)

donde ¢ representa la deformacion, o el esfuerzo aplicado en un tiempoty Jla
fluencia (6 mdédulo de fluencia) del material. Sin embargo, no todos los
esfuerzos y deformaciones se producen a través de cambios finitos y, por tanto,

la ecuacion puede escribirse de forma integral:

o(t)
e(t) = j J(t-t)do(t) (1.5.5)

o (—»)

la cual puede escribirse como
t
e(t) = [I-1)o ()t (1.5.6)

donde o representa la velocidad de aplicacion del esfuerzo que ocurre en un

tiempo t” .

También puede invertirse y escribirse asi:

o(t) = j‘G(t—t’)g'(t’)dt’ (1.5.7)

55



donde G(t—t) se conoce como modulo de relajacion y ¢ como velocidad de

deformacion.
1.5.2.4. Descripcion del comportamiento viscoelastico lineal de los polimeros

Varias combinaciones de elementos elasticos y viscosos se han usado para
aproximar el comportamiento de materiales poliméricos. La mayoria de estos
modelos combinan amortiguadores y muelles, el mas comun es el modelo de
Maxwell (Figura 1.5.1).

Figura 1.5.1. Sistema de muelle (1) y amortiguador (2) del modelo de Maxwell para la

descripcion del comportamiento viscoelastico lineal de materiales.

Para un sistema sencillo, la deformacion total, €, tiene una contribucion elastica,

€e, Y UNA viscosa, €, Y puede representarse como sigue:
E=¢g,+¢&, (1.5.8)
De igual forma, las velocidades de deformacion se pueden escribir como:
E=E,+ &, (1.5.9)

Suponiendo que el muelle sigue la ley de Hook, se mantiene la siguiente

relacion:

o
F o= 1.5.10
& = ( )
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donde E representa el médulo de elasticidad.

La componente viscosa, representada por el amortiguador, se representa

como:

é, = (1.5.11)

donde n representa la viscosidad

Combinando las ecuaciones 1.5.9 a 1.5.11, se tiene:
§=24+9 (1.5.12)

Que puede expresarse como:

ndo de
d27 2 1.5.13
“TEa Ta (15.13)

La ecuacion 1.5.13. usualmente se conoce como la ecuacion diferencial del

Modelo de Maxwell.

Aplicando al material una deformacion constante, como en el ensayo de

relajacion, la ecuacion diferencial se reduce a:

a+%¢=o (1.5.14)
Integrando, se tiene:

o=0,e" (1.5.15)

doénde, A, se conoce como tiempo de relajacion.

Usando el principio de superposicion de Boltzmann y la ecuacién 1.5.15, se

puede escribir la ecuacion del modelo de Maxwell en forma integral:
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t
o(t) = j Ee ("% it (1.5.16)

Para un andlisis mas realista el modelo de Maxwell no es suficiente. Asi, para
un mejor ajuste de los datos experimentales pueden usarse varios elementos
de Maxwell (amortiguador-muelle) en paralelo. Tal configuracién se conoce

como el modelo de Maxwell generalizado.

Del modelo de Maxwell puede obtenerse €,, que es la deformacion después de

la relajacion, definida por:

g,=2 0= (1.5.17)

Dénde 1, y lo representan la longitud de la muestra extendida y relajada,

respectivamente, y Sy representa la contraccion total.

El modelo de Maxwell tal como se expresa en la ecuacién 1.5.13, también
puede emplearse para simular la respuesta dindmica de los polimeros. En un

ensayo dinamico la deformacioén aplicada viene dada por:
& =gysen(at) (1.5.18)

donde ¢, es la amplitud de la deformacion y w la frecuencia en rad/s.
Derivando la ecuacién anterior, combinandola con la ecuacién 1.5.13 e

integrando, se tiene:

( Eg,01

WJ(aﬂsen(a)t) +cos(at)) (1.5.19)

para una respuesta en estado estacionario.

Dividiendo la ecuacion 1.5.19 por la amplitud de la deformacion aplicada se
obtiene el médulo complejo, el cual esta formado por un componente elastico,
gue esta en fase con la deformacion de entrada, y un componente viscoso. El
componente elastico, generalmente llamado moédulo de almacenamiento (E’),

gue se define mediante la siguiente ecuacion:
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E:£E&2Q;j (1.5.20)
1+ (wA)

y el término viscoso, conocido como médulo de pérdida (E”), que se expresa

mediante:

E"=f—5917J (1.5.21)
1+ (wh)

1.5.3. Comportamiento viscoso de polimeros fundidos

La viscosidad es el pardmetro mas ampliamente usado para determinar el

comportamiento de un polimero durante el procesado.

Cuando se analiza el flujo o deformacion de polimeros durante el procesado se
debe conservar un balance de masa, energia y fuerzas. Haciendo un balance
sobre el elemento diferencial de la Figura 1.5.2, para un liquido incompresible,

se tiene:

Figura 1.5.2. Elemento diferencial usado para el balance de materia en un liquido

incompresible.

Vev=0 (1.5.22)

donde la ecuacién 1.5.22 representa la divergencia del vector velocidad, que se

puede expandir en coordenadas rectangulares asi:

ov
Ny Ny Ny (1.5.23)
oXx oy oz
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Usando un elemento diferencial similar que se mueve con el fluido, como se
muestra en la Figura 1.5.3, se tiene el siguiente balance de fuerzas:
7 Yt J

)4 .; 4

v
Vel xl; e
/

/ Il
f‘] \“\_
/‘ pa" "" .—’ \
~ Flow path
B o

Figura 1.5.3. Elemento diferencial para el balance de fuerzas en un liquido incompresible.

Iu.a

=[Veo]+pg (1.5.24)

donde el término del lado izquierdo representa la inercia del polimero fundido,
el primer término de la derecha es la divergencia del tensor esfuerzo y
representa las fuerzas viscosas y elasticas y el segundo término representa los

efectos gravitacionales. El operador D/Dt es la derivada sustancial definida asi:
— =—+VeV (1.5.25)

La cual, ademas de incluir una variacion temporal, representa un marco

convectivo o incrustado de referencia que se mueve con el material.

El esfuerzo, o, a veces se puede referir como el esfuerzo total, que puede
dividirse en dos términos, presion hidrostatica, o u, y esfuerzo de cizalla, z. La

presion hidrostatica es un vector de esfuerzo que actia sélo en la direccion

normal a la superficie y puede ser representada como -pd, donde p es la
presidn 'y ¢ es un tensor unitario (Osswald y Menges, 2003). La ecuacion del

balance de momento se puede escribir:

p%=—Vp+[Voz]+pg (1.5.26)
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1.5.3.1. Elfluido no Newtoniano:

La viscosidad de la mayoria de polimeros fundidos sufre el efecto
pseudoplastico que consiste en la reduccibn de la viscosidad a altas
velocidades de deformacion. Este fendmeno ocurre debido a que a altas
velocidades de deformacion de las moléculas se estrechan lo que les permite
deslizarse unas entre otras mas facilmente, de ahi que la viscosidad del
polimero baje. Para tener en cuenta estos efectos no Newtonianos, es comun
usar una viscosidad que sea funcién de la velocidad de cizalla y de la

temperatura para calcular el tensor esfuerzo en la ecuacion 1.5.26:
r=n(7.T)7y (1.5.27)

donde n es la viscosidad y y la velocidad de deformacion por cizalla o tensor

de la velocidad de deformacion definido por:

7 =VV+ VWV (1.5.28)

donde Vv representa el tensor gradiente de velocidad. Este modelo describe
el fluido no Newtoniano.  En la ecuacion 1.5.27, y es la magnitud del tensor

velocidad de deformacién y puede escribirse como:

y= %u (1.5.29)

donde Il es la segunda invariante del tensor velocidad de deformaciéon y se

define como:

I 2227”711 (1.5.30)

Los componentes del tensor velocidad de deformacion en la ecuacion 1.5.30 se
definen por:

jp = 2 (1.5.31)

61



La dependencia con la temperatura de la viscosidad de los polimeros

normalmente se factoriza como sigue:
7(T.7)= (T h(7) (15.32)

donde para unas pequefias variaciones en la temperatura f(T) puede

aproximarse usando una funcion exponencial

f(T)=exp(-a(T -T,)) (1.5.33)

donde a representa una constante de la funcidbn exponencial y T, la

temperatura de referencia.

Sin embargo, una variacién en la temperatura corresponde con un cambio en la
escala de tiempo, a través de una superposicion tiempo - temperatura. Para

polimeros semi-cristalinos se suele emplear la ecuacion de Arrhenius:

2 (1)=22(0) :exp[i(i—ij] (1530

R\T T,

donde E, es la energia de activacion, T la temperatura y R la constante de los

gases.

También se puede emplear la ecuacion de Williams-Landel-Ferry (WLF)

ecuacion 1.5.3., descrita anteriormente.

Usando el factor de superposicion, a,, se pueden trasladar las curvas de

viscosidad medidas a diferentes temperaturas para generar una curva maestra

a una temperatura especifica (Osswald y Menges, 2003).
1.5.3.2. Modelo de la ley potencial

Una de las tareas de la reologia es encontrar modelos que se ajusten lo mejor
posible a los datos para la viscosidad representada en la ecuacion 1.5.27.

Para el presente trabajo es de interés estudiar el modelo de la ley potencial.
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Este es un modelo simple, propuesto por Ostwald y de Waale, y puede

escribirse:
n=m(T )" (1.5.35)
donde m es el indice de consistencia y n el indice de la flujo.

El indice de consistencia puede incluir la dependencia de la viscosidad con la
temperatura, como se representa en la ecuacion 1.5.33, y el indice de flujo se
relaciona con el comportamiento de flujo del polimero fundido. En los limites
del modelo se tiene que cuando la viscosidad tiende a cero, la velocidad de
deformacion tiende a infinito y viceversa. La viscosidad infinita a velocidad de
deformacion de cero conduce a resultados erroneos, con problemas en las
regiones donde la velocidad de deformacion es cero, como el caso del centro
de un tubo (Osswald y Menges, 2003). Para evitar estos problemas el modelo

se puede truncar asi:

n=m(T)y para N7

n=my(T) para 7 <70

donde mg representa la viscosidad a una velocidad de deformacion de cero

(70)-
1.5.3.3. Viscosimetria capilar

El dispositivo mas comun para medir viscosidad de polimeros fundidos es el
redmetro capilar. Su principal componente es un cilindro, en el que se calienta
el material, con un orifico a través del cual fluye la muestra por accién de la
presion ejercida por un piston. El gradiente de velocidad o velocidad de
deformacion, y también la velocidad de cizalla, seran maximos en la pared y
cero en el centro del tubo, siendo de tal modo un flujo no-homogéneo. A pesar
de su simplicidad, los viscosimetros con capilares largos proporcionan los
valores de viscosidad disponibles mas aproximados. Otra de las ventajas, con

respecto a otros redémetros, es que estos no tienen superficies libres en la zona
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de medicion. Cuando se mide una viscosidad dependiente de la velocidad de
deformacion en polimeros fundidos, el método soélo es satisfactorio a
velocidades de cizalla menores a 10s™. Esto es importante para procesos con
altas velocidades de deformacion, como el mezclado, extrusion e inyeccion.
Gracias a la facilidad para acoplar reometros capilares a la salida de las
extrusoras, se convierten en herramientas importantes para las mediciones “en

linea” de procesos a nivel industrial (Osswald y Menges, 2003).
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Figura 1.5.4. Esquema de un reémetro capilar.

En un redmetro capilar un tubo capilar de radio R y longitud L se conecta al
fondo de un recipiente. La caida de presion y la velocidad de flujo a través del
tubo son usadas para determinar la viscosidad. Para obtener la expresion de

viscosidad, se deben hacer las siguientes suposiciones:
¢ No hay velocidad en las direcciones ry 0.
e El polimero es incompresible
e Flujo completamente desarrollado, estable, isotérmico y laminar.

El viscosimetro capilar se puede modelar usando la componente z de la

ecuacion de movimiento en términos del esfuerzo, T, como:
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0=, 1d ) (1.5.36)

dp _ PP (1.5.37)

Integrando para los términos de esfuerzo de cizalla se tiene:

T, :MJFQ (1.5.38)
2L r
T g =Ty _Rip=p)_RaAp (1.5.39)
2 L 2 L

La ecuacién 1.5.38 requiere que los capilares sean suficientemente largos para
tener un flujo completamente desarrollado, donde los efectos de salida son
insignificantes. Sin embargo, debido a los efectos de salida, el perfil de presion
a lo largo de la longitud del capilar exhibe una curvatura. Este efecto puede ser

corregido por la ecuaciéon de Bagley (1957) usando la correccion de salida, e,

_l( (I pL)
7, = Zm (1.5.40)

El factor de correccion, e, a una velocidad especifica de cizalla se puede hallar

asi:

representando la caida de presion para varias relaciones L/D.

La ecuacién para esfuerzo de cizalla puede entonces ser escrita asi:

(1.5.41)

. , dv
Para obtener la velocidad de cizalla en la pared, d—z se puede usar la
r

ecuacion de Weissenberg-Rabinowitsch:
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_ v, =7 =£7}3W[3+d(LnQ)j (1.5.42)
T

Dénde, y,,es la velocidad de cizalla Newtoniana en la pared y se escribe

como:

: 4Q

]/aw = ﬁ (1543)
La velocidad y el esfuerzo de cizalla en la pared son conocidos. Por lo tanto,
usando los valores del caudal volumétrico, Q, y de la caida de presion, po-p., la

viscosidad puede ser calculada a partir de:

n=-w (1.5.44)
Y

1.5.4. Comportamiento de polimeros frente a la traccién

A nivel industrial es de gran interés conocer la respuesta de un componente
sometido a una carga, a corto y a largo plazo. Las propiedades para
caracterizar la respuesta a corto plazo se obtienen mediante ensayos de
traccion e impacto, mientras que las que corresponden a la respuesta a largo
plazo, se encuentran usando los ensayos de relajacion y dinamicos. En este

apartado se examinara con detenimiento el ensayo de traccion.

Una de las formas mas inmediatas de evaluar las caracteristicas mecanicas de
un material a bajas velocidades de deformacién es someterlo a la accion de un
esfuerzo unidireccional a velocidad controlada, generalmente en el modo de
traccion. La principal ventaja de este tipo de ensayos es que permite seguir la
evolucion de la respuesta del material con el tiempo, ya que se realiza a bajas

velocidades, en contraste con los ensayos instantaneos.

En los diagramas esfuerzo — deformacién de este tipo de ensayos se observan

algunas zonas caracteristicas:
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Figura 1.5.5. Diagrama esfuerzo — deformacion caracteristico de los ensayos de traccion en

polimeros.

Tramo OA: el esfuerzo sube bruscamente como consecuencia de la
elevada resistencia inicial opuesta por el material. Es similar al de un
comportamiento elastico y comprende el limite de elasticidad, esfuerzo
hasta el cual el material es capaz de recuperarse si cesa la carga
aplicada, sin mantener una deformacion residual. En la mayoria de
polimeros, debido a su caracter viscoelastico, este limite se ubica muy
cerca del origen, determindndose el modulo de elasticidad en la primera
zona de este tramo. También se encuentra en este tramo el limite de
proporcionalidad, déonde se cumple la ley de Hook, es decir, esfuerzos y
deformaciones son proporcionales. Sin embargo al cesar la carga el

material mantiene una deformacioén remanente.

Limite de fluencia (punto A): Representa la carga especifica a la cual
comienza el estiramiento (flujo) del material, a partir de un nivel critico de

deformacion.

Tramo AB: region de fluencia del material, zona de alargamiento
(deformacién) a esfuerzo aproximadamente constante. Las
macromoléculas se orientan en la direccion del esfuerzo, se caracteriza
por la formacion de un cuello de botella durante el estiramiento, mientras
el esfuerzo permanece casi constante. A menores pesos moleculares y
mayor amplitud en la distribucion de estos, hay mas posibilidad de
ruptura del polimero en este tramo. A partir del comportamiento del
material en esta zona, se puede tener una idea de su estructura. Asi,

materiales con una estructura rigida tendran menos capacidad de
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estiramiento y romperan en la etapa inicial de la aparicion del cuello, por
otro lado, materiales con una mayor capacidad de reorientacion y
ordenamiento molecular tridimensional tendran mayor capacidad de
deformacion, mayor modulo y una elevada resistencia a la traccion en el
punto de fluencia. La seccion inicial donde comenzé a fluir el material
se reduce drasticamente y se propaga sucesivamente a toda la longitud
de la probeta mientras tiene lugar la fluencia.

e Tramo BC: Al acabar el estiramiento se produce un aumento del
esfuerzo hasta llegar a la rotura en el punto C, dénde se obtiene la
resistencia a la traccion en el punto de rotura (Garcia-Martinez y col.,
2004).

Los principales parametros obtenidos de las curvas esfuerzo-deformacion de
los ensayos de traccibn estan definidos por la norma ASTM 882. A
continuacion se describen aquellos de interés para el presente estudio:

e Esfuerzo maximo (omax): se calcula dividiendo la carga méaxima antes de
la ruptura por el area transversal original del espécimen, y se expresa en

unidades de fuerza por unidad de area.

e Deformacion maxima (emax): Se calcula dividiendo la extension en el
momento de la ruptura por la longitud caracteristica inicial de la probeta.

Puede expresarse en términos de porcentaje.

e Modulo elastico o Modulo de Young: se obtiene trazando la tangente a la
region lineal inicial de las curvas carga-elongacion (porcion inicial del
tramo OA de la Figura 1.1.5) y calculando la pendiente de dicha linea
tangente, es decir, seleccionado cualquier punto de la tangente y

dividiendo el valor de esfuerzo por la deformacién correspondiente.
1.5.5. Comportamiento térmico de polimeros

Dada la extrema sensibilidad de las fuerzas de cohesion molecular a los
cambios de temperatura en polimeros, es de gran interés el estudio de los

comportamientos mecdanico y reoldgico de un material polimérico en funcién de
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dicha variable. Se debe distinguir entre los ensayos mediante los cuales se
estudia la influencia de la temperatura sobre una determinada propiedad y
aquellos en los que se determina el valor de una propiedad térmica como tal.
Al primer grupo corresponden los ensayos de temperaturas de
reblandecimiento, flexibilidad, fragilidad, etc.; en el segundo se encuentran las
medidas de calor especifico, conductividad térmica, coeficientes de expansion

térmica, entre otros.

Antes de continuar con las técnicas de medicion de propiedades térmicas
conviene retomar dos de ellas que resultan importantes para el presente

estudio: Calor especifico y temperatura de transicion vitrea.

e Calor especifico (C): representa la energia requerida para cambiar en un
grado de temperatura una unidad de masa de material. Puede ser
medido a presion constante (Cp) o volumen constante (C,). Usualmente
el calor especifico no cambia de forma sensible en el rango de
temperaturas de procesado y disefio de polimeros. Sin embargo, los
termoplasticos semi-cristalinos presentan una discontinuidad en el calor
especifico en el punto de fusion de los cristales. Este salto en el calor
especifico incluye el calor requerido para la fusibn de los cristales,
tipicamente llamado calor de fusién, que depende del grado de
cristalinidad. La reaccibn quimica que tiene lugar durante la
solidificacion de termoestables también conlleva efectos térmicos
considerables. En el estado de endurecimiento, sus datos térmicos son

similares a los de los termoplasticos amorfos.

e Temperatura de transicion vitrea (Tg): Si un polimero es mezclado con
un plastificante, Ty puede bajar y puede predecirse por reglas de

mezclas:

_ ¢patpTgp - (1_ ¢p )Tgs

gM (1.5.45)
atp¢p +(1- ¢p)ats

dénde ayp Yy ais son los coeficientes de expansion térmica para el
polimero y el plastificante, respectivamente; Tgu, Tgp ¥ Tgs Son las
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temperaturas de transicion vitreas de la mezcla, polimero y plastificante,
respectivamente y, ®pes la fraccion en volumen de polimero en la
mezcla. En este sentido, estabilizantes, plastificantes y agentes

similares de uso en el procesado, actian de forma similar.

Cuando se mezclan dos polimeros incompatibles, se obtienen dos T,
las cuales son visibles cuando se miden los médulos elastico o viscoso

de la mezcla de polimeros (Osswald y Menges, 2003).

El término Analisis Térmico (TA), se usa frecuentemente para describir técnicas
experimentales analiticas que investigan el comportamiento de muestras en
funcion de la temperatura. Esta definicion es demasiado extensa y no responde
al uso practico del término. Las técnicas que normalmente se asocian a este
término son: Calorimetria de Barrido Diferencial (DSC), Andlisis Térmico
Diferencial (DTA), Termogravimetria (TGA), Analisis Termomecanico (TMA) y
Analisis Dinamico Mecanico (DMA) (Jerez, 2007).

A continuacién se describen las técnicas aplicadas en el presente estudio:
1.5.5.1. Calorimetria de Barrido Diferencial (DSC)

Permite determinar las transiciones térmicas de polimeros en un rango de
temperaturas de -180 hasta 600°C. En el dispositivo de DSC el polimero y un
material inerte de referencia son depositados en capsulas diferentes cerradas.
Existe un termopar que medird la diferencia de temperatura entre el recipiente
que contiene la muestra y el de referencia, mientras que un horno va
calentando todo el sistema segun un programa de temperatura especificado
(Haines, 2002).
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Termopar

Muestra Referencia

AT

Figura 1.5.6. Esquema de las principales partes de un dispositivo de DSC.

En el caso de la calorimetria de barrido diferencial (DSC) existe una
compensacion de la potencia consumida por el equipo. Si se detecta una
diferencia de temperatura entre los soportes de referencia y muestra, debido a
un evento térmico (cambio de fase, cristalizacion, fusién, reacciones, etc)
ocurrido en la muestra, se suministra energia hasta que la diferencia de
temperaturas iguala a una tolerancia especifica del equipo (normalmente 0,01
K). La energia suministrada por unidad de tiempo es registrada en funcion de la
temperatura y el tiempo. Se puede considerar, simplificando las propiedades
térmicas, que este suministro de energia es proporcional a la capacidad
calorifica de la muestra (Hatakeyama y Hatakeyama; 2004).

En los diagramas obtenidos de DSC, el area comprendida entre la linea de
tendencia y la linea base es una medida directa de la cantidad de calor, AH,
necesaria para una transicion. Cp, es una de las principales propiedades del
material medidas por DSC. T, es determinada como el punto de inflexion de la
curva de calor especifico. También se puede observar si hay degradacion
térmica del material, la cual suele ir acompafiada por una reaccién exotérmica.
Otros eventos producidos mediante calentamiento, tales como
entrecruzamientos o ruptura de cadenas, quedan también registrados en los
diagramas de DSC (Osswald y Menges, 2003).
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Una extension de la técnica de DSC es la calorimetria diferencial de barrido
modulada (MDSC). A diferencia de los analizadores térmicos convencionales,
en MDSC se utliza dos velocidades de calentamiento simultaneas, una
velocidad de calentamiento lineal que brinda informacion similar al DSC
estandar, y una velocidad de calentamiento modulada o sinosoidal que permite
medir simultdneamente la capacidad calorifica de la muestra y diferenciar entre
los eventos reversibles (dependientes de la capacidad calorifica) e irreversibles
(dependientes del tiempo y la temperatura) que experimenta la muestra.
Algunos ejemplos de eventos que son reversibles son las transiciones vitreas y
la temperatura de fusion. Algunos ejemplos de eventos que son irreversibles
son la cristalizacién, relajaciones entalpicas y las reacciones de curado o
reticulacion (Marcus y Blaine, 1994). MDSC permite la determinacién de
propiedades térmicas en un solo barrido, evitando una posible degradacion
térmica de la muestra, que puede presentarse empleando DSC convencional
(Micard y col.,, 2001). Otra ventaja de utilizar MDSC es que pueden
distinguirse, por su caracter reversible o irreversible, eventos térmicos que se

solapan en una misma region (Marcus y Blaine, 1994).
1.5.5.2. Analisis Dinamico Mecéanico (DMA)

Este ensayo involucra la aplicacion de una deformacién oscilatoria a la
muestra. El esfuerzo sinusoidal resultante es medido y correlacionado con la
deformacion impuesta, de este modo se miden simultdneamente las
propiedades viscosas y elasticas de la muestra. Si el material se comporta
como un solido, el esfuerzo resultante es proporcional a la amplitud de la
deformacion y, por tanto, el esfuerzo y la deformacién estan en fase. Si la
muestra se comporta como un fluido, el esfuerzo es proporcional a la velocidad
de deformacion, o derivada de la deformacion. En este caso, la sefial del

esfuerzo tiene un desfase de 90° con la deformacion.

Las respuestas viscosa Yy elastica pueden relacionarse con las propiedades a
través de la relacién esfuerzo-deformacion o moédulos. Los mdodulos obtenidos

de este ensayo son.
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e Modulo de almacenamiento (E'): representa la habilidad del material

para almacenar energia elasticamente
e Modulo de pérdida (E"): medida de la habilidad para disipar energia

e Modulo complejo (E*): resistencia promedio de un material a la

deformacion.

Tales médulos, al igual que la descripcion del comportamiento viscoelastico de
los polimeros, ya han sido definidos en el apartado 1.5.2.4. Soélo cabe definir
otro parametro de importancia en este ensayo: la tangente de pérdidas (tan d).

4

tanc?:% (1.5.46)

La tangente de pérdida o tangente del &ngulo de desfase entre el esfuerzo y la
deformacion, representa la relacién entre las componente viscosa y elastica del
material. Esta propiedad es un indicador de como el material pierde energia

debido a reordenamientos moleculares y fricciones internas.

Para realizar los ensayos de DMA, se puede contar con dispositivos que
controlan la deformacién aplicada a la muestra. En este caso, el equipo mueve
un vastago fijado a la muestra una distancia y hace uso de un dinamémetro y
un transductor para medir el esfuerzo. Estas piezas estdn normalmente
localizadas en partes distintas del equipo, y requiere grandes motores, de
modo que la fuerza disponible en cada momento del ensayo sea siempre
mayor a la requerida. La realizacion de este tipo de ensayos se suele llevar a
cabo en el modo de flexién en tres puntos (Bending Mode), el cual consiste en
aplicar una oscilacion a la muestra, a una frecuencia prefijada, mientras se
realiza un barrido de temperatura. Es asi como se puede obtener la respuesta

reoldgica del material en un amplio intervalo de temperatura (Jerez, 2007).
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2. EXPERIMENTAL
2.1. MATERIALES EMPLEADOS

El objeto de estudio del presente trabajo es un sistema formado por proteina y
plastificante. La proteina escogida es gluten de trigo y como plastificante se
usa una mezcla de glicerol y agua. Para inducir modificaciones en las
propiedades del sistema de partida se adicionan otros componentes en menor
proporcién, como es el caso de aldehidos y distintos tipos de gomas. A

continuacion se detallan las sustancias empleadas.
2.1.1. Gluten de trigo (WG)

Para el presente estudio se utiliza como materia prima Gluten de trigo,
conocido comercialmente como “Glutenflor Supervital”, adquirido a Riba S.A.
(Espafna), las especificaciones de WG suministradas por el fabricante se

presentan en la Tabla 2.1.1.

Tabla 2.1.1. Ficha técnica del gluten de trigo.

Nombre Gluten de trigo

Residuo a la
calcinacién

Polvo fino de color
marron claro

Aspecto 1 % aprox.

Pérdida a la desecacion 8 % max. Retencién de agua 160 % aprox.

Materias proteicas 83 min. Valor energético 1564 kJ (368 kCal)

Granulometria (Particulas 1 % méx. Gérmenes aerobios 50000/9g méx.

sobre 200 pm)

Almiddn 10 % aprox. Recuento de 500/g max.
levaduras

Lipidos extraibles 3 % aprox. Recuento de mohos 500/g max.

Materias celulésicas 0,5 aprox. Escherichia coli Ausenciaenlg
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2.1.2. Glicerol (GL)

Fue suministrado por Panreac (Espafia) y presenta las

facilitadas por el proveedor, que aparecen en la Tabla 2.1.2.

Tabla 2.1.2. Ficha técnica del glicerol.

Nombre

Férmula

Peso molecular

Riqueza (C3HgOs) calc. s.p.s
Identidad segun Farmacopeas
Densidad relativa a 25°C/25°C
indice de refraccion n ?°/D
Punto de fusion

Punto de ebullicién
Temperatura de Ignicién
Punto de Inflamacién
Viscosidad a 20 °C

Caracteristicas

2.1.3. Aldehidos

Glicerol
HO /\T/\D H
OH
CsHgO3
92,10

99,0-101,0%

sle.

1,249

1,470-1,475

17,8 °C

290 °C

429 °C

176 °C

1400 mPas

caracteristicas,

Liquido transparente e incoloro, viscoso, miscible con agua e

higroscopico

Se emplean soluciones de distinta riqueza de formaldehido, glutaraldehido y

glioxal, adquiridas de Panreac Quimica S.A. (Espafia). Las especificaciones,

suministradas por el fabricante, para cada aldehido aparecen en las Tablas

213a215.
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Tabla 2.1.3. Ficha técnica del formaldehido.

Nombre Formaldehido solucién 37%
Formula HCHO

Peso molecular 30,03

Concentracion 37 (p/p)% en H,O

Impurezas totales 10-15% Metil alcohol
Densidad 1,09 g/mL at 25 °C (lit.)
Densidad de vapor 1,03 (vs aire)

Presién de vapor 52 mmHg ( 37 °C)
Temperatura de autoignicién 572 °F

Tabla 2.1.4. Ficha técnica del glutaraldehido.

Nombre Glutaraldehido solucién 50%
Formula v o
H )J\/\,)J\H
CsHsO2
Peso molecular 100,12
Rigueza minima (Oximoacidim.) 49 %
Densidad relativa a 20°C/4°C 1,125-1,130
Punto de fusion -7°C
Punto de ebullicion 189°C
Presion de vapor (a 20°C) 22 hPa
Punto de Inflamacion 71°C
Caracteristicas Liguido transparente e incoloro, miscible
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Tabla 2.1.5. Ficha técnica del glioxal.

Nombre Glioxal solucion 40%

Formula 0 Mg
C2H202

Peso molecular 58,04

Riqueza (Acidim.) 39-41 %

Densidad a 20/4 1,268-1,273

Punto de fusién -14°C

Punto de ebullicion 104 °C

Presion de vapor (a 26°C) 378 hPa

Temperatura de ignicién 285°C

Caracteristicas Liquido transparente, miscible con agua

2.1.4. Gomas

En el presente estudio se utilizan goma Xantana, goma de garrofin,
carboximetilcelulosa y metil-celulosa, todas ellas suministradas por Sigma-
Aldrich, (St.Louis, MO), las especificaciones de cada una aparecen en las
tablas 2.1.6 a 2.1.9.

Tabla 2.1.6. Ficha técnica de la goma de garrofin.

Nombre Goma de garrofin

Fuente bioldgica Semillas de Ceratonia siliqua

Apariencia Polvo color amarillo claro con fragmentos canela
Pérdidas en secado 11%

Cenizas 0,4%

Viscosidad en caliente 1% 2700 cP
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Tabla 2.1.7. Ficha técnica de la goma xantana.

Nombre
Fuente biolégica
Apariencia

Viscosidad (Brookfield)

Tabla 2.1.8. Ficha técnica de la metil-celulosa.

Nombre

Férmula

Apariencia

Viscosidad solucion 2% en agua

Goma xantana
Xanthomonas campestris
Polvo color canela claro

1160 cP (Solucion 1%)

Metil-celulosa

RO
oR
RO R
DO OR
R
RO
OF
— —n
Polvo blanco, imparte wuna coloraciéon de

transparente a amarillo claro a las soluciones

viscosas en agua 20mg/mL

4040 cP

Tabla 2.1.9. Ficha técnica de la carboximetilcelulosa.

Nombre

Férmula

Apariencia

Viscosidad solucion 1% en agua

Carboximetilcelulosa sal de sodio

_ . _
0OtR
e OR R=Hor
00 o
OR OR .
\)J\ONa
RO OR
L —n

Polvo blanco o amarillo

1500 - 3000 cP
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2.2. FORMULACION DE BIOPLASTICOS

El sistema de partida denominado 50/18 tiene la siguiente composicion: 50%
de Gluten, 18% de glicerol y el porcentaje restante de agua. EIl pH de los
sistemas se ajusta agregando disoluciones de NaOH o HCI 2M. En los casos
en gque se incorpora uno o mas compuestos adicionales, el porcentaje de estos
se resta al del agua y se adiciona a ésta previamente al mezclado en la

camara.

En los sistemas en que se agrega goma, se sigue el protocolo estandar de
dispersion de la respectiva goma en agua (Sworn, 2009; Garnier y col., 1995;
Murray, 2009) y posteriormente se alimenta a la cAmara de amasado con los
demas componentes. En la Tabla 2.2.1 se presenta la homenclatura para los

sistemas preparados.

Tabla 2.2.1. Formulacion de los sistemas de bioplastico estudiados.

Sistema Composicién

Gluten 50%, glicerol 18% y agua 32%; pH nativo del sistema (6

WG/GL/agua 50/18
aprox.)
WG/GL/agua 50/18 pH3 Gluten 50%, glicerol 18% y agua (32% aprox.); pH 3
WG/GL/agua 50/18 pH9 Gluten 50%, glicerol 18% y agua (32% aprox.); pH 9

i Gluten 50%, glicerol 18%, formaldehido (1 a 4% con respecto al
WG/GL/Formaldehido/agua ] )
gluten) y agua (32% aprox.); pH nativo del sistema (6 aprox.)

i Gluten 50%, glicerol 18%, glutaraldehido (1 a 3% con respecto al
WG/GL/Glutaraldehido/agua ] )
gluten) y agua (32% aprox.); pH nativo del sistema (6 aprox.)
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) Gluten 50%, glicerol 18%, glioxal (1 a 3% con respecto al gluten) y
WG/GL/Glioxal/agua ) )
agua (32% aprox.); pH nativo del sistema (6 aprox.)

Gluten 50%, glicerol 18%, goma de garrofin (1 a 4,5% con respecto
WG/GL/LBG/agua al gluten) y agua (32% aprox.); pH nativo del sistema (6 aprox.) o
modificado por adicion de HCI (pH 3) o NaOH (pH 9)

Gluten 50%, glicerol 18%, goma xantana (0,5 a 1,5% con respecto
WG/GL/XG/agua al gluten) y agua (32% aprox.); pH nativo del sistema (6 aprox.) o
modificado por adicion de HCI (pH 3) o NaOH (pH 9)

Gluten 50%, glicerol 18%, metil-celulosa (0,5 a 1,5% con respecto

WG/GL/MC/agua . .
al gluten) y agua (32% aprox.); pH nativo del sistema (6 aprox.)
Gluten 50%, glicerol 18%, carboximetilcelulosa (0,5 a 1,5% con

WG/GL/CMC/agua respecto al gluten) y agua (32% aprox.); pH nativo del sistema (6
aprox.)

WG/X L 1/4
G/XGIGLIagua (1/4) Gluten 40%, goma xantana 10%, glicerol 18% y agua (38% aprox.);
pH9 PH 9

WG/XG/LBG/GL/ 0,5/0,5/4
agua (0,5/0,5/4) Gluten 40%, goma xantana 5%, goma de garrofin 5%, glicerol 18%

pHO y agua (38% aprox.); pH 9

Gluten 40%, goma xantana 5%, goma de garrofin 5%, glioxal (3%
WG/XG/LBG/Glioxal/GL/agua pH9 con respecto a la mezcla de gluten y gomas) glicerol 18% y agua
(38% aprox.); pH 9

2.3. PREPARACION DE BIOPLASTICOS POR EL METODO
TERMOMECANICO/TERMOPLASTICO

2.3.1. Mezclado termopléastico discontinuo

El proceso de mezclado se ha llevado a cabo en un sistema HAAKE PolyLab
de Thermo-Haake (Alemania), compuesto por una camara amasadora de

polimeros Rheomix 3000p y un redbmetro de par de torsion, Polylab Rheocord
80



(Figura 2.3.1.). La seccion de mezclado consiste en una doble camara
cilindrica con dos rodillos amasadores que giran en sentido contrarotatorio con
una relacion de velocidades de 3:2. Para el presente estudio se han utilizado
dos tipos de mezcladores: “roller’ y “delta”. La camara de mezclado funciona
con un porcentaje de llenado de entre 75-90% para asegurar el buen
funcionamiento del sistema. EI sistema permite un mezclado adiabatico o
isotérmico, fijando la temperatura inicial igual o superior a la ambiente con una
unidad eléctrica de calentamiento. Para el presente estudio se realiza
mezclado adiabatico con temperatura inicial de 25°C e isotérmico a 60 y 90°C.
La velocidad de agitacion se ha establecido en todos los casos en 50 rpm vy el
tiempo de agitacién en 20 minutos. El reébmetro permite la medicion simultanea

del par de torsion y de la temperatura a lo largo del proceso.

Figura 2.3.1. Sistema de mezclado para el procesado termomecéanico. Rheomix 3000p

Thermo-Haake.
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2.3.2. Moldeo por compresion

Las probetas de bioplastico se preparan a partir de la masa resultante del
mezclado, después de haber sido sometida a un proceso de troceado y
reduccion de tamafio, mediante moldeo térmico por compresion aplicando una
presion de 9MPa y temperatura constante durante 10 minutos. Las
temperaturas de termomoldeo estan por encima de la temperatura de salida del
proceso de amasado (38°C) y por debajo de la temperatura de degradacion de

las mezclas (140°C aproximadamente).

Para realizar el proceso de moldeo se utiliza el sistema MTS Insight 10kN de
MTS Systems (USA) en modo de compresion, acoplado a dos moldes y una
camara de calentamiento. Los dos tipos de moldes que se emplean son uno
rectangular de dimensiones 50x10x3 mm y otro correspondiente a una probeta
tipo 1V definida por la norma ASTM D638 para la determinacion de propiedades

de plasticos en ensayos de traccion (ASTM, 2000).
2.3.3. Extrusion

Algunos sistemas seleccionados, se someten a mezclado termoplastico en el
sistema descrito anteriormente y después de haber seguido un proceso de
reduccion de tamafo, se alimentan a una extrusora de un husillo Rheomex
302p, perteneciente al grupo de Ingenieria de Fluidos complejos de la
Universidad de Huelva (Figura 2.3.2.). La extrusora se acopla al sistema
HAAKE PolyLab de Thermo-Haake (Alemania) para hacer una medicion de par
de torsién, temperatura y caida de presién en la boquilla. El diametro del barril
del husillo de la extrusora es de 19 mm con una longitud total de 830 mm, la
boquilla empleada es de geometria en lamina. La extrusora Rheomex 302p
cuenta con un sistema de calefaccion eléctrica en cuatro zonas, una de las
cuales esta en la zona de alimentacion, otra en la boquilla y las dos restantes
repartidas en la zona de mezcla, permitiendo manejar diferentes perfiles de
temperatura en el proceso. La velocidad de giro del husillo empleada es de 30
rpm para todos los sistemas. El material obtenido se somete a troquelado para

obtener las mismas probetas que en el proceso de moldeo por compresion.
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Figura 2.3.2. Sistema de extrusiéon. Extrusora Rheomex 302p Thermo-Haake.

2.3.4. Acondicionamiento de las probetas

Antes de realizar los ensayos de caracterizacion de las probetas, estas son
depositadas, a temperatura ambiente, en recipientes con disoluciones de sales,
durante al menos dos semanas, para alcanzar el equilibrio a una humedad
relativa determinada, a temperatura ambiente. En la mayoria de ensayos la
humedad establecida es de 53%. En la Tabla 2.3.1 se presentan las sales

empleadas y la humedad relativa correspondiente:

Tabla 2.3.1. Sales empleadas para el acondicionamiento de probetas a diferentes porcentajes

de humedad relativa.

Sal Humedad relativa (%)
P20s 0
KOH 8,23
CH3COOK 23
MgCl; 33
KCOs 43
Mg(NOz)- 53
NaCl 75
KCI 84
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2.4. MEDIDAS EXPERIMENTALES
2.4.1. Seguimiento del proceso de mezclado

El par de torsion generado y la temperatura de la muestra se registran
continuamente durante el proceso de mezclado utilizando el software de control
del reémetro HAAKE PolyLab de Thermo-Haake (Alemania) (Figura 2.3.1.),

obteniendo perfiles del par de torsién y temperatura frente al tiempo.
2.4.2. Reometria capilar

La viscosidad de las mezclas obtenidas después de la etapa de amasado se
determina en un redmetro capilar de alta presion de un cilindro, Rheocap de
Thermo-Haake (Alemania) (Figura 2.4.1). La masa permanece en el cilindro
durante 10 minutos sometida a calentamiento a la temperatura de medicion. A
continuacion, un pistobn empuja el material fundido a través del orificio del
capilar. Las temperaturas de medida escogidas son 60, 90 y 120°C y se
emplean capilares con distinta relacion longitud/didmetro (L/D) a fin de realizar
las correcciones de Bagley y Weissenberg—Rabinowitsch a los datos obtenidos
(Bagley, 1957; Ralston y Osswald, 2008).

Piston

<+—— Cilindro
Salida

Capilar

Capilares

Ew=u

L

Figura 2.4.1. Redmetro capilar. Rheocap Thermo-Haake.
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2.4.3. Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

Para examinar el comportamiento térmico de los bioplasticos se ha empleado
la técnica de Calorimetria Diferencial de Barrido modulado (MDSC). Las
medidas se llevan a cabo en un calorimetro DSC Q100 de TA Instruments
(USA) (Figura 2.4.2), perteneciente al grupo de Ingenieria de Fluidos complejos
de la Universidad de Huelva. Para cada experimento, se depositan
aproximadamente 10mg de bioplastico en una capsula de aluminio
herméticamente cerrada. Los ensayos fueron llevados a cabo con un periodo
de oscilacion de 60s, una amplitud de +0,5°C y una velocidad de calentamiento
es de 5° C/min. La muestra se purgd con una corriente de nitrogeno de

50mL/min y el intervalo de medicion fue de -50 hasta 200 °C.

Figura 2.4.2. Calorimetro empleado para los ensayos de DSC. Q100 TA instruments.

2.4.4. Analisis Dinamico Mecanico en Temperatura (DMTA)

Para poder medir las propiedades viscoelasticas de las probetas en su intervalo
viscoelastico lineal y obtener informacion relacionada con su estructura, asi
como los cambios de propiedades de las mismas producidos durante el
calentamiento, se emplea el DMTA. Estos ensayos se realizan con un
reémetro RSA3 de TA instruments (USA), operando bajo el modo dindmico

oscilatorio en un barrido de temperatura.

El RSA3 es un equipo de deformacion controlada, en el cual el motor aplica
una deformacién a la probeta mientras un transductor mide la fuerza generada
por esta. En este tipo de transductor, un sensor de posicion detecta el
movimiento y un motor lineal mide la fuerza de reaccion requerida para

conducir el soporte que contiene a la probeta a su posicién inicial. La gran
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ventaja de este sistema es que permite medir dentro de un amplio intervalo de
esfuerzos con buena sensibilidad y poca inercia. Para controlar la temperatura
en los ensayos se combinan un horno y un dispositivo de enfriamiento

criogénico que se encuentran acoplados al redmetro (Figura 2.4.3).

Figura 2.4.3. Redmetro empleado para los ensayos de DMA. RSA3 TA instruments.

Las mediciones se hacen utilizando la geometria “dual cantilever” en la que las
probetas se sujetan por los extremos mientras se someten a flexion en el
centro, aplicando de este modo una oscilaciéon a la muestra, a una frecuencia
prefijada, mientras se realiza un barrido de temperatura (Figura 2.4.3). Todos
los ensayos se llevan a cabo por triplicado empleando probetas de bioplastico
con dimensiones de 50x10x3 mm a frecuencia constante (1 Hz) y deformacion
dentro de la region viscoelastica lineal. El intervalo de temperaturas es de -30
a 160°C y la velocidad de calentamiento seleccionada es de 3 °C/min. Las
probetas se equilibran a una humedad relativa constante y se cubren con

aceite de silicona para evitar pérdidas de agua durante las mediciones.
2.4.5. Ensayos de traccion

Para determinar las propiedades mecdanicas de los bioplasticos se realizan
ensayos de elongacion hasta la ruptura de las probetas, de acuerdo a la norma
ASTM D638 (ASTM, 2000), empleando la maquina de ensayos universal
Insight 10 kN de MTS (USA). 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. Las probetas se sujetan al sistema por

dos mordazas (Figura 2.4.4). Al iniciar el ensayo el extremo inferior de la
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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
especimenes por sistema, empleando probetas tipo IV definidas por la norma
ASTM D638 y una velocidad extensional de 20 mm/min a temperatura

ambiente.

Célula de Mordazas

carga

Mordazas

]
Figura 2.4.4. Maquina universal empleada para los ensayos de traccion.
Insight 10 kN MTS.

2.4.6. Absorcion de agua

La capacidad de absorcion de agua de los bioplasticos se mide de acuerdo con
la norma ASTM D570, método estandarizado para la determinacion de
absorcién de agua en plasticos (ASTM, 2005). Para tal fin se utilizan probetas
rectangulares de 50x10x3 mm. Los especimenes se someten a secado
(acondicionamiento) en estufa a 50 + 3° C para determinar su peso en seco,
luego se introducen en agua destilada y se pesan a las 2 y 24 horas de
inmersion. Por ultimo, se someten de nuevo a secado (re-acondicionamiento) y
se pesan para determinar la pérdida de material soluble. Todos los ensayos se

realizan por triplicado a temperatura ambiente.
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De acuerdo a la metodologia seguida, la capacidad de absorcion de agua y la
pérdida de material soluble se determinan mediante las siguientes ecuaciones:
peso humedo — peso seco inicial

% Absorcion H,0 = — X100 (2.4.1)
peso seco inicial

peso seco inicial — peso seco final
peso seco inicial

%Pérdida material soluble = X100 (2.4.2)

2.4.7. Solubilidad en presencia de agentes desnaturalizantes y reductores
(SDSy DTT)

La solubilidad en agentes reductores o desnaturalizantes se emplea como una
medida del grado de agregacion de la proteina y de este modo brinda una
visibn sobre el grado de entrecruzamiento y tipos de enlaces que pueden
producirse en la misma (Lagrain y col., 2010). De este modo, en el presente
estudio, muestras de gluten en polvo, masas obtenidas de la etapa de
mezclado y probetas de bioplastico son sometidas a un proceso de dispersion
en diferentes medios: agua, una disolucion con un agente desnaturalizante
(Método A) y una disolucién que contiene un agente reductor, ademas del

desnaturalizante (Método B).

Las muestras se someten a un proceso de reduccion de tamafio y se dispersan
en el medio elegido durante 2 horas mediante agitacion magnética a 400 rpm
aproximadamente, a temperatura ambiente. En el método A se utiliza una
disolucién tampdn con una concentracion de 0,086 M Tris-base, 0,045 mM de
glicina, 2 mM de EDTA y 1% de dodecilsulfato de sodio (SDS). En el método
B, se emplea la misma disolucion tampdn pero se adiciona un 1% de ditiotreitol
(DTT). Para el presente estudio se trabaja con tres valores de pH: 3,6y 9. El
pH de las soluciones tampon se ajusta a tales valores. Las dispersiones se
centrifugan a 10,000xg durante 10 minutos a una temperatura de 15 °C. La
fraccion de proteina soluble se determina usando el método de Lowry
modificado (Peterson, 1979) y a partir de estos resultados se calcula el

porcentaje de proteina soluble en el sobrenadante.



3. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS
3.1. SISTEMA GLUTEN/GLICEROL/AGUA (WG/GL/agua)

El uso de plastificantes produce el descenso del valor de la temperatura de
transicion vitrea de las proteinas del gluten. Este hecho es interesante y
permite que pueda considerarse la utilizacién de procesos termoplasticos como
la extrusion y amasado en la preparacion de materiales a partir de proteinas de
gluten de trigo evitando la degradacién térmica (Irisin-Mangata y col., 2001).
Por otro lado, durante el procesado de gluten y glicerol se ha encontrado que la
viscosidad del “fundido de proteinas” incrementa con la temperatura debido a
las reacciones de entrecruzamiento y restringe asi las condiciones de
operacion (Jerez, 2007). Como alternativa al glicerol, se ha propuesto agregar

una mezcla de plastificantes, agua/glicerol (Redl y col., 1999; Jerez, 2007).

Teniendo en cuenta las anteriores consideraciones, se elige como sistema de
referencia el sistema 50/18, compuesto por 50% de gluten, 18% de glicerol y
32% aproximadamente de agua. Como método de procesado se ha
seleccionado mezclado y termomoldeo por compresion. El plastificante,
mezcla de agua y glicerol, se mezcla con el gluten en una proporcion de 0,5,
similar a las utilizadas en otros estudios relacionados con este tipo de
procesado (Pallos y col, 2008; Jerez y col., 2007; Redl y col., 1999).

En este apartado se discute el efecto del procesado, humedad relativa y pH
sobre las propiedades del sistema denominado 50/18, que se define como
sistema de referencia a partir del cual se evaluara el efecto de determinados
tratamientos o aditivos en las propiedades de los bioplasticos resultantes.

3.1.1. Estudio del mezclado termoplastico
3.1.1.1. Evolucion del par de torsién y de la temperatura

En primer lugar es interesante determinar la variabilidad en la medicion de los
parametros durante el mezclado termoplastico. De este modo, se puede

establecer si el cambio en una variable produce diferencias significativas.

89



La Figura 3.1.1 muestra la evolucion del perfil del par de torsion y de la
temperatura, obtenida por cuadruplicado, durante el proceso de mezclado del
sistema WG/GL/agua denominado 50/18, para una velocidad de agitacion de

50 rpm y una temperatura inicial de 25°C.
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Figura 3.1.1. Evolucién del par de torsién (A) y la temperatura (B) para cuatro replicados de

mezclado termopléstico del sistema 50/18 (50 rpm, temperatura inicial 25°C).

Inicialmente se produce un importante aumento en el par de torsiébn hasta un
valor maximo que se alcanza en un corto espacio de tiempo de mezclado. A
continuacion, se produce un descenso con una tendencia asintética hacia un
valor de equilibrio del par de torsion. En cuanto al perfil de temperatura, se
produce un aumento exponencial seguido de una rapida inflexion hasta una
zona de clara tendencia asintética. Como resultado se obtienen un aumento
notable de temperatura. Este tipo de comportamiento es similar al descrito en
otros estudios para mezclado de sistemas WG/GL (Redl y col., 1999; Jerez y

col, 2005). Sin embargo, estos autores encontraron tiempos de mezclado y
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temperaturas mas altas que las obtenidas cuando se incorpora agua como

plastificante.

A partir de las curvas de par de torsion frente al tiempo de mezclado se puede
calcular la Energia Mecanica Especifica consumida durante el procesado. El
valor de Energia Mecanica Especifica (SME, expresada en kJ/kg) se calcula,
de acuerdo con el procedimiento descrito por Redl y col.(1999), usando la

siguiente ecuacion:
a) tmix
SME = [ Mt (3.1.1)

Donde o es la velocidad de mezclado (en rad/s), m es la masa de la muestra
(en gramos), M es el par de torsion (en Nem) en el instante tnix correspondiente

al tiempo de mezclado (en segundos).

En la Tabla 3.1.1 se presentan los parametros estadisticos correspondientes a
las variables par de torsion, Energia Mecanica Especifica (SME) y temperatura,
para el maximo en el par de torsiéon y al final del mezclado. Dichos parametros

se obtienen de los perfiles de la Figura 3.1.1.

Tabla 3.1.1. Parametros estadisticos del mezclado termoplastico®.

x° s Coeficiente variacion
tmax (Min)© 2,26 + 0,30 0,31 0,14
Muiax (Nem)° 48,65+ 1,23 1,25 0,03
SMEwax (kJ/kg)® 75,62 +12,08 12,33 0,16
Twiax (°C)° 31,3+1,00 1,02 0,03
Meinal (Nem)° 2248+050 0,51 0,02
SMErina (kJ/kg)! 470,58 10,35 9,15 0,02
Trinal (°C)° 37,6+091 0,92 0,02

& Mezclador tipo sigma ®Vvalor promedio * un intervalo de confianza de 95%, © Valor de la

variable en el maximo del par de torsion, 4valor de la variable al final del proceso de mezclado
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Frente al procesado adiabatico, descrito en la Figura 3.1.1, donde no se
intervino para modificar la temperatura de la camara y se observd como
evolucionaba la temperatura de la masa, a continuacion se analiza el mezclado
termoplastico manteniendo la temperatura de la camara de mezcla
aproximadamente constante. Para ello, se somete al sistema de referencia a
distintos  procesos de mezclado, bajo condiciones adiabaticas a una
temperatura inicial de 25°C e isotérmicas a las temperaturas iniciales de 60 y
90°C. La Figura 3.1.2 muestra la evolucién del perfil del par de torsion y de la
temperatura durante el proceso de mezclado, llevado a cabo a 50rpm para el

sistema WG/GL/agua identificado como 50/18, bajo diferentes condiciones

térmicas.
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Figura 3.1.2. Perfiles de par de torsién (A) y temperatura (B) durante el proceso de mezclado

del sistema 50/18, para diferentes condiciones térmicas a 50 rpm.

A pesar de que las condiciones de procesado son diferentes, el perfil de par de
torsion llega a ser similar en las muestras procesadas a 25 y 60°C. Tal y como

se menciond anteriormente, se produce un aumento inicial en el par de torsion
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hasta un valor maximo, seguido de un descenso hasta un valor asintético de
este. Estudios similares para mezclado de sistemas WG/GL (Redl y col., 1999;
Jerez y col., 2005) mostraron el mismo tipo de comportamiento, pero con la
aparicion de un periodo de induccion previo al incremento en el par de torsion.
En cambio, Pommet y col. (2003) no hallaron periodo induccién en el proceso
de mezclado a temperaturas mayores de 40°C. En el presente estudio, la
presencia de agua en el sistema parece producir el mismo efecto de la
temperatura, evitando la aparicion del periodo de induccion. Un
comportamiento diferente puede encontrarse en el sistema amasado a 90°C,
en el cual se presenta un crecimiento continuo, aunque moderado, del par de
torsion hasta que finalmente se alcanza el mismo nivel que para el sistema
mezclado a 60°C. Este mismo comportamiento fue descrito por Pommet y col.
(2003), para mezclado termoplastico de un sistema WG/GL a 80°C. El
crecimiento continuo del par de torsion, dada la presencia de agua, puede ser
ocasionado por secado del sistema a lo largo del tiempo, por tal razén, no se

realiza amasado a temperaturas mayores.

Los valores de tiempo de mezclado, par de torsion y SME se presentan en la
Tabla 3.1.2, tanto para el valor madximo de par de torsion (identificado con el
subindice max) como para el tiempo total de amasado (identificado con el
subindice final). Los valores de Twx Yy tumx en la tabla representan la
temperatura inicial del mezclado (adiabatico o isotérmico) y el tiempo total de

amasado.

Tabla 3.1.2. Pardmetros de mezclado obtenidos bajo diferentes condiciones térmicas.

Tuix  tvix  Mena Tena SMErota tvax®  Mwuax®  Twax®  SMEma”
25% 11,3 225 37,6 470,58 2,26 48,6 31,3 75,62
60° 11,3 7,1 64,8 144,13 1,33 15,2 57,5 20,17
90° 20 10,8 95,3 175,76 0,2 3,4 83 0,51

2 Mezclado adiabatico, ° Mezclado isotérmico, © Correspondientes al valor maximo de par de

torsion

93



Como puede observarse, un incremento en la temperatura de procesado de 25
a 60°C produce valores mas bajos de SME. EIl valor final de SME a la
temperatura de amasado mas alta (90°C) se desvia de este comportamiento ya
que el tiempo de mezclado es mas prolongado (20 min). Sin embargo, si el
tiempo se limita a 11,3 min, el sistema muestra la misma evolucion, con un
valor de SME de 76,80 kJ/kg. Como se puede observar en la Tabla 3.1.2 (y la
Figura 3.1.2.A) al aumentar la temperatura de mezclado se alcanzan los
valores maximo y asintotico del par de torsion en periodos de tiempo mas
cortos. En cualquier caso, temperaturas iniciales de mezclado bajas conducen
a valores de par de torsion altos y en consecuencia a un mayor consumo de

energia mecanica.

En los dos procesos de mezclado isotérmico, los perfiles de temperatura
mostrados en la Figura 3.1.2.B presentan un descenso inicial que corresponde
al periodo requerido por la muestra para alcanzar la temperatura del proceso
(20 s aproximadamente). Después de este tiempo, el perfil muestra una forma
sigmoidal para las tres temperaturas de mezclado, alcanzando un valor
aproximadamente constante, tal como describen Pommet y col.(2003) y Redl y
col.(1999). Los perfiles de par de torsion y temperatura indican que se produce
un fenédmeno de disipacion de energia mecéanica, pero ademas deben tener
lugar reacciones exotérmicas de entrecruzamiento de proteinas. Estas
reacciones pueden producirse incluso a temperaturas moderadas, tal como han
sugerido anteriormente Jerez y col. (2007). De hecho, el mezclado a 25°C
conduce a un mayor aumento de temperatura. Asi, de acuerdo con Pommet y
col.(2003), a pesar de que el entrecruzamiento en el gluten es un fenémeno
controlado por la temperatura, las altas velocidades de cizalla, involucradas en
el proceso de mezclado termoplastico, pueden reducir la energia de activacion
necesaria para el entrecruzamiento, llevando a cambios sustanciales en la
conectividad de las mezclas WG/GL. Adicionalmente, tanto la
desnaturalizacion de las proteinas de gluten como las reacciones de
entrecruzamiento de distintos segmentos de proteina, que dependen del
tiempo, pueden resultar favorecidas a temperaturas altas (Bengoechea y col.,
2007; Schofield y col., 1983).
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3.1.1.2. Comportamiento viscoso de mezclas

En la Figura 3.1.3 se presentan las curvas de viscosidad capilar en funcién de
la velocidad de cizalla, obtenidas tras la aplicacion de las correcciones de
Bagley (Bagley, 1957) y Weissenberg—Rabinowitsch (Ralston y Osswald, 2008)
para dos masas obtenidas bajo las mismas condiciones de mezclado (proceso
adiabatico con temperatura inicial de 25°C, agitacion a 50 rpm), utilizando dos

geometrias de amasado diferentes (sistema tipo rodillo o “Roller” y tipo Delta).

10°
T 90°C
cap
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() Delta
—— modelo potencial
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a
=
[
| |
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Figura 3.1.3. Valores de viscosidad capilar en funcién de la velocidad de cizalla para la mezcla
WG/GL/agua 50/18. Condiciones de mezclado adiabaticas con temperatura inicial de 25°C,

agitacion a 50rpm, temperatura del capilar 90°C.

Las mezclas exhiben un comportamiento pseudoplastico que puede ajustarse a
una ecuacion potencial entre la viscosidad aparente (n.) y la velocidad de

cizalla (yw), en la que ambas variables corresponderian a los valores
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alcanzados en la pared del capilar, después de realizar las correcciones

mencionadas anteriormente. Dicha ecuacion potencial puede expresarse asi:

. n-1
_ Yw
Tw =M 600" (m) (3.1.2)

donde n1o00 €S la viscosidad capilar a una velocidad de cizalla de 1000 s™ y n

es el indice de flujo.

Como puede apreciarse en la figura, ambos sistemas conducen a masas con
propiedades de flujo viscoso muy similares, que no pueden considerarse
significativamente diferentes. En la Tabla 3.1.3 aparecen los valores de la
media, intervalos de confianza, desviacion estandar (o) y coeficiente de
variacion tanto para nio00, como para el indice de flujo de las mezclas
representadas en la Figura 3.1.3. Como puede verse, las viscosidades
obtenidas son bastante coincidentes y no se han encontrado diferencias

significativas entre los valores del indice de flujo.

Tabla 3.1.3. Parametros estadisticos de la ecuacién potencial para viscosidad capilar.

X c Coeficiente de variacion
n(-) 0,333 £0,001 0,001 0,001
MN1000 (PaS) 54,45 + 3,81 2,75 0,051

#Valor promedio * un intervalo de confianza de 95%

En la Figura 3.1.4 se comparan las curvas de viscosidad capilar en funcion de
la velocidad de cizalla para mezclas WG/GL/agua preparadas bajo diferentes
condiciones térmicas. Dichas masas provienen de los procesos de mezclado
termoplastico descritos en el apartado anterior y presentados en la Figura

3.1.2. La temperatura del capilar en estas medidas (T¢ap) €S de 90°C.
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Figura 3.1.4. Valores de viscosidad capilar en funcion de la velocidad de cizalla para la mezcla

WG/GL/agua 50/18, usando diferentes condiciones térmicas (temperatura de capilar 90°C).

Los valores de los parametros de la ecuacion 3.1.2 se presentan en la Tabla
3.1.4 para las tres temperaturas de amasado (Tmix). NoO se evidencian
diferencias significativas para el indice de flujo de las masas mezcladas a
temperaturas iniciales de 25°C y 60°C. Sin embargo, se puede apreciar una
reduccion importante en la pendiente de la curva de viscosidad, que
corresponde a un aumento en el indice de flujo, para el sistema mezclado a
90°C. También puede resultar inesperado que se produzca un aumento de
viscosidad a 90°C, dando lugar a un valor minimo de viscosidad aparente a
60°C. Este efecto puede estar relacionado con una combinaciéon de dos
eventos: uno térmico, debido al efecto de secado mencionado anteriormente
(que tiene lugar a temperaturas elevadas de mezclado); y otro inducido por la
cizalla, generado en el propio proceso de mezclado, que daria lugar al
entrecruzamiento entre segmentos de proteina, tal como se indic6 en el

apartado anterior. En cualquier caso, en el proceso de mezclado llevado a
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cabo a 90°C se obtiene una masa que presenta una apariencia visual bastante

heterogénea.

Tabla 3.1.4. Parametros del modelo potencial para las curvas de flujo capilar de la mezcla

50/18, en funcién de la temperatura de mezclado (T ) Y de la temperatura del capilar (Tcap).

Tmix Teap n N1000

(°C) (°C) Q) (Pa-s)
25 90 0,333 54,45
60 90 0,311 38,7
90 90 0,565 113,7
25 60 0,410 70,8
25 90 0,333 54,45
25 120 0,266 54,9

La Figura 3.1.5 muestra las curvas de viscosidad capilar de una masa de
WG/GL/agua obtenida mediante mezclado adiabético (temperatura inicial de
25°C) para diferentes temperaturas del capilar. Un aumento en la temperatura
de la medida produce una reduccion en la viscosidad capilar obtenida, sin
embargo, este cambio es menos acusado por encima de los 90°C. Este
descenso es menor que el esperado de acuerdo con el comportamiento
general de la funcién viscosidad con la temperatura (por ejemplo a partir de la
ecuacion de Williams-Landel-Ferry). Esto se podria deber a la aparicion de
fendbmenos de entrecruzamiento inducidos por la temperatura. Este efecto
inducido térmicamente es probablemente el responsable de la disminucion en

el indice de flujo (n) que tiene lugar al aumentar la temperatura, cuya variacion
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es inversa al de las pendientes de las curvas (1-n) mostradas en la Figura
3.1.5.
10° 1
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Figura 3.1.5. Valores de viscosidad capilar en funcién de la velocidad de cizalla para la mezcla

WG/GL/agua 50/18 en funcién de la temperatura de capilar (Tcap). Mezclado adiabatico con

temperatura inicial de 25°C y agitacién a 50 rpm.

3.1.2. Estudio del termomoldeo

3.1.2.1. Estudio estadistico del proceso de termomoldeo

Para poder determinar si el cambio de una variable es significativo, se

considera necesario hacer un estudio estadistico de la variabilidad asociada a

la preparacion de las probetas y a las medidas obtenidas de los ensayos de

DMA, traccién y absorcion de agua. Con tal fin, se procedi6 al célculo de la

media y los intervalos de confianza, la desviacion estandar y el coeficiente de

variacion para los principales parametros de dichos ensayos, utilizando

probetas del bioplastico 50/18, obtenidas mediante mezclado y termomoldeo.
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Las condiciones de procesado de las probetas fueron las de referencia tanto

para el mezclado (25°C, 50 rpm), como para el termomoldeo (9 MPa y 130°C).

A continuacion se presentan los valores de partida para el andlisis y los
pardmetros estadisticos mencionados anteriormente, tanto interlotes como
intralotes. Se considera interlotes a aquellas probetas preparadas a partir de
masas obtenidas mediante distintos procesos de mezclado e intralotes a
aquellas probetas obtenidas a partir de la misma masa. Los parametros
seleccionados para los ensayos DMA, que se presentan en las Tablas 3.1.5y
3.1.6, fueron el modulo elastico (E') y la tangente de pérdidas (tan 6) para

diferentes regiones térmicas, dentro del intervalo de medicién: -10, 50 y 120°C.

Tabla 3.1.5. Resultados ensayos DMA sobre probetas de bioplasticos de diferentes lotes de la
mezcla 50/18, termomoldeo a 130°C y 9MPa.

Lote Replicado E’.100c” tan 8 .10oc E’sec®  tan 0 s500c E’i20c®  tan 8 120°C

A 1 252,43 0,30 5,80 0,39 1,01 0,19
A 2 255,15 0,30 5,37 0,37 111 0,17
A 3 221,10 0,29 5,22 0,42 1,04 0,15
B 1 197,33 0,34 5,61 0,38 1,25 0,17
B 2 177,44 0,30 5,48 0,37 1,21 0,16
B 3 168,54 0,30 541 0,36 0,99 0,14
C 1 187,97 0,33 5,98 0,35 1,26 0,14
Cc 2 163,72 0,31 4,08 0,37 1,30 0,14
C 3 175,39 0,32 4,98 0,35 1,04 0,13

#Valor de E’ en MPa
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Tabla 3.1.6. Valores de los parametros estadisticos para ensayos de DMA sobre probetas de

bioplasticos de diferentes lotes de la mezcla 50/18, termomoldeo a 130°C y 9MPa.

E’»lO"Ca tan & -10:c E’SO“Ca tan & sooc E’lzof‘ca tan & 1200c
X 199,90 0,31 5,32 0,37 1,13 0,15
Intervalo b +21,57 +0,01 +0,34 +0,01 +0,08 +0,01
Interlotes
c 33,01 0,01 0,52 0,02 0,12 0,02
Coeficiente 0,17 0,05 0,10 0,05 0,10 0,12
X 199,90 0,31 5,32 0,37 1,13 0,15
Intervalo ° +34,49 +0,01 +0,25 +0,02 +0,07 +0,02
Intralotes
c 30,48 0,01 0,22 0,01 0,06 0,01
Coeficiente 0,15 0,03 0,04 0,04 0,06 0,09

X valor promedio, o desviacién estandar,  Valor de E’ en MPa, ® Intervalo de confianza de 95%

Para el analisis de variabilidad en los ensayos de traccion se eligieron el
maddulo de Young (E), los valores maximos del esfuerzo (omax) Yy la deformacion
(emax) @antes de la ruptura, que se presentan en las Tablas 3.1.7 y 3.1.8 junto al

porcentaje de humedad absoluta de las probetas tras el equilibrado a 53% de
RH.
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Tabla 3.1.7. Resultados de los ensayos de traccién sobre probetas de bioplasticos de

diferentes lotes de la mezcla 50/18 termomoldeada a 130°C y 9MPa.

Lote Replicado E®  Oma’ Emad %Humedad

A 1 564 180 1,96 13,51
A 2 6,07 1,40 1,12 14,02
A 3 7,08 1,10 0,73 13,59
B 1 12,74 250 2,03 15,21
B 2 10,57 2,40 1,67 14,98
B 3 953 2,10 1,67 14,85
C 1 440 0,75 1,10 23,91
Cc 2 582 0,84 1,05 18,71
C 3 509 057 0,64 20,94
C 4 487 0,72 0,93

4 Modulo de Young en MPa, ® Tensién maxima en MPa, ° Elongacion maxima (mm/mm)
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Tabla 3.1.8. Valores de los parametros estadisticos para ensayos de traccidn sobre probetas

de bioplasticos de diferentes lotes de la mezcla 50/18 termomoldeada a 130°C y 9MPa

E*  Omax. &max. %Humedad

X 7,18 1,42 1,29 16,64
Intervalo
+1,65 +0,43 0,30 +2,28
Confianza®
Interlotes
c 2,66 0,70 0,48 3,49
Coeficiente
0,37 0,49 0,37 0,21
variacion
X 7,42 1,50 1,33 16,64
Intervalo
+2,88 10,75 0,40 +3,69
Confianza®
Intralotes
c 2,55 0,66 0,35 3,26
Coeficiente
0,34 0,44 0,27 0,20
variaciéon

4 Modulo de Young en MPa, ® Tensién maxima en MPa, ° Elongacion maxima (mm/mm),

dIntervalo de confianza de 95%

En cuanto a los ensayos de absorcion de agua, como variables para el analisis
estadistico se seleccionaron los porcentajes de agua absorbida a las 2 y 24 h
tras la inmersion de las probetas y la pérdida de materia soluble al final de las
24 h. Los resultados experimentales se resumen en la Tabla 3.1.9 y los
parametros estadisticos se presentan en la Tabla 3.1.10.
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Tabla 3.1.9. Resultados de los ensayos de absorcion de agua en probetas de bioplasticos de
diferentes lotes de la mezcla 50/18, termomoldeo a 130°C y 9MPa.

Lote Replicado Absorcion 2h(%) Absorciéon 24h(%) Pérdida solubles(%)
A 1 43,93 76,59 22,56
A 2 41,79 68,28 22,59
A 3 39,04 71,48 22,49
B 1 40,13 74,14 22,51
B 2 46,80 62,78 28,65

Tabla 3.1.10. Valores de los parametros estadisticos para ensayos de absorciéon de agua en

probetas de bioplasticos de diferentes lotes de la mezcla 50/18, termomoldeo a 130°C y 9MPa.

Absorcién 2h(%) Absorcion 24h(%) Pérdida solubles(%)

X 42,34 70,65 23,76
Intervalo +2,43 +4,22 +2,14
Interlotes
c 2,78 4,81 2,45
Coeficiente 0,07 0,07 0,10
X 42,53 70,29 24,06
Intervalo +1,30 +2,53 +2,10
Intralotes
c 0,94 1,83 1,52
Coeficiente 0,02 0,03 0,06

% Intervalo de confianza de 95%

Para el calculo de parametros estadisticos interlotes se emplearon los
resultados experimentales de todas las probetas. En el estudio intralotes se

usaron las medias de cada lote para la determinacion de dichos parametros.
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A patrtir de los resultados presentados en este apartado puede deducirse que la
menor variabilidad corresponde a los ensayos de absorcion de agua, seguidos
por los ensayos DMA, que presentan coeficientes de variacion moderados,
salvo a baja temperatura. La mayor variabilidad corresponde a los ensayos de
traccion con coeficientes de variacion mucho mayores que los anteriores. En
cualquier caso, como cabia esperar, los coeficientes de variacion interlotes son
mayores que los intralotes en la mayoria de los parametros analizados. No
obstante, esta diferencia es generalmente pequefia, lo cual sugiere que la

mayor variabilidad debe estar asociada al proceso de termomoldeo.
3.1.2.2. Influencia de la temperatura de moldeo

La Figura 3.1.6 presenta los valores del modulo elastico (E’) y la tangente de
pérdidas (tan ®) obtenidos a partir de ensayos de DMA en rampas de
temperatura para muestras de bioplasticos del sistema WG/GL/agua 50/18,
equilibradas a una humedad relativa de 53 % RH. Estas muestras fueron
sometidas a mezclado adiabatico previamente y moldeadas a 9 MPa y

diferentes temperaturas, comprendidas entre 38 y 145°C.

El médulo elastico, E’, experimenta en todos los casos una gran reduccion al
aumentar la temperatura de medida alcanzando un valor minimo o plateau por
encima de los 80°C, dependiendo de la temperatura de moldeo de la probeta.
El mddulo viscoso, E”, presenta un comportamiento similar, aunque sus valores
son significativamente mas bajos que los de E’. Ademas, un incremento en la
temperatura de moldeo produce un claro aumento de E’ y E”, asi como una
importante evolucién en los perfiles E’, E”-temperatura, donde el minimo de
ambas funciones viscoelasticas tiende a desaparecer. La presencia de un
minimo en E’ con la temperatura ha sido asociada a que las propiedades
reologicas y microestructurales del material son aun susceptibles de ser
mejoradas mediante procesado a mayor temperatura (Jerez y col., 2007). Se
habla en este caso de que el material presenta cierto potencial de
termoendurecimiento. Es lo que sucede con las probetas moldeadas a 110°C o
temperaturas inferiores. Por el contrario, la regiéon plateau, que se puede

apreciar en la zona de altas temperaturas para las probetas moldeadas a 130 y

105



145°C,
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Figura 3.1.6. Dependencia del médulo E'(A) y de la tangente de pérdidas tan 5 (B) con la
temperatura en funcion de la temperatura de moldeo para los bioplasticos WG/GL/agua

obtenidos después de mezclar a 25°C y 50 rpm.

Como se puede observar en la Figura 3.1.6.B, los perfiles de tan & describen
dos picos: a 0°C y 60°C aproximadamente, con independencia de la
temperatura a la que se llevé a cabo el proceso de moldeo. En estudios
previos (Jerez y col., 2005; 2007) realizados también sobre sistemas de
WG/GL se identificaron dos picos. EIl primer pico, T4, aparece entre -30 y -
50°C vy fue relacionado con la transicién vitrea de la glicerol, mientras que el
segundo pico, Ty, se atribuyé a la transicion vitrea del gluten plastificado

(Jerez y col., 2007; Sun y col., 2007; 2008).

En este caso, usando una mezcla glicerol/ agua como plastificante, el pico
localizado cerca de los 0°C estaria principalmente asociado a la transicion

vitrea (Tq1) caracteristica de la mezcla de plastificante afectada por algunas
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fracciones del aislado de la proteina de gluten. Cabe resaltar que las probetas
preparadas a la temperatura mas baja de moldeo (38°C), reflejan mayor grado
de compatibilidad entre la proteina y el agua, dénde T,; se solapa con T4,. Sin
embargo, las dos fases se vuelven mas incompatibles al aumentar la

temperatura de moldeo, lo cual se puede deducir por la separacion de los
picos, mas evidente para Tqi.

La Figura 3.1.7 muestra los perfiles de flujo de calor total y de la derivada de la
capacidad calorifica obtenidos de las medidas de DSC llevadas a cabo sobre
probetas del sistema WG/GL/agua sometido a mezclado termoplastico, seguido
de moldeo a 130°C y 9 MPa y equilibrado a 53%HR.
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Figura 3.1.7. Pérfil de DSC para bioplasticos WG/GL/agua obtenidos mediante mezclado a
25°C seguido de termomoleo a 130°C y 9 MPa (53%HR) (A) Flujo de Calor Total; (B) Derivada

de la capacidad calorifica.

En la Figura 3.1.7.A no se observa la presencia de ningun cambio irreversible
por debajo de 60°C. Sin embargo, un pico endotérmico de gran tamafio, que

puede asociarse a la desnaturalizacion de la proteina, tiene lugar a una

temperatura de 135°C, aproximadamente. Este valor indica que todavia se
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puede alcanzar cierto grado de mejora en la estructura de la matriz,
aumentando la temperatura de moldeo. A partir de estos resultados, se puede
inferir que temperaturas de 130°C, o mayores, pueden ser consideradas

Optimas para el proceso de moldeo con temperatura.

En el perfil de la Figura 3.1.7.B se confirma la presencia de los eventos de
transicion vitrea descritos para los ensayos de DMA. En este sentido, los picos
observados corresponderian a los valores de T4 para la mezcla glicerol/agua
(Tar) Y gluten plastificado (T42) respectivamente. Como se puede ver, el dltimo
valor de Ty coincide bastante bien con aquellos obtenidos para gluten
plastificado a partir de los ensayos de DMA. Al igual que en este caso, en un
estudio previo, citado anteriormente, también se encontré un valor de Tg
mayor que el encontrado para glicerol puro que corresponde a -93°C (Jerez y
col., 2005). Dicho aumento es probablemente causado por algunos dominios
de gluten que podrian ser miscibles con la mezcla glicerol/agua, lo que daria
como resultado un incremento en Ty debido a un incremento en el peso

molecular promedio de esta fraccion (Ghanbarzadeh y Oromiehi, 2009).
3.1.2.3. Influencia de la temperatura de mezclado sobre el moldeo

Una vez seleccionada la temperatura 6ptima de moldeo (130°C), parece
interesante evaluar la influencia de la temperatura del proceso de mezclado
previo al moldeo, sobre las probetas de bioplastico obtenidas finalmente. Las
masas del sistema WG/GL/agua preparadas mediante mezclado a 25, 60 y
90°C (estudiadas en el apartado 3.1.1) se someten a moldeo a 130°C y 9 MPa
durante 10 minutos. Los ensayos de DMA realizados sobre las probetas
obtenidas bajo dichas condiciones se presentan en la Figura 3.1.8. A medida
gue aumenta la temperatura de mezclado se produce un ligero incremento de
E’. Este efecto también puede apreciarse en la Tabla 3.1.11., en la que se
presentan, entre otros parametros, los valores de E’ en la region plateau, E'nin,
(dénde tal incremento es mas patente) y la temperatura a la cual se alcanza el

minimo, Tmin, €n funcion de la temperatura de mezclado.
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TMix (OC) Tmoldeo (OC)
25 38
130
60 65
130
90 95
130
/

-20 0 20 40 60 80 100 120 140 160

Figura 3.1.8. Dependencia del moédulo E™ con la temperatura para los bioplasticos
WG/GL/agua en funcién de la temperatura de mezclado (Ty;,) y de la temperatura de moldeo

(Tmoideo), Valores obtenidos a partir de ensayos de DMA.

La Figura 3.1.8 y la Tabla 3.1.11 muestran también los resultados de las
medidas de DMA para las probetas obtenidas bajo las condiciones descritas
anteriormente, pero realizando el moldeo a la temperatura final alcanzada en el
proceso de amasado. Como se puede observar, E' no presenta diferencias
significativas cuando ambas temperaturas, de mezclado y de moldeo, son
moderadas (25-60°C y 38-65°C, respectivamente). Sin embargo, cuando las
dos temperaturas aumentan hasta 90 y 95°C, E’ sufre un aumento
considerable, llegando al nivel de los sistemas moldeados a 130°C. Ademas,
comparando los valores de E’ de los bioplasticos moldeados a las temperaturas
finales de mezclado con aquellos de las probetas moldeadas a 130°C, se
puede ver que la diferencia se reduce al subir la temperatura de mezclado. Asi,
esta diferencia es cercana a un orden de magnitud para las temperaturas de

mezclado bajas (25 y 60°C) pero se reduce a casi un 50% cuando el proceso
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de mezclado se efectta a 90°C. Estos resultados indican que el
entrecruzamiento se produce principalmente en la etapa de moldeo, cuando el
mezclado se realiza por debajo de los 60°C. En cambio, si se mezcla a
temperaturas mas altas, la mayoria de las reacciones de entrecruzamiento

tienen lugar en la etapa de amasado.

Tabla 3.1.11. Parametros de DMA para bioplasticos en funcién de la temperatura de mezclado

y de la temperatura de termomoldeo.

Twix Tmoldeo E min Tmin
(°C) (°C) (MPa) (°C)
25 130 1,067 110
60 130 1,238 112
90 130 1,501 114
25 38 0,118 87,5
60 65 0,151 89,6
90 95 0,946 109

La Figura 3.1.9 muestra los resultados de los ensayos de traccion en los que se
somete a cada probeta a un esfuerzo de tension uniaxial hasta que se produce
la rotura de la misma. Las probetas sometidas a estos ensayos de traccion
fueron preparadas mediante un proceso de mezclado termoplastico seguido de
termomoldeo a 9 MPa, empleando como temperatura de moldeo tanto la final
de la etapa de mezclado (38, 65 o0 95°C) como la temperatura de referencia
(130°C). Las probetas fueron sometidas en todos los casos a un periodo de

equilibrado a humedad relativa constante de 53%.
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Figura 3.1.9. Curvas esfuerzo — deformacién para los bioplasticos WG/GL/agua en funcién de
la temperatura de mezclado (Tyiy) y de la temperatura de moldeo (T ode0), Obtenidas de los
ensayos de traccion. (A) Termomoldeo a la temperatura final del mezclado. (B) Termomoldeo a

130°C.

Todas las curvas esfuerzo — deformacién presentan una considerable
pendiente inicial, relacionada con una buena resistencia a valores de
deformacion bajos, seguida por un descenso progresivo de la pendiente
esfuerzo — deformacién hasta que alcanza un valor constante, que finalmente
conduce a la ruptura de las probetas. Este punto de ruptura se caracteriza por
una caida subita en el valor del esfuerzo. Los valores inmediatamente
anteriores a la ruptura proporcionan los pardmetros denominados esfuerzo y
deformacion maximos (omax Y €max)- Las muestras procesadas a temperaturas
de mezclado bajas presentan perfiles similares independientemente de la
temperatura de moldeo usada. Sin embargo, como puede observarse en la
Tabla 3.1.12, un incremento en la temperatura de mezclado conduce a un

aumento en la resistencia del material a la elongacion, produciendo valores de
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esfuerzo maximo (omax), asi como a médulos de Young més altos (E) y a una

anticipacion de la deformacion a la que se produce el punto de ruptura (e€max)-

Es importante puntualizar que esta evolucion en los parametros de los ensayos
de traccién con la temperatura de mezclado tiene lugar también para las
probetas moldeadas a 130°C, aun cuando estas presentan perfiles en los
ensayos de DMA muy similares para todas las temperaturas de amasado. En
cualquier caso, una disminucién en la temperatura de moldeo conduce a
materiales considerablemente menos resistentes (menor omax), que presentan
mayor ductilidad (mayor emax), €specialmente si la temperatura de mezclado es
también moderada. Asi, por ejemplo, para una temperatura de mezclado de
25°C, una reduccion de la temperatura de moldeo de 130 a 38°C produce una

reduccion de omax del orden del 60% y un aumento de gnax de casi el 300%.

Tabla 3.1.12. Parametros de los ensayos de traccidn y absorcion de agua de bioplasticos en

funcion de la temperatura de mezclado y de la temperatura de termomoldeo.

Absorcién de

Thwix Tmoldeo E Omax" Emax”
agua

(°C) (°C) MPa MPa (%) 2ah )
25 130 7,5 0,72+0,09 92,9+17,6 62,78
60 130 8,5 0,92+0,10 118,1+16,0 54,56
90 130 10,2 0,64+0,13 30,4%9,2 47,19
25 38 1,27 0,28+0,07 370,8+33,9 81,2

60 65 1,32 0,36+0,03 353,4+55,6 74,28
90 95 3,9 0,38+0,07 57,2+17,1 48,08

# Valor promedio * intervalo de confianza de 95%

112



En resumen, los mayores valores de omax COrresponden a la temperatura de
moldeo de 130°C vy, entre estos, a la temperatura de mezclado de 60°C. En
cambio, se pueden alcanzar mayores valores de deformacién antes de la
ruptura (emax) empleando temperaturas de mezclado y moldeo moderadas
(25°C y 38°C, respectivamente). Ademas, en estas mismas condiciones se
obtiene también la mayor capacidad de retencion de agua (Tabla 3.1.12).

Por consiguiente, se puede deducir que el uso de temperaturas de mezclado
moderadas parece ser conveniente para aquellas aplicaciones que requieran
materiales que exhiban una alta absorcion de agua, pero que permitan
conservar unas propiedades mecénicas adecuadas. En cambio, una
temperatura de moldeo elevada resultard conveniente para aplicaciones que
requieran materiales con un mayor grado de entrecruzamiento, de mayor
resistencia mecénica pero también de menor ductilidad. Este efecto va
acompafiado de una reduccién en la absorcién de agua del orden de 20%,
excepto para las probetas obtenidas de la mezcla a 90°C, en las cuales no hay

diferencias significativas.
3.1.3. Estudio de la solubilidad

Es bien conocido que el tratamiento térmico conduce a una mejora en la
densidad del entrecruzamiento entre segmentos de proteina a través de
puentes de azufre (Schofield y col., 1983; Sun y col., 2008; Gerrard, 2002).
Ademas, segun Hernandez-lzquierdo y Krotcha (2008), el uso de temperaturas
de termomoldeo altas promoveria una desnaturalizacion mas extensa en la
proteina lo que conduciria a un mayor entrecruzamiento y reduccion de la
solubilidad de la matriz de proteina. De hecho, la solubilidad de las muestras
en diferentes medios proporciona una informacion muy util sobre la naturaleza
de las interacciones entre los segmentos de proteina inducidas por los

procesos de mezclado y termomoldeo.

La Figura 3.1.10 muestra los valores del porcentaje de proteina soluble para
muestras de gluten en polvo, de masa 50/18 de WG/GL/agua y de probetas de
bioplastico del sistema 50/18 procesadas mediante termomoldeo a 9 MPa y
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130°C. Los valores del porcentaje de solubilidad que aparecen en la figura se
han calculado en relacion a la cantidad total de proteina en diferentes medios
de extraccion (agua, solucion tampdn de SDS al 1% o soluciéon tampon de SDS
al 1% y DTT al 1%).
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Figura 3.1.10. Comparacion de resultados de solubilidad para gluten en polvo (WG), masa y
probeta de bioplastico del sistema WG/GL/agua 50/18 en diferentes medios: agua, disolucion

tampoén de SDS al 1% y disolucion tampén de SDS al 1% y DTT al 1%.

3.1.3.1. Solubilidad del gluten de trigo

La adicion de un agente desnaturalizante, como el SDS, al gluten en polvo,
produce un marcado aumento en la solubilidad (de 5,7 a 31,3%). Este efecto
es mas pronunciado si el SDS se agrega en combinacion con un agente
disociante como el DTT, lo que conlleva una solubilizacion de casi el 95% de la
proteina. Los agentes desnaturalizantes afectan a la conformacion de la
proteina, ejerciendo un efecto disruptivo sobre enlaces no covalentes tales

como las interacciones hidrofobicas y electrostaticas (Goristein y col, 1996).
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Ademas, el SDS también mejora la accesibilidad a los enlaces S-S, facilitando

su ruptura por la accion del agente reductor (Lavelli y col., 1996).
3.1.3.2. Solubilidad de mezclas Gluten/Glicerol/agua

La etapa de mezclado produce escaso efecto sobre la solubilidad de la proteina
en agua, pero contrariamente conduce a una reduccion notable de la misma en
las soluciones tampon de SDS y de mezcla de SDS/DTT (alcanzando
porcentajes de reducciéon del 64 y 70%, respectivamente). Por lo tanto, el
proceso de mezclado parece inducir la formacion de puentes disulfuro, tanto a
partir de grupos sulfidrilo libres (grupos tiol, -SH) como del intercambio tiol-
disulfuro, con una pequefa contribucion de la fraccion de proteina soluble. Por
otro lado, la combinacion de cizalla y zonas de sobrecalentamiento inducidas
por la disipacion de energia mecéanica, podria generar otras reacciones de
entrecruzamiento. Asi, como sugieren Micard y col. (2001), la baja solubilidad
mostrada por las proteinas después del mezclado de los sistemas WG/GL
podria atribuirse a la formacion de enlaces isopeptidicos. Ademas, de acuerdo
con Pommet y col. (2003) la energia mecénica suministrada durante el
amasado juega un papel importante en la pérdida de solubilidad, ya que
produce una reduccion significativa de la energia de activacion para la
formacion de entrecruzamientos. Asi, el descenso en el valor de dicha energia
de activacién estimado por estos autores, bajo la accién de la cizalla, es de una

quinta parte con respecto al valor que se obtiene en condiciones de reposo.
3.1.3.3. Solubilidad de probetas Gluten/Glicerol/agua

Los bioplasticos termomoldeados presentan muy baja solubilidad en agua que,
no obstante, mejora notablemente tras la adicibn de SDS. Sin embargo, al
agregar DTT no se detecta ninguna mejora significativa de la capacidad de
extraccion proteica. En cualquier caso, la solubilidad es menor al 3%p/p.
Estos resultados confirman la participacion de reacciones de polimerizacion de
las proteinas de gluten inducida durante el proceso de termomoldeo como

consecuencia del efecto combinado de presion y temperatura.
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El efecto de la temperatura sobre las proteinas del gluten ha sido
recientemente revisado por Lagrain y col. (2010), quienes informaron de la
existencia de reacciones de entrecruzamiento entre segmentos de proteina
entre 50 y 130°C. De acuerdo con Schofield y col. (1983), a temperaturas
superiores a 55°C, el tamafio molecular de la glutenina aumenta, lo que
conduce a una pérdida de solubilidad de la proteina, que relacionan con el
aumento en la densidad de entrecruzamientos. Ademas, a temperaturas
inferiores a 100°C, la oxidacién de los grupos tiol puede estar involucrada en la
polimerizacion de las macromoléculas de glutenina, tal y como postulan
Weegels y Hamer (1998). También existen evidencias de la incorporacién de
las gliadinas en la estructura de la glutenina a través de reacciones de
intercambio -SH/S-S (Singh y MacRitchie, 2004; Lagrain y col., 2005), que han
de tenerse en cuenta, ya que un pequefio incremento en los niveles de enlaces
S-S puede producir un gran incremento en la formacion de estructura
(Domenek y col., 2002).

La combinacién de temperatura y presion parece conducir a la formacion de
entrecruzamientos permanentes que no pueden revertirse mediante agentes
disociantes como el DTT. Aunque la mayoria de estos entrecruzamientos
ocurre a través de la formacion de enlaces S-S, también pueden producirse

entrecruzamientos entre otros aminoacidos (Gerrard, 2002).
3.1.4. Influencia de la Humedad Relativa sobre las probetas moldeadas
3.1.4.1. Ensayos de calorimetria diferencial de barrido (DSC)

La Figura 3.1.11 muestra el flujo total de calor obtenido a partir de las medidas
de DSC realizadas sobre muestras del sistema WG/GL/agua que fueron
sometidas a sendos procesos de mezclado termoplastico y de termomoldeo a
130°C y 9 MPa, tras llevar a cabo un equilibrado de las mismas a humedad
relativa constante. Como se puede apreciar en la figura, la humedad relativa
ejerce una influencia destacable sobre los perfiles de DSC. Asi, a valores de
HR inferiores al 23%, dentro del rango experimental de temperatura, no se
observa la aparicién de ningun pico endotérmico que, sin embargo, aparece

claramente por encima de dicho valor. Al aumentar HR, el pico endotérmico,
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que se asocia a la desnaturalizacion de la proteina, se vuelve mas
pronunciado, desplazadndose hacia valores de temperatura menores. Este
efecto puede también apreciarse en la Tabla 3.1.13 que presenta los valores de

dicho minimo endotérmico de temperatura en funcion de la humedad relativa.
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Figura 3.1.11. Pérfil de DSC para bioplasticos WG/GL/agua obtenidos mediante mezclado a

25°C y termomoldeo a 130°C y 9 MPa, en funcion del porcentaje de humedad relativa (%HR).

Conviene recordar que los especimenes WG/GL/Agua se prepararon a 130°C
debido a que los resultados de los analisis de la temperatura de moldeo (Figura
3.1.6) no mostraron mayor evolucién de los médulos viscoelasticos por encima
de esta temperatura. Sin embargo, tras la exposicion de las muestras
termomoldeadas a niveles de HR que resultan relativamente bajos, el sistema
recupera la capacidad de producir un evento endotérmico. Por consiguiente, el
agua parece tener la habilidad de impartir cierto grado de movilidad a las
cadenas de proteina, aun después del proceso de termomoldeo. Estos

resultados sugieren que la estructura de la matriz de las probetas
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termomoldeadas no es completamente irreversible. Por el contrario, el agua
induciria alguna evolucién de las interacciones no covalentes que participan en
la estructura (por ejemplo puentes de hidrégeno intramoleculares en las

cadenas de proteina).

Tabla 3.1.13. Temperatura de pico endotérmico de DSC para bioplasticos WG/GL/agua
obtenidos mediante mezclado a 25°C y termomoleo a 130°C y 9 MPa, en funcién del porcentaje
de humedad relativa (%HR)

HR Toico
0 ND?
23 ND®
33 165
43 151
53 136
75 130

#No detectable
3.1.4.2. Ensayos de DMA en probetas con diferentes valores de humedad

La Figura 3.1.12 presenta los resultados de DMA para probetas rectangulares
con una relacion WG/GL de 3,8 preparadas mediante termomoldeo a 130°C y 9
MPa, tras el periodo de equilibrado a diferentes valores de HR: 8,2; 53 y 75%.
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Figura 3.1.12. Dependencia de los mddulos E" y E”"(A) y de tan 6 (B) con la temperatura para
bioplasticos WG/GL/agua obtenidos mediante mezclado a 25°C y termomoldeo a 130°C y 9

MPa, en funcién del porcentaje de humedad relativa (%HR).

Los bioplasticos de gluten y glicerol muestran un cardcter higroscopico
altamente dependiente del contenido de glicerol. De ahi que un incremento en
HR vaya acompafiado de una marcada disminucion en ambos médulos, E’ y
E”. Tal como se podria esperar, el aumento de la temperatura durante el
ensayo reduce las diferencias entre los sistemas equilibrados a diferentes
valores de HR. EIl segundo pico en la tangente de pérdida, correspondiente a
Tq2, €xperimenta un desplazamiento hacia valores de temperatura inferiores al
aumentar HR, como consecuencia del bien conocido papel plastificante del
agua cuya contribucion se afade a la del glicerol. Por otro lado, la evolucion de
T.1 con la humedad no se encuentra muy bien definida dentro del rango
experimental de temperaturas. Asi, tan sélo en el valor intermedio de HR (53%)
puede distinguirse claramente el pico que le corresponde. A valores bajos de

HR, T,1 tiende a aparecer a temperaturas inferiores a -30°C. En cambio, en el
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valor mas alto de humedad puede apreciarse un solapamiento de T,; y Ty que
sugiere la compatibilizacion de las mezclas gluten/plastificante, en la que deben

participar tanto el agua como la glicerol.
3.1.4.3. Ensayos de traccion en probetas con diferentes valores de humedad:

En la Figura 3.1.13 se presentan los resultados de los ensayos de traccion
llevados a cabo sobre probetas de bioplastico tras almacenamiento a diferentes

valores de HR hasta alcanzar el equilibrio.
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Figura 3.1.13. Curvas de esfuerzo — deformacién obtenidas de los ensayos de traccion de
bioplasticos WG/GL/agua obtenidos mediante mezclado a 25°C y termomoldeo a 130°C y 9

MPa, en funcién del porcentaje de humedad relativa (%HR).

La Tabla 3.1.14 contiene los parametros omax, €max Y mMoOdulo de Young,
obtenidos a partir de las curvas de esfuerzo-deformacion en los ensayos de

traccion en funcion de la humedad relativa. También se presenta en dicha tabla
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el contenido de agua final de las probetas después de alcanzar el equilibrio a la

humedad relativa correspondiente.

Tabla 3.1.14. Parametros de los ensayos de traccién de bioplasticos WG/GL/agua obtenidos
mediante mezclado a 25°C y termomoldeo a 130°C y 9 MPa, en funcién del porcentaje de
humedad relativa (%HR).

RH E® Gmax’ Emax Humedad ®

(%) (MPa) (MPa) (mm/mm) absoluta (%)

8,23 158,46 £ 7,08 6,43 £ 0,21 0,48 £ 0,20 6,27 £ 0,09

53 5,85+ 0,68 1,60 + 0,32 1,54 £ 0,22 13,71 £ 0,25
75 2,60+0,12 0,80 £0,10 0,89 £ 0,04 23,30 £0,17

#Valor promedio * intervalo de confianza de 95%

Como puede apreciarse, el médulo de Young y el esfuerzo maximo son
altamente dependientes del valor de HR, experimentando un marcado
descenso con la misma. Sin embargo, el valor maximo de elongacion muestra
un crecimiento notable hasta 53% de HR, seguido por un leve descenso a la
mayor humedad relativa medida. En general, un incremento en HR favorece la
formacion de puentes de hidrogeno entre las moléculas de agua y los
segmentos de proteina, confiriendo una mayor movilidad a la matriz del
biopolimero y contribuyendo de este modo a una mayor elongacion, aungue

también a una menor resistencia (Matveev y col., 2000; Lagrain y col., 2010).
3.1.5. Estudio de lainfluencia del pH
3.1.5.1. Comportamiento viscoso de masas WG/GL/agua en funcion del pH

En la Figura 3.1.14 se presentan las curvas de viscosidad capilar en funcién de
la velocidad de cizalla a diferentes valores de pH, obtenidas tras la aplicacion

de las correcciones de Bagley (1957) y Weissenberg —Rabinowitsch (Ralston y
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Osswald, 2008), tal y como se especifica en el apartado de metodologia. Las
condiciones de amasado para la obtencién de las mezclas objeto de estudio
han sido las correspondientes al sistema de referencia (50/18, 25°C, 50 rpm),

siendo la temperatura del capilar (Tcap) de 90°C.
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Figura 3.1.14. Valores de viscosidad capilar en funcion de la velocidad de cizalla para mezclas
WG/GL/agua 50/18 con diferente pH (temperatura inicial de mezclado adiabatico 25°C y T4
90°C).

Como se puede observar, las tres mezclas siguen un comportamiento
pseudoplastico que se ajusta a una ecuacion potencial (ecuacion 3.1.2), cuyos
parametros se presentan en la Tabla 3.1.15. Se produce un ligero descenso del
indice de flujo entre pH 3y 6, no encontrandose diferencias significativas con el
valor obtenido a pH 9. En cambio, puede apreciarse un incremento significativo
de viscosidad capilar aparente al aumentar el valor de pH. Resulta
especialmente pronunciado el descenso de viscosidad capilar a pH 3, que

corresponde al sistema en el que las interacciones electrostaticas entre las
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especies proteicas son mayores, debido a la mayor presencia de carga
superficial positiva. Estos resultados parecen indicar que a este pH, el sistema
presenta una menor tendencia a agregarse, lo que se traduce en una mayor
facilidad para el flujo a través del capilar. Un mayor grado de agregacion se
encuentra a pH 6, en el que las proteinas presentes estan mas proximas al
balance de cargas correspondiente al punto isoeléctrico, exhibiendo este
sistema mayores valores de viscosidad con respecto al de pH acido. La
mezcla preparada a pH 9 presenta el mayor valor de viscosidad aparente. En
dicho sistema, aunque las proteinas se encuentran menos agregadas que a pH
6, podria presentarse  entrecruzamiento inducido por la cizalla y el
calentamiento del capilar. El entrecruzamiento favorecido por el medio alcalino,
conduciria a una mezcla con mayor reticulacion y por tanto mayor resistencia al

flujo por el capilar.

Tabla 3.1.15. Parametros del modelo potencial para la viscosidad capilar de mezclas
WG/GL/agua 50/18 en funcidn del valor de pH.

Miooo (Pa-s)  n(-)

Sistema
WG/GL/agua pH3 17,60 0,445
WG/GL/agua pH6 57,03 0,333

WG/GL/agua pH9 124,27 0,380

3.1.5.2. Ensayos DMA para probetas de bioplastico en funcién del pH

En la Figura 3.1.15 se presentan los resultados de los mdodulos E’ y E” y de
tand para sistemas 50/18 procesados a partir de masas preparadas a distintos

valores de pH. Las probetas de bioplasticos que muestran mayores valores de
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E’ y E” corresponden a las masas preparadas a pH alcalino, en las que las
proteinas de gluten presentan cargas negativas, ya que el pH es superior al
punto isoeléctrico. Por el contrario, la presencia de cargas positivas del gluten
en las masas preparadas a pH acido (inferior al pl) conduce a materiales
bioplasticos con valores inferiores de ambos modulos. También existe una
diferencia evidente en los perfiles de tan 6 obtenidos a pH acido, en los que se
produce un solapamiento de T,; Y T2, Similar a lo que sucedia al aumentar la
humedad relativa. De hecho, al igual que con el efecto de la humedad, puede

observarse cierta tendencia al aumento de T,; y al descenso de T..
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Figura 3.1.15. Ensayos de DMA en probetas de bioplastico WG/GL/agua 50/18 en funcién del

valor de pH (A) Médulos elastico E' y viscoso E"; (B) tangente de pérdidas (tan ).

Estos resultados, unidos al aspecto visual de las probetas conducen a pensar
gue este sistema retiene una mayor cantidad de agua durante el procesado
termomecanico. Para comprobar esta suposiciéon se llevo a cabo la preparaciéon
de probetas a partir de masas en las mismas condiciones de pH pero con

menor cantidad de agua afiadida durante el mezclado (del orden del 10%).
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Figura 3.1.16. Ensayos de DMA en probetas de bioplastico WG/GL/agua 50/18 en funcién del
valor de pH y de la cantidad de agua afiadida en el mezclado (A) Médulos E' y E"; (B) tangente

En la Figura 3.1.16.B, se comparan los resultados de tand para estas probetas
con los obtenidos anteriormente (correspondientes a un 25% de agua afadida
durante el mezclado). Para mayor claridad, sélo se muestran resultados a pH 3
y 9, si bien los resultados a pH 6 son muy similares a los de pH alcalino. Como
puede observarse, la diferencia es muy pequefa a pH 9 (al igual que a pH 6),
sin embargo, a pH 3, se produce una clara separacion de ambos picos, T, y
T, cuando la cantidad de agua afadida durante la preparacion de las masas
es inferior. Este efecto, va ademas acompafiado de una mejora notable del
aspecto de las probetas que resultan visualmente mucho mas homogéneas.
Por consiguiente, podria concluirse que, si el proceso de termomoldeo se lleva
a cabo en condiciones acidas, resulta conveniente agregar una menor cantidad

T(°C)

T
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T
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o
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de pérdidas (tan 5).

de agua durante la preparacién de la mezcla.
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3.1.5.3. Ensayos de traccion para probetas de bioplastico en funcién del pH

En la Figura 3.1.17 se presentan curvas de esfuerzo-deformacion
representativas, obtenidas de los ensayos de traccion de probetas de
bioplastico del sistema de referencia 50/18 obtenidas mediante termomoldeo a
partir de mezclas preparadas a distintos valores de pH. De nuevo, puede
observarse que la probeta preparada a partir de la mezcla de menor pH (con
mayor presencia de interacciones electrostaticas) es la que presenta los

menores valores de tension.
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Figura 3.1.17. Curvas esfuerzo-deformacion para los bioplasticos WG/GL/agua 50/18 en

funcién del valor de pH obtenidas de los ensayos de traccion.

En la Figura 3.1.18 se representan los parametros cmax, €émax, Modulo de Young
y humedad de las probetas sometidas a tales ensayos en funcién del pH. Como
puede observarse, se produce un aumento en los valores de tensién maxima y

modulo de Young con el pH, siendo este incremento mas significativo al
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aumentar el valor de pH de 3 a 6. En contraste, los valores de deformacion de
las probetas preparadas a distinto pH no presentan diferencias significativas.
Estos resultados concuerdan con estudios previos realizados por Gennadios y
col.(1993b), quienes encontraron un aumento en la resistencia a la traccion en
peliculas de gluten preparadas mediante un procedimiento fisicoquimico de
“casting”, a pH alcalino (9-13), con respecto a las obtenidas a valores de pH
acido (2-4). Tales autores tampoco encontraron diferencias significativas en los
valores del parametro de deformacion de las peliculas preparadas a distintos

valores de pH.

admm/mm)

(MPa), ¢

pepawnH 9%

Figura 3.1.18. Resultados de los ensayos de traccién y humedad final en bioplasticos
WG/GL/agua 50/18 en funcién del valor de pH.

Los bioplasticos obtenidos a pH alcalino en el presente estudio presentan una

coloracién pardusca, lo que coincide con los resultados de Cho y col.(2010)

para peliculas de gluten y glicerol preparadas mediante casting a pH 11.

Dichos investigadores atribuyen este fenOmeno a una reaccion de

pardeamiento no enziméatico (Maillard) entre azlcares reductores vy
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aminoéacidos, inducida por tratamiento térmico y/o variaciones en el pH. Es
bien sabido que varios aminoacidos presentes en el gluten causan
pardeamiento. La prolina y glutamina, unos de los aminoacidos mas
abundantes en el gluten, pertenecen al grupo que tiene una capacidad de
pardeamiento intermedia, mientras que el acido glutamico y la cisteina

corresponden al grupo con baja capacidad.

Por otro lado, la cantidad de agua podria también jugar un papel importante en
la influencia del pH sobre el comportamiento de materiales con gluten. La
deamidacion bajo condiciones alcalinas convertiria los grupos amida de la
glutamina (proteina-CONH,) en grupos carboxilato del glutamato (proteina-
COOQ)), con la consiguiente reduccién de los enlaces de hidrogeno dentro de las
estructuras de la proteina. De este modo, mejoraria la solubilidad y capacidad
de dispersion del gluten. Asi, varios autores han descrito como este efecto, que
tiene lugar durante el proceso de casting, favorece la formacion de peliculas
mas resistentes (Gennadios y col., 1993b; Herald y col., 1995; Zhang y col.,
2006b).

Trabajos recientes presentan evidencias de entrecruzamiento por enlaces
diferentes a S-S, bajo condiciones alcalinas. Rombouts y col. (2010)
encontraron que, a pH alcalino y 130°C, la gliadina (que no posee grupos SH
libres) forma puentes disulfuro y otros tipos de enlaces en presencia de agua.
Estos autores plantean un mecanismo en el que la B-eliminacion de la cistina
produciria cisteina y dehidroalanina (DHA). Los grupos SH libres formados y
los residuos de DHA causarian entrecruzamiento mediante tres vias posibles.
En la primera los grupos SH libres conducirian a reacciones de intercambio SH-
SS intermoleculares, permitiendo el entrecruzamiento de la gliadina. La
segunda via serian reacciones de oxidacion dénde se consumirian grupos SH
y, por ultimo, la formaciéon de lantionina (LAN) mediante enlaces entre los
residuos de DHA y los grupos SH libres. Esta dltima reaccion llevaria a un

entrecruzamiento no reversible para el DTT.

Zhang y col.(2006b) investigaron la influencia del pH sobre materiales

poliméricos de gluten y agua obtenidos por el método termomecanico a valores
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de pH de 4 y 11. Tales estudios revelan que el entrecruzamiento térmico es
predominante; sin embargo, con una cantidad de agua suficiente y bajo
condiciones alcalinas, se puede producir cierto grado de deamidacion del
gluten que modificaria su estructura quimica y su grado de agregacion,
favoreciendo las interacciones intermoleculares entre el agua y los
componentes del gluten. El resultado seria una matriz de gluten mas estable,
con fuertes interacciones intermoleculares entre diferentes componentes y
fases. El tratamiento térmico fortaleceria el entrecruzamiento de la matriz y
probablemente favoreceria la aparicion de reacciones de Maillard. En cualquier
caso, generaria mayor resistencia mecénica en dichos materiales. Segun
estos mismos autores, bajo condiciones alcalinas también se produciria
saponificacion de los lipidos presentes en el gluten, causando un incremento
en su caracter hidrofilico y promoviendo interacciones entre moléculas de

proteina del gluten y de plastificante (Zhang y col., 2006b).

Por tanto, en general, podria decirse que el comportamiento mecanico de los
bioplasticos del sistema de referencia 50/18 se ve influido por el valor de pH,
obteniéndose una mayor resistencia del material a pH alcalino, relacionado con
cierto grado de deamidacion del gluten que favoreceria las interacciones
intermoleculares entre el agua y los componentes del gluten y la formacién de
una matriz de gluten mas estable. El tratamiento térmico fortaleceria el
entrecruzamiento de la matriz favorecido por reacciones de Maillard,

intercambio SH-SS, oxidacion de los grupos SH y/o de formacién de LAN.
3.1.5.4. Ensayos de absorcién de agua para bioplasticos en funcién del pH

En la Figura 3.1.19 se comparan los porcentajes de absorcion de agua y
pérdida de material soluble para probetas de bioplastico del sistema 50/18 para
los tres valores de pH seleccionados. Se puede apreciar claramente que los
bioplasticos absorben mayor cantidad de agua a pH acido, tal fendmeno se ve
acompafado por una mayor pérdida de material soluble e incluso de integridad
en las probetas. Los menores valores en las variables examinadas se obtienen

para el sistema a pH 6. En condiciones alcalinas se observa un aumento en los
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porcentajes de absorcidon de agua con respecto al sistema a pH6, si bien este

no llega a ser tan significativo como en el caso del pH acido.
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Figura 3.1.19. Resultados de los ensayos de absorcién de agua en probetas de bioplastico
WG/GL/agua 50/18 en funcién del valor de pH.

Este comportamiento podria deberse a que los bioplasticos formados bajo
condiciones &cidas presenten una matriz menos estructurada, doénde los
componentes y fases que la integran se encuentren menos asociados entre si,
pero con mayor numero de puntos activos disponibles para la formacion de
puentes de hidrogeno. Asi, existiria una mayor facilidad para atrapar moléculas
de agua, lo cual coincidiria con las bajas propiedades mecanicas que
presentan tales materiales. En condiciones de pH alcalino, a pesar de que el
sistema parece estar mas estructurado que a pH 6, las superficies de la
proteina tendrian cierta carga residual que favoreceria su interaccién con el

agua.
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3.1.5.5. Estudio de la solubilidad en funcién del pH

En la Figura 3.1.20 se presentan los porcentajes de proteina soluble, con
respecto a la cantidad total de proteina, correspondientes a muestras de gluten
en polvo sometidas a extraccion con diferentes disolventes (solucion tampon
acuosa, solucion tampdn con 1% de SDS o solucion tampén de SDS al 1% y

DTT al 1%), preparados a diferentes valores de pH.
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Figura 2.1.20. Solubilidad del gluten de trigo en funcion del valor de pH en diferentes medios:
agua, disolucion tampén de SDS al 1% y disolucion tampdn de SDS al 1% y DTT al 1%.

Como cabria esperar, el valor mas bajo de solubilidad de gluten en agua se
obtiene a pH 6, que es el mas préximo al punto isoeléctrico del gluten, en el
que las cargas se encuentran compensadas y las proteinas tienden a
agregarse. A valores de pH &acido y basico, el porcentaje de solubilidad en
agua es superior al que corresponde a pH 6, debido a la mayor carga

superficial de las moléculas de proteina que genera repulsiones electrostaticas.
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Asi, los valores de potencial Z para muestras de gluten a pH 3 y 9 son de

10,0+£0,3 y -33,1+0,3 mV, respectivamente.

La extraccidén con el medio que contiene el agente desnaturalizante (SDS), que
produce la rotura de enlaces no covalentes entre segmentos proteicos, tales
como puentes de hidrégeno (Puppo y col.,, 1995), conduce a mejores
resultados de solubilidad a pH 9 que a pH 3. De hecho, a pH 9, la carga neta
superficial es mayor, en valor absoluto, que la que se obtiene a pH 3. Ademas,
es bien sabido que las condiciones alcalinas favorecen la desnaturalizacion de
las proteinas (Roy y col., 2000), lo que debe conducir a una mayor densidad de
puntos activos para la formacion de puentes de hidrégeno. En cambio, la
conformacion de la molécula de proteina es mas estable en condiciones acidas
(Wu 'y Dimler, 1964).

Cuando se emplean las disoluciones tampén de SDS+DTT como medio de
extraccion del concentrado de gluten, se obtienen elevados porcentajes de
solubilidad para los tres valores de pH (91 a 96%), lo cual refleja la ruptura de

interacciones tanto no covalentes como de enlaces S-S.

En la Figura 3.1.21 se muestran los porcentajes de proteina soluble obtenidos
cuando se extraen muestras de masas de WG/GL/agua 50/18 preparadas a
diferentes valores de pH, empleando como medio de extraccion tres
disoluciones tampon para cada valor de pH (solucion tampdn acuosa, solucién
tampén de SDS al 1% o solucion tampoén de SDS al 1% y DTT al 1%). Estos
resultados se comparan en dicha figura con los correspondientes porcentajes
de solubilidad obtenidos empleando muestras de concentrado de gluten,

presentados en la Figura 3.1.20.
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Figura 3.1.21. Solubilidad de masas WG/GL/agua 50/18 en funcién del valor de pH en
diferentes medios: agua, disolucion tampén de SDS al 1% y disolucion tampén de SDS al 1% y

DTT al 1%. Las lineas discontinuas representan la solubilidad del concentrado de gluten.

El comportamiento de las masas en funcién del pH guarda cierta semejanza
con el del gluten, siguiendo la misma secuencia que la carga superficial neta de
las proteinas (marcada por el valor del potencial Z). Asi, es la mezcla a pH 6 la
gue presenta los valores mas bajos de solubilidad, seguida por la preparada a
pH acido. No obstante, en todas las masas se observa un descenso
significativo en los porcentajes de solubilidad en los tres medios, con respecto
a los del gluten al mismo valor de pH. La etapa de mezclado, gracias a la
accion de la cizalla, parece favorecer la formacion de cierto grado de estructura
en las masas, que provoca una disminucion en los porcentajes de solubilidad
con respecto a los del gluten. Este efecto de reduccion de solubilidad inducido

por cizalla resulta especialmente importante para las masas procesadas a pH
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6, lo que sugiere que la ausencia de repulsiones electrostaticas facilita la labor
de la cizalla.

En la Figura 3.1.22 se muestran los porcentajes de proteina soluble obtenidos
cuando se extraen muestras de probetas de bioplastico del sistema
WG/GL/agua 50/18 preparadas mediante termomoldeo a 9MPa y 130°C a partir
de mezclas de diferentes valores de pH. Como medio de extraccion se
emplean tres disoluciones tampén para cada valor de pH (solucion tampon
acuosa, solucion tampon de SDS al 1% o solucion tampon de SDS al 1% y
DTT al 1%). A efectos de comparacion, se superponen en esta figura los
correspondientes porcentajes de solubilidad obtenidos empleando muestras de
concentrado de gluten y de masas, que han sido presentados previamente en
las Figuras 3.1.20y 3.1.21.
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Figura 3.1.22. Solubilidad de probetas de bioplastico WG/GL/agua 50/18 en funcién del valor
de pH en diferentes medios: agua, disolucién tampén de SDS al 1% y disolucidn tampon de
SDS al 1% y DTT al 1%. Las barras discontinuas corresponden al concentrado de gluten y las

continuas (sin rellenar) a las masas usadas para preparar las probetas.
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Independientemente del pH y del medio de extraccidon ensayado, las muestras
de bioplastico sometidas a termomoldeo experimentan una extraordinaria
reduccion de solubilidad con respecto a las de concentrado de gluten y a las de
las masas obtenidas tras el mezclado termoplastico. Los valores mas altos de

solubilidad se presentan a pH 9 y los mas bajos a pH 6.

La proporcion de reduccion en la solubilidad con respecto a las masas es
mayor en las probetas a pH 9 (76, 86 y 89% en los tres medios de extraccion),
a pesar de que en estas condiciones se alcanzan los valores mas altos de
solubilidad. Asi, a pH alcalino se favorece la desnaturalizaciéon y deamidacion
de las proteinas, lo que favorece su solubilidad. Sin embargo las altas
temperaturas favorecen ciertas reacciones de entrecruzamiento como las de
Maillard o de formacion de dehidroproteinas. Estos dos efectos harian que los
bioplasticos a pH 9 exhibieran un mayor grado de agregacion y polimerizacion

que los obtenidos a los demas valores de pH (Olabarrietay col., 2006b).

El hecho de que las probetas preparadas a pH alcalino presenten una mayor
solubilidad aparente en los tres medios, a pesar de demostrar claramente su
mayor grado de entrecruzamiento, se puede deber a factores ajenos a la propia
solubilidad del gluten. Ullsten y col.(2009) encontraron resultados similares
para ensayos de solubilidad en extruidos de gluten en condiciones alcalinas.
Dichos autores sugirieron que la saponificacién de las grasas del gluten a pH
basico podria ocasionar un aumento de la solubilidad en agua. No obstante, los
mismos autores advierten de ciertas limitaciones del método de cuantificacion
del contenido proteico, que suele llevarse a cabo a través de la determinacion
de la absorbancia de las correspondientes soluciones, y que podrian conducir a
sobreestimacién de la solubilidad. Asi, diferentes proteinas pueden tener
coeficientes molares de absorbancia diferentes. Una posibilidad es que nuevos
tipos de polimeros se formen en condiciones alcalinas, por ejemplo, las
especies deamidadas comentadas anteriormente o nuevas especies formadas
durante la reacciéon con la base. En ambos casos podria producirse una

absorbancia mayor a la esperada y por tanto una mayor solubilidad aparente.
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En cualquier caso, dado que en la presente investigacion se emplea la
medicion de la absorbancia como técnica para la determinacién del porcentaje
de proteina soluble y que, por tanto, podria darse la hipotesis de Ullsten y col
(2009), los resultados de solubilidad tras termomoldeo a pH alcalino deben ser

analizados con precaucion.

3.2. ESTUDIO DE LA ADICION DE ALDEHIDOS AL SISTEMA
WG/GL/AGUA

En el anterior apartado se caracterizo el sistema de referencia y se estudiaron
las principales variables en el proceso de obtencion de las probetas de
bioplastico. En el presente apartado, se estudia la adicion de aldehidos
(formaldehido, glutaraldehido y glioxal) al sistema de referencia, aprovechando
la bien conocida habilidad de estos para promover entrecruzamiento covalente
tanto intra como intermolecular en las proteinas de gluten. A continuacion se
examinan las propiedades fisicoquimicas (reolégicas, térmicas, mecanicas,
solubilidad, etc.), tanto de masas como de probetas de bioplastico, de los
sistemas WG/GL/Aldehido/agua en comparacion con el sistema WG/GL/agua
50/18.

3.2.1. Comportamiento viscoso de masas WG/GL/aldehido/agua

En la Figura 3.2.1 se presentan las curvas de viscosidad capilar en funcién de
la velocidad de cizalla para mezclas preparadas con diferentes aldehidos. Las
condiciones de amasado para la obtencién de estas mezclas han sido las
correspondientes al sistema de referencia (50/18, 25°C, 50rpm), siendo la

temperatura del capilar (Tcap) de 90°C.
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Figura 3.2.1. Valores de viscosidad capilar en funcién de la velocidad de cizalla para mezclas

WG/GL/agua 50/18 con incorporacion de aldehidos en una concentracién de 3%.

Como se puede observar, las tres mezclas siguen un comportamiento
pseudoplastico que se ajusta a una ecuacion potencial (ecuacion 3.1.2), cuyos
pardmetros se presentan en la Tabla 3.2.1. Cabria destacar que los valores del
indice de flujo correspondientes a las masas con formaldehido y glutaraldehido
no resultan significativamente distintos de cero, lo cual indica que se produce
una especie de fractura durante el flujo de estas masas a través del capilar. De
hecho, esta falta de cohesividad coincide con la apariencia visual de dichas
mezclas que en ambos casos presenta un aspecto granulado. Ademas, estos
sistemas presentan menores viscosidades capilares que la masa
correspondiente al sistema de referencia, exento de aldehido. En cambio, con
las mezclas que contienen glioxal se obtienen masas que, ademas de mostrar
una apariencia mas cohesiva, presentan valores de viscosidad capilar

superiores a los del sistema de referencia. Este aumento de viscosidad debe
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estar relacionado con el mayor grado de entrecruzamiento formado durante la

etapa de mezclado que, sin embargo, no se manifiesta con los otros aldehidos.

Tabla 3.2.1. Parametros del modelo potencial para las curvas de flujo capilar de la mezcla

50/18 en funcién del aldehido afiadido.

N1000 n

(Pa-s) )
Referencia 54,2 0,32
Formaldehido 40,4 0,03
Glutaraldehido 31,2 0,01
Glioxal 72,6 0,24

3.2.2. Ensayos de DSC en probetas de bioplastico de los sistemas
WG/GL/aldehido/agua

En la Figura 3.2.2 se muestra el flujo total de calor obtenido a partir de las
medidas de DSC realizadas sobre muestras de bioplasticos del sistema
WG/GL/aldehido/agua con distintos tipos de aldehido en una concentracion del
3%, tras llevar a cabo un equilibrado de las mismas a humedad relativa
constante de 53%. Las probetas fueron procesadas mediante mezclado
termoplastico a 25°C y 50 rpm y termomoldeo a 130°C y 9 MPa. Conviene
recordar que este tipo de probetas, a pesar de haber sido preparadas a 130°C,
recupera la capacidad de producir un evento endotérmico tras ser equilibradas
a una HR relativamente alta, como la del 53%, tal como se coment6 en el
apartado 3.1.2.2. Asi, los perfiles obtenidos a partir de los ensayos de DSC
para muestras de bioplasticos con los tres tipos de aldehidos son muy similares
a los obtenidos para el sistema bioplastico de referencia. Todos ellos presentan
un claro pico endotérmico a temperaturas muy similares, como se observa en la
Tabla 3.2.2. Sin embargo, la adicién de aldehido si parece favorecer el evento
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endotérmico que tiene lugar a alta temperatura, ya que conduce a un
incremento de la entalpia de desnaturalizacion, sobre todo cuando se usa
glioxal, al que le corresponde una mayor area del pico endotérmico. Por otra
parte, la adicion de glutaraldehido parece desplazar unos 6°C el pico del evento

endotérmico (Tabla 3.2.2).
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Figura 3.2.2. Perfil de DSC para probetas de bioplastico de los sistemas
WG/GL/aldehido/agua: Flujo de calor total.

Tabla 3.2.2. Temperatura de pico endotérmico en DSC para probetas de bioplastico de los

sistemas WG/GL/aldehido/agua.

Sistema T pico
Referencia 50/18 136
Formaldehido 3% 135

Glutaraldehido 3% 142

Glioxal 3% 138
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3.2.3. Ensayos de DMA en probetas de bioplastico de los sistemas
WG/GL/aldehido/agua

3.2.3.1. Ensayos DMA en sistemas WG/GL/formaldehido/agua

La Figura 3.2.3 presenta los valores de E’, E” y tan & obtenidos a partir de
ensayos de DMA para bioplasticos del sistema WG/GL/Formaldehido /agua en
funcion de la concentracién de aldehido. Dicha concentracidén se expresa como
porcentaje en peso de formaldehido con respecto a la cantidad de gluten en la
masa de partida. Estas muestras se mezclaron a 25°C, se moldearon a 9 MPa
y 130°C y se equilibraron a una humedad relativa de 53%. En la Figura 3.2.3
también se incluyen los resultados de DMA para probetas del sistema

referencia 50/18.
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Figura 3.2.3. Ensayos de DMA en probetas de bioplastico WG/GL/agua 50/18 en funcién de la

concentracién de formaldehido: (A) Médulos E'y E"; (B) tangente de pérdidas (tan 6).

Los perfiles de E’ y E” exhiben el mismo comportamiento para todas las
muestras que contienen formaldehido. Los dos mddulos disminuyen con la
temperatura hasta alcanzar un valor minimo, por encima de los 90°C, después

del cual el modulo elastico E' experimenta un nuevo incremento con la
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temperatura. En la Tabla 3.2.3 puede apreciarse que el valor minimo de E’
aumenta con el contenido de aldehido y tiende a desplazarse a temperaturas
menores. Como puede observarse en la Figura 3.2.3.A, los bioplasticos con
formaldehido presentan valores de E’y E” muy similares a temperaturas por
debajo de los 50°C, independientemente de la concentracién de formaldehido.
Por encima de este valor de temperatura, E' aumenta con la concentracién de
aldehido hasta aproximadamente 3%, a partir del cual no se aprecia una

evolucion significativa de dicho modulo.

En comparacion con el sistema de referencia, las probetas con formaldehido
muestran valores de E’ menores en el intervalo de 0 a 50°C aproximadamente.
Sin embargo, en la zona de altas temperaturas, no sélo presentan mayores
valores del mdédulo elastico sino que también exhiben un mayor potencial de
termoendurecimiento, tal como lo evidencia el aumento en E’ en esta region.
Estos resultados indican que el grado de entrecruzamiento inducido por la
presencia de formaldehido aumenta con la temperatura, sobre todo por encima

de la de procesado termomecanico (130°C).

Tabla 3.2.3. Parametros de DMA para probetas de bioplastico en funcién de la concentracién
de formaldehido.

Concentracion E  min Tmin T To2
(%) (MPa) (°C) (°C) (°C)
0 1,07 110,0 9,0 60,0
1 1,02 111,0 13,0 40,0
2 1,32 105,0 17,0 -
3 1,49 98,0 17,0 -
4 1,55 102,0 17,0 =
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Como puede observarse en la Figura 3.2.3.B, las probetas del sistema de
referencia y aquellas que contienen 1% de formaldehido presentan dos picos
de tan 9, correspondientes a las temperaturas T, y T4, cuyos valores se
incluyen en la Tabla 3.2.3. Sin embargo, al aumentar la concentracion del
aldehido, tales picos se solapan en uno que se encuentra a una temperatura de

aproximadamente 17°C.

Es bien sabido que el formaldehido promueve la formacion de enlaces
covalentes intramoleculares e intermoleculares debido a su capacidad de
entrecruzar el grupo amino de la lisina asi como las cadenas laterales de varios
aminoacidos como la cisteina, tirosina, histidina, triptéfano y arginina (Fraenkel-
Conrat y Olcott,1948). Por tanto, las reacciones de entrecruzamiento en
presencia de formaldehido involucrarian todo tipo de proteinas, disminuyendo
la separacion de fases y aumentando la compatibilidad entre componentes,
como puede observarse por el solapamiento de los picos de T,y Tq. Segun
Sun y col., (2007), durante el proceso de termomoldeo, ademas del
entrecruzamiento por enlaces S-S, la presencia de aldehido introduce otro tipo
de reacciones que implican el consumo de grupos amino (polares),
conllevando un desequilibrio en los puentes de hidrogeno de las proteinas

nativas.
3.2.3.2. Ensayos DMA en sistemas WG/GL/glutaraldehido/agua

La Figura 3.2.4 muestra la dependencia de E’, E” y tan & con la temperatura en
funcion de la concentracién de aldehido, para probetas de bioplastico del
sistema WG/GL/Glutaraldehido/agua, a partir de ensayos de DMA. El contenido
de glutaraldehido corresponde al porcentaje en peso con respecto al gluten.
Las probetas se obtienen a partir de mezclas procesadas en condiciones
estandar (25°C y 50 rpm) sometidas a un proceso de termomoldeo a 9 MPa y
130°C. Las muestras se equilibran a una humedad relativa de 53% antes de

realizar los ensayos.
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Figura 3.2.4. Ensayos de DMA en probetas de bioplastico WG/GL/agua 50/18 en funcién de la
concentracién de glutaraldehido: (A) Médulos E' y E"; (B) tangente de pérdidas (tan d).

De la evolucion de los moédulos E’ y E” para los bioplasticos que contienen
glutaraldehido puede deducirse que el comportamiento de flexiobn de estas
probetas no difiere mucho del correspondiente al sistema referencia 50/18,
descrito anteriormente. Las Unicas probetas que presentan valores de E’y E”
superiores al del sistema referencia, en todo el intervalo de temperaturas
estudiado, son las que contienen un 1% de glutaraldehido, aunque sin
diferencias significativas. Para las demas concentraciones de aldehido, se
obtienen valores inferiores de E’ y E” en la region comprendida entre los 25 y
100°C aproximadamente, e iguales o ligeramente superiores en el resto del
intervalo de medicion. En la Figura 3.2.4.A puede detectarse cierto aumento en
E’ en la zona de altas temperaturas al aumentar la concentracion de
glutaraldehido, similar al obtenido con formaldehido, pero mucho mas
moderado. Como se evidencia en la Tabla 3.2.4, tanto el valor como la
temperatura a la que se alcanza el minimo en E’ para los bioplasticos con
glutaraldehido es muy préxima a la temperatura del plateau en el sistema sin
aldehido.
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Tabla 3.2.4. Parametros de DMA para probetas de bioplastico en funcién de la concentracién

de glutaraldehido.

Concentracion E min Tmin T To2
(%) (MPa) (°C) (°C) (°C)

0 1,07 110,0 9,0 60,0

1 1,22 108,0 17,0 56,0

2 1,09 111,0 18,0 53,0

3 1,01 1110 21,0 52,0

Esta similitud del comportamiento de las probetas con glutaraldehido y
formaldehido puede apreciarse mejor en la Figura 3.2.4.B y la Tabla 3.2.4. Asi,
al igual que con las probetas que contenian formaldehido, se produce una
tendencia al solapamiento de los picos correspondientes a Ty Y T, al aumentar
el contenido de glutaraldehido, si bien en este caso resulta incompleto. En
todo caso, la magnitud de los picos se invierte al subir la concentracién por

encima del 1%.

El glutaraldehido puede reaccionar especificamente con lisina, cisteina,
histidina y tirosina (Tae, 1983), siendo el producto de reaccion predominante la
base conjugada Schiff con los grupos e-amino de la lisina (Peter y Richard,
1977). La presencia de glutaraldehido aportaria nuevas reacciones de
entrecruzamiento en los bioplasticos, ademas de las propias del proceso de
termomoldeo, aumentando la compatibilidad entre las fases, como sugiere el
desplazamiento en los picos de Ty, Yy Te. ElI comportamiento de los
bioplasticos con una concentracién de aldehido del 1% parece ajustarse a este
efecto de aumento del grado de entrecruzamiento y tendencia a la
compatibilizacion de fases. Sin embargo, aunque el efecto de compatibilizacion

sigue evolucionando, no parecen detectarse nuevos avances en el grado de

144



entrecruzamiento al aumentar la concentracion de glutaraldehido, lo cual puede
estar relacionado con un descenso de la probabilidad de formacién de puentes
de hidrogeno en las proteinas por consumo de grupos amino polares.
Adicionalmente, las moléculas de glutaraldehido tenderian a polimerizarse en
cadenas lineales de longitud variable, de tal modo que los enlaces entre
cadenas de proteina por entrecruzamiento con el aldehido serian relativamente
largos. Esto llevaria a un aumento en la distancia entre cadenas que
perjudicaria a los demas tipos de enlaces (Orliac y col., 2002). Tales hechos
podrian explicar la disminucidn de modulos y la evolucion de los picos en tan 9,
que se observan al incrementar el contenido de glutaraldehido por encima del
1%.

3.2.3.3. Ensayos de DMA en sistemas WG/GL/glioxal/agua

La Figura 3.2.5 representa los modulos E’ y E”, asi como tan 8, en funcion de
la temperatura para bioplasticos del sistema WG/GL/Glioxal/agua con distintos
contenidos de glioxal. Tales perfiles se obtienen a partir de ensayos de DMA
en probetas preparadas mediante mezclado (a 25°C y 50 rpm) y moldeo a
130°C y 9 MPa. Las muestras se mantienen a una HR de 53% hasta el
equilibrio, antes de realizar los ensayos. Los valores del porcentaje de glioxal
estan referidos al peso de gluten en la masa de partida. También se incluyen
en esta figura los resultados de DMA para probetas del sistema referencia

50/18, a modo de comparacion.
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Figura 3.2.5. Ensayos de DMA en probetas de bioplastico WG/GL/agua 50/18 en funcién de la

concentracién de glioxal: (A) M6dulos E'y E"; (B) tangente de pérdidas (tan ).

Los perfiles de E’ y E” de las muestras con glioxal son similares a los obtenidos
para el sistema 50/18. En general, puede afirmarse que los valores de E’y E”
de los bioplasticos aumentan con la concentracion de glioxal y son superiores a
los de las probetas del sistema de referencia en la mayoria del intervalo de
temperatura estudiado. Unicamente en la regi6on correspondiente a
temperaturas entre los 20 y 70°C aproximadamente, el sistema sin glioxal

alcanza valores de mddulos similares a los de las probetas con aldehido.

Como puede apreciarse en la Tabla 3.2.5, el valor del minimo en E’ se
encuentra a temperaturas muy cercanas a los 110°C. A temperaturas por
encima de este valor, el incremento en el contenido de glioxal en las probetas
produce un aumento en E’, como puede observarse en la region de altas

temperaturas de la Figura 3.2.5.A.

Parece existir un ligero desplazamiento en el valor de Tnn, asi como una
tendencia al aumento de los valores de los médulos con la concentracion de
Glioxal, sin embargo estas modificaciones no son tan claras como en el caso

del formaldehido. Asi, no se producen grandes diferencias entre los perfiles de
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probetas con 1 y 3% de glioxal. Este hecho parece indicar, que a una
concentracion del 3% de aldehido, las probetas se encuentran cerca al limite
de mejora en la capacidad de termoendurecimiento al que se puede llegar

mediante adicion de glioxal.

Tabla 3.2.5. Parametros de DMA para probetas de bioplastico en funcién de la concentracion

de glioxal.

Concentracidn E min Tmin Toa To2
(%) (MPa) (°C) (°C) (°C)

0 1,07 110,0 9,0 60,0

1 1,21 109,0 15,0 55,0

2 1,02 118,0 25,0 58,0

3 1,26 110,0 27,0 51,0

En la Figura 3.2.5.B y la Tabla 3.2.5 puede observarse que al incrementar el
contenido de glioxal se produce claramente una aproximacién de ambos picos
de tan &, correspondientes a T,; Yy T, llegando casi a solaparse a la mayor

concentracion.

Los grupos de aldehido en el glioxal pueden reaccionar con los grupos amino
de la lisina o estructuras fendlicas de la tirosina para formar enlaces
covalentes, resistentes a la hidrolisis acida, en el entrecruzamiento de
proteinas. Otras aminas primarias y grupos tiol también pueden reaccionar con
glioxal para formar enlaces quimicos entre diferentes cadenas de proteina.
Adicionalmente, los grupos hidroxilo del almidéon (remanente en el gluten) y del
glicerol, podrian tomar parte en reacciones con glioxal para formar enlaces
acetal. Bajo procesado termomecanico, estas reacciones y una condensacion

térmica adicional de los productos de tales reacciones, podrian formar enlaces

147



quimicos estables y asi construir una matriz de entrecruzamiento dentro de la

fase de proteinas y almidon (Zhang y col., 2006a).

El aumento en los modulos E’ y E” de los bioplasticos que contienen glioxal, en
comparacion con el sistema de referencia, sugieren que la adicion de glioxal
produce un mayor grado de entrecruzamiento en las probetas de bioplastico
ocasionado por algunas de las reacciones mencionadas anteriormente. La
aproximacion de los picos de T,1: Y T4, Sugiere una mayor interaccion entre

componentes y fases al incrementar la concentracion de glioxal.
3.2.3.4. Influencia del tipo de aldehido sobre los resultados de DMA

A continuacion se comparan los resultados correspondientes a las rampas de
temperatura, en ensayos viscoelasticos lineales de flexion dinamica, de las
probetas que contienen un 3% de cada uno de los tres aldehidos estudiados.
En apartados anteriores, se ha considerado que para dos de ellos
(formaldehido y glioxal) dicho contenido del 3% resulta adecuado para
proporcionar una mejora significativa en las propiedades viscoelasticas, con
respecto a las del sistema de referencia; mientras que para probetas de
glutaraldehido no se ha observado una evolucién clara en funcién de la

concentracion.

La Figura 3.2.6 presenta los valores de los mdédulos E’ y E” y tan & para
probetas de bioplastico de los sistemas WG/GL/aldehido/Agua para los tres
aldehidos estudiados en una concentracion del 3% (con respecto a la cantidad
gluten en el amasado). También se incluyen los perfiles del sistema de
referencia 50/18.
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Figura 3.2.6. Ensayos de DMA en probetas de bioplastico WG/GL/agua 50/18 en funcion del
aldehido afadido (concentracion 3%): (A) Médulos E' y E"; (B) tangente de pérdidas (tan d).

Como puede verse en la Figura 3.2.6.A, a pesar de que los tres aldehidos
seleccionados muestran evidencias de facilitar la formacion de
entrecruzamiento en las proteinas por reacciones similares (con los grupos
amino de distintos aminoacidos), el sistema con glioxal es el que parece dar
origen a un sistema con una matriz que presenta un mejor comportamiento en
todo el intervalo de temperaturas estudiado, con valores de E’ y E” mayores
que el de referencia. Sin embargo, las probetas con formaldehido son las que
presentan un mayor potencial de termoendurecimiento, seguidas de las
formuladas con glioxal, como se deduce de los valores mas altos de mdédulos
en la zona de altas temperaturas. En consecuencia, el empleo de una
temperatura de procesado termomecanico (termomoldeo, extrusion, etc.) mas
elevada deberia traducirse en una clara mejora de propiedades mecéanicas en
sistemas con formaldehido o glioxal. Ademas, segun se deduce de la Figura
3.2.6.B, el sistema con formaldehido es el que presenta el mejor solapamiento
en los picos de T,1 Yy To, Y por tanto debe corresponderle el grado de
compatibilidad proteina/plastificante mayor. En cualquier caso, las diferencias

con el sistema sin aldehido son patentes para todos los aldehidos estudiados.
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3.2.4. Ensayos de traccion en sistemas WG/GL/aldehido/agua

Las

En la Figura 3.2.7 se muestran algunas curvas representativas de los ensayos
realizados sobre probetas de bioplastico de los sistemas

Los perfiles

de traccion
WG/GL/Aldehido/agua, para una concentracion del 3% de aldehido.
probetas con glutaraldehido y formaldehido alcanzan la ruptura a valores de c y

€ mMas bajos que para las muestras sin aldehido, o con glioxal.
obtenidos con las probetas que contienen formaldehido y glioxal exhiben una
la curva, indicando un

intermedia de

discontinuidad en la regidn
fraccionamiento en la probeta, previo a su ruptura final.
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Figura 3.2.7. Curvas esfuerzo-deformacion para los bioplasticos WG/GL/agua 50/18 en funcién
del aldehido afadido (concentracién 3%) obtenidas de los ensayos de traccion.

En la Figura 3.2.8 se representan los pardmetros omax, €émax ,» Modulo de Young
y humedad de las probetas de bioplastico en funcion del aldehido empleado.
Tales valores se obtienen de los ensayos de resistencia a la tension aplicados
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a muestras con un contenido de aldehido del 3%, sometidas a las mismas

condiciones de procesado y acondicionamiento (53% HR).
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Figura 3.2.8. Comparacion de resultados de ensayos de traccién y humedad final en probetas

con distintos tipos de aldehidos (3%).

Entre los sistemas con aldehido incorporado, las muestras de bioplastico con
glioxal son las que exhiben los valores mas altos de tensidbn méxima y
deformacion a la ruptura. Las probetas con formaldehido y glutaraldehido
presentan valores mas bajos en ambos parametros sin que se hayan
encontrado diferencias significativas entre si. Del mismo modo, los valores del
moddulo de Young para estos Ultimos son bastante préximos y ligeramente
mayores que para las muestras con glioxal. Comparando con el sistema de
referencia, puede decirse que las probetas sin aldehido no presentan
diferencias significativas en omax Y €max CON respecto a las que contienen glioxal.
En cuanto al moédulo de Young, las muestras del sistema de referencia
presentan valores muy cercanos a las que incorporan formaldehido y

glutaraldehido.
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En este punto, cabe resaltar, que las probetas obtenidas por termomoldeo de
masas con formaldehido y glutaraldehido presentan cierta heterogeneidad
perceptible visualmente, lo que puede afectar negativamente a los resultados
de los ensayos de resistencia a la traccion. Las probetas con glioxal presentan
una mejor apariencia, es decir, menor hetereogeneidad, y una coloracion
oscura, tipica de sistemas con una participacion importante de reacciones de
Maillard, mientras que las del sistema de referencia 50/18 son mas claras y

con una apariencia visual mas homogénea (Figura 3.2.9).

Referencia Formaldehido Glutaraldehido Glioxal

Figura 3.2.9. Probetas de bioplastico WG/GL/agua 50/18 con adicién de aldehidos (3%).

Algunos autores han encontrado evidencias de que el uso de formaldehido o
glutaraldehido en peliculas de gluten favorece la formacion de
entrecruzamientos, mediante reacciones de grupos amino polares, dando como
resultado un aumento en la resistencia a la traccién pero una disminucion en la
deformacion a la ruptura (Herald y col, 1995; Micard y col., 2000). Los
resultados del presente estudio parecen estar en desacuerdo con los
observados para peliculas de gluten preparadas mediante casting. Sin
embargo, Park y col. (2000) encontraron que la incorporacién de grandes
cantidades de glutaraldehido en peliculas de aislado de proteina de soja,
obtenidas por termomoldeo, ocasionaba una disminuciéon de tensién en la

ruptura.

Durante el proceso de moldeo, al incrementar la temperatura, el sistema seria
mas susceptible de perder agua, dando lugar a un sistema menos uniforme y

por tanto a probetas menos homogéneas y mas fragiles. Esto explicaria los
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bajos valores en modulos E’ y E” en DMA y de omax ¥ €max €N €nsayos de
traccion, con respecto al sistema 50/18. Por su parte, como se explico en el
apartado 3.2.3.2., el glutaraldehido podria polimerizarse provocando
distanciamiento entre cadenas de proteina durante el entrecruzamiento,

afectando a otras reacciones e interacciones que estabilizan la matriz.

En el caso de la adicion de glioxal, la pérdida de agua durante el termomoldeo
seria compensada por el mismo aldehido. Una parte del glioxal participaria en
las reacciones de entrecruzamiento y otra podria quedar atrapada dentro de la
estructura de proteina actuando como plastificante tal y como sugirieron Orliac
y col. (2002). De ahi que las probetas de glioxal sean mas homogéneas y
presenten propiedades similares a las del sistema de referencia en ensayos de
traccion y mayores en DMA.

3.2.5. Ensayos de absorcion de agua en sistemas WG/GL/aldehido/agua

En la Figura 3.2.10 se comparan los porcentajes de agua absorbida por las
probetas de bioplastico del sistema WG/GL/aldehido/agua tras 2 y 24 horas de
inmersioén, asi como la cantidad de material que se pierde por disolucién de las
mismas tras 24 horas de inmersion, en funcion del tipo de aldehido afadido.
Todas las probetas tienen un contenido de 3% de aldehido (con respecto a la
cantidad de gluten en la masa) y se obtuvieron mediante mezclado (a 25°C y
50 rpm) y moldeo a 9 MPa 'y 130°C.

Independientemente del tipo de aldehido utilizado en la preparacién de las
probetas, su incorporacion siempre produce un descenso de la capacidad de
absorcion de agua con respecto a la de las probetas exentas de aldehido. El
valor mas bajo del porcentaje de absorcion de agua tras 2 horas de inmersién
corresponde a las muestras con formaldehido, en el que se obtiene una
reduccion de la capacidad de absorcién de agua del orden del 15%. Después
de 24 horas de inmersion, se observa siempre una reduccidon aun mayor de
dicha capacidad, con respecto al sistema de referencia, alcanzando
aproximadamente un 20% para las probetas con formaldehido y glioxal y un
40% para las que contienen glutaraldehido. Si bien no se aprecian grandes

diferencias en los valores de los porcentajes de pérdida de material soluble
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para las probetas en estudio, la incorporacion de aldehido produce un aumento
significativo de dicho porcentaje, siendo las que contienen glutaraldehido las

que presentan una peérdida mayor.
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Figura 3.2.10. Comparacién de resultados de ensayos de absorcién de agua en probetas con
distintos tipos de aldehidos (3%).

En definitiva, los resultados de los ensayos de absorcién de agua en probetas
de bioplastico indican un aumento en la hidrofobicidad de las muestras al
adicionar aldehidos, que puede interpretarse como consecuencia de la
aparicion de nuevos enclaves de entrecruzamiento a lo largo de las cadenas
proteicas, generados por la accién de los aldehidos durante el termomoldeo,
gue consumirian grupos amino reactivos (Sun y col.,, 2007). Tal fendbmeno,
unido al mayor grado de entrecruzamiento en el sistema, seria el responsable

de la reduccion en la absorcion de agua de los bioplasticos.
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3.2.6. Estudio de solubilidad de los sistemas WG/GL/aldehido/agua

En la Figura 3.2.11 se representan los valores de los porcentajes de proteina
soluble sobre la cantidad total de proteina obtenidos cuando se extraen
muestras de masas de WG/GL/aldehido/agua preparadas con diferentes tipos
de aldehido, empleando como medio de extraccion tres disoluciones tampoén
para cada tipo de masa (solucidon tampon acuosa, solucién tampoén de SDS al
1% o solucion tampon de SDS al 1% y DTT al 1%). Todas las masas tienen un
contenido de 3% del aldehido seleccionado con respecto a la cantidad de
gluten y se prepararon mediante mezclado a 25°C y 50 rpm. En este caso, se
han detectado importantes sobreestimaciones de la cantidad de proteina
soluble debido a interferencias del color de los sistemas con glutaraldehido y
glioxal. Por ello, se ha preferido utilizar un método de analisis elemental,
mediante un analizador LECO (Modelo CHNS 93), que aunque resulta algo

Menos preciso, evita las interferncias del método colorimétrico.
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Figura 3.2.11. Comparacion de resultados de solubilidad para masas con distintos tipos de
aldehidos (3%) en diferentes medios: agua, disolucién tampo6n de SDS al 1% y disolucién

tampon de SDS al 1% y DTT al 1%.
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Las masas con formaldehido y glutaralhehido presentan una solubilidad en los
tres medios similar o ligeramente inferior a la masa del sitema de referencia
50/18. Sin embargo, las diferencias entre estas Ultimas y las masas con glioxal
resultan mas evidentes en los tres medios de extraccion. Asi, las masas con
glioxal presentan una reduccion de solubilidad tanto en agua como en la
disolucién de SDS. Sin embargo, cuando se emplea un agente reductor como
el DTT, la solubilidad de las masas crece con respecto al sistema de referencia.
Estos resultados indican un cierto grado de entrecruzamiento formado durante
la etapa de mezclado, que concuerda con los mayores resultados obtenidos de
viscosidad capilar (Figura 3.2.1.) y que no se da con los otros aldehidos.
Ademas, dicho entrecruzamiento parece producirse a través de la formacion de
puentes disulfuros que al disgregarse en presencia del agente reductor darian

una mayor solubilidad.
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Figura 3.2.12. Comparacion de resultados de solubilidad para probetas de bioplastico con
distintos tipos de aldehidos (3%). Las lineas discontinuas representan la solubilidad de las

masas correspondientes a cada probeta y medio.
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La Figura 3.2.12 muestra los porcentajes de proteina soluble obtenidos cuando
se extraen muestras de probetas de Dbioplastico de sistemas
WG/GL/aldehido/agua preparadas con diferentes tipos de aldehido, con una
concentracion del 3%. Como medio de extraccion se emplean tres disoluciones
tampon para cada tipo de probeta (solucién tampon acuosa, solucion tampén
de SDS al 1% o solucion tampon de SDS al 1% y DTT al 1%). Todas las
probetas se han preparado mediante mezclado a 25°C y 50 rpm y termomoldeo
a 9 MPa y 130°C. La determinacion de solubilidad de las probetas se ha

llevado a cabo mediante el método de Lowry modificado (Peterson, 1979).

De nuevo puede observarse que las muestras con glioxal son las que
presentan los valores mas altos de solubilidad en los tres medios, seguidas por
las de glutaraldehido y en ultimo lugar aparece el sistema de referencia con
valores de solubilidad, en agua y en el tampon con SDS, muy cercanos a los de
las probetas con formaldehido. No obstante, debe tenerse en cuenta que al
utilizar un método colorimétrico, los valores de solubilidad pueden estar
afectados de errores por exceso, sobre todo en aquellas que contienen
glutaraldehido y glioxal. En cualquier caso, cabe resaltar la gran diferencia en
los valores de solubilidad en el medio con SDS+DTT de las probetas con
aldehido, en comparacion con aquellas del sistema 50/18.

La similitud en los valores de solubilidad de las probetas en el medio con SDS,
indicarian que las muestras de bioplastico estudiadas presentan interacciones
hidrofébicas y electrostaticas del mismo orden de magnitud. Sin embargo, la
gran diferencia en los valores de solubilidad en el medio con SDS+DTT, de las
probetas sin aldehidos con respecto a aquellas que los contienen, sugieren que
la adiciéon de aldehidos promueve la estabilizacién de la estructura por enlaces
covalentes. Este tipo de enlaces corresponderia a reacciones con grupos
amino reactivos de los aminoacidos y puentes de azufre. De este modo se
restringirian otro tipo de enlaces, como los isopeptidicos, que estarian
presentes en mayor proporcion en el sistema de referencia, cuya solubilidad en

presencia de agentes reductores (como el DTT) es bastante inferior.
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3.3. ESTUDIO DE LA ADICION DE GOMAS AL SISTEMA WG/GL/AGUA

Hasta este punto del estudio, se ha caracterizado el sistema de referencia
WG/GL/agua y se ha examinado la influencia de la adicion de aldehidos en las
probetas resultantes. A continuacion, se analizara el efecto que produce la
incorporacion de un polisacarido sobre las probetas de bioplasticos obtenidas
mediante termomoldeo, empleando las mismas condiciones que para el
sistema de referencia 50/18 y diferentes tipos de polisacéridos (gomas). El
objetivo de la incorporacion de este tipo de aditivos es el aprovechamiento de
las posibles interacciones entre proteina y polisacarido para mejorar las
propiedades de los bioplasticos finales. Para cada sistema WG/GL/goma/agua
se analiza el efecto de la concentracion de goma, asi como de las condiciones
de pH, con respecto a las del sistema de referencia preparadas de modo

similar.

3.3.1. Efecto del tipo y concentracion de goma en probetas de bioplastico
de los sistemas WG/GL/Goma/agua

A continuacién se presentan y discuten los resultados de ensayos sobre
probetas de bioplastico del sistema WG/GL/agua a las que se ha incorporado
en el proceso de mezclado una de las cuatro gomas seleccionadas, sin
modificar el valor de pH del medio (aproximadamente 6). Las gomas elegidas
han sido dos aniénicas, goma xantana (XG), y carboximetilcelulosa (CMC); y
dos no idnicas, metil-celulosa (MC) y goma de garrofin (LBG). En primer lugar
se evalla por separado el comportamiento termomecanico en ensayos de
flexion (DMA) de probetas formuladas con cada goma en funciébn de su
contenido en la masa de partida. A continuaciéon se comparan los resultados
obtenidos, tanto en los ensayos de DMA, como en los de traccion y capacidad
de absorcion de agua, utilizando probetas con una concentracion constante de
cada tipo de goma y probetas exentas de polisacarido, correspondientes al

sistema de referencia.
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3.3.1.1. Ensayos de DMA en probetas de los sistemas WG/GL/Goma/agua
a) Ensayos de DMA en probetas con goma de garrofin (LBG)

La Figura 3.3.1 muestra la dependencia con la temperatura de E’, E” y tan & en
funcién de la concentracion de LBG, para probetas de bioplastico del sistema
WG/GL/LBG/agua, a partir de ensayos de flexion, DMA. El contenido del
hidrocoloide se expresa como porcentaje en peso de LBG con respecto a la
cantidad de gluten en la masa de partida. Las probetas se obtienen mezclando
la proteina, plastificantes y goma bajo las condiciones estandar (25°C y 50 rpm)
y realizando la etapa de termomoldeo a 9 MPa y 130°C. Las muestras se

equilibran a una humedad relativa de 53% antes de realizar los ensayos.
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Figura 3.3.1. Ensayos de DMA en probetas con Goma de Garrofin en funcion de la

concentracion de LBG.

Como puede observarse en la Figura 3.3.1.A, los perfiles de E’ y E” de las
muestras de bioplastico que contienen LBG exhiben un comportamiento similar
a los del sistema de referencia 50/18, descrito anteriormente. No obstante, la

incorporacion de la goma confiere cierto potencial de termoendurecimiento a
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las probetas, que se evidencia por el aumento de modulos en el limite superior

del intervalo de temperatura del ensayo.

Los bioplasticos con LBG experimentan una tendencia al aumento en los
valores de ambos modulos con la concentracion, en todo el intervalo de
temperaturas estudiado, siendo este mas notorio a temperaturas superiores a
50°C, aproximadamente. Las probetas con un 0,5% de goma se desvian del
comportamiento general, obteniéndose para éstas valores de modulos
circunstancialmente mayores que para sus similares con contenidos mas altos
de LBG. No se detecta ninguna relacion clara entre la concentracion de gomay
la temperatura a la que se alcanza el minimo en el valor de E’, como puede

deducirse de los valores presentados en la Tabla 3.3.1.

Tabla 3.3.1. Parametros de DMA para probetas de bioplastico en funcién de la concentracion
de LBG.

Concentracidn E min Tmin Tot T2
(%) (MPa) (°C) (°C) (°C)

0 1,067 110 6 60

0,5 1,409 109 8 63

1,5 1,255 113 4 61

3,0 1,440 103 3 59

4.5 1,749 106 3 61

Como puede verse en la Figura 3.3.1.B y en la Tabla 3.3.1 la incorporacién de
goma no ejerce un efecto demasiado importante sobre los perfiles de tan d. De
ahi que los picos, correspondientes a T,1 Y T,2, Se encuentren en valores de
temperatura muy similares para las probetas con LBG y aquellas que no

contienen goma.

Dada la diferencia en composicion elemental de proteinas (unién covalente de
cientos de aminoacidos) y polisacaridos (ensamblaje covalente de azucares
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con posibles ramificaciones), puede presentarse una gran variedad de
estructuras bidimensionales y tridimensionales con diferentes propiedades
fisicoquimicas y reoldgicas (Schmitt, 2009). En el sistema en estudio, es
importante considerar las posibles interacciones entre los dos tipos de
moléculas que pueden dar lugar a diferentes tipos de empaquetamiento en las
cadenas, modificando la disponibilidad de volumen vacio en la matriz de
biopolimero. Adicionalmente, Norton y Frith (2001) postulan que una mezcla de
dos polimeros diferentes suele dar como resultado una separacion de fases
para formar dominios ricos en cada uno de ellos. Dichos autores atribuyen este
fendmeno a la tendencia de las moléculas a asociarse con otras de estructura

similar.

Teniendo en cuenta el comportamiento de las curvas de tan & para las probetas
de bioplastico de los sistemas WG/GL/LBG/agua, la adicién de LBG no parece
provocar ni una separacion de fases (mayor a la ya evidente en el sistema de
referencia), ni un efecto de compatibilizacién de componentes o fases, por lo

menos bajo las condiciones y concentraciones estudiadas aqui.

En vista de la ausencia efectos de compatibilizacion y de acuerdo con los
ensayos de DMA, se podria considerar que la microestructura de estos
bioplasticos se encuentra dominada por la matriz de proteina, cuyos espacios
libres serian ocupados con particulas dispersas de LBG (Matveev y col., 2000).
De este modo, la goma actuaria como relleno, contribuyendo al aumento de

modulos E' y E” observado, pero sin modificar los perfiles de los mismos.
b) Ensayos de DMA en probetas con goma xantana (XG)

La Figura 3.3.2 presenta los valores de E’, E” y tan & obtenidos a partir de
ensayos de DMA para probetas de bioplastico del sistema WG/GL/XG/agua, en
funcién de la concentracion de goma. El contenido de XG corresponde al
porcentaje en peso con respecto al gluten. Estas muestras se mezclan a 25°C,
se moldean a 9 MPa y 130°C y se equilibran a una humedad relativa de 53%.

También se incluyen los resultados de DMA para probetas exentas de goma.
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Figura 3.3.2. Ensayos de DMA en probetas con Goma Xantana en funcion de la concentracion
de XG.

Segun se observa en la Figura 3.3.2.A, las curvas de E’ y E” exhiben el mismo
comportamiento para todas las muestras que contienen XG. Ambos médulos
viscoelasticos disminuyen con la temperatura hasta alcanzar un valor minimo,
por encima de los 100°C, después del cual experimentan un aumento, que en
el caso del bioplastico de mayor contenido de XG resulta bastante pronunciado,

indicando un marcado potencial de termoendurecimiento.

La incorporacién de un 0,5% de XG produce un notable aumento de E’y E” en
todo el intervalo de temperaturas estudiados, especialmente a partir del valor
de Tmin. Por el contrario, el aumento de concentracion de XG a partir de ese
valor conduce a una reduccion en los valores de ambos modulos. Como se
aprecia en la Tabla 3.3.2, el valor minimo de E’ disminuye al aumentar el

contenido de XG y se localiza en temperaturas menores.

De hecho, dicha reduccion llega a ser tan importante que las probetas con un
alto contenido de XG llegan a valores de E’ y E” similares e incluso inferiores a

los del sistema de referencia, dependiendo de la regién de temperaturas. Asi,
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en comparacion con el sistema de referencia, se obtienen valores de E’ y E”
menores (para temperaturas por debajo de 10°C), aproximadamente iguales
(de 10 a 90°C) y mayores (por encima de 90°C) para las muestras con 1,5% de
XG. En la zona de altas temperaturas, los bioplasticos con XG no solo
presentan mayores valores del médulo elastico que el sistema exento de goma,
sino que ademas conducen a valores similares de E’ y E” independientemente
del contenido de XG.

Como consecuencia, puede afirmarse que el reforzamiento de la matriz
producido al incorporar XG alcanza un maximo para luego disminuir con el
contenido de XG, en tanto que el potencial de termoendurecimiento crece

continuamente con el mismo.

Tabla 3.3.2. Parametros de DMA para probetas de bioplastico en funcién de la concentracion
de XG.

Concentracidn E min Tmin Tot T2
(%) (MPa) (°C) (°C) (°C)

0 1,067 110 6 60

0,5 1,505 114 9 60

1,0 1,495 110 6 58

1,5 1,177 103 4 56

En la Figura 3.3.2.B y la Tabla 3.3.2 puede observarse que los picos en tan 9,
correspondientes a T,; Y T., Se ubican en valores de temperatura muy
similares para las probetas del sistema de referencia y aquellas que contienen
goma. También puede apreciarse en los perfiles de tan & que cuando se afiade
XG en la menor proporcién, se produce una ligera tendencia hacia el
solapamiento de ambos picos, alcanzandose un valor maximo para T,;., |0 cual
indica cierta tendencia a una compatibilizacién entre la proteina y la goma. Sin
embargo, al aumentar la concentracion de XG, T,y T2 tienden a desplazarse
ligeramente a valores de temperatura menores, produciéndose una

diferenciacion mas clara de ambos picos.
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Considerando que los sistemas en estudio se encuentran en un valor de pH
cercano al punto isoeléctrico del gluten (dénde la proteina tiene una carga
aproximadamente nula) y que la goma xantana es un polimero anionico, puede
esperarse que dichos sistemas experimenten separacion segregativa. La
separacion segregativa es un tipo de separacion de fases donde hay una
repulsion relativamente fuerte entre dos biopolimeros. Este efecto ocurre
mediante una exclusion estérica cuando al menos uno de los biopolimeros no
posee carga O los dos tienen cargas eléctricas similares. A bajas
concentraciones de biopolimero, los dos pueden mezclarse y formar una fase,
pero por encima de cierto nivel de concentracion se presenta la separacion de
fases (McClements, 2006).

Por otro lado, debe tenerse en cuenta que las moléculas de polisacarido en la
solucion que se afiade a la mezcla de proteina y plastificante pueden formar
agregados intermoleculares a través de puentes de hidrégeno vy
entrelazamiento de cadenas de polimero y que la XG puede sufrir un cambio
conformacional durante el calentamiento, de un estado rigido ordenado a uno

mas flexible y desordenado a altas temperaturas.

El aumento en los modulos viscoelasticos al afiadir pequefias cantidades de
goma podria tener su origen en un efecto de relleno (similar al observado para
LBG) y en la formacion de agregados intermoleculares de XG dentro de la
matriz de proteina. Dado el ligero efecto de compatibilizacién detectado en la
Figura 3.3.2.B, también debe tenerse en cuenta la contribucion de
interacciones entre moléculas de XG y algunos residuos proteicos con carga
positiva, que no llegan a ser demasiado importantes debido a la proximidad al
punto isoeléctrico. Sin embargo, al aumentar el contenido XG predominaria el
efecto de separacion segregativa, lo que conllevaria la disminucion de los
valoresde E'y E”.

También habria que considerar que el incremento en la movilidad de las
cadenas de XG al aumentar la temperatura puede contribuir al cambio de
tendencia del efecto de la concentracion de XG que se produce en la region de

temperatura elevada.
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c) Ensayos de DMA en probetas con metil-celulosa (MC)

La Figura 3.3.3 representa los modulos E’ y E”, asi como tan 9, en funcién de
la temperatura para probetas rectangulares de bioplastico del sistema
WG/GL/MC/agua con distintos contenidos de MC. También se incluye el
sistema exento de goma. Tales perfiles provienen de ensayos de DMA de
muestras preparadas mediante mezclado (a 25°C y 50 rpm) y moldeo a 130°C
y 9 MPa. Previamente a la realizacién de las mediciones, las probetas se
mantuvieron a una HR de 53% hasta el equilibrio. Los valores del porcentaje de

MC estan referidos al peso de gluten en la mezcla de partida.
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Figura 3.3.3. Ensayos de DMA en probetas con metil-celulosa en funcién de la concentracion
de MC.

Como se puede ver en la Figura 3.3.3.A, la evolucion de los médulos E' y E”
para los bioplasticos que contienen goma son similares a los del sistema
referencia 50/18. Sin embargo, las probetas con presencia de MC muestran
una leve tendencia al aumento de E’ en la zona de altas temperaturas, aunque

en menor medida que en el caso de probetas con LBG o XG. Los valores de
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los médulos viscoelasticos para distintas concentraciones de MC no presentan
diferencias significativas entre si. Sin embargo, son claramente superiores al

sistema carente de goma en todo el intervalo de temperaturas estudiado.

En la Tabla 3.3.3 se presentan los valores de los parametros seleccionados a
partir de los ensayos de flexion DMA para probetas con MC, comparandolos

con los del sistema exento de goma.

Tabla 3.3.3. Parametros de DMA para probetas de bioplastico en funcion de la concentracion
de MC.

Concentracion E min Tmin Toa Ta
(%) (MPa) (°C) (°C) (°C)

0 1,067 110 6 60

0,5 1,597 114 -1 62

1,0 1,523 117 2 61

1,5 1,458 119 5 60

Ademas del claro aumento del médulo E’, comentado anteriormente, en la
Tabla 3.3.3 puede apreciarse que la adicibn de MC produce un ligero aumento
de la temperatura a la que se alcanza el minimo. En cualquier caso, lo que
resulta mas destacable de la incorporacion de MC es que tiende a producir una
separacién de ambos picos de tan d, T,1 y T2, Si Se compara con el sistema de
referencia, de forma que el primero se desplaza hacia una temperatura inferior
a la del sistema de referencia y el segundo hacia una temperatura ligeramente
superior. Este efecto indicaria una tendencia a la segregacion. Sin embargo, al
incrementar el contenido de MC en las muestras, vuelve a producirse el
acercamiento de ambos picos, mas patente en el caso de T, llegando a
producirse cierto solapamiento, como puede apreciarse en la Figura 3.3.3.B.
Estos resultados sugieren una inversion en el efecto producido por la MC, que
en pequefias cantidades tiende a inducir segregacion, mientras que al

aumentar su contenido tiende a favorecer la compatibilidad en el sistema.
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La MC es un éter de celulosa no ionico, soluble en agua fria, con un caracter
ligeramente hidrofébico y cuya principal caracteristica es la gelificacion térmica
y posible floculacién de sus polimeros a altas temperaturas (Murray, 2009). La
propiedad de termogelificacion de MC se ha usado para unir y retener la forma
en productos cuyos componentes no tienen buena cohesividad. Esta misma
capacidad de adhesion se ha empleado en la formacion de peliculas (Murray,
2009). EIl calentamiento de soluciones con MC por encima de determinada
temperatura (50°C aproximadamente) produce la formacion de un gel. La
presencia de otras sustancias disueltas en soluciones con MC puede llegar a
ocasionar un descenso en las temperaturas de gelificacion. Asi, Cash y
Caputo (2010) encontraron que en presencia de un 40% de sacarosa se podia

alcanzar una reduccién de dicha temperatura hasta unos 30°C.

La gelificacién es causada por la deshidratacién del polimero producida durante
el calentamiento. Este fendmeno puede ser explicado por debilitamiento de las
interacciones agua-polimero y el fortalecimiento de las interacciones polimero-
polimero (Cash y Caputo, 2010). Hague y Morris (1993) describieron el
proceso de gelificacibn de MC en dos etapas. En la primera se produce una
fusion de las estructuras presentes en la solucion y en la segunda un
reordenamiento para formar una nueva estructura. Asi, la gelificacién térmica
de la MC resulta reversible; de forma que al disminuir la temperatura se retorna

a la solucién con la viscosidad original (Cash y Caputo, 2010).

La propiedad de termogelificacion de la MC, explicada anteriormente, podria
tener un efecto en el comportamiento de las probetas observado mediante
DMA. La presencia de MC contribuiria a una mayor unién en los componentes
y fases de los bioplasticos, lo que se reflejaria en el aumento de E’ y E” con
respecto al sistema sin goma y a la compatibilizacién perceptible en las curvas

de tan 0 al incrementar la cantidad de MC.

La presencia de otros componentes como el glicerol podria anticipar la
temperatura de gelificacion de la goma. La MC podria formar un gel con el
agua dentro de la matriz de la proteina, incluso desde bajas concentraciones

de goma, lo que provocaria un aumento en los modulos viscoelasticos e
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indirectamente podria ser responsable del descenso en T,;. Al aumentar el
contenido de goma, mas que producirse un reforzamiento del gel parece que
se favorecerian las interacciones con la proteina lo que llevaria a obtener

maodulos similares pero una mayor compatibilizacion.
d) Ensayos de DMA en probetas con carboximetilcelulosa (CMC)

La Figura 3.3.4 muestra la dependencia con la temperatura de E’, E” y tan & en
funcion del contenido de goma, para bioplasticos del sistema
WG/GL/CMCl/agua, a partir de ensayos de DMA. La concentraciéon de CMC
corresponde al porcentaje en peso con respecto al gluten. Las probetas se
prepararon mezclando los distintos componentes bajo las condiciones estandar
(25°C y 50 rpm) y realizando moldeo a 9 MPa y 130°C. Las muestras se
equilibraron a una humedad relativa de 53%.
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Figura 3.3.4. Ensayos de DMA en probetas con Carboximetilcelulosa en funcién de la

concentracion de CMC.

En la Figura 3.3.4.A se evidencia una clara similitud en comportamiento y en

valores de modulos viscoelasticos entre las probetas con CMC y aquellas sin
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goma. La unica diferencia perceptible es el incremento de E’ para los
bioplasticos con CMC a temperaturas superiores a los 105°C
aproximadamente. La Figura 3.3.4.B muestra un comportamiento muy similar
de tan ® en todos los sistemas. De acuerdo con los resultados de DMA
presentados en la Figura 3.3.4, el contenido de CMC no tiene una influencia
significativa sobre el comportamiento viscoelastico de los bioplasticos del
sistema WG/GL/CMC/agua en el intervalo de concentraciones estudiado, por
debajo de unos 110°C. Sin embargo, la presencia de CMC le confiere a los
biopasticos un claro potencial de termoendurecimiento. Asi, segun estos
resultados, seria posible conseguir un aumento de modulos viscoelasticos si el

proceso de termomoldeo se llevase a cabo a mayor temperatura.

En la Tabla 3.3.4 se presentan los valores de los parametros seleccionados a
partir de los ensayos de flexion DMA para probetas con CMC, comparandolos

con los del sistema exento de goma.

Tabla 3.3.4. Parametros de DMA para probetas de bioplastico en funcién de la concentracion
de CMC.

Concentracion E min Tmin T Ta
(%) (MPa) (°C) (°C) (°C)

0 1,067 110 6 60

0,5 1,433 106 4 58

1,0 1,256 109 3 57

1,5 1,185 113 2 60

Salvo las diferencias encontradas a temperatura elevada, relacionadas con el
potencial de termoendurecimiento, que conducen a mayores valores de E’nin,
no se aprecian diferencias destacables entre las probetas sin gomay con CMC.
De hecho, la CMC, produce un efecto ligeramente contrario al provocado por la
MC, pudiendo apreciarse una reduccién moderada de los valores de T,1 que

conduce a una leve separacion de los picos al aumentar el contenido de CMC.
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La CMC es un hidrocoloide de la misma familia que la MC pero con
propiedades bastante diferentes, ya que en este caso se trata de un derivado
anionico de la celulosa con un caracter mucho mas hidrofilico. Asi, la CMC es
soluble en agua caliente y fria y presenta la habilidad de formar complejos

solubles con proteinas en las cercanias del punto isoeléctrico (Murray, 2009).

En este caso, es importante tener en cuenta que el comportamiento de dos
biopolimeros en una fase acuosa no so6lo viene marcado por las interacciones
entre los mismos, sino también por la afinidad entre estos y el medio
(Tolstoguzov, 1991; Schmitt, 2009). A bajas concentraciones de CMC, dada su
gran afinidad por el agua, la goma podria distribuirse en la fase rica en solvente
actuando mas como plastificante que como competidor de la proteina. Esto
explicaria el hecho de que los valores de los médulos de E’ y E” no presenten
cambios al afiadir CMC. Sin embargo, al ir incrementando el contenido de
CMC, podria empezar a presentarse cierta competencia entre los dos
biopolimeros por el agua, lo que favoreceria la separacion de fases. De ahi que
se observe una ligera separacion en los picos de tan & al aumentar el contenido
de CMC.

e) Comparacion de resultados de DMA en funcién del tipo de goma
anadida

En este apartado se llevara a cabo una comparacion de los resultados de DMA
obtenidos para las distintas gomas utilizadas, asi como para el sistema de
referencia, exento de goma, manteniendo un valor constante de concentracion
del 1,5%, que es el contenido mas alto evaluado en todos los sistemas con

hidrocoloide.

La Figura 3.3.5 presenta los valores de los médulos E' y E” y tan & para
probetas de bioplastico de los sistemas WG/GL/goma/Agua para las gomas
seleccionadas en una concentracion del 1,5%, con respecto a la cantidad de
gluten en la mezcla inicial. También se incluyen los perfiles del sistema exento

de gomas.
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Figura 3.3.5. Ensayos de DMA en probetas con distintos tipos de gomas (1,5%).

Como puede observarse en la Figura 3.3.5.A, la mayoria de los sistemas con
goma presentan valores de E’ y E” superiores o aproximadamente iguales a los
del sistema sin goma. La Unica excepcién se refleja en los bioplasticos con XG,
para temperaturas inferiores a 10°C. A diferencia del sistema de referencia,
todas las muestras con hidrocoloide revelan la existencia de un potencial de
termoendurecimiento remanente. El sistema con MC es el que presenta los
valores de E' y E” més altos, en la mayor parte del intervalo de temperaturas
estudiado. Le siguen en orden las probetas con LBG, CMC y por ultimo XG. Sin
embargo, los bioplasticos con MC son también los que presentan un menor
potencial de termoendurecimiento, como se puede deducir de las diferencias
entre los valores de la zona plateau de los modulos E' y E” y los obtenidos a

alta temperatura.

En la Figura 3.3.5.B se pueden apreciar claramente los dos picos

correspondientes a Ty, Y T, para todos los sistemas, que se mantienen
siempre en el intervalo entre -1 y 9°C y entre 56 y 63°C, respectivamente. Para

la mayoria de probetas con gomas, la temperatura a la que se encuentra T, se
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desplaza ligeramente a temperaturas menores a las de las probetas sin
hidrocoloide. Mientras que la temperatura a la que aparece el pico de T, solo
varia para las muestras con XG, en cuyo caso se traslada también a
temperaturas un poco mas bajas. En cualquier caso, lo mas destacable que
puede apreciarse en dicha figura es que las probetas que presentan una
tendencia méas clara al solapamiento entre ambos picos, y por tanto un mayor
grado de compatibilizacion entre las fases que intervienen en la microestructura

de las probetas, son las que contienen MC.

Ello se suma al hecho de que, de acuerdo con los resultados de los ensayos de
DMA, el sistema que presenta una mejora mas notable en propiedades
viscoelasticas con respecto al de referencia es el que contiene MC. Este hecho
podria derivarse de la habilidad de MC para unir componentes y fases
mediante su capacidad de termogelificacion. LBG y CMC, en cambio, parecen
desempefiar un papel tipico de un material de relleno, muy moderado en este
ualtimo, indicando un muy bajo grado de interaccion con las proteinas del gluten.
XG presenta un comportamiento altamente dependiente de la concentracion.
Dicha goma puede producir tanto mejora como descenso en las propiedades
de las probetas, segln se comporte como agente de relleno o interactle con la
proteina produciendo separacién de fases.

El desplazamiento en el pico de T4, manifiesta la afinidad de las gomas por la
fase rica en solvente y su competicion por el agua con los demas componentes
del sistema, principalmente con la proteina. Mientras que la escasa variacion

en Ty indica que la fase de proteina plastificada sufre pocos cambios.

Considerando dichos resultados, para las condiciones y concentraciones
estudiadas, se puede concluir que las gomas tendrian una leve interaccion con
el gluten y por tanto poca participacion en la matriz del bioplastico. Su mayor
impacto estaria en la fase rica en plastificantes, dispersa dentro de dicha matriz

de proteina.
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3.3.1.2. Ensayos de traccion en probetas de bioplastico de los sistemas
WG/GL/goma/agua

En la Figura 3.3.6 se presentan las curvas correspondientes a los ensayos de
traccion para una probeta de referencia y otra representativa de cada
bioplastico WG/GL/Goma/agua, con una concentracion de 1,5% de
hidrocoloide. Puede observarse, que las curvas correspondientes a los
bioplasticos con goma incorporada presentan un comportamiento termoplastico
con valores de resistencia a la tension aplicada, asi como de omax Y €max

superiores a la muestra exenta de goma.
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Figura 3.3.6. Curvas esfuerzo-deformacion para los bioplasticos WG/GL/agua 50/18 en funcién

de la goma afiadida (concentracion 1,5%) obtenidas de los ensayos de traccion.

La Figura 3.3.7 muestra los parametros omax, €max» MOdulo de Young y
humedad de las probetas de bioplastico de los sistemas WG/GL/Goma/agua y
los de referencia (sin goma), obtenidos a partir de ensayos de traccion. Las

muestras tienen un contenido de 1,5% de goma y fueron sometidas a las
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mismas condiciones de procesado (9 MPa y 130°C) y acondicionamiento (53%
HR).
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Figura 3.3.7. Comparacion de resultados de ensayos de traccion en probetas con distintos

tipos de gomas (1,5%).

Los valores medios mas altos de tensibn maxima corresponden a los
bioplasticos con CMC, seguidos por MC y XG, aunque sin diferencias
significativas entre si. No obstante, las probetas con CMC y MC presentan
valores de omax Significativamente mayores que los de LBG y el sistema sin
goma, que es el que presenta el valor mas bajo. El valor maximo de la media
de emax S€ alcanza en las muestras con XG. Le siguen en orden decreciente las
probetas con CMC y MC. Sin embargo, estos resultados se refieren solo a
tendencias ya que, segun el grado de dispersion de los datos, no puede decirse
gue existan diferencias significativas entre ellas ni con los bioplasticos exentos
de goma o los que tienen LBG (que corresponden al valor medio de gmax mas

bajo). En todos los casos se produce un aumento significativo del modulo de
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Young al agregar goma en comparacion con el sistema exento de

hidrocoloides.

Zhou y col.(2008) encontraron una mejora simultanea en omax Y €max al
incorporar MC en bioplasticos de aislado de proteina de soja procesados por el
meétodo termomecanico, para una concentracion de MC del 5%. Este hecho se
atribuy6 a la miscibilidad entre goma y proteina. Sin embargo, con un aumento
inicial en el contenido de MC (por encima del 5%) se produjo un descenso en
emax Y al continuar aumentando la concentracion de la misma también acababa
produciéndose un descenso en omax. EStos autores pudieron explicar el
comportamiento inicial por la fuerte agregacion de MC en dominios cristalinos
dentro de la matriz de proteina y la posterior formacién de agregados cristalinos

de goma fuera de ésta.

Los sistemas estudiados aqui, aunque corresponden a concentraciones mas
bajas de goma, coinciden con los resultados de Zhou y col.(2008). La
formacion de estructura en los dominios de goma dentro de la matriz de gluten
llevaria al aumento en omax, de modo que tanto hidrocoloide como proteina
aportan su contribucion a la resistencia mecanica del material compuesto. Por
otro lado, las gomas podrian interactuar en algun grado con las cadenas de
proteina, debilitando la estructura rigida de gluten en el bioplastico, penetrando
en esta y causando una reduccién de puentes de hidrogeno. En tal caso, las
gomas actuarian como plastificante, lo que explicaria el incremento aparente
en emax, que se hace mas evidente en las gomas aniénicas (XG y CMC).
Ademas, la perturbacion en la estructura de los bioplésticos al incorporar goma
gueda en evidencia por el cambio en el modulo de Young de las muestras con

hidrocoloides.

3.3.1.3. Ensayos de absorcion de agua en probetas de bioplastico de los
sistemas WG/GL/goma/agua

La Figura 3.3.8 muestra los porcentajes de absorcién de agua (tras 2 y 24
horas de inmersion), asi como la pérdida de material soluble para probetas de

bioplastico de los sistemas WG/GL/goma/agua. Las muestras contienen 1,5%
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de la goma seleccionada (con respecto a la cantidad de gluten en la mezcla) y
se obtuvieron mediante mezclado (a 25°C y 50rpm) y moldeo a 9MPa y 130°C.

También se incluyen los pardmetros de las muestras sin goma.

80
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- % Absrocién-24 h
[ 1 % Pérdida material soluble
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50 -

Figura 3.3.8. Comparacion de resultados de ensayos de absorcion de agua en probetas con

distintos tipos de gomas (1,5%).

En la Figura 3.3.8 puede apreciarse que los porcentajes de absorcion de agua
mas altos obtenidos tras 2 horas de inmersion corresponden a las muestras sin
goma y a las que contienen LBG, entre las cuales no se han encontrado
diferencias significativas. En orden decreciente les siguen las probetas que
contienen MC y CMC vy por ultimo las procesadas con XG, con valores
ligeramente inferiores a los del sistema de referencia. Después de 24 horas de
inmersion, no se observan diferencias significativas en la capacidad de
absorcion de agua para las probetas sin goma y aquellas que contienen MC y
LBG. Los bioplasticos con CMC y XG presentan una reduccion significativa en
la cantidad de agua retenida con respecto a las probetas que carecen de goma.
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Por tanto, las secuencias correspondientes a la capacidad de absorcion de las

probetas serian las siguientes:
Tras 2 h de inmersion: Referencia = LBG > MC > CMC > XG
Tras 24 h de inmersion: Referencia = MC = LBG > CMC > XG

En cuanto a la pérdida de material soluble obtenida tras un periodo de
inmersion de 24 h resulta mayor para las probetas con LBG que para el resto,

siguiendo la siguiente secuencia:
Pérdida de material soluble: LBG > XG = MC > CMC = Referencia

En cualquier caso, los resultados de los ensayos de absorcion de agua no
revelan un efecto demasiado marcado de la adicibn de gomas en la capacidad
de retencibn de agua de las probetas. La reduccion moderada en los
porcentajes de absorcion de agua al incorporar hidrocoloides puede estar
asociada a una disminucién del volumen disponible por el agua dentro de la
matriz de bioplastico. Parece que la incorporacion de goma conlleva cierta
disminucién del caracter hidréfilo del sistema que resulta mas importante con
las gomas aniénicas XG y CMC. Asimismo, el hecho de que se produzca cierta
perdida de cohesividad en la estructura de la matriz formada tras la
incorporacion de la goma, que conduce a mayores pérdidas de material
soluble, confirma la escasa compatibilidad entre la proteina y los polisacaridos

estudiados.

3.3.2. Efecto del pH en probetas de bioplastico de los sistemas
WG/GL/Goma/agua

Como se demostré en el apartado 3.1.5, el pH juega un papel importante en los
bioplasticos del sistema de referencia ya que modifica la carga superficial de
las proteinas de gluten. Por tanto, conviene en este punto evaluar como afecta
dicha modificacion a las interacciones entre proteina y polisacarido y que
influencia tienen dichas interacciones en las propiedades de las probetas
resultantes. Para poder establecer el efecto del pH en sistemas
WG/GL/goma/agua, se escogieron dos de las gomas estudiadas anteriormente,
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una no ionica, como la LBG y otra anidonica como la XG. En ambos casos se
tuvo en cuenta la mayor facilidad de procesado con estas gomas y la amplia
informacion que se tiene de ellas en la literatura. Se mantuvo el mismo valor de

concentracion de la goma (1,5%) utilizado anteriormente.

Para poder investigar como afecta la carga de la proteina, se prepararon
probetas de bioplastico de los sistemas WG/GL/Goma/agua a valores de pH de
3 y 9, comparando dichos bioplasticos con los ya estudiados al pH nativo del
sistema. Con ello se establecieron distintas situaciones en cuanto al tipo de
cargas que pueden tomar las proteinas del gluten, es decir, carga positiva a pH

3, neutra en el punto isoeléctrico (aproximadamente 6) y negativa a pH 9.

Inicialmente se presentan los perfiles de DMA para los 3 valores de pH en las
probetas con LBG y XG. Posteriormente, para cada valor de pH, se comparan
los bioplasticos sin goma con aquellos que contienen LBG y XG en funcion de
los resultados de los ensayos de DMA, resistencia a la tension y absorcion de
agua. Por ultimo, se aborda un estudio de la solubilidad de masas y probetas
en el sistema con XG, por ser el que presenta una mayor desviacion con

respecto al de referencia.
3.3.2.1. Ensayos de DMA en probetas de los sistemas WG/GL/Goma/agua

a) Ensayos de DMA en probetas con goma de garrofin (LBG) en funcién
del pH

La Figura 3.3.9 representa los modulos E' y E”, asi como tan &, en funcién de
la temperatura para bioplasticos del sistema WG/GL/LBG/agua con una
concentracion de 1,5% de LBG para distintos valores de pH. Tales perfiles se
obtienen a partir de ensayos de DMA en probetas preparadas mediante
mezclado (a 25°C y 50 rpm) y moldeo a 130°C y 9 MPa. Las muestras se
mantienen a una HR de 53% hasta el equilibrio, antes de realizar los ensayos.
Los valores del porcentaje de LBG estan referidos al peso de gluten en la masa

de partida.
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Figura 3.3.9. Ensayos de DMA en probetas con un contenido de LBG de 1,5% en funcién del

valor de pH.

En la Figura 3.3.9.A puede observarse que las probetas preparadas a pH 3
presentan una reduccién considerable de los valores de ambos mdédulos
viscoelasticos con respecto a las probetas preparadas a pH nativo. Estas
muestras preparadas a pH neutro presentan los valores mas altos de ambos
moddulos a temperaturas inferiores a los 50°C. A temperaturas entre 50 y
125°C, los valores de E’ y E” de este sistema son igualados por los bioplasticos
procesados a pH 9. Por encima de 125°C, las probetas con LBG a pH 6
presentan un aumento de valores de ambos médulos, mostrando un potencial
de termoendurecimento remanente similar al mostrado a pH 3, que sin

embargo desaparece cuando son preparadas a pH alcalino.

En la Figura 3.3.9.B puede observarse que las muestras a pH 3 presentan un
solapamiento en los picos correspondientes a Ty Y Toe. Al aumentar el valor de
pH el pico correspondiente a T,; se desplaza a temperaturas mas bajas,
mientras que el de T,, se mantiene aproximadamente en la misma

temperatura. Los picos en tan ¢ se distinguen mas claramente a pH 6, cuando
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la proteina presenta un balance de cargas practicamente nulo. Al aumentar el
valor de pH en los bioplasticos, la magnitud de dichos picos disminuye y
pierden definicion.

Segun los resultados de DMA, podria decirse que la presencia de cargas en el
gluten favorece la separacion de fases entre LBG y la proteina, posiblemente
mediante el efecto de separacion segregativa (descrito en 3.3.1.1.a). De ahi
que los valores de los médulos E’ y E” para los bioplasticos en los que las
proteinas de gluten tienen mayor carga (pH 3 y 9) sean menores que para el
sistema mas préximo al punto isoeléctrico (pH 6). Sin embargo, el perfil de los
picos en tan & sugiere una mayor compatibilidad en las muestras a pH éacido,

probablemente asociado a una mayor retencién de agua en el sistema.
b) Ensayos de DMA en probetas con goma xantana (XG) en funciéon del pH

La Figura 3.3.10 muestra la dependencia con la temperatura de E’, E” y tan &
en funcién del valor de pH, para bioplasticos del sistema WG/GL/XG/agua, a
partir de ensayos de DMA. Las probetas, que tienen un contenido de XG de
1,5%, se obtienen mezclando bajo las condiciones estandar (25°C y 50 rpm) y
realizando moldeo a 9 MPa y 130°C. Las muestras se equilibran a una

humedad relativa de 53% antes de realizar los ensayos.

En la Figura 3.3.10.A puede apreciarse que los valores mas bajos en los
maddulos viscoelasticos se presentan en las muestras con XG a pH 3. Los
valores de E' y E” son mayores para los bioplasticos con goma a pH 6 hasta
una temperatura de aproximadamente 40°C. De ahi en adelante, las probetas
a pH basico presentan los valores mas altos de modulos. Los bioplasticos con
XG a pH 3 y 6 exhiben un incremento en E’ en el limite superior de
temperaturas, indicando un potencial de termoendurecimiento remanente. En la
Figura 3.3.10.B se observa que, al disminuir el valor de pH de las probetas con
XG, se produce un desplazamiento en los picos de T,y T4 hacia valores de

temperatura intermedios.

180



0,55

| | L
| |
- - 0,50
| |
[ ] . [
LN} - 0,45
= | | L
. -, i 0,40
"%, . 5 0,35
a . ..Qoﬂ’. ° - ’
g—, o ° . I —
; & y -030 2
w o'" . L o
N oy ]
w o% = - 0,25
| | .. L
pH tan & ° L 0,20
3 ] ®, L
6 ° '.“ L 0,15
o, 9 |
10° 5 - 0,10
T T T T T T T T T T
0 50 100 150 0 50 100 150
T(°C) T(°C)

Figura 3.3.10. Ensayos de DMA en probetas con un contenido de XG de 1,5% en funcién del

valor de pH.

La aparente mayor compatibilidad de los bioplasticos con goma a pH &cido,
evidenciada por el acercamiento de T,; Yy T.», Sugiere un mayor grado de
asociacion entre XG y las proteinas del gluten, ocasionada por la atraccién de

moléculas con carga opuesta y por la mayor retencion de agua en el sistema.

c) Comparacion de resultados de DMA para probetas con goma en funcion

del valor de pH

En la Figura 3.3.11 se comparan los valores de E’ y tan & para probetas sin
goma, con LBG o con XG (1,5%) para cada uno de los tres valores de pH

ensayados.
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Figura 3.3.11. Ensayos de DMA en probetas con un contenido de Goma (LBG y XG) de 1,5% y

exentas de gomas en funcién del valor de pH.

En la Figura 3.3.11.A puede observarse que las probetas sin goma presentan

mayores valores de E’, en comparacion con las que contienen gomas; sin
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embargo, estas Ultimas revelan cierto potencial de termoendurecimiento en la
zona de altas temperaturas. Entre los biopléasticos con goma, el que tiene
caracter anionico (XG) parece tener mayor interaccion con el gluten, dando
como resultado probetas con mayores valores de E' que las que contienen
LBG. La presencia de gomas confiere cierto efecto plastificante, ya que
desplaza las temperaturas T,1 Yy T, hacia valores mas bajos (principalmente
T.1) probablemente debido a la afinidad de los hidrocoloides por la fase
acuosa. El comportamiento de los picos de tan & sugiere mayor compatibilidad
en el sistema con XG, lo que se podria asociar a las interacciones de caracter
atractivo entre la goma aniénica XG y las proteinas del gluten, cargadas
positivamente a pH &cido.

La Figura 3.3.11.B hace una recopilacion de los resultados presentados y
discutidos en el apartado 3.3.1.1.4. Solo cabe resaltar aqui, que las pequefias
diferencias en el médulo E’y en los perfiles de tan 6, sugieren un efecto de
relleno por parte de LBG y una ligera separacion de fases ocasionada por XG

en las probetas de bioplastico del sistema original WG/GL/agua.

En la Figura 3.3.11.C puede apreciarse que los bioplasticos sin goma son los
gue exhiben los valores mas altos de E’ a temperaturas inferiores a unos 80°C
aproximadamente. Superada esta temperatura, todas las probetas presentan
valores similares de E’, sin que se aprecie posibilidad de termoendurecimiento
a este pH. Los perfiles de E’ de los bioplasticos con hidrocoloide son muy
parecidos entre si, indicando que para la concentracion y pH estudiados, el
efecto que producen XG y LBG en las probetas es muy similar. Dicho efecto
podria ser el de separacion segregativa que en el caso del LBG se produciria
mediante impedimento estérico, y en el de la goma aniénica XG provendria de
un efecto de repulsion de cargas. De nuevo, puede apreciarse un ligero efecto
plastificante de la goma que causa un leve deplazamiento de T,1 Yy T, hacia

valores de temperaturas menores al agregar hidrocoloide.
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3.3.2.2. Ensayos de traccion en probetas de bioplastico de los sistemas

WG/GL/goma/agua en funcién del valor de pH

La Figura 3.3.12 muestra los pardmetros obtenidos a partir de los ensayos de
traccion para probetas a las que se incorporé LBG o XG en una concentracion
de 1,5%, que fueron preparadas partiendo de mezclas con distintos valores de
pH. Para cada valor de pH, se comparan los bioplasticos con goma con los del
sistema que carece de ellas. Todas las muestras se obtuvieron mediante
mezclado (a 25°C y 50 rpm) y moldeo a 9 MPa y 130°C. Previamente a la
realizacion de los ensayos, las probetas se mantuvieron en recipientes a una
HR de 53% hasta el equilibrio.

En la Figura 3.3.12.A se comparan los parametros de los ensayos de traccion
en probetas de bioplastico preparadas a pH 3. No se aprecian diferencias
significativas en los valores de omax ¥ €max €ntre los bioplasticos con gomas y
aquellos exentos de ellas. Sin embargo, la media de los valores de cnax €S mas
alta para los bioplasticos con XG y el promedio de gnax €S ligeramente mayor
para las muestras que no contienen goma. Las probetas del sistema de
referencia a pH 3 alcanzan mdédulos de Young significativamente mayores que
los de los bioplasticos con hidrocoloide. Las muestras preparadas con LBG a
dicho pH presentan los valores mas bajos en todos los parametros de los
ensayos de traccion.

Tanto los hidrocoloides como las proteinas contribuyen a la resistencia
mecanica del material compuesto, de ahi que los valores de tension sean
similares, e incluso algo mayores para las muestras con XG, cuyas moléculas
podrian experimentar atraccibn por las cadenas de gluten cargadas
positivamente. De otro lado, la distribucién no uniforme de componentes en las
fases podria incrementar la diferencia en fractura y comportamiento
deformacional, lo que repercutiria en los valores de deformacion maxima y

modulo de Young (Matveev y col., 2000).
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Figura 3.3.12. Comparacién de resultados de ensayos de traccién en probetas con un
contenido de Goma (LBG y XG) de 1,5% y exentas de gomas para distintos valores de pH A)
pH 3; B) pH 6; C) pH 9.

En la Figura 3.3.12.B se muestran los resultados presentados y discutidos en el

apartado 3.3.1.2 para probetas con LBG y XG a pH 6. Para esta condicion de
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pH se observa una aparente mejora en propiedades de los bioplasticos con
XG, en comparacion con los del sistema sin goma. Este comportamiento
coincide parcialmente con estudios realizados por Oses y col.(2009). Dichos
autores obtuvieron un descenso en onax Y Un aumento en gmax al aumentar la
concentracion de Goma mesquita (una goma anionica) en peliculas de aislado
de proteina de suero de leche preparadas por el método de casting a valores
de pH cercanos al punto isoeléctrico de la proteina. Estos autores atribuyen
dicho comportamiento a que la proteina forma una matriz rigida (mediante
entrecruzamiento por enlaces S-S y puentes de hidrégeno) que presenta una
baja elongacion. La goma debilitaria esta estructura debido a la reduccién de
puentes de hidrégeno, actuando como plastificante, de tal modo que
aumentaria la flexibilidad pero disminuiria la resistencia de las peliculas. En la
presente investigacion se alcanzan valores de tension mas altos adicionando
XG a los sistemas con gluten y un incremento menos marcado en la
deformacion. Las diferencias con los resultados de Oses y col.(2009) serian
atribuibles tanto a diferencias en la naturaleza de las materias primas, como en
el proceso de preparacion de los bioplasticos. En el proceso de casting hay
mayor probabilidad de interaccidn entre los biopolimeros al encontrarse en un
medio acuoso en exceso, mientras que en el proceso termomecanico se limita

la cantidad de disolvente y se favorece la formacion de sistemas mas rigidos.

Zuo y col.(2009) también encontraron una reduccion en los parametros de los
ensayos de traccion de probetas de WG/GL/MC obtenidas por termomoldeo, en
comparacion con las de los bioplasticos sin goma y con las peliculas del mismo
sistema obtenidas por casting. Estos autores atribuyen estos resultados a la
dispersion de MC y al grado de mezclado entre la goma y el gluten resultante

de los diferentes medios de preparacion.

En la Figura 3.3.12.C se pueden observar las propiedades extensionales,
exhibidas por las probetas a pH 9. Los bioplasticos que no contienen gomas
presentan valores de omax Y modulo de Young significativamente mayores que
las muestras con XG y LBG. La media de gnha del sistema de referencia
también es superior a la de los bioplasticos con goma, pero debido a la

dispersion de los datos no se puede confirmar la existencia de diferencias
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significativas. Las probetas con gomas tampoco presentan diferencias

significativas entre si.

En concordancia con los ensayos de DMA, la incompatibilidad termodinamica
de los hidrocoloides con las proteinas del gluten, por repulsion electrostatica en
el caso de XG y por separacion segregativa, relacionada con fenomenos de
exclusion estérica para LBG, causaria una disminucion en las propiedades de

los bioplasticos en los ensayos de traccion a valores de pH basico.

3.3.2.3. Ensayos de absorcion de agua en probetas de bioplastico de los

sistemas WG/GL/goma/agua en funcién del valor de pH

En la Figura 3.3.13 se comparan los resultados de los ensayos de absorcion de
agua (después de 2 y 24 horas de inmersion), asi como la pérdida de material
soluble para bioplasticos de los sistemas WG/GL/agua y WG/GL/Goma/agua,
para diferentes valores de pH. Como gomas se emplearon LBG y XG con un
contenido de 1,5% con respecto al gluten utilizado en la mezcla inicial. Todas
las probetas se prepararon bajo las condiciones estandar de mezclado (25°C y
50rpm) y termomoldeo (130°C y 9MPa).

En la Figura 3.3.13.A pueden verse los resultados de los ensayos de absorciéon
de agua en probetas a pH 3. La Unica diferencia apreciable se produce en la
retencion de agua después de 24 horas de inmersion, cuyo porcentaje se

reduce casi en un 10% al afiadir goma.

La Figura 3.3.13.B compara los porcentajes de absorcion de agua y pérdida de
solubles para bioplasticos sin goma y con las gomas de interés a pH 6. La
capacidad de absorcibn de agua es similar entre las probetas del sistema
exento de goma y aquellas que contienen LBG. Las muestras con XG

presentan valores de absorcion de agua ligeramente menores a las anteriores.

En la Figura 3.3.13.C se observan los parametros en estudio para los
bioplasticos preparados a pH 9. Las muestras con XG y LBG exhiben

porcentajes menores de retencion de agua con respecto a las probetas

187



carentes de hidrocoloide. Esta reduccion se hace mas evidente después de 24

horas de inmersion y cuando se emplea LBG (aproximadamente 10%).
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Figura 3.3.13. Comparacion de resultados de ensayos de absorcion de agua en probetas con
un contenido de Goma (LBG y XG) de 1,5% y exentas de gomas para distintos valores de pH
A) pH 3;B) pH 6; C) pH 9.
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Considerando los anteriores resultados, podria decirse que en general la
adicién de gomas provoca una leve disminucion en la capacidad de absorcion
de agua de los bioplasticos. Esta reduccion se acentla después de 24 horas de
inmersion y para valores de pH diferentes al nativo, siendo en todo caso
aproximadamente proporcional a la capacidad de retencion propia del sistema
sin goma. La incorporacion de LBG tiene un efecto menos apreciable para
valores de pH &cido y neutro que para sistemas alcalinos. Sin embargo, los

sistemas con XG presentan una tendencia similar para todos los valores de pH.

Independientemente del pH, el comportamiento de los bioplasticos en los
ensayos de absorcién de agua, al afiadir polisacarido, sugiere una menor
habilidad de las proteinas para retener agua, debida probablemente a una
disminucién de las interacciones por puentes de hidrégeno y del volumen
disponible para la entrada de moléculas de agua, ocasionadas por la presencia
de las gomas en la matriz de la probeta. Por otro lado, las gomas también ven
reducida su capacidad de ligar agua al estar atrapadas en la estructura del

bioplastico y debido a su baja solubilidad a bajas temperaturas.
3.3.3. Solubilidad de sistemas WG/GL/XG/agua

Para obtener mayor informacion sobre el grado de entrecruzamiento de los
sistemas con gluten en presencia de gomas y de las interacciones entre
proteina e hidrocoloide, se considera de interés hacer el estudio de solubilidad
en funcion del pH para una goma anidnica. Para este estudio se ha
seleccionado la goma XG, ya que se han caracterizado anteriormente sus
probetas de bioplastico a distintos valores de pH. Asi, en este apartado se hace
un estudio de los perfiles de solubilidad para distintos medios y valores de pH
de las masas y bioplasticos preparados con XG y se comparan con el sistema

sin goma.
3.3.3.1. Solubilidad de masas del sistema WG/GL/XG/agua

En la Figura 3.3.14 se presentan los valores del porcentaje de proteina soluble
con respecto al total de proteina en diferentes medios (agua, solucion tampdn

de SDS al 1% o solucion tampdn de SDS al 1% y DTT al 1%) para mezclas de
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los sistemas WG/GL/agua y WG/GL/XG/agua en funcion del valor del pH. Las
masas con goma tienen un contenido de 1,5% de XG con respecto a la
cantidad de gluten. Todas las mezclas se prepararon bajo las mismas

condiciones, velocidad de agitacion de 50 rpm durante 20 min a 25°C.

go ] Referencia B M
-5 1 XG ez vz

N

Solubilidad (%)

pH 3 pH 6 pH 9
pH

Figura 3.3.14. Comparacion de perfiles de solubilidad de mezclas WG/GL/agua y
WG/GL/XG/agua (1,5% de XG), en funcién del pH.

Como puede verse en la Figura 3.3.14, la presencia de XG en las masas
produce un efecto de solubilizacion de la proteina en agua que es mas evidente
a pH 3. Este hecho debe estar relacionado con la formacién de complejos
solubles derivados de la interaccion entre un hidrocoloide aniénico y el gluten,
descrita por otros autores (Barcenas y col, 2009; Ribotta y col., 2005), que se
encuentra favorecido a valores de pH inferiores al punto isoeléctrico, donde
goma y proteina presentan cargas opuestas y experimentan interacciones de
tipo atractivo. Sin embargo, en la Figura 3.3.14 también puede detectarse este
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efecto solubilizante a pH 6, lo cual indica que la formacién de complejos
solubles se produce incluso en las proximidades del punto isoeléctrico. Estos
resultados coinciden con los obtenidos por Ribotta y col. (2005), que
encontraron un aumento de solubilidad no selectivo de proteinas de gluten
producido por interacciones con XG a pH 6,5. En cambio, a pH alcalino, dicho
efecto de solubilizacion desaparece practicamente debido a que la similitud en
cargas produce repulsion y por tanto limita en gran medida la formacién de
dichos complejos solubles. Estas diferencias de solubilidad con el pH son aun
mas claras para las masas extraidas con SDS, que produce disgregacion de
uniones de tipo fisico, como puentes de hidrégeno, que pueden también jugar
un papel importante en las interacciones proteina-polisacéarido, tal y como
indicaron Ribotta y col. (2005). Asi, el efecto solubilizante de la goma para las
proteinas disgregadas sigue siendo evidente a pH 3 y 6, resultando incluso
mas patente en este Ultimo caso, a pesar de la escasa carga neta de las
superficies proteicas. Por el contrario, a pH 9, este efecto resulta claramente
impedido por las repulsiones electrostaticas. Como resultado, no hay
diferencias significativas en solubilidad para las masas con y sin XG y se
produce un desplazamiento del minimo de solubilidad proteica de pH 6 a 9 de
las masas con XG, cuando son extraidas con el agente disgregante.

El efecto del pH para las masas extraidas con ambos agentes SDS
(disgregante) y DTT (disociante) es similar pero conlleva un cambio mas radical
a pH 9. Asi, mientras la adiciébn de XG a pH 3 y 6 conduce a una mayor
solubilidad, a pH 9 se produce el efecto contrario, siendo la solubilidad de la
masa sin XG, extraida con SDS y DTT, mucho mayor que la que contiene XG.
Como se mencion6 anteriormente, durante el mezclado se produce cierto grado
de entrecruzamiento inducido por la cizalla. El incremento en la solubilidad de
las proteinas en el medio con SDS+DTT al incorporar goma a pH 3y 6, sugiere
una restriccion en dicho entrecruzamiento por la presencia de XG. Sin
embargo, a pH 9, lejos de observarse inhibicion, parece que el XG presentaria
cierta sinergia para la formacién de entrecruzamientos inducida por la cizalla y
las condiciones alcalinas. Como se discutio en el apartado de solubilidad para
el sistema de referencia en funcion del pH, el aumento aparente de solubilidad
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del sistema a pH alcalino puede deberse a la formacién de especies con
mayores tamafos pero mas solubles o que salen del rango de determinacion
por absorbancia. Considerando lo anterior, no puede afirmarse con certeza que
la reduccion de la solubilidad en el medio con SDS+DTT de las mezclas con
XG se deba a un mayor grado de entrecruzamiento en el sistema o, que por el
contrario, la incorporacion de XG produzca una disminucion de las especies

gue estabilizan la estructura pero presentan una mayor solubilidad aparente.
3.3.3.2. Solubilidad de probetas de bioplastico del sistema WG/GL/XG/agua

La Figura 3.3.15 compara los valores del porcentaje de proteina soluble sobre
la cantidad total de proteina en los diferentes medios de extraccion
mencionados anteriormente (agua, solucion tampdén de SDS al 1% o solucion
tampon de SDS al 1% y DTT al 1%) para muestras de bioplastico a las que se
ha incorporado XG (1,5%), en funcién del pH, manteniendo como referencia los
sistemas exentos de XG. Todos los bioplasticos se han preparado mediante
mezclado a 25°C y 50 rpm y termomoldeo a 9 MPa 'y 130°C.

En la Figura 3.3.15 puede apreciarse, para todos los valores de pH ensayados,
que de forma similar a lo que sucedia con las masas, al adicionar XG se
produce un aumento en la solubilidad de las probetas tanto en agua como en la
solucion tampon que contiene SDS. La Unica excepcion en este caso
corresponde a la solubilidad en agua de las probetas preparadas a pH 3 en las
gue no se han encontrado diferencias significativas al afadir XG. El hecho
anterior indica que las interacciones de tipo fisico (no covalentes) revisten
mayor importancia en la estructura de los bioplasticos con goma en

comparacion con los bioplasticos exentos de ella.
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Figura 3.3.15. Comparacion de perfiles de solubilidad de probetas de bioplastico WG/GL/agua
y WG/GL/XG/agua (1,5% de XG), en funcion del pH.

En cuanto a la solubilidad en el medio con SDS+DTT, puede observarse una
reduccion de la misma en las probetas al incorporar XG a pH 3. Este resultado
esta de acuerdo con los ensayos de DMA vy traccién, segun los cuales la goma
favoreceria, aunque en baja proporcion, el entrecruzamiento en la matriz de
proteina por interacciones con el gluten positivamente cargado. Por otro lado,
puede destacarse el hecho de que este efecto es contrario al que aparece para
la solubilidad de las masas en las mismas condiciones, lo cual sugiere que la
presencia de goma favorece la formacion de entrecruzamientos durante el
proceso de termomoldeo, que no pueden ser disociados por un agente reductor
como el DTT. Tal vez debido a que la compensacion de cargas parece facilitar
la formacion de enlaces isopeptidicos.
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En cambio, las probetas a pH 6, presentan mayor solubilidad en el medio mas
agresivo cuando existe presencia de goma. Esto podria estar asociado a un
menor grado de entrecruzamiento provocado por cierto papel plastificante que
asume la XG en tales sistemas, lo cual se corrobora con los resultados de los

perfiles de DMA vy traccion.

La solubilidad en el medio con SDS+DTT de las probetas a pH 9 resulta
independiente de la adicion de XG. Esto implicaria que las reacciones de
entrecruzamiento que dan origen a la estructura de la matriz de gluten no se
ven afectadas por la presencia de goma, sin embargo habria una separacion
de fases en la matriz formada (debida probablemente a la similitud de cargas
entre gluten y XG), lo que explicaria la disminucion de moédulos en DMA y de

pardmetros en los ensayos de traccion.

3.3.4. Incorporacion simultadnea de Aldehido y Gomas en bioplasticos
WG/GL/agua

En los apartados anteriores se han estudiado las incorporaciones individuales
de aldehidos o gomas en los bioplasticos formulados a partir del sistema
WG/GL/agua, procesado mediante termomoldeo. En el presente apartado se
busca una mejora en las propiedades mecéanicas y de absorcion de agua de las
probetas de bioplastico obtenidas mediante el método termomecanico,
adicionando de manera conjunta aldehido y goma al sistema base
WG/GL/agua a pH 9, siendo hasta el momento esta condicion de pH la 6ptima
para la formacién de los bioplasticos. Para tal fin se ha escogido el glioxal que,
entre los aldehidos evaluados en el apartado 3.2, es el que da lugar a
bioplasticos con mejores propiedades. En el caso de las gomas, se ha
considerado la adicién de XG y LBG en una proporcion bastante mayor a las ya
estudiadas (apartado 3.3.1). En este sentido, se pretende hacer uso del bien
conocido efecto de sinergismo entre XG y LBG en disolucion, para potenciar la

interaccién entre las gomas y la proteina de gluten.

A continuacién se llevara a cabo un analisis individual de las probetas de
bioplastico obtenidas mediante termomoldeo en condiciones alcalinas de las

mezclas con adicion de glioxal (al 3%) y por otro lado con adicion de gomas,
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XG o combinacién de éstas XG/LBG (en una proporcion total de 1/4 con
respecto al gluten). Los resultados obtenidos se compararan con los
correspondientes a los bioplasticos del sistema WG/GL/agua que incorpora de

manera conjunta glioxal e hidrocoloides (combinacion XG/LBG) a pH9.
3.3.4.1. Adicion de Glioxal al sistema WG/GL/agua a pH 9:

Como se pudo observar en el apartado 3.2, el glioxal promueve el
entrecruzamiento en la matriz de los bioplasticos de gluten obtenidos por
termomoldeo a valores de pH cercanos al punto isoeléctrico de la proteina. De
otro lado, como establecen algunos autores (Gennadios y col., 1993; Zhang y
col., 2006), y se evidencio en el apartado 3.1.5, las condiciones alcalinas
favorecen la formacion de bioplasticos de gluten.

A continuacion, considerando la informacién anterior, se comparan los
resultados de los ensayos de DMA, traccion y absorcién de agua para probetas
de bioplastico del sistema WG/GL/Glioxal/ agua a pH 9, con los obtenidos para
el mismo sistema a pH 6 y con el sistema exento de aldehido a pH 9.

En la Figura 3.3.16 se presentan los valores de los médulos E’ y E” y tan &
para probetas de bioplastico WG/GL/Glioxal/agua con una concentracion de
Glioxal de 3% (con respecto a la cantidad de gluten en el amasado), obtenidas
a pH 6 y 9. También se incluyen los perfiles del sistema de referencia 50/18 a
pH 9. Todas las muestras se prepararon mediante mezclado a 25°C y 50 rpm y
termomoldeo a 9 MPay 130°C.
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Figura 3.3.16. Ensayos de DMA en probetas WG/GL/Glioxal/agua (Glioxal 3%) a distintos

valores de pH

En la Figura 3.3.16.A se puede observar una disminucién significativa de los
moédulos E’ y E” para el sistema con Glioxal a pH 9, con respecto al mismo
sistema a pH 6 y a las probetas exentas de aldehido a pH 9. Sin embargo,
como lo evidencia el claro solapamiento de picos en tan 3, representado en la
Figura 3.3.16.B, esta reduccién va acompafada de un mayor grado de

compatibilidad entre fases en las muestras WG/GL/Glioxal/agua a pH 9.

En la Figura 3.3.17 se representan los parametros cmax, €émax, mModulo de Young
y humedad de las probetas de bioplastico WG/GL/Glioxal/agua con un
contenido de Glioxal de 3% a pH 6 y 9. También se incluyen los resultados
para los bioplasticos de referencia WG/GL/agua a pH 9. Dichos valores se
obtienen de los ensayos de traccion aplicados a muestras sometidas a las

mismas condiciones de procesado y acondicionamiento (53%HR).
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Figura 3.3.17. Ensayos de traccion en probetas WG/GL/Glioxal/agua (Glioxal 3%) a distintos
valores de pH

Como se aprecia en la Figura 3.3.17, los valores de los parametros de los
ensayos de traccidon para los especimenes con un contenido de Glioxal de 3%
son muy similares para los dos valores de pH en estudio, no existiendo
diferencias significativas entre ellos para ninguno de los parametros. En
comparacion con las probetas de bioplastico exentas de aldehido, se evidencia
un descenso significativo de omax Y del moédulo de Young al agregar Glioxal
cuando los sistemas WG/GL/agua son preparados bajo condiciones alcalinas.
Este mismo efecto del glioxal a pH 9 ya se apreciaba a pH 6 (apartado 3.3.3) v,
como en aquel caso, puede estar relacionado con la mayor humedad que

mantienen las probetas con glioxal.

La Figura 3.3.18 contiene los porcentajes de absorcion de agua (después de 2
y 24 horas de inmersién) y pérdida de material soluble para muestras de
bioplastico del sistema WG/GL/Glioxal/agua, preparadas a pH 6 y 9. Las

probetas tienen un contenido de 3% del aldehido y se comparan con las de
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referencia a pH 9 obtenidas por el mismo método de procesado: mezclado (a
25°C y 50rpm) y moldeo a 9MPa 'y 130°C.
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Figura 3.3.18. Ensayos de absorcion de agua en probetas WG/GL/Glioxal/agua (Glioxal 3%) a

distintos valores de pH.

Como se puede ver en la Figura 3.3.18, los bioplasticos con Glioxal a pH 9
presentan valores de absorciébn de agua (tras 2 y 24 horas de inmersion)
intermedios entre los correspondientes al mismo sistema preparado a pH 6 y
los del sistema exento de aldehido a pH 9. De ahi que se evidencie una mejora
en la capacidad de absorcion de agua en los sistemas con glioxal al aumentar
el valor de pH, pero un detrimento en los valores de esta propiedad en
bioplasticos WG/GL/agua a pH 9 cuando se agrega el aldehido. Este mismo

efecto también ocurria al afiadir Glioxal a pH 6.

En resumen, las condiciones de pH alcalino para los sistemas que incorporan
Glioxal en una concentracion del 3%, supone una disminucion de los valores de

los modulos de DMA aunque con una mayor compatibilizacion de fases en el
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sistema y una mayor capacidad de absorcion de agua, sin variacion

significativa de los pardmetros de traccion.
3.3.4.2. Bioplésticos hibridos XG/LBG/WG

Anteriormente, en este mismo apartado, se estudio la adicion de gomas en
porcentajes relativamente bajos (1,5% con respecto a la proteina) para la
obtencién de bioplasticos de gluten procesados mediante termomoldeo a pH 9.
Algunos autores han realizado experiencias con mezclas de gomas y proteinas
en proporciones mucho mayores que las estudiadas hasta ahora. Se trata pues
de sistemas hibridos goma/proteina en los que la primera deja de ser un
aditivo. Asi, existen estudios de sistemas hibridos en los que se han empleado
relaciones de hasta 0,9 (goma con respecto al total de goma y proteina) en la
preparacion de peliculas por el método de casting y hasta 0,5 en procesado
mediante termomoldeo, habiéndose encontrado mejoras de propiedades en
ensayos de traccién (Osés y col., 2009; Zhou y col., 2007; Zuo y col., 2009). De
otro lado, es bien conocida la capacidad de interaccion entre XG y LBG como
agentes espesantes en agua y su efecto de sinergismo en la formacion de
geles y de fortalecimiento mediante el establecimiento de estructuras

tridimensionales (Wielinga, 2010).

A continuacion, teniendo en cuenta lo anterior, a continuacién se realiza un
estudio de la adiciébn de goma Xantana en una relacion XG/WG de 1/4 en la
formulacién de bioplasticos obtenidos por termomoldeo a pH 9, manteniendo la
misma cantidad de plastificante empleada en el sistema de referencia.
Asimismo, en condiciones similares, se llevara a cabo un remplazo parcial de
XG por LBG en dichas probetas conduciendo a sistemas XG/LBG/WG
(0,5/0,5/4). Los resultados de los ensayos de DMA, traccion y absorcion de
agua de las probetas de bioplastico asi preparadas, se compararan con los
presentados previamente para las muestras del sistema de referencia
WG/GL/agua a pH 9 y para las que incorporan 1,5% de XG al mismo valor de
pH.

La Figura 3.3.19 presenta los valores de los médulos E’, E” y tan 8, obtenidos a

partir de ensayos de DMA en rampas de temperatura, para muestras de
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bioplasticos de los sistemas WG/GL/agua, WG/GL/XG/agua con una
concentracion de XG de 1,5% y de sistemas hibridos WG/Gomas/GL/agua con
una relacion XG/WG 1/4 y XG/LBG/WG 0,5/0,5/4. En todos los casos a pH 9.
El contenido de XG o XG/LBG con respecto al gluten en estos ultimos sistemas
es del 25%. Estas muestras fueron mezcladas previamente (a 25°C y 50 rpm),
termomoldeadas (a 9 MPa y 130°C) y sometidas a equilibrio a una humedad

relativa de 53 %.
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Figura 3.3.19. Ensayos de DMA en probetas de los sistemas: referencia (WG/GL/agua a pH9),
con adicion de 1,5% de XG (XG 1,5%) e hibridos XG/WG con relacién 1/4 (XG/WG) y
XG/LBG/WG con relacién 0,5/0,5/4 (XG/LBG/WG), todos a pH9.

En la Figura 3.3.19.A puede observarse que los ensayos DMA muestran una
gran similitud en comportamiento entre los bioplasticos formados a partir de
sistemas que incorporan XG y los que contienen la combinacion XG/LBG.
Dichos materiales presentan valores de modulos de E’ y E” mayores a las
probetas con 1,5% XG en todo el intervalo de temperaturas estudiado. Con

respecto a las muestras del sistema sin goma al mismo valor de pH, los
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sistemas denominados hibridos presentan menores valores de E’ y E” hasta
una temperatura aproximada de 50°C, por encima de la cual ambos mdédulos
viscoelasticos igualan e incluso superan los valores correspondientes al
sistema de referencia. Asimismo, puede destacarse el potencial de
termoendurecimiento mostrado por estos materiales hibridos que permitiria
inducir mejoras de sus propiedades viscoelasticas mediante modificacion de las

condiciones de procesado termomecanico.

En la Figura 3.3.19.B puede apreciarse la presencia de los picos de tan 9,
correspondientes T,; Y T,2, que se encuentran en valores de temperatura
aproximadamente iguales para los dos materiales hibridos. Puede apreciarse
un ligero acercamiento entre picos, en comparacién con los demas sistemas

representados.

En la Figura 3.3.20 se presentan los resultados de los ensayos de traccion en
probetas de bioplastico de los sistemas WG/GL/agua, WG/GL/XG/agua con
una concentracion de XG de 1,5% y probetas de los sistemas hibridos
WG/Gomas/GL/agua, con una relacion XG/WG 1/4 y XG/LBG/WG 0,5/0,5/4.
Todas las muestras fueron preparadas en condiciones alcalinas mediante el

procesado estandar de mezclado y termomoldeo y equilibradas a 53%HR.

Como se observa en la Figura 3.3.20, las probetas que contienen XG,
comparadas con el sistema sin goma, presentan una disminucion de
propiedades en traccién que se hace mayor al aumentar el contenido de goma,
de tal modo que las muestras con una relacion XG/WG 1/4 exhiben los valores
mMAas bajos de omax Y emax- Sin embargo, al reemplazar parte de XG por LBG se
logra amortiguar la reduccion de dichos parametros, ya sea por disminucién de
la cantidad de XG o por efecto de sinergia entre gomas. Cabe resaltar que, si
bien los valores de los moédulos de Young de los materiales hibridos no
superan a los del sistema de referencia, si son significativamente mayores que

los de las probetas con 1,5% de XG.
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Figura 3.3.20. Ensayos de traccién en probetas de los sistemas: referencia, con adicién de
1,5% de XG (XG 1,5%) y mezclas XG/WG con relacion 1/4 (XG/WG) y XG/LBG/WG con
relacién 0,5/0,5/4 (XG/LBG/WG), todos a pH9.

En la Figura 3.3.21 se representan los resultados de los ensayos de absorcion
de agua obtenidos tras 2 y 24 horas de inmersiéon y de la pérdida de material
soluble para los bioplasticos en estudio. En dicha figura puede observarse una
evidente mejora de la capacidad de absorcion de agua de los bioplasticos en
las formulaciones hibridas XG/WG y XG/LBG/WG. Los especimenes del
sistema XG/LBG/WG exhiben la mayor capacidad de absorcioén tras 2 horas de
inmersion, superando a las probetas con XG/WG en un 10% y a los demas
sistemas en casi un 20%. Sin embargo, las probetas del sistema XG/WG 1/4
son las que conducen a los mayores porcentajes de absorcion después de 24
horas de inmersién, sobrepasando casi en un 50% la absorcion alcanzada por
el sistema sin gomas. Todo ello a pesar de que en estas condiciones de pH
alcalino la adicion de un 1,5% de XG reduce ligeramente la capacidad de

absorcion del material termomoldeado.
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Figura 3.3.21. Ensayos de absorcion de agua en probetas de los sistemas: referencia, con
adicion de 1,5% de XG (XG 1,5%) y mezclas XG/WG con relacion 1/4 (XG/WG) y XG/LBG/WG
con relaciéon 0,5/0,5/4 (XG/LBG/WG), todos a pH9.

En resumen, los bioplasticos de los sistemas hibridos XG/WG 1/4 y
XG/LBG/WG 0,5/0,5/4 presentan un interesante potencial para su aplicacion
como materiales absorbentes, ya que ademas de presentar una notable
capacidad de absorcidén de agua, presentan valores de E’ y E” aceptables en
comparacién con las probetas sin goma y superiores al sistema con 1,5% de
XG. Por el contrario, dichos sistemas hibridos presentan peores resultados de
los ensayos de traccion (omax Y €max). EStos resultados coinciden con los
obtenidos por otros autores en materiales preparados mediante termomoldeo
de mezclas de gluten o soja con gomas derivadas de celulosa, en los que se
obtiene una disminuciéon de los parametros de los ensayos de traccion para
porcentajes de goma mayores a 5% con respecto a la proteina (Zhou y col.,
2007; Zuo y col., 2009).

Zhou y col. (2007) indicaron que para relaciones gomal/proteina altas puede
tener lugar la agregacion del hidrocoloide en dominios cristalinos dentro de la
matriz de proteina, en cuyo caso, el aumento de la cantidad de goma produciria
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un incremento de la escala y densidad de la estructura cristalina con el
correspondiente descenso de omax Y €max- EStOS mismos autores encontraron un
descenso en la Ty de los bioplasticos al aumentar la concentracion de goma,
que asociaron con las estructuras formadas y con el incremento en la relacién

GL/WG, ocasionado por la inmiscibilidad entre el glicerol y los hidrocoloides.

Por otro lado, Zuo y col (2009) atribuyeron la disminucion de los valores de los
parametros de traccion en bioplasticos procesados mediante termomoldeo de
mezclas MC/WG a una escasa interaccion interfacial entre las fibras de la
goma Yy la matriz de gluten plastificado, que condujo a una fractura rapida del
material en dicha interface. Estos autores también hallaron una diferencia en
las T4 de los componentes al variar la relacion goma/proteina, relacionada con
la baja capacidad de plastificacion del glicerol con la goma y con un cambio de

la morfologia del material.

En el presente estudio, para las condiciones de procesado utilizadas, no habria
suficiente grado de mezclado entre gomas y proteina, lo que conduciria a la
aparicién de una estructura con separacion de fases, pero con interacciones
fisicas entre componentes, efecto que seria responsable de los resultados de
DMA y de la reduccidn omax Y €max. La fase formada primordialmente por goma
seria la causante del marcado aumento en la capacidad de retencién de agua,
siendo mayor para el sistema que sélo contiene XG, cuya habilidad para ligar
agua es mayor que la de LBG. Teniendo en cuenta que las probetas del hibrido
XG/LBG/WG exhiben una menor reduccion en los pardmetros de traccién que
las del sistema XG/WG, sin comprometer de manera significativa la capacidad
de absorcién de agua y los modulos de DMA, se elige el primero como sistema

de partida para la incorporacion de glioxal en la siguiente etapa del estudio.
3.3.4.3. Bioplasticos del sistema XG/LBG/WG/Glioxal/GL/agua a pH 9

Hasta este punto se han caracterizado individualmente el sistema que contiene
aldehido y el sistema XG/LBG/WG, los dos preparados a pH alcalino, mediante
ensayos de DMA, traccidn y absorcion de agua. A continuacion se incorporaran
de manera simultdnea gomas y aldehido al sistema WG/GL/agua a pH 9. Las
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propiedades de las probetas resultantes se evaluaran en relacion con los

especimenes de los sistemas originarios, descritos anteriormente.

Las masas WG/GL/agua con incorporacion de Glioxal y XG/LBG/WG/GL/agua
con o sin adicion de Glioxal preparadas mediante mezclado a 25°C y 50 rpm a
pH9, fueron sometidas a moldeo a 130°C y 9 MPa para obtener las
correspondientes probetas. Los ensayos de DMA realizados sobre las probetas
obtenidas bajo dichas condiciones se presentan en la Figura 3.3.22. Como se
puede observar en la figura en mencion, las probetas de bioplastico del sistema
qgue involucra la presencia de gomas y aldehido exhiben un comportamiento
intermedio al de los sistemas de partida, con un leve aumento de médulos E’ y
E” en la region de bajas temperaturas y valores similares al del sistema con
gomas para el resto del intervalo de temperaturas estudiado. Por otro lado, se
puede observar como el aldehido también produce un claro efecto de
compatibilizacién de fases, con el correspondiente solapamiento de picos de

tan §, para el material hibrido.
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Figura 3.3.22. Ensayos de DMA en probetas de los sistemas WG/GL/Glioxal/agua con una
concentraciéon de aldehido de 3% (Glioxal 3%) y mezclas XG/LBG/WG 0,5/0,5/4 con adicién
(XG/LBG/WG/Glioxal) y sin adicién (XG/LBG/WG) de Glioxal, todos a pH9.
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La Figura 3.3.23 muestra los resultados de los ensayos de traccion realizados
en probetas de bioplastico de los sistemas W/GL/Glioxal/agua con una
concentracion de aldehido de 3% e hibridos XG/LBG/WG 0,5/0,5/4 con y sin
adicion de Glioxal, preparadas a pH 9 mediante termomoldeo y sometidas a
acondicionamiento a 53%HR. Se observa un leve aumento de omax en los
especimenes que incorporan de manera simultanea goma y aldehido con
respecto a los demas bioplasticos. Para el resto de parametros de traccion se
evidencia un comportamiento intermedio del sistema mixto, con lo que se
obtienen mayores valores de emax, al afiadir aldehido al sistema XG/LBG/WG,

pero menores valores de modulo de Young.
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Figura 3.3.23. Ensayos de traccion en probetas de los sistemas W/GL/Glioxal/agua con una
concentraciéon de aldehido de 3% (Glioxal 3%) y mezclas XG/LBG/WG 0,5/0,5/4 con adicién
(XG/LBG/WG/Glioxal) y sin adicion (XG/LBG/WG) de Glioxal, todos a pH9.

Como puede apreciarse en la Figura 3.3.24, que representa los resultados de
absorcion de agua y pérdida de material soluble de los bioplasticos en estudio,
se produce una reduccion en la capacidad de absorcion de agua de los

bioplasticos que contienen goma al incorporar glioxal a la formulacion. En
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concreto el sistema XG/LBG/WG experimenta, al adicionar glioxal, una
reduccion del 11 y 27% en los porcentajes de absorcion de agua tras 2 y 24
horas de inmersion, respectivamente, al adicionar glioxal. No obstante, estos
especimenes del sistema WG/GL/Glioxal/agua exhiben una capacidad de

absorcion de agua superior a la del sistema con glioxal, pero exento de goma.

140
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120 ] % Pérdida material soluble
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XG/LBG/WG Glioxal 3% XG/LBG/WG/Glioxal

Figura 3.3.24. Ensayos de absorcion de agua en probetas de los sistemas W/GL/Glioxal/agua
con una concentracion de aldehido de 3% ( Glioxal 3%) y mezclas XG/LBG/WG 0,5/0,5/4 con
adicion (XG/LBG/WG/Glioxal) y sin adicion (XG/LBG/WG) de Glioxal, todos a pH9.

De los anteriores resultados puede concluirse que la incorporacion de Glioxal a
los materiales hibridos XG/LBG/WG produce un mayor grado de compatibilidad
entre fases, como puede verse por el perfil de tan J, y una mejora en omax Y
emax- SiN embargo, se reduce de manera notoria la capacidad de absorcion de
agua en dichos bioplasticos, que en todo caso sigue siendo mayor a la del

sistema de referencia WG/GL/agua a pH 9.
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Dicho comportamiento podria deberse a un mayor grado de entrecruzamiento
en los sistemas hibridos XG/LBG/WG promovido por el aldehido, que
conduciria a una matriz més estructurada, lo cual explicaria el aumento de
maddulos en DMA y de omax €n traccion, asi como la reduccién de la capacidad
de absorcion de agua; pero a su vez con mayor compatibilidad entre
componentes como lo indica el solapamiento del pico de tan & en DMA Yy la leve

mejora de egmax €n l0s ensayos de traccion.

3.4. EXTRUSION

La extrusion es una de las técnicas mas importantes de procesado de
polimeros en la actualidad, debido a su alta eficiencia para mezclado y moldeo
de materiales termoplasticos (Pommet y col, 2003). La mayoria de las
peliculas de plasticos sintéticos, como el polietileno de baja densidad, se
fabrican en extrusoras (Hernandez-lzquierdo y Krochta, 2008). El uso de esta
bien conocida tecnologia con una materia prima renovable de origen agricola,
como lo es el gluten de trigo, representa un desafio y una oportunidad para la

produccion industrial de bioplasticos (Pommet y col, 2003).

A diferencia de los materiales termoplasticos, la viscosidad del gluten puede no
disminuir con el calentamiento, llegando incluso a aumentar debido a posibles
reacciones de entrecruzamiento. Por tanto, la extrusién de las proteinas del
gluten es so6lo posible en un limitado intervalo de condiciones de operacion, que
va desde el punto en que las proteinas fluyen (debido a la movilidad de las
cadenas favorecidas por la agitacion y el calentamiento) hasta la agregacion
(formacién de entramado y gelificacion), antes de una eventual degradacion
térmica, lo cual ocurre a temperaturas inferiores a las encontradas para

polimeros sintéticos (Lagrain y col., 2010).

Por tanto, los cambios estructurales y reologicos del gluten durante la extrusion

van a determinan la ventana de operacion. Algunos parametros importantes

gue afectan a su extrusionabilidad son la energia mecanica, la cizalla impartida,

la presién, el contenido de plastificante, el tiempo de operacion y la
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temperatura. Estos parametros determinan la extension de los cambios
conformacionales moleculares, la agregacion y el entrecruzamiento quimico
ocurrido durante el procesado. En este sentido, es importante tener una
temperatura de extrusion suficientemente amplia para obtener tanto una
relacion de la viscosidad, a la vez que una adecuada agregacion de las
proteinas que permitan formar peliculas homogéneas de material. Sin
embargo, a temperaturas muy altas se puede presentar la degradacion térmica
del material que junto con una agregacion extensiva, determina el limite
superior de la temperatura de procesado. Asi, el limite inferior de temperatura
estard determinado por el inicio de la desnaturalizacion (Ullsten y col., 2009),
requerida para que el material adopte la forma final. De ahi que los materiales
con gluten sean normalmente procesados en seco entre 80 y 130°C vy las
propiedades de los extruidos dependan de las condiciones de operacion de

forma compleja (Redl y col., 1999).

Hasta este punto de la presente memoria se ha estudiado el termomoldeo por
presion y temperatura del sistema WG/GL/agua y la influencia de la adicion de
aldehidos y gomas en dicho sistema. En este apartado, se pretende evaluar
las propiedades reoldgicas y fisico-quimicas de bioplasticos WG/GL/agua
obtenidos mediante procesado por extrusion y compararlos con aquellos
preparados por termomoldeo. Para tal comparacion, se ha seleccionado el
sistema tomado como referencia (50/18), a dos valores de pH (6 y 9); un
sistema con adicién de aldehido (glioxal) y otro con incorporacién de goma

(xantana).

Su procesado consistid, primero, en el mezclado bajo condiciones adiabaticas
(25°C y 50 rpm) hasta obtener una masa que, después de someterse a un
proceso de reduccion de tamafo, se alimenté a la extrusora. Se ensayaron
varios perfiles de temperatura en la misma, a fin de obtener laminas continuas,
con apariencia y propiedades adecuadas para la formacion de probetas (por
troquelado). Los materiales asi obtenidos, tanto tras la premezcla como tras la
extrusion, han sido posteriormente caracterizados mediante ensayos de DMA,

traccion y absorcion de agua. Finalmente, se realiza una comparacion de los
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resultados obtenidos para estos materiales con los correspondientes al proceso

termomecanico (mezclado y termomoldeo).
3.4.1. Etapa de mezclado previo

Como paso previo a la extrusién, se prepararon masas del sistema
WG/GL/agua 50/18 a dos valores de pH (6 y 9) y de los sistemas
WG/GL/Glioxal/lagua y WG/GL/XG/agua con contenidos de aldehido de 3% vy
de goma del 1,5% respectivamente, calculadas con respecto a la cantidad de
gluten en la mezcla de partida. Como se observo en el apartado 3.1.1., los
procesos de mezclado a temperaturas bajas dan lugar, por su menor
viscosidad, a masas con propiedades adecuadas para su uso en extrusion. Por
tanto se seleccioné como condicion térmica de mezclado la adiabética con
temperatura inicial de 25°C. Otros investigadores también emplearon el
mezclado previo entre gluten y glicerol (Ullsten y col., 2009) y la adicion de
agua (Hochstetter y col., 2006) para facilitar el proceso de extrusion en la
obtencion de bioplasticos de gluten y glicerol.

Teniendo en cuenta que las propiedades del material resultante de la
premezcla pueden afectar a la operacidon de extrusidon, resulta conveniente
estudiar el proceso de mezclado y realizar una caracterizacion viscosa de las
masas resultantes para asi poder establecer de qué modo influirdn las
propiedades reoldgicas de las masas resultantes en el comportamiento de los
sistemas durante la extrusion. A continuacion se presenta el analisis de los
perfiles de par de torsidn y temperatura y el comportamiento viscoso de las

masas que seran posteriormente extrusionadas.
3.4.1.1. Perfiles par de torsion y temperatura

La Figura 3.4.1 muestra perfiles del par de torsién y de la temperatura, durante
el mezclado de los sistemas que posteriormente seran sometidos a extrusion.
Al igual que en capitulos anteriores el mezclado se realizé a una velocidad de

agitacion de 50 rpm y temperatura inicial de 25°C.
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Como puede apreciarse en la Figura 3.4.1, todos los sistemas presentan una
evolucion de los perfiles de par de torsion y temperatura similar a la descrita
anteriormente para el sistema WG/GL/Agua 50/18 a pH6 (apartado 3.1.1). La
Gnica desviacion se observa para la mezcla con goma xantana, XG, en cuyo
caso los perfiles presentan, comparados con los otros sistemas, un
desplazamiento (de aproximadamente 2 min) en el aumento de los valores de
par de torsion y temperatura. Este retraso se debe al modo de preparacion de

las masas con XG. Para lograr una adecuada incorporacion de los
componentes de la mezcla, se requiere agregar gradualmente la disolucion de
goma mientras se continla con el proceso de amasado. Este paso requiere

unos pocos minutos, que corresponde con el traslado de los perfiles a tiempos

mayores.
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Figura 3.4.1. Evolucién del par de torsion (A) y la temperatura (B) durante el mezclado previo a

la extrusién de diferentes bioplasticos (50 rpm, temperatura inicial 25°C).

La Tabla 3.4.1 recoge algunos parametros de interés relacionados con el

proceso de mezclado de las masas en estudio, dénde los valores maximos
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corresponden al tiempo en el que se alcanza el pico del par de torsion y los

finales al tiempo final de mezclado, tal como se definié en el apartado 3.1.1.

Tabla 3.4.1. Pardmetros obtenidos del mezclado de diferentes sistemas procesados bajo las
mismas condiciones (velocidad de mezclado 50 rpm, condiciones adiabaticas y tiempo de

mezclado de 11 min).

WG/GL/agua pH6 WG/GL/agua pH9 WG/GL/Glioxal/agua WG/GL/XG/agua pH6

'\("I\Fli;;")a 22,50+0,50 32,67+2,94 23,57+4,86 29,20+0,51

T(gg;' 37,60£0,91 40,30£0,88 39,97+1,72 39,20£0,45
S(’lﬁ’f;g;" 470,58+10,35 544,93+35,55 544,71+34,65 448,33+29,92

(tmaii) 2,2610,30 2,15£0,46 2,5610,26 4,53£0,59

é\,"\l“p;*) 48,60+1,23 46,83+2,17 45,57+4,44 52,17+1,44

Z}MC) 31,30+1,00 32,73+0,37 34,13+2,18 32,43+1,74
?k'\g/Ek“g)* 75,62+12,08 90,76+23,63 97,00+21,19 86,26+21,87

a H H “* H ” o5 H 2 H
subindice “Final” indica el valor del parametro tras 11 minutos de mezclado
subindice “Max” indica el valor del parametro cuando se alcanza el maximo del par de torsion

Como puede observarse en la Figura 3.4.1 y en la Tabla 3.4.1 no se presentan
diferencias significativas en los valores de los parametros para el pico
correspondiente al maximo de par de torsién, salvo para el sistema con XG,
para el que la mayor viscosidad de la disolucion XG/agua alimentada parece

incrementar el valor de par de torsién durante el mezclado.

El sistema WG/GL/agua pH9 presenta los mayores valores de energia
consumida y par de torsién al final del mezclado, seguido por la mezcla que
contiene glioxal. Segun afirman Redl y col. (1999) tanto la estructura como las
propiedades viscoelasticas de las mezclas WG/GL estan directamente
controladas por la SME transferida al producto y por la temperatura alcanzada
durante el proceso de mezclado. Adicionalmente, la energia de activacion para
el entrecruzamiento se reduce por la energia mecanica impartida durante el
mezclado. De ahi que pueda esperarse un mayor grado de entrecruzamiento
en las masas obtenidas a partir de los sistemas WG/GL/agua a pH9 y
WG/GL/Glioxal/agua. Sin embargo, se debe considerar que el sistema con XG

presenta un desplazamiento en la cinética de mezclado. Posiblemente un
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mayor tiempo de mezclado compensaria este retraso y llevaria a valores
similares a los obtenidos para las mezclas mencionadas anteriormente.
Ademas, la adicion de XG, altamente hidrofilica, a la mezcla glicerol/agua
puede traducirse en una menor cantidad de agua libre disponible para
plastificar la proteina. Este hecho provocaria que la mezcla proteina/

plastificante tenga una mayor concentracion efectiva.
3.4.1.2. Comportamiento viscoso de mezclas

En la Figura 3.4.2 se presentan las curvas de viscosidad capilar en funcion de
la velocidad de cizalla para las masas obtenidas tras mezclado adiabatico con
temperatura inicial de 25°C y agitacibn a 50 rpm. Resulta de gran interés
conocer el comportamiento viscoso de estos sistemas en condiciones similares
a las que se usan posteriormente en la etapa de extrusién, con temperaturas

en torno a los 90°C.
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Figura 3.4.2. Valores de viscosidad capilar en funcion de la velocidad de cizalla de las masas

proteicas obtenidas tras el mezclado adiabatico (temperatura de capilar 90°C).
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Todas las mezclas exhiben un comportamiento pseudoplastico, que puede
ajustarse al modelo potencial, cuyos parametros se presentan en la Tabla
3.4.2. En la Figura 3.4.2 y Tabla 3.4.2 puede observarse que la mezcla con
glioxal presenta los mayores valores de viscosidad e indice de flujo, seguida
por la masa de referencia 50/18 a pH 9. Como ya se ha comentado, una mayor
reticulacion en dichos sistemas, provocada, probablemente, por los mayores
valores de SMEgpn, conduciria a sistemas con un alto grado de
entrecruzamiento, lo que parece traducirse en una mayor resistencia al flujo a
través del capilar. Estos resultados, por tanto, son congruentes con los perfiles

de par de torsién y temperaturas discutidos anteriormente.

Tabla 3.4.2. Pardmetros del modelo potencial de masas protéicas sometidas a mezclado

adiabético durante 11 min a 50 rpm.

Sistema N1ooo (Pa-s)  n(-)
WG/GL/agua pH6 57,03 0,333
WG/GL/agua pH9 124,27 0,380

WG/GL/Glioxal/agua 164,37 0,454

WG/GL/XG/agua pH 6 47,08 0,312

Las masas con XG presentan los valores mas bajos de los parametros en
viscosidad capilar. Cabe recordar que dichas masas experimentaban un
retraso en la cinética de mezclado como consecuencia del método de
preparacion (discutido anteriormente). Ademas, se debe considerar el caracter
altamente pseudoplastico de las disoluciones de XG, cuya viscosidad se
reduce al aumentar la cizalla, lo que podria afectar al comportamiento reoldgico

global de las mezclas con gluten.
3.4.2. Extrusion de las masas proteicas

Las mezclas anteriormente obtenidas fueron sometidas a un proceso de
reduccion de tamafio y se alimentaron a la extrusora. Para cada sistema se
ensayaron al menos cuatro perfiles de temperatura en la extrusora, hasta

alcanzar laminas adecuadas para la elaboracion de probetas por troquelado. A
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continuacion se presentan los resultados de los ensayos de DMA, traccion y
absorcién de agua y se comparan con los obtenidos para probetas preparadas
a partir de las mismas masas pero por el método de termomoldeo a 9 MPa y
130°C.

3.4.2.1. Extrusion sistema WG/GL/agua pH6

La Figura 3.4.3 muestra las laminas de bioplastico obtenidas del procesado por
extrusion del sistema WG/GL/agua a pH 6 para distintos perfiles de
temperatura, descritos en la Tabla 3.4.3. A la vista de los resultados, la
extrusion 2 es la que presenta una mejor apariencia visual, siendo la lamina

mas compacta y lisa de las tres obtenidas (Figura 3.4.3).

EXTR 1 EXTR 2 EXTR 3

Figura 3.4.3. Laminas de bioplastico obtenidas por extrusion del sistema WG/GL/agua a pH 6

bajo diferentes perfiles de temperatura.
Tabla 3.4.3. Perfiles de temperaturas correspondientes a las extrusiones del sistema

WG/GL/agua a pH6.

Perfil de temperaturas en la extrusora ? Zonal  Zonaz Zona3 Boquilla

() ()  (°C) (°C)
Extrl 55 65 80 100
Extr2 80 120 110 100
Extr3 80 110 120 100

% Correspondiente a cuatro zonas de calentamiento desde la alimentacion hasta la salida en la

boquilla
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La Figura 3.4.4 presenta los valores del modulo elastico (E’) y la tangente de
pérdidas (tan d) obtenidos a partir de ensayos de DMA en rampas de
temperatura para muestras extruidas de bioplasticos del sistema WG/GL/agua
50/18 a pH 6, equilibradas a una humedad relativa de 53 % RH. Estos
sistemas se comparan con muestras que fueron mezcladas previamente a
25°C y sometidas a termomoldeo (9 MPa y 130°C). En la Tabla 3.4.4, se

incluyen algunos parametros de interés extraidos de los ensayos de DMA.
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Figura 3.4.4. Dependencia del médulo E'(A) y de la tangente de pérdidas tan 5 (B) con la
temperatura para bioplasticos WG/GL/agua a pH6, obtenidos mediante termomoldeo (a 130°C

y 9 MPa) y por extrusion (a diferentes perfiles de temperatura).

En la Figura 3.4.4.A puede observarse que el perfil de E” es similar para todos
los sistemas, obteniéndose los mayores valores de E* para las probetas de
bioplastico resultantes de la extrusién 2 (especialmente a partir de unos 70°C) y
los mas bajos para la extrusion 1. Se debe considerar que el perfil de
temperaturas de la extrusion 1 es relativamente bajo con respecto a las demas
extrusiones y a la temperatura de termomoldeo seleccionada (130°C). Asi, el

perfil de temperatura de la extrusion 1 no superd en ningun caso los 100°C,
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entre 20 y 30 °C menos que en los otros tratamientos térmicos. En este
sentido, el sistema extrusionado segun el perfil 1 es el que presenta los valores
de tan & mayores, sugiriendo una menor elasticidad y por tanto, un menor

grado de entrecruzamiento (Figura 3.4.4.B).

Varios autores describen un cambio conformacional en las proteinas de gluten
a temperaturas cercanas a los 55°C que facilitan el intercambio SH/SS entre
grupos expuestos (Schofield y col., 1983; Lefebvre y col., 2000; Red| y col.,
2003). Los diferentes grados de entrecruzamiento alcanzado en las laminas de
bioplastico, como consecuencia de las distintas condiciones de calentamiento,
conducirian a la formacion de estructuras cuyas diferencias se ven

representadas en el médulo E”.

Tabla 3.4.4. Parametros de DMA para probetas de bioplasticos del sistema WG/GL/agua a pH6
en funcién del método de preparacion.

Método de preparacion Emin  Tmin Tar  Ta2

(MPa) (°C)  (°C) (°C)

Termomoldeo: 130°Cy 9 MPa 1,067 1104 7,7 56,5
Extrl: 55, 65, 80 y 100 °C 1,060 102,2 174 541
Extr2: 80, 120, 110 y 100 °C 2,680 1076 9,7 313

Extr3: 80, 110, 120y 100 °C 2,160 104,4 - 39,8

También, en la Figura 3.4.4.B, se aprecia una separacion bastante clara de los
picos de tan & para los bioplasticos termomoldeados y extrusionados siguiendo
el perfil 1. Sin embargo, en las muestras preparadas por las extrusiones 2y 3
estos picos se aproximan y tienden a superponerse, indicando una mayor
compatibilidad entre los componentes en el proceso de extrusion. Sin
embargo, los valores de E* mas altos, tras alcanzar el minimo, y sobre todo, la
aparicion del plateau en E° a temperaturas mas bajas que en el sistema
moldeado, lo que sugiere que las cadenas poliméricas de los materiales

obtenidos tras las extrusiones 2 y 3 presentan una menor movilidad térmica.
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Figura 3.4.5. Curvas de esfuerzo — deformacién obtenidas de los ensayos de traccion en
probetas de bioplasticos WG/GL/agua 50/18 a pH 6 en funcién del método de procesado.

La Figura 3.4.5 muestra algunas curvas representativas de los ensayos de
traccion realizados sobre probetas preparadas mediante un proceso de
mezclado adiabatico seguido de una etapa de termomoldeo (9 MPa 'y 130°C), o
de extrusiéon con los distintos perfiles descritos en la Tabla 2.3.2. Las probetas
corresponden a mezclas WG/GL/agua 50/18 a pH 6 y fueron sometidas en
todos los casos a un periodo de equilibrado a humedad relativa constante de
53%. Como se puede observar el sistema extrusionado Extl presenta los
valores de elongacion mas altos. Por su parte el esfuerzo de fractura es mas

alto en el sistema termomoldeado.

En la Figura 3.4.6 se presentan los parametros omax, €émax Y humedad de las
probetas de bioplastico WG/GL/agua 50/18 a pH 6 en funcién del método de
procesado. Tales valores se obtienen de los ensayos de traccion aplicados a

todas las muestras de los lotes representados en la Figura 3.4.5.
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Figura 3.4.6. Pardmetros de los ensayos de traccion en probetas de bioplasticos WG/GL/agua
50/18 a pH 6 en funcién del método de procesado.

En las Figuras 3.4.5 y 3.4.6 se observa que el mayor valor de onax corresponde
a las probetas obtenidas por termomoldeo, seguidas por aquellas preparadas
en la extrusion 1. Sin embargo, esta Ultima presenta los mayores valores de
€max, que indica que el material puede experimentar facilmente una extension,
oponiendo escasa resistencia a la medida. Por su parte, los sistemas
obtenidos tras las extrusiones 2 y 3 muestran mayor resistencia a la tracciéon
pero una reducida capacidad de elongacion, en torno al 50%. Este hecho
puede reflejar una menor cohesién en el bioplastico o una movilidad reducida

de las cadenas poliméricas.

Como ya se ha comentado, la extrusion 1 presenta un perfil de temperaturas
dentro de la extrusora inferiores a los de las demas extrusiones, con
temperaturas que no superan los 100°C. Como afirman Redl y col.(1999), en
dichas condiciones de temperatura y bajo la accion de la cizalla, las cadenas
de proteina empezarian a desplegarse produciendo una exposicion de grupos

hidrofébicos, que les permitiria formar estructuras con relativa movilidad. Sin
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embargo, las estructuras deben ser estabilizadas mediante entrecruzamiento
covalente inducido por la temperatura. Al no alcanzar temperaturas
suficientemente altas, los bioplasticos obtenidos de la extrusion 1 presentarian
una matriz con bastante movilidad y cierto potencial de entrecruzamiento, lo
que explicaria los resultados obtenidos en los ensayos de traccion. De otro
lado, segun los autores anteriormente citados, la formacién prematura de
estructuras con alto grado de entrecruzamiento reduce la movilidad de las
cadenas poliméricas e inhibe la recuperacion elastica sin ruptura después del
procesado. De ahi que las extrusiones con perfiles de temperatura mayores

den lugar a muestras con valores bajos de omax Y €max.

Los anteriores hallazgos parecen indicar que un calentamiento progresivo y no
demasiado severo dentro de la extrusora (temperaturas menores a los 100°C),
conduce a laminas con valores de deformacion altos, aunque exhibiendo menor
resistencia a la traccion. Adicionalmente, como sugieren los altos valores de
omax de los bioplasticos termomoldeados, el proceso de termomoldeo parece
dar origen a probetas con estructuras significativamente diferentes y con mayor
entrecruzamiento en comparacion con las muestras obtenidas por extrusion, a
la vez que presentan una mayor cohesividad, lo cual debe estar relacionado

con las elevadas presiones utilizadas durante el moldeo del material.

En la Figura 3.4.7 se comparan los porcentajes de absorcion de agua (después
de 2 y 24 horas de inmersion) y pérdida de material soluble para muestras de
bioplastico del sistema WG/GL/agua a pH 6 en funcién de las condiciones de

procesado (termomoldeo o extrusion).
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Figura 3.4.7. Parametros de los ensayos de absorcién de agua de bioplasticos WG/GL/agua

50/18 a pH 6 en funcién del método de procesado.

Como puede verse en la Figura 3.4.7, después de 2 horas de inmersion en
agua, las probetas obtenidas por extrusion alcanzan altos porcentajes de
absorcion, cuyos valores superan aproximadamente un 20% los obtenidos para
las muestras preparadas por termomoldeo. Después de 24 horas de
inmersion, los bioplasticos termomoldeados alcanzan porcentajes de absorcion

similares a los de las muestras de extrusion.

Los bioplasticos obtenidos por extrusibn mantienen, y en algun caso, reducen
sus porcentajes de absorcion de agua después de 24 horas con respecto a los
obtenidos a las 2 horas de inmersion, probablemente como consecuencia de
una pérdida de glicerol en las probetas. Estos resultados parecen indicar que
las probetas preparadas mediante extrusién tienen una cinética de absorcion

de agua mas rapida.
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3.4.2.2. Extrusion del sistema WG/GL/agua a pH 9

En la Figura 3.4.8 se pueden observar las laminas de bioplastico resultantes
del procesado por extrusidon del sistema WG/GL/agua a pH 9, para las
condiciones descritas en la Tabla 3.4.5. Las laminas presentan una superficie

mas o0 menos lisa, de coloracion cafe, brillante y transltcida.

EXTR 1 EXTR 2 EXTR 3 EXTR 4
EXTR 5 EXTR 6 EXTR 7 EXTR 8

Figura 3.4.8. Laminas de bioplastico obtenidas por extrusion del sistema WG/GL/agua a pH 9

para diferentes perfiles de temperatura.

Como se puede observar en la Tabla 3.4.5., se han propuesto dos tipos de

perfiles en la extrusora:

e Perfil ascendente: dénde la temperatura maxima se alcanza en la
boquilla (Extr. 1, 2, 3y 7), con valores en este punto que oscilan entre
los 100 y 120°C.

e Perfil con un maximo de temperatura: el cual se encuentra en diferentes
zonas de calentamiento antes de la boquilla (Extr. 4, 5, 6 y 8). Lo que
permite reducir la temperatura del material desde la zona de maxima
temperatura hasta la salida. La extrusion 5 presenta un perfil intermedio

entre los dos mencionados, sin embargo se incluye en este ultimo.
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Tabla 3.4.5. Perfiles de temperaturas correspondientes a las extrusiones del sistema
WG/GL/agua a pH 9.

Perfil de temperaturas en la extrusora ® Zonal Zona2 Zona3 Boquilla
Extrl 55 65 80 100
Extr2 55 65 80 120
Extr3 60 70 90 100
Extr4 80 90 120 100
Extr5 70 80 100 100
Extr6 60 70 110 100
Extr7 60 70 90 110
Extr8 80 120 110 100

? Correspondiente a cuatro zonas de calentamiento desde la alimentacion hasta la salida en la

boquilla

La Figura 3.4.9 muestra la dependencia con la temperatura de E’ y tan 9,
obtenidos a partir de ensayos de DMA para muestras extruidas de bioplasticos
del sistema WG/GL/agua 50/18 a pH 9. Ademas, se presentan a modo de
comparacion probetas elaboradas mediante mezclado a 25°C y 50 rpm,
seguido de una etapa de moldeo por compresion a 130°C. Todas las probetas
se almacenan hasta alcanzar el equilibrio a un valor de HR de 53%, antes de
realizar los ensayos. La Tabla 3.4.6 incluye los valores de los parametros de

DMA para las muestras ensayadas.
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Figura 3.4.9. Dependencia del modulo E'(A) y de la tangente de pérdidas tan 5 (B) con la
temperatura para bioplasticos WG/GL/agua a pH9, obtenidos mediante termomoldeo (a 130°C

y 9 MPa) y extrusién utilizando diferentes perfiles de temperatura.

Tabla 3.4.6. Parametros de DMA para probetas de bioplasticos del sistema WG/GL/agua a pH9

en funcién del método de preparacion.

Método de preparacion E'min Tmin T T2
Termomoldeo: 130°Cy 9 MPa 1,470 106,4 1,8 59,0
Extrl: 55, 65, 80 y 100 °C 1,840 853 6,0 531
Extr2: 55, 65, 80y 120 °C 2,410 91,1 5,7 489
Extr3: 60, 70,90 y 100 °C 3,010 81,0 5,6 53
Extr4: 80, 90,120 y 100 °C 1551 949 24 549
Extr5: 70, 80, 100 y 100 °C 2,770 92,1 1,8 54,1
Extr6: 60, 70,110 y 100 °C 233 932 -10 513
Extr7: 60, 70,90y 110 °C 2920 994 39 554

Extr8: 80, 120, 110y 100 °C 1,540 92,0 0,7 56,1
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Como se observa en la Figura 3.4.9.A, los valores de E’ hasta los 60°C son
similares en todos los casos, excepto para el sistema con perfil mas bajo de
temperatura (Extrusion 1) y los perfiles de temperatura mas altos (aquellos que
comienzan a 80°C, Extrusiones 4 y 8). Estos tres sistemas se caracterizan,
ademas, por presentar los valores mas bajos de E’ni,, similares a los
encontrados para el sistema termomoldeado. El comportamiento ascendente
de las curvas de E’ en la regidn final de los ensayos de DMA para las muestras
de extrusion, sugiere que estos bioplasticos poseen un mayor potencial de

termoendurecimiento remanente que aquellos procesados por termomoldeo.

En la Figura 3.4.9.B y la Tabla 3.4.6 puede apreciarse la presencia de dos
picos mas o menos diferenciados en torno a los 4 y 55°C, cuya mayor
separacion se percibe para los bioplasticos preparados por termomoldeo. Al
disminuir las temperaturas del perfil de extrusion se produce un acercamiento
de los picos de tan d, correspondientes a To1 Y T2, 10 que podria asociarse con
una mayor compatibilidad entre los componentes del material procesado

mediante extrusion.

La Figura 3.4.10 muestra algunas curvas representativas de los ensayos de
traccidon realizados sobre probetas de bioplasticos del sistema WG/GL/agua
50/18 a pH 9, equilibradas a 53 % HR. Estas muestras se obtuvieron a partir
de las mezclas preparadas, mediante dos tipos de procesado: termomoldeo (9
MPa y 130°C) y extrusion (con diferentes perfiles de temperatura). En general,
los materiales extruidos siguiendo un perfil ascendente de temperatura, se
caracterizan por requerir mayores esfuerzos de tracciéon para alcanzar la
ruptura y en el caso de las extrusiones 1 y 2, también una mayor elongacion.
Por el contrario, los perfiles que presentan un maximo de temperatura, seguido
por un descenso de estas dentro de la extrusora muestran escasa capacidad

de elongacion.
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Figura 3.4.10. Curvas de esfuerzo — deformacion obtenidas de los ensayos de traccion en
probetas de bioplasticos WG/GL/agua 50/18 a pH 9 en funcién del método de procesado.

En la Figura 3.4.11 se presentan los parametros omax, €émax Y humedad de las
probetas de bioplastico WG/GL/agua 50/18 a pH 9, correspondientes a los

ensayos de traccién representados en la Figura 3.4.10.

En las Figuras 3.4.10 y 3.4.11 se observa que los mayores valores de omax Y
€max S€ obtienen para la extrusion 1, llegando incluso a estar por encima de los
correspondientes a las probetas procesadas mediante termomoldeo. Estos
resultados coinciden con una buena apariencia de las ldminas obtenidas de la
extrusion 1, que a simple vista parecen ser las mejores dentro de las
procesadas por extrusion para el sistema WG/GL/agua 50/18 a pH 9. Tal como
establecieron Ullsten y col.(2009), en comparacion con las muestras
moldeadas por compresion, los sistemas extruidos experimentan una mayor
cizalla y, probablemente, sus proteinas se encuentran mas agregadas y/o
entrecruzadas. Ademas, Hochstetter y col.(2006) indicaron un posible

alineamiento estructural dentro de las laminas en la direccion de flujo de la
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extrusion. Todo ello podria explicar los mayores valores de cmax Y €max €N la

extrusion 1 con respecto a las muestras preparadas por termomoldeo.
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Figura 3.4.11. Parametros de los ensayos de traccién en probetas de bioplasticos WG/GL/agua

50/18 a pH 9 en funcién del método de procesado.

Como se puede ver a partir de los resultados de la extrusion 2, al aumentar el
altimo valor de temperatura del perfil de extrusién (con respecto a la extrusion
1), que corresponde a la temperatura de la boquilla, se reduce gmax mientras

que omax NO experimenta una variacion significativa.

Comparando los resultados de los parametros de traccion de las extrusiones 1
y 2 con los de las extrusiones 3y 7, puede verse que un aumento de alrededor
de 5°C en las temperaturas de los perfiles de extrusion conlleva una reduccion
importante de emax Y omax- ESta tendencia continta si se comparan las dos
ultimas con las extrusiones 5y 4. Como se explico en la seccion 3.4.2.1, las
temperaturas relativamente bajas en los perfiles de extrusion evitan la

formacion prematura de estructuras rigidas que puedan presentar mayor
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facilidad de ruptura después del procesado. En este sentido, alcanzar
temperaturas altas (120 o 110 °C) en etapas tempranas de extrusion parece
dar lugar a materiales con propiedades mecanicas mas pobres y menor
ductilidad.

En la Figura 3.4.11 también puede observarse que las probetas obtenidas por
extrusion presentan menores porcentajes de humedad que las muestras
termomoldeadas, indicando que el procesado por extrusidbn es mas eficiente
para la eliminacion de agua. Este resultado seria de interés en sistemas que
tienden a retener agua y formar burbujas durante el termomoldeo. Ademas,
excepto en el sistema 7, los perfiles ascendentes conducen a una humedad
final menor que los que alcanzan un maximo en un punto intermedio de la

extrusora (incluido el 5).

En la Figura 3.4.12 se representan los porcentajes de absorcién de agua y
pérdida de material soluble para probetas de bioplastico del sistema
WG/GL/agua a pH 9 en funciébn del tipo y condiciones de procesado
(termomoldeo o extrusidon). Puede observarse que los bioplasticos obtenidos de
la extrusion 2 presentan los valores mas altos de absorcion de agua, tanto a las
2 horas como a las 24 horas de inmersién, seguidos por las muestras de la
extrusion 1. En la mayoria de casos, las probetas obtenidas mediante
extrusion exhiben porcentajes de absorcion de agua, tras 2 horas de inmersion,
mayores que los obtenidos para las probetas sometidas a termomoldeo. Sin
embargo, estas Ultimas alcanzan porcentajes similares (0 mayores) de
absorcion después de 24 horas. El aumento en las temperaturas del perfil de
extrusion conlleva una disminucién en los porcentajes de absorcién de agua,
gue no presentan mayores cambios entre las dos y las 24 horas de inmersion.
No se aprecian diferencias significativas en los porcentajes de pérdida de
materia soluble para las probetas en funcion del método y condiciones de

procesado.
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Figura 3.4.12. Pardmetros de los ensayos de absorcion de agua de bioplasticos WG/GL/agua

50/18 a pH 9 en funcién del método de procesado.

3.4.2.3. Extrusion del sistema WG/GL/Glioxal/agua a pH6

La Figura 3.4.13 muestra las laminas de bioplastico obtenidas del procesado
por extrusién del sistema WG/GL/agua a pH 6 para distintos perfiles de
temperatura, descritos en la Tabla 3.4.7. Debido a las irregularidades y aspecto
heterogéneo de las laminas obtenidas en la extrusién 5, no se consiguié formar
probetas de bioplastico aptas para la realizacion de los ensayos, por tanto,
dicha extrusion se descartdé del andlisis de propiedades en DMA, traccion y
absorcion de agua. Las demas laminas presentan continuidad, una superficie

con menor grado de irregularidad y de color oscuro.
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EXTR 1 EXTR 2 EXTR 3 EXTR 4 EXTR 5

Figura 3.4.13. Laminas de bioplastico obtenidas por extrusion del sistema
WG/GL/Glioxal/agua, con un contenido de aldehido del 3%, bajo diferentes perfiles de

temperatura.

Tabla 3.4.7. Perfiles de temperaturas correspondientes a las extrusiones del sistema
WG/GL/Glioxal/agua (Glioxal 3%).

Perfil de temperaturas en la extrusora® Zonal Zona2 Zona3 Bogquilla

Extrl 80 120 110 100
Extr2 70 80 100 100
Extr3 70 110 100 90
Extr4 80 110 120 100
Extr5 55 65 80 100

? Correspondiente a cuatro zonas de calentamiento desde la alimentacion hasta la salida en la

boquilla

La Figura 3.4.14 muestra la dependencia con la temperatura de E’ y tan & en
funcion del método y condiciones de procesado, para bioplasticos del sistema
WG/GL/Glioxal/agua a pH 6. El contenido de glioxal en las probetas es de 3%y
se expresa como porcentaje en peso de aldehido con respecto a la cantidad de
gluten en la masa de partida. Las muestras se equilibraron a una humedad
relativa de 53% antes de realizar los ensayos. El método, las condiciones de
moldeo y los valores de los parametros de los ensayos DMA para estas
probetas se presentan en la Tabla 3.4.8.
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Figura 3.4.14. Dependencia del moédulo E'(A) y de la tangente de pérdidas, tan 6 (B), con la
temperatura para bioplasticos WG/GL/Glioxal/agua a pH6 con un contenido de 3% de Glioxal,
obtenidos mediante termomoldeo (a 130°C y 9 MPa) y por extrusion (con diferentes perfiles de

temperatura).

En la Figura 3.4.14.A puede verse que los bioplasticos obtenidos por extrusion
presentan valores de E" mayores a los de las probetas procesadas mediante
termomoldeo en todo el intervalo de temperatura estudiado, salvo para la
extrusion 3. No obstante, el aumento de E” en la regién de altas temperaturas
es menos pronunciado en las muestras preparadas por extrusion, en
comparacién con las termomoldeadas, sugiriendo un mayor potencial de
termoendurecimiento remanente en estas Ultimas. EIl sistema que presenta
mayores valores de moédulos en todo el intervalo de temperatura corresponde

al extruido segun el perfil de la extrusién 1.
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Tabla 3.4.8. Parametros de DMA para probetas de bioplasticos WG/GL/Glioxal/agua a pH6 con

un contenido de 3% de Glioxal, en funcién del método de preparacion.

Método de preparacion
Termomoldeo: 130°C y 9 MPa
Extrl: 80, 120, 110y 100 °C
Extr2: 70, 80, 100 y 100 °C
Extr3: 70, 110, 100 y 90 °C

Extr4: 80, 110, 120y 100 °C

E,min

0,560

3,206

0,684

1,460

1,743

Tmin

101,6

97,6

90,4

93,9

101,4

Tt T2
14,2 455
16,6 -
16,9 =
15,9 -
14,2 441

Como puede observarse en la Figura 3.4.14.A y Tabla 3.4.8, se mantiene en

todos los casos el solapamiento de los picos de tan d, correspondientes a Ty1 Y

Tq2, Ya encontrado para el sistema termomoldeado con glioxal. Dicho efecto,

caracteristico de una buena compatibilidad entre

los componentes del

bioplastico, se hace incluso mas evidente en las probetas preparadas mediante

extrusion, excepto para el perfil correspondiente a la extrusion 4, que muestra

resultados de tan & similares a los obtenidos mediante termomoldeo.

c (MPa)

0,8

0,6 4

04

0,2 4

TerMold
Extrl
Extr2
Extr3
Extr4

0,0 T T T
100

¢ (%)

T
150

200

Figura 3.4.15. Curvas de esfuerzo — deformacion obtenidas para los ensayos de traccién en

probetas de bioplasticos WG/GL/Glioxal/agua a pH6 con un contenido de 3% de Glioxal, en

funcion del método de procesado.
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La Figura 3.4.15 presenta curvas representativas de los ensayos de traccion
llevados a cabo sobre bioplasticos del sistema WG/GL/Glioxal/agua a pH 6,
equilibrados a 53 % HR. Estas probetas se prepararon a partir de las mezclas
preparadas a 25°C y 50rpm, mediante procesado por termomoldeo (9 MPa y

130°C) o por extrusion (empleando diferentes perfiles de temperatura).

También en la Figura 3.4.16 se muestran los parametros omax, €max Y humedad
de las probetas bioplastico de los sistemas WG/GL/Glioxal/lagua a pH 6,
obtenidos a partir de los ensayos de traccion representados en la Figura 3.4.15,

para diferentes métodos y condiciones de procesado.

(MPa), ¢ _ (mm/mm)
pepawnH %

max

TerMold Extrl Extr2 Extr3 Extr4

Figura 3.4.16. Parametros de los ensayos de traccién en probetas de bioplasticos
WG/GL/Glioxal/agua a pH6 con un contenido de 3% de Glioxal, en funcion del método de

procesado.

Segun los resultados presentados en las Figuras 3.4.15 y 3.4.16, las probetas
del sistema WG/GL/Glioxal/agua a pH 6 obtenidas por termomoldeo, exhiben
valores de omax Y €max MUy superiores a los alcanzados en los bioplasticos

preparados mediante extrusién. No se evidencian diferencias significativas en
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los parametros de los ensayos de traccion al variar el perfil de temperaturas en
la extrusora. Aunque parece que los sistemas con perfiles de temperatura
altos (extrusiones 1 y 4) presentan valores medios de omax Y €émax Mayores en
comparacion con las extrusiones realizadas a menores valores de temperatura
(extrusion 2). Los valores de los parametros de traccion y la apariencia de las
laminas, sugieren que dentro de las condiciones estudiadas, el proceso de
extrusion seria adecuado para la obtencion de bioplasticos del sistema
WG/GL/Glioxal/agua a pH 6 si se utiliza un perfil de temperaturas como el de la

extrusion 4.

De acuerdo con los resultados discutidos y con experiencias previas, en las
gue se probaron perfiles de temperatura menores dentro de la extrusora sin
llegar a obtener laminas continuas, se puede decir que la incorporacion de
glioxal restringe aun mas la ventana de extrusion de los sistemas WG/GL/agua,
desplazandola hacia temperaturas de operacidbn mayores. Segun Pommet y
col.(2003), altas temperaturas junto con la aplicacion de energias mecéanicas
significativas, dan lugar a estructuras mas entrecruzadas en las que el valor
critico de cizalla, a la que se produce la rotura del extruido, disminuye
substancialmente. Este fendmeno seria mas acusado en sistemas con
aldehido y a la salida del material en la boquilla. De ahi que se requiera la
llegada de un material mas resistente al final de la extrusion, lo que implica un
mayor entrecruzamiento a lo largo del proceso, favorecido por un aumento de
perfiles de temperatura dentro de la extrusora. Esto también explicaria las
bajas propiedades mecénicas de los bioplasticos que incorporan glioxal

obtenidos por extrusion, en comparacién con los sistemas termomoldeados.

La Figura 3.4.17 muestra los porcentajes de absorcion de agua (después de 2
y 24 horas de inmersion) y pérdida de material soluble ( tras 24 horas de
inmersion) para probetas de bioplastico obtenidas a partir de mezclas del
sistema WG/GL/Glioxal/agua a pH 6, en funcion del tipo y condiciones de

procesado (termomoldeo o extrusion).

Como se observa en la Figura 3.4.17, los bioplasticos obtenidos por extrusiéon

tienen una mayor capacidad de absorcion de agua tras 2 horas de inmersién en
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comparacion con aquellos preparados por termomoldeo. Después de 24 horas
de inmersion, las probetas resultantes de las extrusiones experimentan un
descenso en los porcentajes de absorcion de agua, cuyos valores son
superados por las muestras termomoldeadas. Este comportamiento es similar
al descrito para los sistemas WG/GL/agua a pH 6 (seccion 3.4.2.1.). Este
resultado podria estar relacionado con una lenta liberacién del glicerol, que
parece continuar después de 2 horas. Este hecho provocaria una reduccion

del caracter higroscopico del material.

70

60
50
40 -
30 -
20 -
I %5 Absorcion-2 H

B % Absorcion-24 H
[ % Pérdida material soluble

10

TerMold Extrl Extr2 Extr3 Extr4

Figura 3.4.17. Parametros de los ensayos de absorcidn de agua en probetas de bioplasticos
WG/GL/Glioxallagua a pH6 con un contenido de 3% de Glioxal, en funcién del método de

procesado.

3.4.2.4. Extrusion del sistema WG/GL/XG/agua a pH6

En la Figura 3.4.18 se pueden observar las laminas de bioplastico resultantes
del procesado por extrusion del sistema WG/GL/XG/agua, con un contenido de
goma de 1,5%, bajo las condiciones descritas en la Tabla 3.4.9. Cabria

destacar el hecho de que aquellos perfiles ascendentes que alcanzan la
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temperatura maxima en la boquilla conducen a probetas de apariencia mas
heterogénea. De hecho, en el posterior andlisis de propiedades obtenidas
mediante ensayos de DMA, traccion y absorcion de agua, no se consideran las
extrusiones 5 y 6 debido a la imposibilidad de obtencién de probetas como
consecuencia de la heterogeneidad en las laminas correspondientes a dichas

extrusiones.

EXTR 1 EXTR 2 EXTR 3 EXTR 4 EXTR 5 EXTR 6

Figura 3.4.18. Laminas de bioplastico obtenidas por extrusion del sistema WG/GL/XG/agua,

con un contenido de XG de 1,5%, bajo diferentes perfiles de temperatura.

Tabla 3.4.9. Perfiles de temperaturas correspondientes a las extrusiones del sistema
WG/GL/XG/agua (XG 1,5%).

Perfil de temperaturas en la extrusora® Zonal Zona2 Zona3 Boquilla

Extrl 80 90 120 100
Extr2 70 80 100 100
Extr3 80 110 120 100
Extr4 80 120 110 100
Extr5 60 70 90 110
Extré 55 65 80 100

? Correspondiente a cuatro zonas de calentamiento desde la alimentacion hasta la salida en la
boquilla

La Figura 3.4.19 presenta los valores de E' y tan & obtenidos a partir de
ensayos de DMA para bioplasticos del sistema WG/GL/XG/agua con una
concentracion de goma Xantana (XG) de 1,5%, en funcién del método de
procesado. Las masas de partida se prepararon mediante mezclado adiabatico

(a 25°C y 50 rpm) y posteriormente se sometieron a termomoldeo o extrusion.
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La Tabla 3.4.10 muestra los valores de los parametros obtenidos en ensayos
de DMA para cada sistema. Todos los especimenes se equilibraron a una
humedad relativa de 53% antes de la realizacion de los ensayos.
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Figura 3.4.19. Dependencia del moédulo E'(A) y de la tangente de pérdidas tan & (B) con la
temperatura para bioplasticos WG/GL/XG/agua a pH6 con un contenido de 1,5% de XG,
obtenidos mediante termomoldeo (a 130°C y 9 MPa) y por extrusion (con diferentes perfiles de

temperatura).

Tabla 3.4.10. Parametros de DMA para probetas de bioplasticos WG/GL/XG/agua a pH6 con

un contenido de 1,5% de XG, en funcion del método de preparacion.

Método de preparacion E'min Tmin  Tex  Ta2
Termomoldeo: 130°Cy 9 MPa 0,856 101,6 10,1 55,1
Extrl: 80, 90,120 y 100 °C 2,180 95,2 58 478
Extr2: 70, 80, 100 y 100 °C 2,198 1019 8,7 47,2
Extr3: 80, 110, 120 y 100 °C 2,100 99,0 7,8 50,6
Extr4: 80, 120, 110 y 100 °C 2,061 98,8 70 47,0
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En la Figura 3.4.19.A se observa un comportamiento bastante similar de las
muestras preparadas por extrusion, independientemente del perfil de
temperaturas dentro de la extrusora. Por otro lado, para temperaturas de
medida superiores a los 40°C aproximadamente, los bioplasticos obtenidos por
extrusion exhiben valores de E’ superiores a los correspondientes a
especimenes sometidos a termomoldeo. Sin embargo, estos ultimos presentan

un perfil de E’ con tendencia creciente en la zona de altas temperaturas.

En la Figura 3.4.19.B y la Tabla 3.4.10 se aprecia la aparicion de dos picos de
tan ©, correspondientes a T,1 ¥ Tq2, en torno a los 8 y 50°C. La mayor
separacion y nitidez en los picos se observa para los bioplasticos preparados
por termomoldeo, mientras que el mayor acercamiento se presenta en los
especimenes obtenidos tras las extrusiones 2 y 4, lo que sugiere una mayor

compatibilidad entre las fases.

Los resultados descritos apuntan a que la combinacion de perfiles de
temperatura y de cizalla severos, durante la extrusion, hacen que estas
muestras presenten un elevado grado de entrecruzamiento por induccién
térmica, tal como lo indica el plateau de E’ en la zona de altas temperaturas.
Por el contrario, los especimenes obtenidos por termomoldeo, conservan un
cierto potencial de termoendurecimiento, pudiendo inferirse que una mayor

temperatura de procesado conduciria a estructuras mas entrecruzadas.

La Figura 3.4.20 muestra las curvas obtenidas en los ensayos de traccion
realizados sobre probetas de éste bioplastico. Todas las probetas se

almacenaron hasta el equilibrio en desecadores a 53%HR.
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Figura 3.4.20. Curvas de esfuerzo — deformacién obtenidas de los ensayos de traccion en
probetas de bioplasticos WG/GL/XG/agua-pH6 con un contenido de 1,5% de XG, en funcion

del método de procesado.

Ademas, en la Figura 3.4.21 se comparan los valores de los parametros cmax,
emax Y humedad de las probetas de bioplastico WG/GL/XG/agua a pH6 (1,5% de
XG) correspondientes a los ensayos de traccion representados en la Figura
3.4.20. En las dos Figuras puede observarse una diferencia bastante notoria
entre los pardmetros de traccién para las probetas obtenidas por termomoldeo
en relacion con aquellas provenientes de extrusion. Los valores de cmax Y €max
para los especimenes termomoldeados superan a los alcanzados para los

bioplasticos extruidos, al menos en un 150 y 400%, respectivamente.

Analizando entre si los procesos de extrusion, las probetas obtenidas de la

extrusion 1 presentan los mayores valores de 6max Y de emax.
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Figura 3.4.21. Pardmetros de los ensayos de traccion en probetas de bioplasticos
WG/GL/XG/agua a pH6 con un contenido de 1,5% de XG, en funcién del método de procesado.

Comparando los resultados de los ensayos de traccion con los de DMA y con
los perfiles de temperatura de las extrusiones, es evidente que las altas
temperaturas seleccionadas durante la extrusién del material conducen a una
polimerizacion prematura de las proteinas, dando lugar a probetas con
propiedades bajas en traccion. Sin embargo, los perfiles con temperaturas
menores conducen a la ruptura del material a la salida de la boquilla sin que se
lleguen a obtener laminas continuas. Este Gltimo hecho se constatdé en
ensayos previos, de los cuales no se pudo obtener mayor informacion, debido a

la imposibilidad de preparar probetas adecuadas para su estudio.

En la Figura 3.4.22 se comparan los porcentajes de absorcién de agua
(después de 2 y 24 horas de inmersion) y pérdida de material soluble para

muestras de bioplastico del sistema WG/GL/XG/agua a pH6.
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Figura 3.4.22. Parametros de los ensayos absorcion de agua en probetas de bioplasticos
WG/GL/XG/agua a pH6 con un contenido de 1,5% de XG, en funcién del método de procesado.

Después de 2 horas de inmersion, las probetas procesadas mediante extrusion
alcanzan mayores valores de absorcion de agua que las muestras
termomoldeadas. Tras 24 horas de inmersién, los bioplasticos provenientes del
termomoldeo superan los porcentajes de absorcion de los extraidos,
probablemente debido a una cinética lenta de liberacién de glicerina al medio

acuoso, como se mencioné anteriormente.
3.4.2.5. Comparacion entre formulaciones tras la extrusion

Hasta aqui se ha comparado el procesado por termomoldeo y el realizado por
extrusion, para algunos sistemas seleccionados (WG/GL/agua a pHS6,
WG/GL/agua a pH9, WG/GL/Glioxal/agua a pH6 y WG/GL/XG/agua a pH6. En
este apartado se pretende estudiar el efecto de la formulacion sobre diferentes
sistemas extruidos. Para tal fin, se escogio el perfil de temperatura de

extrusion que conducia, en cada caso, a los mejores resultados, de acuerdo
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con la discusion realizada en apartados anteriores. Los perfiles de extrusion
seleccionados se recogen en la Tabla 3.4.11. A continuacion, se lleva a cabo
una comparacion de los resultados procedentes de los ensayos de DMA,

traccion y absorcion de agua, obtenidos para dichos perfiles.

La Figura 3.4.23 compara las curvas del modulo elastico (E’) y la tangente de
pérdidas (tan &) obtenidos a partir de ensayos de DMA en rampas de
temperatura para los diferentes bioplésticos, todos ellos equilibrados a una
humedad relativa de 53 % RH. Los valores de los parametros de los ensayos

de DMA para las probetas, se presentan en la Tabla 3.4.11.
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Figura 3.4.23. Dependencia del moédulo E'(A) y de la tangente de pérdidas tan & (B) con la
temperatura para probetas de bioplastico procesadas mediante extrusion a partir de distintos

sistemas WG/GL/agua.

Como puede observarse en la Figura 3.4.23.A las curvas de E’ presentan un
comportamiento similar para todos los sistemas, siendo superiores los valores

del médulo E’ para las probetas con el sistema que incorpora XG. También
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puede apreciarse un incremento en E’ en la region de altas temperaturas,

especialmente notorio para el sistema WG/GL/agua a pH9.

Tabla 3.4.11. Parametros de DMA para probetas de bioplastico procesadas mediante extrusion
a partir de distintos sistemas WG/GL/agua.

Sistema Perfil de extrusién E min Tmin Ta Te2
WG/GL/agua pH6 Extrl: 55, 65, 80 y 100 1,050 102,2 17,4 541
WG/GL/agua pH9 Extrl: 55, 65, 80 y 100 1,840 85,3 6,0 53,1

WG/GL/Glioxal/lagua (3% Glioxal) pH6  Extr4: 80, 110, 120y 100 1,743 1014 14,2 44,1

WG/GL/XG/lagua (1,5% XG) pH6 Extrd: 80, 120, 110y 100 2,061 98,8 7,0 47,0

En la Figura 3.4.23.B se pone de manifiesto la presencia de dos picos en tan 6,
en las cercanias de los 7 y 50°C, asociados a T,1 Yy T, (Tabla 3.4.11). Los
sistemas que incorporan algun aditivo (goma o aldehido) evidencian un
acercamiento entre T,1 Yy T2, especialmente los que contienen glioxal, en cuyo
caso los picos de tan & tienden a solaparse. Este hecho sugiere un mayor
grado de compatibilidad entre fases en dichos sistemas, en comparacion con
los sistemas sin aditivos. La separacién mas notoria entre los picos de tan o se

presenta para el sistema WG/GL/agua a pH 9.

Los altos valores de E’ para bioplasticos con goma, que ademas son las que
presentan caracteristicas mas elasticas (menores valores de tan §), y el
solapamiento de los picos de tan & para probetas con glioxal y XG, indican que
la cizalla y las relativamente altas temperaturas dentro de la extrusora
favorecen un mayor grado de entrecruzamiento y compatibilizacion de los
sistemas que incorporan estos componentes en comparacion con aquellos
exentos de aditivos. De hecho, la cizalla puede disminuir la energia de
activacion de las reacciones de entrecruzamiento y facilitar la interaccion entre
los grupos reactivos de los aditivos y los de las cadenas de proteina (Pommet y
col., 2003), mientras que los altos perfiles de temperatura ayudarian a fijar la

estructura de la matriz de bioplastico ( Lagrain y col., 2010).
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La Figura 3.4.24 muestra los resultados de los ensayos de traccion a los que se
ha sometido cada probeta. Como puede verse las probetas que presentan los
mayores valores de omax Y emax (Mayor ductilidad) corresponden al sistema
WG/GL/agua a pH9, mientras que los mas bajos se encuentran para los

bioplasticos con glioxal.
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Figura 3.4.24. Pardmetros de los ensayos de traccion en probetas de bioplastico procesadas
mediante extrusion a partir de diferentes sistemas WG/GL/agua.

Como se analizo en el apartado 3.1.5., a pH alcalino se favorece la agregacion
de las proteinas de gluten y la formacién de enlaces por reacciones de Maillard,
intercambio SH-SS, oxidacion de los grupos SH y/o de formacién de lantionina
(LAN). El medio alcalino permitiria la formacion de una matriz de gluten con un
buen grado de entrecruzamiento, mas estable y con fuertes interacciones
intermoleculares entre componentes bajo condiciones moderadas de
temperatura. De ahi las buenas propiedades mecanicas que dicho sistema
exhibe bajo los ensayos de traccion. De otro lado, las altas temperaturas

empleadas para la formacién de laminas con glioxal y XG parecen conducir a
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una alta polimerizacion, dando lugar a bioplasticos mas fragiles, con valores

bajos de omax Y €max-

Ulisten y col.(2009) realizaron extrusiones en sistemas WG/GL con o sin
adicion de NaOH, con un perfil de temperaturas de 30, 55, 60 y 105°C. En el
presente estudio se han alcanzado valores de gnax un 50% mayores que los
obtenidos por estos autores. Sin embargo, los valores de omax SON
aproximadamente un 35% mas bajos que los obtenidos por dichos autores para
bioplasticos almacenados con un 50%HR. Cabe resaltar que Ullsten y col.
también obtuvieron una mejora de propiedades en el sistema que incorpora
NaOH en comparacion con el exento de base. Por otro lado, Hochstetter y
col.(2006) llevaron a cabo extrusiones de sistemas WG/GL/agua con seis
tramos de control térmico en la extrusora y dos en la boquilla, a temperaturas
de 80, 100, 130, 130, 130, 130, 130 y 130°C. Estos investigadores presentaron
valores de omax mayores a los de Ullsten y col. y a los obtenidos en el presente
trabajo. Ademas, los valores que obtuvieron de gnax Son iguales a los de
Ulisten y col. pero menores que los de esta investigacion, para probetas de

bioplastico conservadas con un 54%HR.

En la Figura 3.4.25 se comparan los porcentajes de absorcién de agua
después de 2 y 24 horas de inmersion y pérdida de material soluble obtenidos

para los diferentes bioplasticos estudiados (Tabla 3.4.11).
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Figura 3.4.25. Pardmetros de los ensayos de absorcion de agua de probetas de biopléstico

procesadas mediante extrusion a partir de diferentes sistemas WG/GL/agua.

El sistema WG/GL/agua a pH 9 presenta los valores mas altos de absorcion de
agua mientras que el sistema con glioxal exhibe los méas bajos, si bien a las dos
horas muestran resultados similares a los sistemas preparados a pH6 o con
adicion de goma. Como se discutio anteriormente (apartado 3.1.5) para el
sistema a pH alcalino las superficies de la proteina tendrian cierta carga
residual que favoreceria su interaccibn con el agua y por tanto la mayor
absorcion de esta. Aparentemente los bioplasticos con glioxal poseen una
estructura mas entrecruzada que daria menor espacio a la interaccién con las
moléculas de agua, reflejandose en menores porcentajes de absorcion del
liquido. Estos resultados sugieren la utilizacion de sistemas a pH alcalino para
aplicaciones que impliguen una buena absorcion de agua y de probetas con
aldehido o goma xantana cuando se requiera limitar dicha propiedad. Ademas,
la incorporacién de aditivo (aldehido o polisacarido) al bioplastico parece

favorecer la compatibilizacion de fases en el material.



4. CONCLUSIONES

4.1. SISTEMA GLUTEN/GLICEROL/AGUA

a)

b)

d)

El mezclado de los sistemas gluten/glicerol/agua conlleva una evolucién
apreciable de los perfiles de par de torsion y temperatura, en los que la
presencia de agua parece evitar la aparicion del periodo de induccion
descrito por algunos autores para sistemas en los que se utiliza glicerol

como unico plastificante.

El incremento en la temperatura de mezclado (hasta los 60°C) produce
menores valores de SME y de propiedades de flujo capilar, lo cual
constituye una ventaja en términos de procesado de las mezclas
gluten/plastificante  en procesos industriales como la extrusién y la
inyeccion. Ademas, el empleo de temperaturas de mezclado moderadas
resulta conveniente para aquellas aplicaciones que requieren materiales
con una alta capacidad de absorcion de agua (materiales absorbentes
biodegradables para aplicaciones sanitarias, agricolas y horticolas) y
que al mismo tiempo mantengan propiedades mecanicas adecuadas

durante su uso final.

Los resultados de solubilidad del sistema WG/GL/agua 50/18, reflejan
los beneficios potenciales que se obtienen al combinar la cizalla y las
altas temperaturas durante el procesado de las mezclas
proteina/plastificante (como en el caso de la extrusién) para mejorar el

entrecruzamiento entre cadenas proteicas.

Un aumento en la temperatura de moldeo del sistema WG/GL/agua
50/18 produce una reduccion en la compatibilidad de fases entre el
gluten y los plastificantes. De acuerdo con los bajos potenciales de
termoendurecimiento encontrados en los ensayos de DMA para
bioplasticos moldeados a temperaturas iguales o superiores a los 130°C,
temperaturas cercanas a dicho valor resultan adecuadas para el proceso

de termomoldeo.
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e) Los bioplasticos de los sistemas WL/GL/agua presentan propiedades

f)

térmicas y mecénicas altamente dependientes del valor de humedad
relativa, que favorece la formacion de puentes de hidrégeno entre las
moléculas de agua y los segmentos de proteina, confiriendo una mayor
movilidad a la matriz del biopolimero y contribuyendo de este modo a
una mayor elongacion, aunque también a una menor resistencia en los
ensayos de traccion. El efecto plastificante del agua queda reflejado por
los desplazamientos de las temperaturas de transicion vitrea y de

desnaturalizacion en los ensayos de DMA y MDSC, respectivamente.

Las condiciones de pH de las mezclas WL/GL/agua afectan al
comportamiento térmico y mecanico de los bioplasticos formados
mediante termomoldeo. A pH alcalino se obtienen las probetas con
mayores propiedades de resistencia a la traccion y DMA, relacionadas
con cierto grado de deamidacion del gluten que favoreceria las
interacciones intermoleculares entre el agua y los componentes del
gluten, inducidas por el tratamiento térmico, favoreciendo la formacion
de una matriz de gluten méas estable. Por el contrario a pH acido, los
bioplasticos presenten una matriz menos estructurada, pero con mayor
namero de puntos activos disponibles para la formacién de puentes de
hidrogeno. Es asi como estos sistemas presentan bajas propiedades

mecanicas y térmicas pero una mayor capacidad de absorcion de agua.

4.2. INFLUENCIA DE LA ADICION DE ALDEHIDOS

a)

b)

La incorporacién de aldehidos modifica las propiedades de los
bioplasticos WL/GL/agua, facilitando la formaciéon de entrecruzamiento
en las proteinas por reacciones con los grupos amino de distintos
aminoacidos, siendo el sistema con glioxal el que parece dar origen a un

sistema con una matriz con mejores propiedades térmicas y mecanicas.

Los bioplasticos formulados con formaldehido o glutaraldehido presentan
una reduccibn en propiedades térmicas y mecdanicas, como
consecuencia de las reacciones en las que participan perturbando el

equilibrio en los puentes de hidrogeno de las proteinas, disminuyendo la
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c)

d)

capacidad plastificante del agua durante el proceso de moldeo y

conduciendo a probetas mas fragiles.

En el caso del glioxal, tal como describen otros autores, una parte del
aldehido parece participar en las reacciones de entrecruzamiento y la
otra actuaria como plastificante, lo que se reflejla en mejores

propiedades térmicas y mecanicas.

La adicién de aldehidos siempre produce un descenso de la capacidad
de absorcion de agua con respecto a la de las probetas exentas de
aldehido, indicando un aumento en la hidrofobicidad de las muestras
como consecuencia de la aparicion de nuevos enclaves de

entrecruzamiento que consumirian grupos amino reactivos.

4.3. INFLUENCIA DE LA ADICION DE POLISACARIDOS

a)

b)

La incorporacion de gomas en bajas concentraciones (1 a 5%) en las
mezclas gluten/plastificante afecta a la fase rica en plastificantes,
dispersa dentro de la matriz del bioplastico, como lo indican los ensayos
de DMA, pero tienen una participacion minoritaria en la matriz de los

bioplasticos WG/GL/goma/agua.

Entre las gomas estudiadas, la MC es la que presenta una mejora mas
notable en propiedades viscoelasticas, debido probablemente a su
capacidad para unir componentes y fases, derivada de su capacidad de
termogelificacion. LBG y CMC, parecen actuar como materiales de
relleno, mientras que XG tiene un comportamiento altamente

dependiente de la concentracion.

Los ensayos de traccion para sistemas con hidrocoloides sugieren una
moderada contribucion a la formacion de estructura en los dominios de
goma dentro de la matriz de gluten, como lo indica la tendencia al
aumento en omax, asi la posibilidad de que las gomas desempefien un

papel de plastificante, causando el incremento aparente observado en

Emax-
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d)

f)

9)

La adicibn de gomas en una concentracion de 1,5% reduce
moderadamente la capacidad de absorcién de agua de las probetas,
como consecuencia de una disminucion del caracter hidrofilo del sistema
y del volumen libre disponible por el agua dentro de la matriz de

bioplastico.

Los bioplasticos de los sistemas WG/GL/gomal/agua presentan
propiedades térmicas y mecanicas dependientes del valor de pH del
medio de preparacion y del caracter (anidnico o sin carga) de la goma
incorporada. A pH &acido los bioplasticos con goma exhiben un mayor
potencial de termoendurecimiento que las probetas exentas de
hidrocoloide al mismo valor de pH. Para dicho valor de pH habria una
mayor compatibilidad entre la goma anionica (XG) y las proteinas del
gluten (cargadas positivamente a pH acido), asociada a interacciones de
caracter atractivo. A pH alcalino, la incompatibilidad termodinamica de
los hidrocoloides con las proteinas del gluten, por repulsion
electrostatica en el caso de XG y por separacion segregativa relacionada
con fendmenos de exclusibn estérica para LBG, causaria una
disminucién en las propiedades de los bioplasticos en DMA y en los
ensayos de traccion.

Los bioplasticos de los sistemas hibridos XG/WG 1/4 y XG/LBG/WG
0,5/0,5/4 presentan una mejora en la capacidad de absorcion de agua y
en las propiedades viscoeldsticas a elevada temperatura, pero
presentan una reduccion en los valores de omax Y €max de l0s ensayos de

traccion.

La incorporacion de Glioxal a los sistemas hibridos XG/LBG/WG produce
un mayor grado de compatibilidad entre fases, como puede deducirse
del perfil de tan 8, y una mejora de propiedades mecanicas (Gmax Y €max)-
Sin embargo, reduce notablemente la capacidad de absorcion de agua.
Dicho comportamiento podria atribuirse a un mayor grado de
entrecruzamiento en los materiales hibridos XG/LBG/WG, promovido por
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el aldehido, que conduciria a una matriz mas estructurada, con una

mayor participacion de los distintos biopolimeros.

4.4. PROCESO DE EXTRUSION

a)

b)

Se han obtenido diferentes grados de entrecruzamiento en las laminas
de bioplastico del sistema WG/GL/agua 50/18 preparadas a pH 6, como
consecuencia de las distintas condiciones de calentamiento a las que se
someten durante el procesado por extrusion. Un calentamiento
progresivo y no demasiado severo dentro de la extrusora (temperaturas
menores a los 100°C), conduce a laminas con valores de deformacion
altos, sin comprometer de modo significativo los valores de tension

obtenidos en los ensayos de traccion.

Los bioplasticos obtenidos mediante extrusion del sistema WG/GL/agua
50/18 a pH 9 poseen un mayor potencial de termoendurecimiento
remanente que aquellos procesados por termomoldeo. El perfil de
extrusion 1 (55, 65, 80 y 100 °C) conduce a las ldminas de bioplastico
del sistema WG/GL/agua 50/18 a pH 9 con mayores valores de
pardmetros de los ensayos de traccion, superando incluso a los

correspondientes a las probetas procesadas mediante termomoldeo.

La incorporacion de glioxal restringe aun mas la ventana de extrusion de
los sistemas WG/GL/agua, aunque la desplaza a temperaturas de
operacion mayores. Perfiles con temperaturas mas altas dentro de la
extrusora favorecen un mayor entrecruzamiento y la formacién de un
material mas resistente, que al llegar al final de la extrusibn no se
fractura por la cizalla. Los bioplasticos obtenidos por extrusién del
sistema WG/GL/Glioxal/agua a pH 6 presentan valores de funciones
viscoelasticas mayores a los de las probetas procesadas mediante
termomoldeo. Sin embargo, presentan propiedades mecanicas, bajo
traccion, inferiores a los sistemas termomoldeados que incorporan

glioxal.
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d) Las altas temperaturas durante el procesado por extrusion de los
bioplasticos WG/GL/XG/agua a pH6 conducen a una polimerizacion
prematura de las proteinas, dando lugar a probetas con propiedades
pobres en traccién. Sin embargo, perfiles con temperaturas menores
conducen a la ruptura del material a la salida de la boquilla sin que se

lleguen a obtener lAminas continuas.

e) Comparados los sistemas extruidos, las laminas procedentes de la
extrusion del sistema WG/GL/agua a pH 9 presentan el mejor
comportamiento bajo traccion. Por el contrario, las altas temperaturas
utilizadas para la formacion de laminas con glioxal y XG producen una
alta polimerizacion, dando lugar a bioplasticos con bajas propiedades
mecanicas bajo traccion. Por tanto, los bioplasticos preparados mediante
extrusion del sistema WG/GL/agua a pH 9 representan una buena
opciébn como materiales absorbentes ya que rednen una alta capacidad
de absorcién de agua y buenas propiedades mecénicas.
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