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Resumen

Titulo: Produccion y caracterizacion de peliculas inteligentes nanoestructuradas a partir del

almiddn de yuca, residuos del jambolan y aluminosilicatos por termocompresion*

Autores: Yessica Alexandra Rodriguez Gaviria, Natalia Stefania Navarro Palencia**

Palabras claves: Laponita, antocianinas, empaque inteligente, termocompresion, biopolimeros,

indicador de frescura.

Descripcion: Actualmente se encuentran empaques inteligentes para alimentos, que ademas de
protegerlos tienen la capacidad de transmitir informacion a los consumidores sobre su estado y
calidad. Hoy en dia, pigmentos naturales como las antocianinas (ACN) son utilizados para su
produccion. Existen fuentes de ACN poco estudiadas como es el caso del fruto del arbol jamboléan
(Syzygium cumini), que se encuentra abundantemente en Brasil y que muchas veces es
desperdiciado. En el presente trabajo se produjeron y caracterizaron peliculas inteligentes, que
representan una porcién del empaque completo, a base de almidon de yuca (Manihot esculenta) y
ACN del fruto de jambolan, capaces de cambiar de color con alteraciones de pH; reforzadas con
Laponita® (Lap), usada para estabilizar las ACN durante el proceso de produccién de los filmes y
su respectiva aplicacion, ya que estos compuestos presentan cierta sensibilidad tanto a la luz como
a las altas temperaturas. El polvo de jambolan con contenido de ACN (PJ) se obtuvo a partir de un
proceso de liofilizacion de las céscaras del fruto, seguido de un proceso de molienda. Las peliculas
fueron elaboradas por la técnica de termocompresion, y sus principales propiedades fisico-
quimicas fueron estudiadas, al realizar los siguientes andlisis: colorimetria, humedad (%H),
solubilidad (%S), espesor (e), permeabilidad al vapor de agua (PVA), Espectroscopia Infrarroja
con Transformada de Fourier (FTIR), Difraccion de Rayos X (DRX), Microscopia Electrénica de
Barrido (SEM), angulo de contacto (AC), fotodegradacion, ademas se realizé un test de aplicacién
de la pelicula indicadora colorimétrica seleccionada. El andlisis colorimétrico y la aplicacion de
los filmes como indicador de frescura de la carne de res, mostraron cambios de color visibles con
la variacién del pH, evidenciando su potencial como embalaje indicador. La prueba de
fotodegradacion mostr6 que las peliculas no sufrieron alteraciones de color significativas,
indicando su estabilidad al ser expuestas a la luz.

* Proyecto de grado.
** Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Director: Dr. German Ayala Valencia.
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Abstract

Title: Development and characterization of nanostructured ph-indicator films based on cassava

starch, jambolan (syzygium cumini) fruit residues and aluminosilicates by thermo-compression*

Authors: Yessica Alexandra Rodriguez Gaviria, Natalia Stefania Navarro Palencia**

Keywords: Laponite, anthocyanins, intelligent packaging, thermos-compression, biopolymers,

freshness indicator.

Description: Nowadays there are intelligent packaging for food, which in addition to protecting
them have the ability to transmit information to consumers about their condition and quality.
Currently, natural pigments such as anthocyanins (ACN) are used for their production. There are
little studied sources of ACN such as the fruit of the jambolan tree (Syzygium cumini), which is
found abundantly in Brazil and is often wasted. In the present work, intelligent films were
produced and characterized, representing a portion of the complete package, based on cassava
starch (Manihot esculenta) and ACN from the jambolan fruit, capable of changing color with pH
alterations; reinforced with Laponite® (Lap), used to stabilize ACN during the film production
process and its respective application, because these compounds have a certain sensitivity to both
light and high temperatures. Jambolan powder with ACN content (PJ) was obtained from a freeze-
drying process of the fruit shells, followed by a grinding process. The films were elaborated by the
thermo-compression technique, and in order to know their main physical-chemical properties, the
following analyses were carried out: colorimetry, humidity (%H), solubility (%S), thickness (e),
water vapor permeability (PVA), Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR), X-Ray
Diffraction (DRX), Scanning Electronic Microscopy (SEM), water contact angle (AC),
photodegradation and, finally, an application test of the selected colorimetric indicator film was
carried out. Colorimetric analysis and application of the films as an indicator of beef freshness
showed visible color changes with pH variation, concluding that the films have potential as
indicator packaging. The photodegradation test showed that the films did not suffer significant
color alterations, indicating their stability when exposed to light.

* Degree Project.
** Physics-Chemistry Engineering Faculty. Chemical Engineering School. Advisor. Dr. German Ayala Valencia.



PELICULAS INTELIGENTES NANOESTRUCTURADAS 13

Introduccion

Los polimeros a base del petréleo han sido hasta el momento los materiales mas utilizados
para la fabricacion de peliculas en la industria de empaque de alimentos, gracias a sus buenas
propiedades mecanicas, opticas y de barrera (Huber y Embuscado, 2009), sin embargo, al ser estos
materiales no biodegradables, generan grandes problemas medioambientales y ecologicos (Dilkes-
Hoffman et al., 2018). Es por esto que, en los ultimos afios se ha desarrollado una rama de
investigacion que busca reemplazar polimeros petroquimicos por materiales ambientalmente
amigables, especificamente, polimeros a partir de fuentes naturales, siendo considerados los mas
prometedores para este propdsito. En este contexto, el emergente concepto de desarrollo
sustentable, ha mostrado que las peliculas biodegradables son una alternativa a los productos
derivados del petroleo y adicionalmente, aumentan los ingresos del sector agricola (Souza et al.,
2012).

De manera analoga, la industria de empaque de alimentos se enfrenta a otro desafio, debido
a que los consumidores ademas de promover el uso de materiales amigables con el medio ambiente,
buscan una mejora en la preservacion de la calidad de sus productos. Si bien, el embalaje tradicional
que separa los alimentos del entorno externo, cumple cuatro funciones bésicas: proteccion,
comunicacion, conveniencia y contencion, no le asegura al consumidor recibir el producto con las
mismas propiedades con las cuales fue entregado justo después de su procesamiento. Las pruebas
microbioldgicas y quimicas se realizan regularmente a nivel de empresa durante la produccion y
antes su entrega, sin embargo, dependiendo del producto, durante la cadena de suministro
(distribucion y almacenamiento) se producen distintos procesos bioldgicos, quimicos o fisicos, que

finalmente pueden conducir a su deterioro (Ghaani et al., 2016).
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Por lo tanto, ante la creciente tendencia social que involucra la concientizacion por la salud
y el medio ambiente, ha ocurrido un aumento en los requisitos para los empaques usados en la
industria alimentaria. Nuevas tecnologias se estan desarrollando como respuesta a las demandas de
los consumidores, y a las tendencias dirigidas hacia la prolongacién de la vida util y calidad
controlada del alimento; de lo anterior surge el concepto de empaque inteligente, que se define
como un sistema capaz de monitorear en tiempo real las condiciones del producto, compartiendo
informacion con el cliente acerca de la calidad del mismo, debido a la interaccion entre el alimento
y el material inteligente (Merz et al., 2020). Este tipo de material es elaborado a partir de
compuestos proyectados para detectar cambios en el pH, alteraciones de temperatura en el medio
externo, e inclusive modificaciones en la concentracién de gases en el espacio libre entre el envase
y el alimento (Ghaani et al., 2016). Este tipo de factores son dificilmente perceptibles, por lo que
se hace necesaria la utilizacion de algun indicador. Este es el caso de la carne de res, alimento
altamente perecedero debido a sus reacciones enzimaticas y a la contaminacion microbiana que se
produce dentro del mismo, a causa de fallas en la cadena de refrigeracion. Por tal motivo, entidades
como el Laboratorio Nacional de Referencia Animal — LANARA, implementa normas que
controlan el consumo de dicho alimento segun el rango de pH en el que se encuentra,
considerandola adecuada para su consumo cuando presenta valores de pH entre 5,8 y 6,2, por el
contrario, valores por encima de 6,4 representan la etapa inicial de descomposicién (Métodos
Analiticos Oficiais Para Controle de Produtos de Origem Animal e Seus Ingredientes, 2018).

Uno de los tipos de biopolimeros provenientes del sector agricola mas estudiados para la
produccion de dichos empaques son los polisacaridos, entre ellos se encuentra el almidén, que ha
sido considerado uno de los candidatos mas prometedores debido a su gran disponibilidad, precio
relativamente bajo y comportamiento termoplastico (Chivrac et al., 2010; Jiménez et al., 2012).

Un ejemplo es el almidon extraido a partir de la raiz de yuca, el cual se muestra como una
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alternativa atractiva al ser altamente tolerante a las condiciones climaticas adversas; debido a su
plantacion y flexibilidad de cosecha, estéa disponible durante todo el afio, representando seguridad
alimentaria y asegurando su uso en varias aplicaciones (Bergo et al., 2012), ademas de esto, las
peliculas desarrolladas a partir de almidon de yuca se describen como isotrépicas, inodoras,
insipidas, incoloras, no toxicas y bioldgicamente degradables (Flores et al., 2007). El segundo
componente principal de una pelicula a base de almidon es el plastificante, que se utiliza para
superar la fragilidad de la pelicula causada por las altas fuerzas intermoleculares. Los agentes
plastificantes comunmente utilizados para la produccion de almidén termopléastico incluyen agua
y glicerol (Flores et al., 2007; Alves et al., 2007), que a su vez presentan grupos hidroxilo
responsables de las interacciones inter e intramoleculares en las cadenas poliméricas, permitiendo
una estructura mas flexible y ajustandolas al proceso de produccion del empaque (Souza et al.,
2012).

Segun Pifieros et al. (2017), cuando se genera un proceso de deterioro en el alimento un
cambio en el pH puede ser detectado, debido a esto, indicadores colorimétricos como las
Antocianinas (ACN), obtenidas a partir de fuentes naturales, pueden ser incorporados al material
de empaque, o pelicula polimérica, para detectar y monitorear cambios en las condiciones de
calidad de los productos envasados mediante la variacion visual de color (Maciel et al., 2012). Las
ACN son compuestos solubles en agua, pertenecientes a la familia de los flavonoides, con
estructura de ion flavilico (2-fenilbenzopirilio), con sustituyentes hidroxilo y metoxila variables,
que consisten en dos anillos aromaticos y un anillo heterociclico (Sui et al., 2018), responsables de
la coloracion azul, violeta y rojo de las frutas, verduras, flores y raices de algunas plantas (Cortez
et al., 2017). Uno de los factores que influencia su baja estabilidad es el cambio de pH, debido a

que su estructura es de naturaleza ionica (Khoo et al., 2017).
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Actualmente, mas de 100 ACN son conocidas, sin embargo, una de las encontradas con
mayor abundancia y que presenta beneficios en la tecnologia de alimentos es la Ciadina,
normalmente presente en la cereza, uva y jambolan. Este tltimo es un fruto producido en gran parte
del territorio brasilefio, que por su sabor es poco consumido y muchas veces desperdiciado (Barcia,
2009). con el fin de aprovechar este residuo, diferentes investigaciones han sido realizadas; Do
Carmo Brito et al. (2017) validaron el cambio de color de los extractos de ACN obtenidos a partir
del fruto, frente a la mudanza de pH, concluyendo que bajo distintos valores de pH la estabilidad
de las ACN se altera, permitiendo una percepcion evidente de los cambios en la coloracion del
extracto.

Una de las técnicas mas utilizadas para la elaboraciéon de filmes biodegradables es el
Casting, donde se vierte la solucién filmogénica en una placa de superficie lisa hasta que el material
se solidifica para formar la pelicula (Bukzem et al., 2012), no obstante, presenta desventajas como
problemas al momento de retirar el material seco de la placa, y la mas importante, dificultad de
implementacién a escala industrial, puesto que la etapa de secado de la solucion es de
aproximadamente 48 h (Mali et al., 2010). Por este motivo otros métodos han sido estudiados,
como por ejemplo la termocompresion; Andretta et al. (2018) desarrollaron peliculas indicadoras
de pH a base de almidon de yuca, con y sin residuo de arandano como indicador de cambio de pH,
a partir de dicha técnica; se obtuvieron resultados positivos en cuanto a las caracteristicas
superficiales y de barrera, y se evidencid que es posible obtener cada filme en un tiempo
aproximado de 2 min, donde la mezcla es sometida a la aplicacion de presion y calor para
gelatinizar el material, fundirlo y secarlo. Este método es frecuentemente utilizado en la industria
de polimeros, debido a que es un proceso simple, amigable y de bajo costo (Valencia y do Amaral,

2018).
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Sin embargo, estudios han demostrado que las ACN son degradadas cuando se someten a
altas temperaturas durante el proceso de termocompresion (Rodriguez-Amaya, 2016; Valencia y
do Amaral, 2018). Como solucion a este problema, se han desarrollado alternativas que involucran
la interaccion entre ACN y nanoarcillas, en pro de aumentar la estabilidad de las mismas (Ribeiro
et al., 2018). La Laponita (Lap) o silicato de sodio, litio y magnesio hidratado
(Na*o7[(SisMgssLios) Oz (OH)4] %7), es un tipo de nanoarcilla sintética utilizado
comunmente en la fabricacion de peliculas poliméricas, con particulas en forma de disco con un
espesor de 1 nm y un didmetro de aproximadamente 25 nm (Nicolai y Cocard, 2000; Ribeiro et al.,
2018). Dicha nanoarcilla ha sido utilizada en varias investigaciones, con el fin de mejorar las
propiedades fisico-quimicas de empaques de alimentos producidos a partir de biopolimeros
(Lopez-Angulo et al., 2020; Olivera et al., 2019; Perotti et al., 2014; Valencia et al., 2016, 2018,
2019).

Atendiendo a lo anteriormente expuesto, y en vista de que hasta el momento no se ha
estudiado el uso de la Laponita para estabilizar las antocianinas durante el proceso de
termocompresion, fue de vital importancia preguntarse, ¢cuales son las caracteristicas fisico-
quimicas, Opticas y de barrera de las peliculas desarrolladas como posibles materiales indicadores
de cambio de pH? y ¢cudl es el efecto de la Laponita en la estabilizacion de las antocianinas
presentes en las peliculas colorimétricas?; por esto, el presente proyecto busco desarrollar y
caracterizar peliculas inteligentes, a partir de almidon de yuca, reforzadas con nanoparticulas de
Laponita, usando como fuente de antocianinas el jambolan, sustancia indicadora de cambio de pH
del alimento envasado, mediante la técnica de termo-compresion, contribuyendo a una futura

implantacion de esta nueva tecnologia a nivel industrial.
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1. Objetivos

1.1.  Objetivo General
Desarrollar y caracterizar peliculas biodegradables, indicadoras de cambio de pH, por
termocompresion a base de almidon de yuca, reforzadas con nanoparticulas de Laponita,

incorporando antocianinas obtenidas del jambolan.

1.2. Objetivos Especificos

Optimizar la relacion masica entre polimero/arcilla y antocianinas, ademas de las variables
del proceso de termocompresion de las peliculas.

Evaluar las principales propiedades fisicas y quimicas de las peliculas.

Analizar el efecto de la Laponita sobre la estabilidad de las antocianinas en las peliculas
indicadoras de pH.

Estudiar el desempefio de las peliculas inteligentes como indicadores de frescura de

alimentos, mediante un test de aplicacion en carne de res a distintas temperaturas.

2. Descripcion Metodoldgica

Este proyecto se desarroll6 en el Laboratorio de Ingenieria Bioldgica (LIiEB), Universidad
Federal de Santa Catarina- Floriandpolis, Brasil; mediante la modalidad de pasantia de
investigacion, en un periodo de tiempo comprendido entre agosto y diciembre del afio 2019, a partir

de la ejecucion de las 5 etapas metodoldgicas presentadas en la Figura 1.
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Figura 1.

Diagrama de la metodologia desarrollada en la investigacion

Etapa 1: Etapa 2: Etap,a 3:
Pretratamiento y Caracterizacion del PJ Elaboracion qe los
produccion del polvo (concentracion total de filmes colorimétricos
de jambolan (PJ). ACN presentes). indicadores de pH.

Etapa 5: Test de aplicacion Etapa 4: Evaluacion de la influencia de la
como material indicador sobre concentracién de PJ, y presencia de Lap
carne de res a diferentes en las caracteristicas fisicoquimicas de
temperaturas. las peliculas.

2.1.Primera Etapa: Pretratamiento y Produccion del Polvo de Jambolan (PJ)

El jambolan, fruto usado como fuente de ACN, fue recolectado del campus de la
Universidad Federal de Santa Catarina- Floriandpolis, Brasil. Posterior a la colecta, el fruto fue
lavado con agua destilada y secado en una estufa con circulacion forzada de aire (EL- 1.1,
Odontobras, Brasil) a 20 °C durante 4 h. Después, fueron retiradas manualmente las semillas del
resto del fruto, la cascara y la pulpa se congelaron en un ultrafreezer (CL 200-86V, Brasil) a -18
°C. Posteriormente, se secaron en el Liofilizador (Liotop, L101, Brasil) durante 48 h, con
condiciones de -55 °C en el condensador, a una presién igual a 53 pHg, y temperatura final de 25
°C. Por ultimo, pasaron por un proceso de molienda, en un molino de cuchillas de acero inoxidable
(Tecnal TE- 631/2, Brasil). El polvo obtenido, con 17,40 = 0,85 % de humedad inicial (en base
himeda), fue almacenado en un frasco de plastico oscuro, para asegurar un ambiente en ausencia

de luz, en un refrigerador domestico a 4 °C hasta su respectivo uso y analisis (Merz et al., 2020).
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2.2.Segunda Etapa: Caracterizacion del PJ (Concentracion Total de ACN Presentes)

2.2.1.Extraccion Acidificada de ACN

La extraccion de ACN se llevd a cabo segun la metodologia propuesta por Capello et al.
(2019). Acido clorhidrico al 37 % (base hiimeda) se usé como solvente en una proporcion agua-
acido 100:2,7 (v/v). Se afadieron 0,25 g de PJ en 100 ml de agua acidificada en un Erlenmeyer y
la mezcla se mantuvo bajo agitacién continua (100 rpm) en un Shaker (TE-424, Tecnal, Brasil), en
ausencia de luz, a 35 °C por 80 minutos. El extracto obtenido se filtrd para eliminar los sélidos
suspendidos (PJ), los cuales se sometieron por segunda vez al proceso de extraccion bajo las

condiciones explicadas anteriormente.

2.2.2.Cuantificacion de ACN Presentes

La concentracion total de ACN en el extracto (mg/L), fue determinada por el método de pH
diferencial, propuesto por Giusti y Wrosltad (2001). Donde se realiz6 un ensayo de absorbancia (a
522 nmy 699 nm), en un espectrofotémetro UV-vis (U-2900, Hitachi). El procedimiento utilizado
se especifica a detalle en el Apéndice A.

A partir de los resultados presentados en la Tabla 1, es posible confirmar la validez de los
mismos, al comparar los valores con los obtenidos por Merz (2019), quien al utilizar 0,34 g de PJ
durante 80 minutos de extraccién, obtuvo una concentracion de ACN totales igual a 1262,44 +
240,88 mg/100g de PJ. Anteriormente, Capello et al. (2019) usaron como materia prima cascara
de berenjena y obtuvieron concentraciones de ACN de 64,28 + 17,49 mg/100 g de cascara seca, lo

que valida el beneficio del uso del jambolan como fuente rica de ACN.
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Tabla 1.
Concentracién de antocianinas monoméricas totales en el polvo de jambolén, para cada una de

las extracciones.

PJ Concentracion de ACN Concentracion de ACN

liofilizado  Extraccion monoméricas totales (mg/L) monomericas totales (mg/100 g

(9) de PJ)
0.95 Primera 21,95 +0,83 878,17 + 33,43
' Segunda 3,09+ 0,09 123,43 + 3,50

2.3.  Tercera Etapa: Elaboracion de los Filmes Colorimétricos Indicadores de pH

Todas las formulaciones fueron elaboradas a base de almidon de yuca, adquirido de Juréia
Food Industry (Santa Catarina- Brasil), glicerol P.A (Nedn, Brasil) usado como plastificante, y
agua destilada; con modificaciones en la concentracion de Lap (S-482, BYC, Alemania) y PJ
obtenido como se describio en la segunda etapa (seccion 2.2).

La matriz base con la cual se elaboraron todas las formulaciones descritas en la Tabla 2,
fue la siguiente: 2,625 g de almidon de yuca, y 0,788 g tanto de glicerol como de agua destilada
(30% en base a la masa de almidon) (Andretta et al., 2019). En dichas formulaciones se vari6 el
contenido de Lap y de PJ, con el objetivo de estudiar el efecto tanto de la presencia de la
nanoparticula como de la concentracion del PJ rico en ACN, en las propiedades fisicoquimicas de
los filmes resultantes. A continuacion, se presenta detalladamente la composicion de cada una de
las formulaciones planteadas en este trabajo, en funcion de la masa de almidén utilizada, de las
cuales CF1, CF2 y CF3 fueron usadas unicamente en el analisis colorimétrico inicial (Seccién

3.1.1).
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Tabla 2.
Relacion méasica en % de cada uno de los componentes presentes en las formulaciones (C1, CF1,

CF2,CF3,C2,F1,F2y F3)

Relacion mésica (g componente/g almidon) en (%)
Masa Almidon= 2,625 g
Componentesdelamatriz C1 CF1 CF2 CF3 C2 F1 F2 F3

Agua destilada 30 30 30 30 30 30 30 30
Glicerol 30 0 30 30 30 30 30 30
Lap 0 0 0 0 5 5 5 5

PJ 0 5 10 15 0 5 10 15

Cada una de ellas fue preparada por separado en placas de Petri, y acondicionadas en un
desecador con una solucidon saturada de NaBr (HR= 58 %) a 25 °C durante 48 h, con el fin de
hidratar el almidén y alcanzar una humedad homogénea en cada punto de la mezcla. Pasado el
periodo de acondicionamiento controlado, cada mezcla fue tamizada y colocada entre dos laminas
de Mylar (15 cm x 20 cm). Por ultimo, dichas I&minas se colocaron entre las dos placas calientes
de la termoprensa hidraulica (PHS 15t, Ico Comercial, Brasil), manipuladas por controladores PID,
para mantener la temperatura a 130 °C, durante los 2 minutos en que se aplicaba una presion al

material de 3,5 MPa (Andretta et al., 2019).

2.4.Cuarta Etapa: Evaluacion de la Influencia de la Concentracion de Polvo de Jambolan y
Presencia de Laponita en las Caracteristicas Fisicoquimicas de las Peliculas

Las diferentes caracterizaciones fueron realizadas después de 7 dias de acondicionamiento
de las peliculas en desecadores con humedad relativa controlada de aproximadamente 58 %, usando

una solucion saturada de NaBr, a 25 °C.
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2.4.1.Andlisis Colorimétrico

El anélisis de color se llevd a cabo siguiendo la metodologia adaptada de Cérdenas et al.
(2017). En primer lugar, las peliculas fueron colocadas en una camara con fondo blanco e
iluminacién homogeénea, y las imé&genes fueron obtenidas a partir de una cAmara de alta resolucion
(Nikon AF-S DX Nikkor 18-55 mm 1: 3.5-5.6G VR Il, 0.28 m / 0.92 ft. @ 52), configurada en
modo manual. Se analizaron los registros con ayuda del software ImageJ v.39, con el complemento
Color Space Converter, que transforma los pixeles de la imagen RGB en coordenadas de la escala
CIELab, donde cada color es descrito por tres componentes: L*- indice de Luminosidad (0
representa el negro y 100 la méxima intensidad de luz soportada por el ojo humano), a*- tonalidades
entre rojo (+) y verde (-) y b*- tonalidades entre amarillo (+) y azul (-). La diferencia de color (AE™)

se calculé mediante la Ecuacion 1 (Merz et al., 2020).

1
AE* = \/(AL*f — AL*g)? + (Aa’; — Aa*g)? + (Ab*; — Ab*y)? @

Donde cada delta (A) se obtiene a partir de la diferencia entre el parametro (L*, a*, b*) del
filme menos el mismo parametro del fondo de la imagen. De esta forma, fue realizado el anélisis
colorimétrico Inicial, donde se comparo: los filmes que contenian Lap (parametros finales A¢), con
las peliculas control, es decir, sin presencia de nanoparticula en su matriz (A,). Asi mismo, el
cambio en la coloracion de las peliculas sometidas a diferentes soluciones tampon, en el andlisis
colorimétrico en funcién de los cambios de pH, se determind segun el método y la configuracion
discutidos anteriormente, con la diferencia de que la variable AE™ se calcul6 en funcion de los

parametros de la pelicula en contacto con la solucion buffer (As), y de los parametros del filme

colorido original (A).
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2.4.2.Humedad (%H) y Solubilidad (%S)

La humedad (%H) de las peliculas fue determinada con el método descrito por la
“Association of Official Analytical Chemists”, (AOAC) 2000, utilizando para ello una estufa (EL-
1.1, Odontobras, Brasil) a una temperatura de 105 °C. Se registro la masa de cada una de las
muestras en el tiempo 0 h, (m;), y en el tiempo 24 h (m,). Siendo asi, %H se calculo segin lo

indica la Ecuacion 2 (Valencia et al., 2019).
m; —m
Humedad (%) = (LTf) x 100 )
i

Para la determinacion de la solubilidad (%S), las muestras fueron sumergidas por separado
en 50 ml de agua destilada, y sometidas a agitacion continua (100 rpm) en un Shaker (TE-424,
Tecnal, Brasil), a 20 °C por 24 h. Posterior a esto, los discos fueron removidos del agua destilada
y colocados en una estufa a 105 °C durante 24 h, para su respectivo secado, obteniendo asi la masa
seca final (my ;). La masa seca inicial (m; ;) se calculd en funcion del %H. El porcentaje de materia

soluble (%S) fue calculado usando la Ecuacién 3 (Valencia et al., 2016).

m..—m 3
Solubilidad (%) = <”m—fs> x 100 @)
i,s

2.4.3.Espesor (e) y Permeabilidad al Vapor de Agua (PVA)

El espesor (mm) de cada formulacion, se determiné usando un micrometro digital (0,01
mm; Mitutoyo, Brasil), y se calculé como el promedio de 10 medidas tomadas en puntos aleatorios
de diferentes posiciones para cada pelicula (Valencia et al., 2019).

Por otra parte, La permeabilidad al vapor de agua (PVA) de las peliculas fue calculada de
acuerdo con el protocolo ASTM E96. Dos muestras circulares de cada formulacion de

aproximadamente 6,5 cm de didmetro se fijaron sobre células de aluminio que contenian 30 g silice
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gel (0% Hr) y se colocaron en un desecador con agua destilada (100% Hr, Presién de vapor =
3,1691 KPa). La ganancia de peso en las celdas de permeabilidad fue registrada en intervalos de
24 horas hasta el dia 4 y se volvid a registrar el dia 7. PVA se calculd segun la Ecuacion 4 (Valencia

etal., 2016).

d (4)
pva = d_T(A xeAP)

En donde dm/dt es la tasa de cambio de masa de agua con el tiempo (g/h), A es el area de
permeacion ( 3,12x107°% m?), e el espesor de la pelicula (mm) y AP es la diferencia de presion de

vapor entre las superficies del filme (3,1691 KPa), (Valencia et al., 2016).

2.4.4.Angulo de Contacto (AC)

El grado de hidrofobicidad de las peliculas se evalu6é por medio de la medicién del angulo
de contacto (°), empleando el tensidmetro optico (Ramé-Hart 250), segin la norma ASTM D7490
(Valenciaet al., 2018). Las muestras se fijaron en el equipo y con ayuda de una jeringa de precision
automatica se liberd una gota de agua destilada (4 uL) sobre la superficie de cada filme. Usando el
software DROPimage Advanced incorporado en el equipo, se analizé el angulo formado entre la
superficie del material y la tangente a la gota; las mediciones fueron obtenidas una vez la gota toco
la superficie del material, cada segundo durante los 10 primeros segundos. Los valores adoptados

para comparar los resultados entre las formulaciones se tomaron en el tiempo t=6 segundos.

2.4.5.Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR)
Con el fin de identificar la presencia de grupos funcionales y sus interacciones quimicas en
el material, se realizé un analisis FTIR, usando un espectrémetro de infrarrojo (FTIR, Cary 600,

Agilent, US). Los espectros fueron recolectados usando pellets de KBr, en el rango espectral de
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4000 a 649,8853 cm ™1, a una resolucion de 4 cm™1, a 25 °C. Las muestras sometidas al analisis

tenian geometria cuadrada de 1 cm x 1 cm (Capello et al., 2019).

2.4.6.Difraccion de Rayos X (DRX)

El analisis DRX se realiz6 con el objetivo de conocer el estado de cristalinidad de cada
formulacién, al determinar el espectro de rayos X de cada material. Para ello, se utilizé un
difractometro de rayos X (Rigaku MiniFlex 600, Japon), que operaba a una tension de 40 kV, y
corriente de 15 mA, usando una radiacion Cu-Kao (1 = 1,5405 A). Muestras de 3 cm x 3 cm fueron
colocadas en marcos de aluminio, y el espectro fue obtenido a 20 °C. El angulo incidente fue 26
para un rango de angulos entre 2° y 90°, con una velocidad de barrido de 20 °/min (Valencia et al.,

2016). El espacio interplanar se determind a partir de la ley de Bragg.

2.4.7.Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

La morfologia de la superficie y del interior de las peliculas fue analizada usando el
microscopio electrénico de barrido (SEM, JSM-6390LV, JEOL, Japdn) a un voltaje de aceleracion
de 5 kV. Antes del analisis, las muestras fueron fijadas en aluminio con trozos de cinta de carbédn
y luego recubiertos con una fina capa de oro. Se tomaron en puntos de muestra aleatorios tres
micrografias para la superficie de cada pelicula de 50 x, 100 x y 500 x y tres para la seccion

transversal de 100 x, 200 x y 500 x (Valencia et al., 2018).

2.4.8.Fotodegradacion
Para analizar la fotodegradacion que sufren las ACN durante el almacenamiento, se

acondicionaron dos muestras de cada formulacion a dos temperaturas diferentes: 4 °C y 25 °C,



PELICULAS INTELIGENTES NANOESTRUCTURADAS 27

colocadas a una distancia de 30 cm de una lampara LED (25 W halogen lamp, white color, Kian
CFL Reta, China). Cada 24 h se tomaron fotografias usando una camara profesional (Nikon D5500)
durante 7 dias. El andlisis de los parametros colorimétricos se realizé utilizando el método y la

configuracién descritos en la seccion 2.4.1 (Kohno et al., 2009; Merz et al., 2020).

2.5.Quinta Etapa: Test de Aplicacion de las Peliculas Indicadoras Colorimétricas

Con el objetivo de simular la aplicacion de las peliculas como indicador de frescura en
alimentos, en condiciones de almacenamiento real, fue escogida la formulacion que contiene 5%
de PJ y 5% de Lap (F1). Trozos de carne de res se colocaron dentro de placas de Petri selladas con
sus tapas, que en su superficie interior contenian una porcién de pelicula indicadora fija. Las
muestras fueron acondicionadas a tres temperaturas diferentes, -20°C, 4°C y 30°C (Liu et al., 2019;
Merz et al., 2020). Durante los dias 1, 2, 3, 4 y 7, se monitoreo el cambio de color visual, y se
realiz6 una lectura del pH de cada pieza de carne en tres posiciones diferentes, usando un pH-metro

digital para semisdlidos (Testo-205, Brasil).

2.6.Estadistica.

Todos los andlisis fueron realizados por lo menos en duplicado para cada formulacion y los
resultados fueron expresados como el valor promedio + desviacion estandar. Analisis de varianza
(ANOVA), detallados en el Apéndice C, y prueba de Tukey con comparaciones mdltiples,
(resultados presentados a modo de superindices en los valores de las tablas), fueron realizadas con
un nivel de significancia de 5 %, utilizando para ello el software SAS University Edition, version

6.0.16, SAS®.
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3. Andlisis y Discusion de Resultados

3.1.  Andlisis Colorimétrico

3.1.1.Analisis Colorimétrico Inicial

28

Con el fin de validar la influencia de la arcilla Laponita en la pigmentacion de las peliculas

coloridas, se realizo el analisis de color mencionado en la seccion 2.4.1, para los filmes sin y con

adicion de nanoparticula, a diferentes concentraciones de PJ.

Tabla 3.

Parametros colorimétricos (L*, a* b* y AE¥) de las peliculas a diferentes concentraciones de

polvo de jambolan, siny con Laponita.

Concentracion de Lap 0,0% 5,0%
Concentracion de PJ ALy Aay  Abg ALg Aay  Aby AE*
0.0% 0,38 001 199 -146 014 419 2,87
' +0,17 +0,03 0,25 +0,04 0,01 +0,19 0,174
5.0% -18,76 935 575 -26,69 11,28 4,78 8,24
' +0,81 +0,39 0,83 +2,87 0,61 +044 +287°
10.0% -26,10 1527 570 -40,86 20,87 510 1581
’ +226 +127 0,82 050 046 043 =+0,46°
15.0% -36,33 2051 698 -50,01 19,67 8,09 13,78
' +190 054 0,37 125 +108 +056 +1,66°

Segun los datos obtenidos en la Tabla 3, se verificd que los parametros colorimétricos se

vieron afectados tanto por el aumento la concentracion de PJ, como por la adicion de Lap. Las

peliculas control (C1 y C2), mostraron un color grisaceo con baja transparencia (b* positivo y a*

cercano al 0). Con la adicion de PJ, Aa* aumentd y AL* disminuy0, indicando el enrojecimiento

de las peliculas gracias a la adicion de ACN, dejandolas a su vez méas oscuras. Por otra parte, las
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peliculas que contienen Lap muestran tonalidades mas rojas, Aa* mayores. Ademas, es posible
notar que la adicion de la nanoparticula genera valores de AE* mayores a 3,5 en los filmes con
contenido de PJ, lo que sugiere que las diferencias colorimétricas entre las formulaciones con Lap
y sin ella, pueden ser detectadas por el ojo humano (Mokrzycki & Tatol, 2011). Esto quiere decir
que, en general, al comparar las peliculas con y sin contenido de Lap, se concluye que el uso de
Lap ayudd a preservar el color de las peliculas con contenido de ACN con mayor intensidad durante
el proceso de termocompresion. La evidencia fotografica de las ocho formulaciones se encuentra

en el Apéndice B, Figura B1.

3.1.2. Anélisis Colorimétrico en Funcién del Cambio de pH

Para determinar la dependencia del cambio de color de la pelicula en funcion del pH, se
gotearon diferentes soluciones tampén (pH entre 1 y 13) en la superficie del material. La respuesta
de los parametros colorimétricos de las peliculas a diferentes concentraciones de PJ (Tabla 4),
evidencia que la Luminosidad (L*) no se vio afectada por el cambio de pH en el medio, no obstante,
la disminucion de los valores de a*, muestra una tendencia de cambio de color de rojo a verde. De
manera analoga, los valores de b* presentaron un cambio muy ligero hasta el pH 11, y un aumento
significativo para pH 12 y 13, evidenciando la presencia de tonalidades amarillas en el filme.

Segun Mokrzycki y Tatol (2011), el ojo humano puede detectar diferencias de color cuando
AE*>3.5, en este caso, todas las muestras presentaron valores superiores, al ser comparadas con
las peliculas colorimétricas iniciales, es decir, diferencias de color visualmente perceptibles en el
rango de pH de 1 a 13. De acuerdo con lo anterior, al ser sensibles en un amplio rango de pH,
podrian ser usadas como filmes indicadores de cambio de pH en la industria de empaque de
alimentos. Sin embargo, para el alcance de la presente investigacion, fue escogida la formulacion

F1 (5 % - PJ), para monitorear la frescura de la carne en el test de aplicacion, ya que presento un
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namero mayor de diferencias significativas entre sus muestras sometidas a distinto pH, que el resto
de las formulaciones, lo que sugiere que esta formulacion es més sensible a los cambios de pH.
Del mismo modo, en la Figura 2, se observa cualitativamente el cambio de color del
material bajo el contacto con las soluciones buffer, permitiendo asociar dicho cambio a una
alteracion en la estructura molecular de la antocianina. El rojo tipico de esta se presenta a
condiciones de pH de 1 a 3, gracias a la presencia del cation flavylium, en el estudio F1, F2 y F3
mostraron tonalidades rojas (a* positivos). Cuando los valores de pH aumentan de 3 a 6, los filmes
cambian de color y se tornan mas purpura, debido a la desprotonacién del cation flavylium. Para
valores de pH entre 7 y 12, se percibié un cambio de color gradual de purpura a verde, y finalmente,
a pH 13 se presentd una tonalidad amarilla, que indica la degradaciéon de la antocianina y la
formacion del compuesto basico Chalcona (Capello et al., 2019; Khoo et al., 2017). La evidencia
fotografica de las tres formulaciones en contacto con soluciones buffer se encuentra en el Apéndice
B, Figura B2.
Tabla 4.
Parametros de color (L* a* b* y AE*) de peliculas indicadoras colorimétricas después de la

inmersion en soluciones tampon con valores de pH entre 1,0 y 13,0.

F1 (5% PJ- 5%Lap) F2 (10% PJ- 5%Lap) F3 (15% PJ- 5%Lap)

H | AL* Aa* Ab*  AE* | AL* Aa* Ab*  AE* | AL*  Aa* Ab*  AE*
1,0 | -288 382 00 275°|-370 344 11,1 153AF|-408 31,6 16,0 17,08
20 | -275 333 -31 2348 |-33,7 322 37 136°|-386 31,8 6,7 167AC
30 | 279 309 -24 209C|-348 299 34 11,18 |-375 30,0 44 16,7AC
40 | 243 226 -04 12,8°|-404 237 57 29° | -40,7 263 6,4 11,68FC
50 | 257 229 02 12,7°|-344 262 2,9 87° | -40,7 235 55 10,48F
60 | -246 169 12 7,0¢F |-353 246 22 73" |-375 21,4 35 135CFC
70 | 260 139 20 3,9F | -349 198 05 7.6° | -432 158 1,6 10,28
80 | 255 92 02 52F |-367 136 22 890 |-443 88 04 145ACC
90 | -265 -30 94 1516|-411 23 7,5 188 |-443 -19 125 22,80
100 | 295 39 09 90+ | -390 86 -03 1388 |-467 -09 36 21,3°
110 | -286 10,7 05 4,87 | -400 144 13 76° | 479 52 -14 17.4°
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120 | -329 54 8,5 182" | -441 44 6,6 16,9857 -452 -09 94 21,3°
130 | -21,7 -45 323 322' | -417 -41 248 31,8°|-408 14 334 32,6F

Figura 2.
Aspecto visual de la pelicula F1 (5% Lap, 5%PJ), después del contacto con las soluciones tampdn

a diferentes valores de pH

3.2. Humedad (%H) y Solubilidad (%S)

En la tabla 5 son presentados los porcentajes de humedad (%H) y de solubilidad (%S)
promedio + desviacidn estandar, obtenidos para las formulaciones principales.
Tabla 5.

Porcentaje de humedad (%) y de solubilidad (%S) de las peliculas.

Formulacién Humedad (%) Solubilidad (%)
C1 13,09 £ 0,13 17,78 + 0,86
C2 14,71+ 2,31 27,95+ 2,868
F1 13,78 £ 0,74 23,76 + 1,348
F2 14,41 £ 0,07 23,38 + 1,608
F3 13,50 £ 0,14 25,17 + 0,378

Los valores obtenidos para el %H de los filmes revelan que la presencia de Lap y ACN no
altera la higroscopicidad de las peliculas a base de almidén de yuca, ya que no se observé un
cambio significativo en dichos resultados, lo que podria atribuirse a la cantidad de glicerol usada

en la matriz, la cual fue la misma en todas las formulaciones, puesto que, es la cantidad de
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plastificante la que puede influenciar en el %H de la pelicula, ya que favorece la adsorcion de agua
en la matriz debido a su hidrofilia, formando enlaces de hidrogeno (Mokrzycki y Tatol, 2011;
Nguyen Vu y Lumdubwong, 2016). Resultados similares en el rango de 12,5% a 13,3% de
humedad fueron obtenidos por Andretta et al. (2019), quienes produjeron peliculas indicadoras de
pH a base almidén de yuca y residuos de arandanos por termocompresion y también observaron
que la adicion de ACN en las peliculas elaboradas no alter6é el porcentaje de humedad de las
mismas.

Por otra parte, al observar los resultados del %S se puede notar un aumento significativo
en la solubilidad de las peliculas con contenido tanto de Lap como de PJ en comparacion con la
pelicula control C1, lo que indica que debido a la adicion de dichos compuestos hubo una alteracion
de las propiedades de superficie de los filmes. Dicho aumento se atribuy6 a la presencia de Lap, ya
que es un material higroscépico con alta solubilidad en agua (Andretta et al., 2019). En el presente
estudio, los resultados de solubilidad tienen coherencia con los valores de espesor y las
micrografias SEM (seccién 3.3 y 3.7), puesto que al ser C1 mas delgado y presentar una estructura
mas homogénea, dificulta mas la disolucién de la matriz polimérica en agua, en comparacion con

las otras formulaciones.

3.3.  Espesor (e) y Permeabilidad al VVapor de Agua (PVA)

En la Tabla 6 es posible observar que el espesor de las peliculas aumenté con la presencia
de Lap, lo que indica que esta nanoparticula aumento el contenido de sélidos en ellas; del mismo
modo los filmes con contenido de PJ mostraron un aumento significativo en el espesor,
posiblemente debido a la repulsion de la cadena polimérica de la pelicula con las ACN. Nogueira

etal. (2019), analizaron el efecto de la incorporacion de particulas de mora en peliculas comestibles
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del almidon de arrurruz, y presentaron un aumento en el grosor de las peliculas al incorporar el
polvo de mora en comparacion con la pelicula control (0% polvo de mora).
Tabla 6.

Espesor (&) y Permeabilidad al vapor de agua (PVA) de las peliculas.

Formulacién Espesor (mm) Pva (g'mm/m? -h-kpa)
C1 0,34 £ 0,022 1,11 +0,11
C2 0,39 +0,02° 1,21 +£0,06
F1 0,40 +0,02"°¢ 1,20 + 0,05
F2 0,43 £0,03° 1,36 £ 0,10
F3 0,41 +0,04>¢ 1,26 + 0,00

La permeabilidad al vapor de agua de todas las peliculas oscilé entre 1,1 y 1,3
(g'rmm/m? -h-kPa) como se observa en la Tabla 6, sin presentarse efectos significativos ante la
presencia de Lap y PJ, debido que se us6 la misma cantidad de glicerol en todos los filmes y son
precisamente los plastificantes los que incrementan el volumen libre, y como consecuencia, existe
mas espacio para gque las moléculas de agua migren, ademas los plastificantes hidrofilicos como el
glicerol son compatibles con el material polimérico que forma la pelicula, aumentando la capacidad
de sorcion del agua (Bertuzzi et al., 2007). En el presente trabajo la adicién de Lap y ACN genero
peliculas mas heterogéneas, sin embargo, las micrografias de las peliculas (seccion 3.7) no
mostraron la formacion de un camino tortuoso, espacio libre o generacion de grandes agregados,
lo cual podria modificar la difusion de agua a traves de la matriz polimérica y, consecuentemente,

los valores de PVA.

3.4.  Angulo de Contacto (AC)
En la Tabla 7 se observa que todos los filmes tuvieron AC menores a 90°, que son valores
tipicos de superficies hidrofilicas. Estos resultados podrian atribuirse tanto a la caracteristica

hidrofilica de la Lap debido a la presencia de grupos Si-OH en su estructura quimica, como a la
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baja cantidad de Lap adicionada, la cual no fue suficiente para interferir en la propiedad superficial
del material elaborado. Este resultado concuerda con Li et al. (2019), los cuales observaron que el
valor angulo de contacto cambi6 s6lo cuando se inmovilizaron 50 mg/L de Lap en su pelicula a
base de poliamida.

Por otra parte, es posible notar que los valores de AC se ven afectados significativamente
por la incorporacion de PJ, es decir, ocurre una disminucién del angulo de contacto a medida que
se aumenta %PJ, lo que quiere decir que las peliculas se van tornando un poco més hidrofilicas,

atribuyéndose este comportamiento a los grupos hidroxilos presentes en el PJ.

Tabla 7.

Angulo de contacto (AC) de las peliculas.

Formulacion Angulo de contacto (°)
C1 75,36 + 3,942
C2 85,87 + 0,592
F1 80,42 + 6,84%P
F2 70,60 + 12,01°
F3 66,75 + 5,05°

3.5.  Difraccién de Rayos X (DRX)

La Figura 3 representa el espectro de rayos X obtenido de peliculas de almidén de yuca con
un patrén de difraccion tipo B, Lap y peliculas con diferentes concentraciones de ACN. Los
patrones de DRX de los nanocompuestos muestran varios picos en la region de 15° a 25° (26), los
cuales se asociaron a la retrogradacion de los granos de almidén de yuca que se reorganizaron
formando de zonas cristalinas. En el caso de C1, se observa un difractograma propio de materiales
a base de almidon, con estructura cristalina asociada a los picos 26= 17,8° (4,98 A), 19,6° (4,52
A)y 22,7° (3,91 A), este tltimo tambien asociado con las interacciones del enlace de hidrégeno de
amilosa y glicerol (Medina Jaramillo et al., 2016) . La adicion de arcilla Lap en bajas cantidades

no promueve cambios significativos en la estructura de las peliculas, ya que es posible observar la
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similitud entre los perfiles, sin embargo los difractogramas de los filmes que contienen la
nanoparticula (C2, F1, F2 y F3) muestran desplazamientos en los picos desde 26=17,8°, 19,6° y
22,7° hasta 20= 18,4° (4,82 A), 19,9° (4,46 A) y 23° (3,86 A), respectivamente (Perotti et al.,
2014). Analogamente, la intensidad méxima de los picos de difraccion anteriormente observados
en C1 en 20=17,8° y 22,7° disminuy6 con la adicion de Lap. Estas alteraciones pueden estar
asociadas con el incremento en el espaciamiento molecular de las cadenas amilosa/amilopectina
(Gutiérrez et al., 2018).

Figura 3.

Espectros obtenidos por difraccidon de rayos X de las peliculas control, control con Laponita, y

peliculas colorimétricas con Laponita y contenido de antocianinas.

17,8° .
* - 2,7

Intensidad Relativa (u.a)

26 (%)
Paralelamente, se observo que las peliculas con contenido de Lap (5%) mostraron un pico

en 20= 5,3°, angulo con el cual mediante la ley de Bragg se logro determinar una distancia

interplanar de al menos 17 A, asociada a la separacion de las plaquetas de Lap intercaladas,
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presentes en las peliculas (Valencia, 2017); para F3 dicho pico se dislocé ligeramente a la izquierda
presentando un valor de 26= 5°, correspondiente a una distancia interplanar de 18 A. El aumento
del espacio “d” sugiere que las ACN han sido adsorbidas entre las capas de la Lap (Ribeiro et al.,
2018). Perotti et al. (2014), produjeron peliculas por el metodo de “casting” a base de fecula de
yuca con Lap y observaron que las plaquetas de Lap fueron exfoliadas o intercaladas para una
concentracion de nanoparticula menor a 10% y para una concentracion mayor a 10% fue observada
la formacion de agregados de dicha nanoarcilla. Por otra parte, en las peliculas C2, F1, F2 'y F3 se
presentan picos en 26 = 60,9° 0 en 26 =61° los cuales son atribuidos a la presencia de Lap. Los
mismos resultados fueron reportados por Capello et al. (2019), que al caracterizar la laponita, la
grafica de rayos X exhibié un pico en 26= 60,9° que indico la presencia de una estructura
trioctaedrica tipica de dicha nanoarcilla. Del mismo modo sucedié con Perotti et al. (2014), los
cuales en sus patrones de DRX mostraron un pico tanto en el espectro de la laponita como en el de
las peliculas de almiddn de yuca con laponitaen 260 = 61°, cuando la carga de la arcilla es superior

a 5%.

3.6. Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR)
La Figura 4 ilustra los espectros FTIR obtenidos para las peliculas control, con y sin Lap,

y las peliculas con diferentes concentraciones de ACN.
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Figura 4.
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Espectros FTIR de las peliculas control, control con Laponita, y peliculas colorimétricas con

Laponita y antocianinas.
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Dichos espectros evidencian varias bandas caracteristicas de la estructura del almidon. La

banda de absorcion localizada entre 3000 y 3700 cmt, en aproximadamente 3303 cm™ presente en

todas las formulaciones, representa el estiramiento de los grupo —OH (Halasz y Csdka, 2018),

correspondiente a las vibraciones de los grupos -OH del almidon, glicerol y agua en la pelicula

(Qin et al., 2019); la banda en 2923 cm™ representa el estiramiento de los grupos C-H (Medina

Jaramillo et al., 2016); en 1641 cm™ se atribuye la banda a la vibracion de los grupos -OH

absorbidos por el material (Valencia, 2017); en 1150 cm™ una banda de absorcién caracteristica

asignada al enlace glucosidico de C-O-C (Medina Jaramillo et al., 2016); en 1078 cm™ tipica

vibracion de los grupos C-O-C caracteristicos del almidéon (Valencia, 2017) por otro lado, la banda

en 997 cm™ presentd un aumento de la intensidad y dicha modificacion se asocié al estiramiento

de los grupos Si-O de la Lap. Finalmente, La absorbancia a 1420 y 1320 cm™ presente en todos los
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filmes representa las vibraciones -OH y —CH en los anillos del almidon, respectivamente (Valencia
etal., 2016).

La no aparicion nuevas bandas en los espectros FTIR cuando se incorpor6 Lap y PJ en las
peliculas, indica que probablemente no se produjeron reacciones quimicas entre la matriz
polimérica y los compuestos, es decir, que ambos compuestos mantuvieron su estructura (Merz et
al., 2020). No obstante, la intensidad de las bandas en 3303, 1150 y 997 cm™ aument6 con las
concentraciones de PJ, permitiendo atribuir dicho aumento a las interacciones fisicas a través de

enlaces intermoleculares de hidrogeno entre las cadenas poliméricas, la Lap y el PJ.

3.7.  Microscopia Electronica de Barrido (SEM)
En la Figura 5 se muestran las micrografias de la seccion transversal de las peliculas a base

de almiddn de yuca, las cuales sufrieron modificaciones con la adicion de Lap y PJ.

Figura 5.
Micrografias de la seccion transversal después de la crio fractura de las peliculas: (a) 0 % Lap,

0% PJ. (b) 5% Lap, 0 % PJ. (c) 5 % Lap, 5 % PJ. (d) 5 % Lap, 10 % PJ. (¢) 5 % Lap, 15 % PJ.
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Se puede observar que C1 (Figura 5a), exhibi6 una estructura mas homogénea y compacta
comparada con las demas formulaciones, ya que estd compuesta solo por biopolimero, agua y
glicerol. La incorporacion de Lap modificd la microestructura del filme C2 (Figura 5b), el cual

presentd una estructura mas rugosa y heterogénea. Aun asi, se observaron pocos agregados, es
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decir, hubo una buena dispersién de la nanoparticula en la matriz polimérica. Resultados similares
fueron obtenidos por Valencia et al. (2018) quienes fabricaron peliculas con contenido de Lap por
el método de Casting. Por otra parte, los filmes con PJy Lap, F1, F2 y F3, (Figura 5c, Figura 5d y
Figura 5e) mostraron superficies heterogéneas, sin embargo, no hubo ninguna separacion de fases
ni formacion de poros, lo que demuestra que se logré una buena miscibilidad del PJ en las
formulaciones. No obstante, los resultados con la adicion de ACN mostraron que a medida que el
contenido de las mismas aumentaba, la estructura era un poco méas heterogénea y las fisuras menos
compactas, lo que indica que la estructura de las peliculas vuelve mas aspera la red de biopolimeros

(Zhang et al., 2019).

Figura 6.
Micrografias de la superficie de las peliculas: (a) 0 % Lap, 0 % PJ. (b) 5 % Lap, 0 % PJ. (c) 5%

Lap, 5% PJ. (d) 5% Lap, 10 % PJ. (e) 5 % Lap, 15 % PJ.

10KV X100 100pm LCME-UFSC 10KV X100 100um LCME-UFSC 10KV X100 1009m LCME-UFSC 10KV X100 100§m LCME-UFSC 10KV X100 100pm LCME-UFSC

En la Figura 6a y Figura 6b, correspondientes a los filmes C1 y C2, es posible observar una
morfologia homogénea, lo que indica una fuerte interaccion entre la arcilla y el biopolimero (Perotti
etal., 2014). Las peliculas analizadas también estan libres de agregados que posiblemente podrian
surgir de la condensacion de una gran cantidad de plaquetas de arcilla. La adicion de PJ no provoco

cambios en las superficies de las peliculas F1, F2 y F3 (Figura 6c, Figura 6d y Figura 6e).
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3.8. Fotodegradacién

Los parametros de color obtenidos para cada una de las peliculas con contenido de PJ se
presentan a manera de graficas en la Figura 7 y es posible notar que en general en todas las peliculas
con contenido de ACN que fueron expuestas a la luz, se mantuvieron constantes durante los 8 dias
de exposicion, tanto a una temperatura de 4 °C como a una de 25 °C mostraron una tendencia
similar a traves del tiempo. Sin embargo, el parametro colorimétrico a* disminuyé levemente
durante la prueba (Figura 7a), lo que indica una disminucion en el enrojecimiento de las peliculas.
Dicha disminucion oscilé entre el 10% y el 30% en funcion del valor a* inicial de cada filme.
Anteriormente Merz et al. (2020) estudi6 la fotodegradacion de las ACN del PJ agregadas a
peliculas a base de quitosano y alcohol de polivinilo, sin Lap, y concluyeron que los valores de a*
disminuyeron casi un 40%, lo que sugiere que la Lap ayuda a estabilizar las ACN presentes en el
PJ contra la irradiacion de luz visible. Resultados similares fueron previamente informados por
Capello et al. (2019), quienes realizaron el estudio con ACN secas proveniente de la cascara de
berenjena estabilizadas con Lap.
Figura 7.
Parametros de color L*, a* y b* de las peliculas expuestos a luz a 4°Cy 25°C: (a) F1,5% PJy5

% Lap. (b) F2, 10 % PJy 5 % Lap. (c) F3, 15 % PJy 5 % Lap.
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Los resultados del parametro AE*, o cambio de color para cada filme a determinada
temperatura entre el tiempo t=0 h y t=168 h, revelan que, aunque para ninguna de las formulaciones
existe una diferencia de color visualmente perceptible (AE*< 3,5) (Mokrzycki & Tatol, 2011), F1
report6 un resultado de AE* similar a F2 y uno menor a F3 a una temperatura de 4 °C, sin embargo,
a 25 °C mostro una variacion de color menor en comparacion con F2 y F3, indicando una menor

degradacidn de las ACN por efecto de la luz.

3.9.  Caracteristicas Principales de la Formulacién Seleccionada F1.

Se tuvieron en cuenta las caracterizaciones mas relevantes para la seleccion de F1 como la
formulacién recomendada, la cual, a su vez, fue utilizada en el test de aplicacion, debido a que: (1)
Presentd un porcentaje de solubilidad bajo y un angulo de contacto mayor en comparacién con las
formulaciones con mayor contenido de PJ, lo que indica que posee un mayor grado de
hidrofobicidad con respecto a las demas. (2) Al ser sometida al contacto con soluciones tampo6n
con pH entre 1 y 13, mostré un nimero mayor de diferencias significativas de cambio de color
entre las muestras a diferentes pH en comparacion con las dos formulaciones restantes. (3) Al entrar
en contacto con la irradiacion de luz, sus parametros colorimétricos presentaron leves variaciones,

es decir, su color caracteristico no se degradd debido a dicha exposicion; ademas, en comparacién
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con las formulaciones F2 y F3, arroj6é un valor menor para el pardmetro AE*, es decir, las ACN
presentes en esta pelicula mostraron un mayor grado de estabilidad a través del tiempo al ser
sometidas al contacto con la luz. (4) Su micrografia transversal mostré una estructura menos aspera,

mas homogénea y compacta en comparacion con F2 y F3.

4. Test de Aplicacion de las Peliculas Indicadoras Colorimétricas

En la Figura 8 se muestra la apariencia visual de la prueba de carne de res en la que las
muestras de pelicula fueron puestas en contacto indirecto. Debido a la hidrofilia de la pelicula de
almidon, del PJ y a la higroscopicidad de la Lap, la pelicula fijada para la muestra de carne a -24
°C fue ganando un poco de humedad, sin embargo, no se percibe un cambio de color debido a
variaciones de pH, ya que la carne se conservl a causa de la Optima temperatura a la que se
encontraba y esto se puede verificar al observar que con el paso de los dias la carne mantiene su
color.

A partir del dia 3 para la muestra a 4 °C se observa un morado mas intenso en la pelicula 'y
se puede percibir el cambio de color en la carne, es decir a partir de ese dia se estaba iniciando la
degradacion del producto, lo que exitosamente se logré percibir con la pelicula indicadora. Por el
contrario, para la muestra que se almacend a una temperatura de 30 °C, era de suponerse que
después de 24 horas a dicha temperatura la carne estuviera degradada y efectivamente ocurri;
como se puede observar la carne habia perdido su color rojizo y la muestra de pelicula tomé un
color verdoso amarillento, que con el paso de los dias se fue convirtiendo a un amarillo debido al

aumento del pH. Los resultados obtenidos se pueden corroborar con los observados en la prueba
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de soluciones tampdn a diferentes pH, donde a medida que va aumentando el pH se va pasando de
un morado intenso, por un verde claro a oscuro, hasta llegar al amarillo.
Figura 8.

Aplicacién de la formulacion F1 sobre carne de res a condiciones de almacenamiento real.

Tiempo
T biao Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 7
-24 °C
Phcane= 5,53 Phcame= 6,31  Phcame= 6,21  Phcame= 6,20 Phcame= 6,15 Phcame= 6,15
- . . . .
Phcame= 5,53 Ph came= Phcame= 5,58  Phcame= 5,57 Phcarne= 5,54 Phcame= 5,23
30 °C

Phcarne: 5,53 Phcame: 5,7 Phcame: 7,18 Phcarne: 8,21

5. Conclusiones

Las peliculas desarrolladas a base de almidon de yuca con contenido de PJ y Lap mediante

el proceso de termocompresion, al ser sometidas a diferentes técnicas de caracterizacion
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evidenciaron su potencial como material colorimétrico indicador de pH para su posible uso en la
industria de empaques de alimentos.

Se logro establecer la pelicula F1 (5%PJ) como la formulacion recomendada, ya que
mostro tener un mejor angulo de contacto en comparacion con el resto de las formulaciones,
ademas la que mejor respuesta de color tuvo al aplicarle diferentes soluciones tampon, ya que con
esta formulacion los cambios de color fueron mas intensos y visibles al ojo humano.

La estructura quimica, cristalinidad, morfologia y espesor de las peliculas sugieren que el
espaciamiento molecular en las cadenas amilosa/amilopectina fue alterado con la presencia de la
Lap y el PJ. Sin embargo, propiedades como la humedad y la permeabilidad al vapor de agua no
se vieron afectadas por la presencia de estos compuestos, debido al uso de la misma cantidad de
plastificante en todas las formulaciones, ya que es su hidrofilia la que favorece la adsorcion de
agua en la matriz de la pelicula. Por otra parte, el angulo de contacto disminuyd
considerablemente al aumentar la concentracion de PJ, lo cual se atribuye a la caracteristica
hidrofilica del mismo.

Las peliculas colorimétricas elaboradas a partir de la matriz en presencia de Lap,
mostraron una diferencia de color (AE™) perceptible con respecto a las formulaciones que no
contenian la nanoarcilla. Ademas, los filmes con contenido de Lap, al ser expuestos a la
irradiacion de luz visible no presentaron cambios significativos en los parametros colorimétricos
evaluados a través del tiempo, lo que sugiere su uso tanto para la preservacion de las ACN durante
el proceso de termocompresion, como para mantener la estabilidad de las mismas evitando su
fotodegradacion.

La frescura de la carne de res fue evaluada mediante la aplicacion de las peliculas con 5
% de Lap y 5 % de PJ (F1), las cuales lograron demostrar su capacidad de indicar la degradacion

del producto, ya que presentaron cambios visibles de color a pH basicos (de morado a amarillo).
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6. Recomendaciones

Teniendo en cuenta que el material elaborado es una pelicula polimérica se recomienda
examinar las propiedades mecanicas de los filmes

Realizar un andlisis termo gravimétrico con el fin de caracterizar las propiedades fisicas y
quimicas de las peliculas en funcion de la temperatura en una atmosfera controlada de forma
precisa.

Estudiar otras fuentes de antocianinas de productos considerados residuos.
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Apéndices

Apéndice A. Determinacion de la concentracion de ACN presentes en el PJ obtenido, a

partir del método de pH diferencial.

En la Figura A se describe la metodologia experimental utilizada para calcular la
concentracion de ACN totales presentes, mediante la extraccion acidificada de ACN vy
posteriormente la aplicacion del método de pH diferencial, a través de un espectrofotometro UV-

vis (U-2900, Hitachi).

Figura A.

Flujograma de caracterizacion del PJ obtenido.

Polvo de Jambolan (PJ)
17,40 £ 0,85% H (base himeda)

Almacenado a 4°C

N
0,25 g PJ en 100ml agua acidificada

Extraccion de las Antocianinas

(100:2,7 viv, H20:KClI 37%) (ACN)

-
-

(Capello et al., 2019)
Agitacion continua en Shaker

(100 rpm, 35°C, 80min, ausencia de
luz)

Filtracidn, repeticion del proceso.

- J
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/ 0,5 ml Extracto de ACN + 4,5 ml \
Solucion tampon.

Soluciones tampon usadas: KCL

(0,025M, pH 1) y NaC;H;0. (0,4 M, L o
pH 4.5) Cuantificacion de las Antocianinas

\ / (ACN) presentes en el PJ
(Giusti y Wrosltad., (2001)

Espectrofotometro

Lectura de absorbancia (522 nm y 699
nm)

El proceso de obtencion del extracto es mencionado explicitamente en la seccion 2.2.1. Para
la cuantificacion de antocianinas presentes se prepararon en tubos de ensayo separados dos tipos
de soluciones, usando alicuotas de extracto de ACN (0,5 ml). En la primera, dicha cantidad de
extracto fue disuelta en 4,5 ml de una solucion buffer de cloruro de potasio KCI al 0,025M (pH=
1,0), y, en la segunda en 4,5 ml de una solucion tampén de acetato de sodio NaC>Hz0- al 0,4M
(pH=4,5). Para los ensayos de absorbancia, cada muestra fue medida a 522 nm (maxima absorcion)
y a 699 nm (no ocurre absorcion, lectura que sirve para correccion de la posible turbidez causada
por la presencia de sedimentos) (Capello, 2020). Siendo entonces, la concentracion de ACN totales
presentes en el extracto, calculada con la Ecuacion A, (Giusti y Wrolstad, 2001).

[(Aszo — Agoo)pr=1,0 — (As20 — A699)pH=4,5] X Mw X DF x 1000 (A)

ACN7otares = e x L

Donde, As,, es la absorbancia a 520 nm, Agqg la absorbancia a 699 nm, Mw el peso
molecular de la da cianidina-3-glicosideo (449,2 g/mol), DF el factor de dilucién (10), € es el
coeficiente de extincion molar (29600 L/(cm.mol)), y L es la Longitud del comino optico (1 cm).

Agua destilada es usada como blanco.
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Apéndice B. Evidencia Fotogréafica de las Formulaciones Elaboradas

Analisis Colorimétrico Inicial

Peliculas control indicadoras colorimétricas con 0%, 5%, 10%, y 15% (C1, CF1, CF2, CF3)
vs. Peliculas indicadoras colorimétricas con adicion de Laponita y 0%, 5%, 10%y 15% (C2, F1,
F2 y F3).
Figura B1.

Peliculas indicadoras colorimétricas elaboradas, con 0%, 5%, 10% y 15% de PJ, con y sin

adicion de Lap.

C1 C2 CF1 F1 CF2 F2 CF3 F3

Anélisis colorimétrico en funcién de los cambios de pH
Peliculas indicadoras colorimétricas con contenido de Lap y PJ (5%, 10% y 15%),
después del contacto con soluciones buffer (pH 1,0-13,0).
Figura B2.
Peliculas indicadoras colorimétricas elaboradas, con 0%, 5%, 10% y 15% de PJ, y 5% de Lap,

sometidas al contacto con soluciones tampon con pH entre 1,0 y 13,0.

pH 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 11,0 120 13,0
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Apéndice C. Resultados de los Analisis de Varianza (ANOVA).

A continuacion, se presentan los resultados de la Prueba ANOVA aplicada para determinar
si la variable Concentracion PJ (%) tiene efecto significativo sobre distintas propiedades de las
peliculas resultantes. En caso de haber obtenido resultados que anulen la hip6tesis nula del test (La
concentracion PJ (%) no tiene efecto sobre la variable de respuesta), y confirmen la hipétesis
alternativa (al menos dos concentraciones presentan diferencias significativas), se efectué una
prueba Tukey en el software SAS University Edition.

En cada una de las tablas se encuentran las columnas: *Grados de libertad, *SC= Suma de
cuadrados, *CM= Cuadrados medios, *Fo= Estadistico de prueba y Fcit= Estadistico de prueba

critico.

Anélisis Colorimétrico Inicial.
Efecto del %PJ sobre el parametro colorimétrico AE*:
Tabla C1.

Resultados del ANOVA del efecto de los %PJ sobre AE* de los filmes.

Grados de libertad SC CM Fo Ferit
Tratamiento 3 407,45 135,82
Error 12 30,76 2,56 52,98 3,49
Total 15 438,21

Al comparar el estadistico de prueba, con el valor critico para un nivel de confianza del
95% (0=0,05), se observa que Fo > Fgit, lo que indica que existen diferencias significativas entre

los valores de AE* de las peliculas a diferentes concentraciones de PJ. En consecuencia, al efectuar
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el método Tukey, se conocid entre cuales tratamientos existe dicha diferencia. (Resultados en la

seccion 3.1.1- Tabla 3).

Andlisis Colorimétrico en Funcion del Cambio de pH.
Efecto del pH de la solucién tampdn sobre el parametro colorimétrico AE* para
cada una de las formulaciones elaboradas.
Tabla C2.

Resultados del ANOVA del efecto de los pH de la solucion tampdn sobre AE* de la formulacion

F1.
Grados de libertad SC CM Fo Ferit
Tratamiento 12 4001,20 333,43
Error 39 11,25 0,29 1156,08 2,00
Total 51 4012,45
Tabla C3.

Resultados del ANOVA del efecto de los pH de la solucion tampdn sobre AE* de la formulacion

F2.
Grados de libertad SC CM Fo Ferit
Tratamiento 12 2553,20 212,77
Error 39 31,38 0,80 264,41 2,00

Total 51 2584,58
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Tabla C4.

Resultados del ANOVA del efecto de los pH de la solucion tampdn sobre AE* de la formulacion

F3.
Grados de libertad SC CM Fo Ferit
Tratamiento 12 1803,89 150,32
Error 39 67,78 1,74 86,49 2,00
Total 51 1871,68

En los tres casos, al comparar el estadistico de prueba, con el valor critico para un nivel de
confianza del 95% (0=0,05), se observa que Fo > F¢it, 10 que indica que existen diferencias
significativas entre los valores de AE* de cada formulacion a diferentes pH de las soluciones
tampon goteadas sobre el filme. En consecuencia, al efectuar el método Tukey, se conocio entre

cuales tratamientos existen dichas diferencias. (Resultados en la seccion 3.1.2- Tabla 4).

Humedad (%oH)
Efecto del %PJ sobre el porcentaje de humedad %H.
Tabla C5.

Resultados del ANOVA del efecto de los %PJ sobre %H de los filmes.

Grados de libertad SC CM Fo Ferit
Tratamiento 4 3,48 0,87
Error 5 591 1,18 0,74 5,19
Total 9 9,39

Al comparar el estadistico de prueba, con el valor critico para un nivel de confianza del

95% (0=0,05), se observa que Fo < Fcrit, |0 que indica que no existen diferencias significativas entre
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los valores de %H de las peliculas a diferentes concentraciones de PJ. Es decir, se acepta la
hipotesis nula que plantea que él %PJ no tiene efecto sobre la variable de respuesta, en este caso,

%H.

Solubilidad (%S)
Efecto del %PJ sobre el porcentaje de solubilidad %S.
Tabla C6.

Resultados del ANOVA del efecto de los %PJ sobre %S de los filmes.

Grados de libertad SC CM Fo Ferit
Tratamiento 4 110,66 27,66
Error 5 13,42 2,68 10,31 5,19
Total 9 124,08

Al comparar el estadistico de prueba, con el valor critico para un nivel de confianza del
95% (0=0,05), se observa que Fo> Ferit, 10 que indica que existen diferencias significativas entre el
valor de %S de cada formulacion a diferentes concentraciones de PJ. En consecuencia, al efectuar
el método Tukey, se conocio entre cuales tratamientos existen dichas diferencias. (Resultados en

la seccién 3.2- Tabla 5).

Espesor (e)

Efecto del %PJ sobre el Espesor (e).
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Tabla C7.

Resultados del ANOVA del efecto de los %PJ sobre e de los filmes.

Grados de libertad SC CM Fo Ferit
Tratamiento 4 0,05 0,01
Error 45 0,04 0,0008 13,86 2,84
Total 49 0,09

Al comparar el estadistico de prueba, con el valor critico para un nivel de confianza del
95% (0=0,05), se observa que Fo> Ferit, 10 que indica que existen diferencias significativas entre el
valor de (e) de cada formulacion a diferentes concentraciones de PJ. En consecuencia, al efectuar
el método Tukey, se conocid entre cuales tratamientos existen dichas diferencias. (Resultados en

la seccion 3.3- Tabla 6).

Permeabilidad al VVapor de Agua (PVA)
Efecto del %PJ sobre la Permeabilidad al VVapor de Agua (PVA).
Tabla C8.

Resultados del ANOVA del efecto de los %PJ sobre PVA de los filmes.

Grados de libertad SC CM Fo Ferit
Tratamiento 4 0,07 0,02
Error 5 0,03 0,006 3,02 5,19
Total 9 0,10

Al comparar el estadistico de prueba, con el valor critico para un nivel de confianza del
95% (0=0,05), se observa que Fo < Feit, 0 que indica que no existen diferencias significativas entre

los valores de PVA de las peliculas a diferentes concentraciones de PJ. Es decir, se acepta la
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hipotesis nula que plantea que él %PJ no tiene efecto sobre la variable de respuesta, en este caso,

PVA.

Angulo de Contacto:
Efecto del %PJ sobre el Angulo de contacto (AC).
Tabla C9.

Resultados del ANOVA del efecto de los %PJ sobre AC de los filmes.

Grados de libertad SC CM Fo Ferit
Tratamiento 4 927,23 231,81
Error 15 697,44 46,49 4,99 3,06
Total 19 1624,67

Al comparar el estadistico de prueba, con el valor critico para un nivel de confianza del
95% (0=0,05), se observa que Fo> Ferit, 10 que indica que existen diferencias significativas entre el
valor de AC de cada formulacion a diferentes concentraciones de PJ. En consecuencia, al efectuar
el método Tukey, se conocio entre cuales tratamientos existen dichas diferencias. (Resultados en

la seccién 3.4- Tabla 7).



