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[. INTRODUCCION

La mayoria de los plasticos estan hechos a base de petréleo y combustibles fésiles
(alrededor del 5% es utilizada para la producciéon de estos) y son por definicién productos
no sustentables lo que atribuye un impacto ambiental muy fuerte y con consecuencias
irreversibles, es por eso que se han buscado alternativas para controlar estos efectos.
Una de las alternativas con mejores resultados es el uso de biopolimeros (plasticos
biodegradables producidos a base de almidén, celulosa o bacterias), en especial para
utensilios que tienen una vida Gtil reducida o no son de facil reciclaje, como las envolturas

de alimentos.

El biopolimero de interés es el acido polilactico (PLA), este es de origen microbiano, que
se deriva principalmente de la fermentacion de azlcares a 4cido lactico. Los azlcares
pueden derivar de la hidrélisis de polisacaridos como el almidén. ElI PLA deriva de una
catalisis molecular y requiere de rodajes de dimeros ciclicos de Acido Lactico “lactida”
para obtenerlo, la lactida es un producto natural renovable que se produce como
subproducto de la fermentaciéon de biomasa con alto contenido de almidén, tales como la

remolacha de maiz, el trigo o el azucar.

El PLA es un material obtenido de fuentes renovables, biodegradable en condiciones de
composta, biocompatible y con diversas aplicaciones, pero tiene sus limitantes, una de
ellas es su inestabilidad estructural a temperaturas sobre 60°C por lo que no soporta el
llenado en caliente de un alimento liquido, por lo anterior, las aplicaciones actuales se
restringen a charolas, bandejas, peliculas y botellas para contener, almacenar y
comercializar alimentos que no requieren llenado en caliente. Es por eso que se toma en
cuenta su aplicacion potencial del PLA en envases para aceites vegetales o alimentos con
alto contenido de grasa. Sin embargo, otra de sus desventajas es su limitada barrera al
oxigeno por lo que alimentos susceptibles a la oxidacién y envasado en PLA, quedaran

expuestos al oxigeno y sus consecuencias.

El PLA est4 siendo investigado como materia prima de muchos productos fabricados, ya
gue presenta similaridad y en algunos casos mejores propiedades que los polimeros
tradicionales derivados del petréleo, con el beneficio significativo de que es biodegradable
en condiciones de composta. La comunidad cientifica muestra un interés para encontrar

aditivos que sean capaces de producir dichos biomateriales con mejores propiedades o
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con valor agregado como los envases activos antioxidantes. Los antioxidantes naturales
se encuentran presentes en practicamente todas las plantas, microorganismos, hongos e

incluso en los tejidos animales.

Si se observa la tendencia hacia la sustitucion del uso de antioxidantes sintéticos en la
elaboracion de envases de alimentos mediante la adicion de inhibidores de la oxidacién
de origen natural, es muy extensa pero muy poco estudiada, es por ello que el mejor
método puede ser producir envases con aditivos naturales para la estabilidad de nuestros

alimentos.

Este estudio fue principalmente dirigido a antioxidantes primarios que incluyen
compuestos fendlicos. Es por eso que el uso de acido clorogénico (ACG) fue aceptado
para interactuar con el PLA. El ACG tiene enlaces multiples conjugados es por ello que

representa una actividad antioxidante desde el punto de vista tecnoldgico y nutricional.

Asi, los compuestos fendlicos, como es el caso del ACG, intervienen como antioxidantes
naturales de los alimentos, por lo que la obtencién y preparacién de alimentos con un alto
contenido en estos compuestos supone una reduccidon en la utilizacion de aditivos
antioxidantes sintéticos, a la vez que se obtienen alimentos mas saludables, que incluso
pueden llegar a englobarse dentro de los alimentos funcionales. Por lo anterior se ha
decidido estudiar el uso del ACG como aditivo en PLA y su uso potencial como envase

activo.
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ll. JUSTIFICACION
El PLA es un material biodegradable en condiciones de composta, biocompatible y con

diversas aplicaciones, pero tiene sus limitantes. Una de ellas es su inestabilidad
estructural a temperaturas sobre 60°C por lo que no soporta el llenado en caliente de un
alimento liquido, asi como su limitada barrera al oxigeno, por lo que alimentos
susceptibles a la oxidacion y envasado en PLA, quedaran expuestos al oxigeno y sus
consecuencias. Por lo anterior, las aplicaciones actuales se restringen a charolas,
bandejas, peliculas y botellas para contener, almacenar y comercializar alimentos que no
requieren llenado en caliente. Es por eso que se toma en cuenta su aplicacion potencial
del PLA en envases para aceites vegetales o alimentos con alto contenido de grasa. La
difusion de ACG se lleva a cabo de manera gradual de una pelicula de PLA a simulantes
de alimentos durante el almacenamiento, produciendo un efecto en la estabilidad

oxidativa de los mismos.

[ll. OBJETIVOS

1.1 GENERALES
Elaborar una pelicula de PLA con ACG y determinar la migracion de este compuesto a

simulantes de alimentos, asi como el efecto en la estabilidad oxidativa de aceite de soya.

1.2 ESPECIFICOS
Elaborar pelicula de PLA incorporando ACG.

Verificar después de la fabricacion por extrusion con dado plano, la concentracion de este

antioxidante y la de sus productos de descomposicion.
Determinar la difusion de ACG a simulantes de alimentos a base de etanol a 40 y 20°C.

Evaluar el efecto de las peliculas en la estabilidad oxidativa del aceite vegetal durante el

almacenamiento a 30°C.

Evaluar el efecto de las peliculas y del ACG en el crecimiento de bacterias.
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IV. CARACTERIZACION DEL AREA

“CENTRO DE INVESTIGACION EN ALIMENTACION Y DESARROLLO, A.C.”

El CIAD se cre6 por decreto presidencial publicado en el Diario Oficial de la Federacion el
martes 22 de septiembre de 1981 y se constituyé como una empresa de participacion
estatal mayoritaria mediante acta constitutiva de fecha 16 de marzo de 1982. El 31 de
marzo del afio 2000 la Asamblea de Asociados autorizo la constitucion del CIAD como
Centro Publico de Investigacion con nuevos estatutos, al amparo de la Ley, para la

Promocién de la Investigacién Cientifica y Tecnoldgica.

La vitalidad del CIAD se fundamenta en el reconocimiento de su razén de ser y se
establece en el sentido de una organizacibn que busca ampliar la frontera del
conocimiento, asi como contribuir a elevar el bienestar social a través de propuestas para
abatir los problemas de marginacién, desnutricibn y deformaciéon en la estructura
competitiva en el sistema alimentario mexicano, a proporcionar los conocimientos y la
tecnologia adecuada para a) mejorar las condiciones de los alimentos y la alimentacién en
todas sus etapas, b) seleccionar aquellos proyectos que tengan una mayor relacién
beneficio: costo, particularmente para los grupos marginados y c¢) contribuir al

aseguramiento de la calidad y la seguridad alimentaria.

MISION
Somos un centro de reflexiébn critica que genera conocimiento, innova, transfiere
tecnologia y forma recursos humanos especializados en alimentos, nutricion, salud

publica, desarrollo regional y recursos naturales, vinculado con la sociedad.

VISION

Ser una institucién de liderazgo internacional con equilibrio entre sus actividades de
investigacion, vinculacion y docencia, que desarrolle lineas emergentes afines y proyectos
transdisciplinarios que impacten el bienestar social; que promueva en sus empleados la

superacion, sentido de permanencia, apertura y compromiso.
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e Contribuir a la generacién y difusién del conocimiento cientifico y tecnolégico, a
través de proyectos de investigacion en alimentos, nutricion y desarrollo.

e Formar recurso humano especializado en las competencias regionales a través de
Programas académicos de Iniciacion Cientifica y Posgrado con registro en el
PNPC del Conacyt.

e Apoyar a los sectores publico, social y privado mediante la gestion y desarrollo de
proyectos, procesos, productos, servicios y asesorias orientadas a la produccion,
manejo y comercializacion de alimentos.

e Impulsa la innovaciébn y competitividad a través de alianzas Cientifico-

Empresariales estratégicas.
COORDINACION DE ALIMENTOS DE ORIGEN VEGETAL

Esta Direccién ha dado origen a un grupo especializado de investigadores en el estudio
de la fisiologia y tecnologia pre- y pos-cosecha de frutas, hortalizas, cereales y hongos.
Actualmente esta integrada por 27 investigadores y 11 técnicos y laboratoristas. Dentro de
esta Direccién de Area se llevan a cabo proyectos de investigacion basica y de desarrollo

tecnoldgico en base a seis lineas de investigacion:

* Biologia y Tecnologia Postcosecha de Frutas y Hortalizas
* Procesamiento e Ingenieria de Frutas y Hortalizas

* Biotecnologia de Vegetales y Hongos

* Inocuidad de Frutas y Hortalizas Frescas

* Ciencia y Tecnologia de los Cereales

* Envases de Alimentos y Vida de Anaquel
Nombre de la Institucion:

Centro de Investigacion en Alimentacién y Desarrollo, A.C. (CIAD, A.C.), Director
General: Dr. Ramoén Pacheco Aguilar. Correo Electrénico: rpacheco@ciad.mx. Direccion:
Carretera a la Victoria Km. 0.6, Hermosillo, Sonora. C.P. 83304 Apdo. Postal: 1735
Teléfono y Fax: (52) - 6622- 800146; (52) - 6622- 80 00 10 (52) - 6622- 89 24 0 Fax: (52)
- 6622- 80 01 46.

10


mailto:rpacheco@ciad.mx

<& z,
Centro de Invastigacion k/ 00
= en Alimentacion ) X\ 1
y Desarmalio A.C %)
CIAD ¥ Desamdiio RESIDENCIA PROFESIONAL o,

V. PROBLEMATICA A RESOLVER

Desde hace tiempo, las personas se preocupan por el cuidado y la conservacion del
medio ambiente. El uso de envases de plastico dafia la ecologia ya que el plastico tarda
afios en degradarse. En la industria alimenticia, se usa en gran mayoria plastico para
envasar, esto dafia al medio ambiente ya que, el material utilizado tarda

aproximadamente 500 afios en degradarse.

Ante este problema, han surgido actividades como el reciclaje (accién de volver a
introducir en el ciclo de produccion y consumo productos materiales obtenidos de
residuos, también se refiere a reutilizar partes de articulos que en su conjunto han llegado
al término de su vida Uutil, pero que admiten un uso adicional para alguno de sus

componentes).

Ante esta falta de interés por reciclar, las personas preocupadas por el medio ambiente
han hecho diferentes investigaciones para encontrar envases que no tarden tanto tiempo
en degradarse. En un futuro no muy lejano, los envases para alimentos y bebidas dejaran
de ser un problema para el medio ambiente y el consumidor. Varias compafiias, tanto
mexicanas como internacionales, trabajan en las tendencias de envases que, seran

inteligentes, utiles y funcionales.

VI. ALCANCES Y LIMITACIONES

Existe una combinacién de factores que esta impulsando la utilizacion de plasticos

biodegradables. Entre estos estan:

- El alto precio de las resinas derivadas del petrleo

- La creciente conciencia de los consumidores sobre la necesidad de proteger el
medio ambiente

- La madurez tecnolégica ya alcanzada en la generacion de productos de alto

desempefio con estas resinas

- Las leyes gubernamentales que se estan gestando en varios paises,

especialmente de Europa, fomentando el uso de estos productos biodegradables.
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- La exclusién de sistemas de gestion de residuos tales como los vertederos y la

mala imagen de la valorizacién energética como solucion final.

Debido a esto en los Ultimos cinco afios los proveedores de envases han lanzado al
mercado envases de plasticos biodegradables, fabricados a partir de diversas plantas,
especialmente maiz, confiados en que la demanda responderd positivamente a sus
ofertas. Debido al incremento en precio que desde el 2005 tuvieron las resinas
convencionales, de entre el 30 y el 80%, muchas empresas se inclinaron por buscar

alternativas.

Algunos plasticos biodegradables han desarrollado un nivel de madurez que les permite
ser competitivos; la brecha en precio que los separaba de las resinas comunes se ha
disminuido considerablemente, y materias primas como la cafia de azlcar y el almidén

son actualmente mas econdémicas que el petréleo.

La productividad y la competitividad tienden a aumentar en la perspectiva a largo plazo, y
ya se evidencian las primeras aplicaciones concretas y masivas para estos polimeros. Los
plasticos biodegradables pueden ser fabricados a partir de recursos renovables de origen
animal o vegetal, o de recursos fésiles. Las materias primas mas comunes son el PLA,

acido polilactico, y los PHA, poli-hidroxi-alcanoatos.

Es la estructura quimica lo que hace a un polimero biodegradable, lo diferencia de un
polimero convencional, y permite que pueda ser destruido por microorganismos, como
hongos y bacterias en ambientes biolégicamente activos. Aunque las cifras no son
oficiales, se estima que el mercado actual de biopolimeros esta alrededor de las 300.000
toneladas al afio (base 2007), en el que el consumo de Europa esta alrededor de las
50.000 toneladas. De mantenerse el crecimiento continuo que se ha producido hasta
ahora, la capacidad global necesaria de produccion de polimeros biodegradables

alcanzaria el millén de toneladas alrededor del afio 2010.
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VII. FUNDAMENTO TEORICO
VII.1 ALIMENTOS Y SU VIDA UTIL

Por lo general, la vida media o vida util de un alimento se define como el periodo de
tiempo, durante el cual resulta deseable el consumo de un producto alimenticio elaborado.
Con ellos, se quiere expresar el tiempo que tarda la calidad de un alimento en alcanzar
niveles considerados inaceptables para su consumo. No obstante, los términos de la

definicion puede ser motivo, en algunas ocasiones de dudas o confusiones @.

En consecuencia, el tiempo de duracién de la vida til de un producto alimenticio
comercializado puede ser muy variable, segin puedan incidir con mayor o menor
intensidad todo un conjunto de factores, siempre vinculados a las circunstancias que
acompafian a las distintas fases implicadas en el proceso alimentario: presentacion,

almacenado, transporte, distribucién, venta y manipulacion en el hogar.
Entre todos ellos cabe destacar los siguientes:

1. Estado fisico del producto: concentrado, liofilizado, en polvo, entre otros.

2. Composicién quimica: contenido de agua, proporciébn de azlcar, sustancias
conservantes.
Acondicionamiento: calidad y tipos de envasado.
Tecnologia de conservacion aplicada para su almacenado: refrigerado,

ultracongelado.

Cualquiera que sea la importancia adquirida por cada uno de estos factores, el
envejecimiento del producto se suele manifestar por una serie de modificaciones
fisicogquimicas (color, olor, sabor, etc.), que pueden ser debidas a reacciones entre
algunos de sus componentes quimicos ocasionadas por agentes de diversa naturaleza: la
luz, enzimas, materiales de contacto, temperaturas, etc., o bien por algunas

transformaciones debidas a la actividad metabdlica de la proliferacion microbiana.

Todos estos fendbmenos acarrean una reduccion de la calidad estable del producto, que
tiene su reflejo en las propiedades intrinsecas del alimento: cualidades organolépticas,

valor nutritivo e incluso inocuidad, para la posible formacion de sustancias toxicas ®.
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En los Ultimos afios se han realizado numerosos trabajos para establecer métodos que
permitan predecir la duracion de la vida util de un alimento, de acuerdo con todos los
factores que pueden incidir sobre su calidad. Estos métodos de prediccion se suelen
basar en el estudio de los diversos mecanismos capaces de provocar alteraciones, asi
como de las velocidades a las que se desarrollan. En este sentido, resulta de gran
relevancia el manejo del binomio temperatura-tiempo, que sirve de fundamento para una

serie de indicadores usados en la actualidad por la industria alimentaria @.

La calidad de un alimento viene determinada por su adecuacién a un patron de referencia,
basado en aquellas propiedades del alimento que van a ser determinantes de una
aceptacion o a un rechazo por parte del consumidor. Al ser los alimentos productos
biol6gicamente activos, caracterizados por un sistema fisicoquimico inmerso dentro de un

sistema dinamico, esta calidad puede ser algo que varie hacia valores mas reducidos.

Los distintos factores vinculados con el almacenamiento de un alimento, tales como
temperatura, humedad relativa, radiaciones luminosas, etc., pueden incidir de modo
negativo sobre la estabilidad del alimento almacenado. Como consecuencia de todo ello,
el alimento pierde calidad a velocidades que dependeran de la cinética de cada reaccion
responsable @,

VI1.1.2 OXIDACION Y CALIDAD EN LOS ALIMENTOS

La oxidacion es una de las principales causas de deterioro de los alimentos, lo que
representa un gran interés econémico para la Industria Alimentaria, ya que da lugar a la
aparicion de sabores y olores desagradables, llamados en general de enranciamiento; lo
gue hace que disminuya la vida util del alimento o que los mismos sean inaceptables para
el consumidor. Ademas de disminuir la calidad del alimento pueden producirse productos

de oxidacion potencialmente téxicos @.

La oxidacion se da principalmente en los lipidos, este se produce a través de
mecanismos de radicales libres, que incluyen las etapas de iniciacion, propagacion y

terminacion.
Iniciacion: RH ® Rx + Hx

Propagacion Rx + Oz ® RO2x
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RO.>x + RH ® RO2H +Rx
Terminacion Rx + Rx ® RR

Rx + RO2; ® RO2R

RO2x + RO2x ® RO2R +0O2

Estos mecanismos muestran gque la velocidad de la oxidacion lipidica ser4 mayor cuando

mayor sea la cantidad de radicales libres involucrados.

El proceso puede ser analizado en tres estados. En el estado temprano, las reacciones de
iniciacion y propagacion son dominantes y la probabilidad de ocurrencia de las reacciones
de terminacion es baja dado que las concentraciones de radicales libres son bajas y esto

dificulta la reaccion entre los mismos.

En los estados tardios del proceso, debido al incremento en la concentracion de radicales
libres, la probabilidad de que ocurran las reacciones de terminacién, comienzan a ser
importantes. En el estado final del proceso es poco probable que ocurran las reacciones

de iniciacion, debido a la disminucién de los sustratos.

Especies de oxigeno activo son posibles iniciadores de las reacciones oxidativas en
alimentos. La eliminacion de estas especies podria ser realizada usando sistemas
naturales ©:

VI1.1.3 MECANISMOS DE OXIDACION

Las principales reacciones de oxidacion en los alimentos se deben a la Peroxidacion de
los lipidos. Entre los componentes de los lipidos (grasas) se encuentra acidos grasos
insaturados (con dobles enlaces) los cuales al presentar posiciones (0 metilenos
adyacentes a dobles enlaces) reactivas sufren la auto-oxidacion generando
hidroperéxidos que son sustancias inestables que descomponen a productos secundarios

de reaccion, generando moléculas mas pequefias y volatiles. @

La oxidacion de acidos grasos es un gran namero de instauraciones donde se producira

un mayor niumero de hidroperoxidos que por descomposicion posterior genera numerosos
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productos volatiles como aldehidos, acidos carboxilicos, cetonas, alcoholes, etc., éstos
compuestos mas pequefios son los que causan la rancidez de los alimentos detectada por
olores fuertes y desagradables. Es el caso de la mantequilla rancia cuyo olor se atribuye
al é&cido butanoico (butirico). Tales productos secundarios como también los
hidroperéxidos y radicales libres peroxidicos de los lipidos pueden reaccionar con
proteinas y vitaminas causando pérdida del valor nutricional de los constituyentes de los

alimentos ©:

Asi, en tejidos de musculo congelado, la autoxidaciébn de lipidos ocurre en el
microambiente de los alrededores del producto contieniendo oxigeno, con vegetales sin
pelar y pelados la oxidacién procede en su mayor parte de la enzima lipoxigenasa, la cual
esta presente en el maiz, guisantes, habichuelas, coles de Bruselas y espéarragos. Esta

enzima cataliza la oxidacién de acidos grasos como el linoléico, linolénico y araquidénico
@).

La AOAC proporciona analisis estadisticos y especificos en alimentos, se rige por tener
una transcripcion integra de los métodos de analisis publicados en el Diario Oficial de la
CEE (Comunidades Europeas), dando asi al alimento seguridad de consumo. Es por ello,
gue en este estudio se utiliza el analisis de indice de peroxidos ©, siendo el aceite de
soya uno de nuestros alimentos de interés, este andlisis determina la cantidad (expresada
en miliequivalentes de oxigeno activo por kg de grasa) de peroxidos en la muestra que
ocasiona la oxidacion. Este andlisis se lleva a cabo en condiciones ya descritas por la
AOAC. M

VII.2 FACTORES QUE INFLUYEN EN LA VIDA UTIL DE LOS ALIMENTOS

Un alimento puede estar expuesto a diversos agentes y perder su calidad sanitaria. Los
agentes pueden ser fisicos, quimicos o bioldgicos, que al alterar el alimento pueden
provocar un dafio en la salud del consumidor. Entre los agentes fisicos mas alarmantes
encontramos a la luz que promueve decoloraciones, oxidacién de lipidos; ademas se
pueden tener golpes y magulladuras por agentes mecanicos, por temperaturas extremas,

modificaciones en el pH e inclusive la presencia de oxigeno.

Con respecto a los agentes quimicos, no podemos descartar la accion del oxigeno, que

puede conducir a la desnaturalizacién de proteinas, al enranciamiento auto-oxidativo de
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lipidos o destruccién de vitaminas. También la presencia de metales pesados inactivan
enzimas y son téxicos a concentraciones altas o inducen la oxidacion, e inclusive un
agente quimico puede llegar a considerar a algunos compuestos quimicos adicionados
incorrectamente que se aplican paradojicamente con la finalidad de conservar el alimento
y ampliar su vida de anaquel o tiempo que permanece con calidad aceptable antes de

consumirse ©:

VII.2.1 EFECTO DE LOS MICROORGANISMOS EN LOS ALIMENTOS

La importancia de los microorganismos en los alimentos es mas evidente. La produccion
de alimentos por técnicas microbioldgicas es una actividad de larga historia: los
microorganismos alteran los constituyentes de los alimentos de forma que los estabilizan
permitiendo su mayor duraciéon y, ademas, proporcionan compuestos que confieren
sabores caracteristicos a los alimentos por ellos producidos. Esta faceta se complementa
con la accién de microorganismos alterantes de los alimentos y responsables de su

deterioro de forma que se hagan inaceptables por los consumidores.

Desde el punto de vista sanitario, los alimentos pueden ser vehiculos de infecciones
(ingestibn de microorganismos patdgenos) o de intoxicaciones (ingestibn de toxinas
producidas por microorganismos) graves. En este sentido se han desarrollaron las

técnicas de control microbioldgico de alimentos.

Muchas veces la causa de la contaminacion del alimento se debe a medidas higiénicas
inadecuadas en la produccion, preparacion y conservacion; lo que facilita la presencia y el
desarrollo de microorganismos que producto de su actividad y haciendo uso de las
sustancias nutritivas presentes en éste, lo transforman volviéndolo inaceptable para la
salud humana.® Es por eso que es necesario realizar algunas pruebas microbiolégicas

que nos indiquen la calidad de nuestro alimento.

VI1.2.3 PRUEBAS MICROBIOLOGICAS

El crecimiento microbiano se define como un incremento en el n° de células, es decir, se
refiere al crecimiento de poblaciones. Este viene dado como consecuencia del crecimiento
de cada célula individual y su division celular. El crecimiento de un microorganismo

depende de varios factores como:
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1. El microorganismo en si. Asi por ejemplo, en condiciones 6ptimas E. coli tiene un ciclo

de vida de 15-20 minutos, mientras que Mycobacterium tuberculosis lo tiene de 18 horas.

2. La composicion del medio de cultivo. Las células creceran mas lentamente en un medio
minimo (MM) que en un medio rico (MR) con todos los nutrientes. Dependiendo de la
fuente de carbono y de la facilidad con que la asimilen creceran mas o menos
rapidamente (por ejemplo, crecen mejor con glucosa (Glc) como fuente de carbono que
con galactosa (Gal).

3. Las condiciones de incubacién. La temperatura de incubacion, la concentracion de

COzen la atmésfera de cultivo, la agitacién, entre otras, son factores importantes.

4. La procedencia y caracteristicas del in6culo. La curva de crecimiento variara
dependiendo de que se parta de un cultivo estacionario o de uno en crecimiento
exponencial, que se pase un cultivo crecido en MM+Glc a MM+Gal o de MR a M+Gilc.

Existen varios métodos para medir el crecimiento microbiano:

Métodos directos: son aquellos en los que se cuenta el nimero total de células en un

volumen conocido y asi se estima el niumero total en la poblacién. Entre ellos:
- Recuento directo del nimero de células al microscopio.

Se utilizan portas especialmente disefiados para el recuento celular y denominados
camaras de recuento. Existen varios tipos de camaras de recuento, una de ellas es la
camara Thoma que es la que nosotros utilizaremos. Este método tiene el inconveniente

de que no diferencia entre células viables y no viables. Es poco preciso.
- Contadores electrénicos.

Las células son suspendidas en un fluido conductor que pasa lentamente a través de una
abertura fina por la que pasa una corriente eléctrica. Cada célula que pasa produce un
cambio en la conductividad y estos cambios o pulsos convenientemente amplificados son
registrados electronicamente dando una medida directa del nimero de células en el
medio. No teniendo diferencia entre células viables y no viables ni entre células o

particulas inertes.
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- Recuento de células viables.

Haciendo diluciones apropiadas seguidas de siembra sobre placas Petri podemos obtener
crecimiento de colonias aisladas procedentes cada una de una Unica célula. Si se

multiplica por el factor de dilucion tendremos el nimero de células en cultivo. ©

Sélo detecta viables pero es un método lento y caro por el elevado nimero de placas que

hay que utilizar para que los resultados sean significativos.

Métodos indirectos. Son aquellos que utilizan parametros distintos del namero de
células, pero que pueden relacionarse de forma directa con éste (masa celular, actividad
metabdlica, etc.). Ello es posible porque durante el crecimiento de un cultivo hay un
aumento ordenado de todos los constituyentes celulares y asi la velocidad de crecimiento
de la poblacion puede estimarse por la velocidad del incremento de cualquiera de estos

parametros. Entre los métodos indirectos se encuentran:
- Determinacion del peso seco.

Se trata de medir la masa celular presente en un cultivo y estimar el numero de células

proporcional a ésta.
- Determinacion del nitrégeno celular.
Medir el contenido proteico del cultivo.

- Determinacion del DNA.

- Determinacion de una actividad metabdlica segun el tipo de microorganismo:

Consumo de oxigeno (en aerobios), liberacion de CO; u otro producto de fermentacion,
aumento de la concentracion de alguna enzima constitutiva, incorporacion en la célula de

algun material radiactivo.
- Medida de la turbidez del cultivo.

Se basa en la capacidad de las células y particulas en general de absorber y/o dispersar
la luz que incide sobre ellas. Un cultivo celular aparece turbio porque las células dispersan

la luz que atraviesa la suspension. La turbidez es proporcional al nimero de células y
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puede medirse utilizando un espectrofotbmetro. El espectrofotometro es un aparato que

hace pasar la luz a través de una suspension celular y detecta la luz no dispersada. ©

VI1.3 TECNOLOGIAS PARA EXTENDER LA VIDA DE ANAQUEL DE LOS ALIMENTOS

El envasado es una técnica que surge para satisfacer la necesidad de preservar los
alimentos, a través de ello se busca no sélo lograr proteger a los alimentos del deterioro
fisico y quimico, la contaminacion y deterioro por microorganismos, parasitos y otros
agentes contaminantes, sino ademas prolongar la vida de éstos durante mas tiempo. La
técnica de envasado cumple con lo anteriormente citado, pero una gran desventaja de ello
es la contaminacion que esto conlleva, las millones de toneladas de residuos de envases

gue se generan dia a dia.

Los materiales plasticos son la base de la mayoria de los productos de consumo
habituales. Una vez que dejan de ser Utiles, estos materiales se convierten en residuos
permanentes dificiles de eliminar del medio ambiente. Al no ser biodegradables, acaban
amontonandose en los vertederos, puesto que la capacidad de reciclaje es todavia
bastante reducida. Ademas, los plasticos se producen a partir de combustibles fésiles,
una fuente de energia contaminante, causante de las emisiones de gases de efecto

invernadero, y no renovable ya que en pocos afios sus reservas se habran agotado.

Existen otras tecnologias para conservar alimentos que tratan de contrarrestar la
oxidacién en los alimentos. Una de ellas es disminuyendo el oxigeno del envase que
contiene el alimento por vacio o modificando la atmosfera del mismo. Ademas, se puede
hacer una incorporacién de antioxidantes en el alimento, que no detendran la formacion
de radicales, sino que reaccionaran con ellos y los estabilizaran produciendo radicales de

los antioxidantes menos activos.

La efectividad de los antioxidantes depende de sus propiedades quimicas y fisicas. La
presencia de enlaces de baja energia con el hidr6geno ayuda a que éste sea donado al
radical libre con mayor rapidez. Los radicales de los antioxidantes debido a su baja
energia, tienen una deslocalizacion de su electron desapareado, presentando resonancia,

lo cual reduce la rapidez de reaccion con el oxigeno. Cualquier compuesto que tiene un

20



[]

ClA

D

Centro de Invastigacion

en Alimentacion

y Desarralio A.C RESIDENCIA PROFESIONAL

potencial de reduccidon menor al potencial de reduccion de un radical libre es capaz de

donar el hidrégeno y actuar como antioxidante. 9

VI1.3.1 ANTIOXIDANTES YCOMPUESTOS FENOLICOS

El término «Compuestos Fendlicos» engloba a todas aquellas sustancias que poseen
varias funciones fenol, nombre popular del hidroxibenceno, unido a estructuras aroméaticas
o alifaticas. Unicamente, algunos compuestos fendlicos de la familia de los &acidos

fendlicos no son polifenoles, sino monofenoles.

Los compuestos fendlicos tienen su origen en el mundo vegetal. Son unos de los
principales metabolitos secundarios de las plantas y su presencia en el reino animal se
debe a la ingestion de éstas. Los fenoles son sintetizados de novo por las plantas y son
regulados genéticamente, tanto a nivel cualitativo como cuantitativo, aunque a este nivel

también existen factores ambientales.

VI1.3.2 ACIDO CLOROGENICO (ACG) COMO ANTIOXIDANTE Y ANTIMICROBIANO

Los polifenoles son un grupo de compuestos que se encuentran principalmente en plantas
y verduras, y la actividad antioxidante de varias plantas polifendlicas ha quedado bien
establecida. EI ACG es el polifenol preponderante en el café, aunque hay otros, como son

el &cido cafeico, el acido ferulico y el &cido p-cumarico. @V

El ACG esta presente en casi todas las plantas superiores en las que juega el papel de
responder al estrés medioambiental como por ejemplo, al desgarro de las hojas o de las
flores o0 a los cortes que tengan lugar en la piel de la fruta. Asi, los granos de café sin
tostar contienen entre un 6 y 7% de este acido, si bien al tostarlos el ACG se trasforma en

acido cafeico y &cido quinico.

El ACG cuenta también con poder antimicrobiano, el cual protege de manera directa a los
alimentos, este antioxidante puede interactuar con otros compuestos como son las
ciclodextrinas. Ya que aparentemente dan una estabilidad de almacenamiento mayor a
los alimentos y a su vez lo protege de microorganismos que puedan producir sabores y

olores desagradables.®?
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VII.3.3 IMPORTANCIA DEL ACG.

El ACG es un flavonoide, que se encuentra presente en plantas. Este producto quimico

esta presente en la dieta como parte de las frutas, el té, el café y el vino.

Existe un creciente interés en las mdultiples propiedades farmacolégicas de los
flavonoides, tales como ACG. Los &cidos tienen propiedades anti-inflamatorias, anti-
mutagénica y actividad anticancerigena V) (Figura 1).

HO

,‘57\ HO

Figura 1. Estructura del Acido Clorogénico.

VIl.4 ENVASES BIODEGRADABLES CON ANTIOXIDANTES “BIOPOLIMEROS”

La necesidad de reducir el alto grado de dependencia de los compuestos de origen fosil,
hace pensar en la incorporacion dentro de la cadena del petréleo de materias primas
renovables, que no sélo afecten a la produccién energética sino también a los productos
derivados de la industria petroguimica, como los plasticos. Esta posibilidad viene dada
entre otras, por la produccion de polimeros biodegradables, a partir de una fuente de

carbono residual como materia prima. %

Para la produccion de materiales plasticos comunes, se usan reservas fosiles no
renovables, lo que contribuye al agotamiento de las reservas energéticas naturales que el
planeta posee, contribuyendo al aumento de los gases de efecto invernadero (GEI). Estos

materiales convencionales, por su propia naturaleza, son estables desde el punto de vista
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quimico, lo que quiere decir que permanecen inalterados durante largos periodos de

tiempo en el medio ambiente.

Los biopolimeros plasticos de origen renovables son unas estructuras moleculares
compuestas por cadenas de monOmeros, que en conjunto poseen una estructura y
propiedades similares a los plasticos de origen fésil. Usando como materia prima para la
fermentacion bacteriana de fuentes de carbono de origen renovable, como pueden ser los
azucares procedentes de cultivos energéticos o los residuos generados en diferentes
industrias  (biodiesel, aguas residuales, biomasa) se pueden conseguir dichos
biopolimeros, con la propiedad fundamental de que son biodegradables y totalmente

inocuos en el momento de su descomposicion.

En el caso de usar como materia prima, los residuos obtenidos en la industria del
biodiesel (glicerina cruda), los biopolimeros con mayor proyeccién son el PLA (Acido
Polilactico) y el PHA (Polihidroxialcanatos), obtenidos mediante fermentacion bacteriana y

con propiedades similares a los termoplasticos.

Las propiedades y caracteristicas de biodegradabilidad que dichos polimeros poseen, los
hacen muy versatiles para un gran namero de funciones, como por ejemplo su uso en el
packaging (envases), utilidades biomédicas (suturas, capsulas de liberacién controlada y

cirugia facial) principalmente. @®

Los polimeros sintéticos se han convertido en parte de la vida cotidiana, y es por eso que
se han dedicado a investigar por la cuestion de cémo disponer y gestionar
adecuadamente todos los residuos plasticos, teniendo como resultados efectos en los
estilos de vida y en los avances tecnolégicos para beneficio de nuestro medio ambiente y
del planeta, ya que la demanda de productos biodegradables y materiales sostenibles

esta en aumento. 14

VII.4.1 IMPORTANCIA DE ENVASES BIODEGRADABLES

Existe una combinacién de factores que estd impulsando la utilizacion de plasticos
biodegradables. Entre estos estan: - el alto precio de las resinas derivadas del petréleo -
la creciente conciencia de los consumidores sobre la necesidad de proteger el medio
ambiente - la madurez tecnoldgica ya alcanzada en la generacién de productos de alto

desempefio con estas resinas. Esto explica por qué en los Ultimos cinco afios los

23



[]

ClA

D

Centro de Invastigacion
en Alimentacion

y Desarmalio A.C RESIDENCIA PROFESIONAL %

] —
Sy ER‘J'

proveedores de envases han lanzado al mercado envases de plasticos biodegradables,
fabricados a partir de diversas plantas, especialmente maiz, confiados en que la demanda

respondera positivamente a sus ofertas. %

Debido al incremento en precio que desde el 2005 tuvieron las resinas convencionales, de
entre el 30 y el 80%, muchas empresas se inclinaron por buscar alternativas. Algunos
plasticos biodegradables han desarrollado un nivel de madurez que les permite ser
competitivos; la brecha en precio que los separaba de las resinas comunes se ha
disminuido considerablemente, y materias primas como la cafia de azucar y el almidén
son actualmente mas econémicas que el petréleo. La productividad y la competitividad
tienden a aumentar en la perspectiva a largo plazo, y ya se evidencian las primeras

aplicaciones concretas y masivas para estos polimeros. @9

Los plésticos biodegradables pueden ser fabricados a partir de recursos renovables de
origen animal o vegetal, o de recursos fésiles. Los polimeros mas comunes son el PLA'y
los PHA. Es la estructura quimica lo que hace a un polimero biodegradable, lo diferencia
de un polimero convencional, y permite que pueda ser destruido por microorganismos,
como hongos y bacterias en ambientes biol6gicamente activos. Aunque las cifras no son
oficiales, se estima que el mercado actual de biopolimeros esta alrededor de las 300.000
toneladas al afio (base 2007), en el que el consumo de Europa esta alrededor de las
50.000 toneladas. 19

De mantenerse el crecimiento continuo que se ha producido hasta ahora, la capacidad
global necesaria de produccion de polimeros biodegradables alcanzaria el millon de
toneladas alrededor del afio 2010. Ante esta perspectiva 9, el Instituto de Productos
Biodegradables (BPI), tiene interesantes puntos de vista sobre el rdpido crecimiento del

uso de bioplasticos como reemplazo de los polimeros basados en el petroleo.

Uno de estos materiales es el biopolimero PLA, utilizado en el desarrollo de materiales
biomédicos por sus caracteristicas biodegradables. Asi mismo, se considera el uso de

PLA por sus propiedades de barrera, biodegradables y biocompatibilidad. *”

VI1.4.2 ACIDO POLILACTICO (PLA)

El PLA es un polimero biodegradable derivado del &cido lactico. Es un material altamente

versatil, que se hace a partir de recursos renovables al 100%, como son el maiz, la
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remolacha, el trigo y otros productos ricos en almiddén. Este acido tiene muchas
caracteristicas equivalentes e incluso mejores que muchos plasticos derivados del

petréleo, lo que hace que sea eficaz para una gran variedad de usos. @®

Las ventajas son su biodegradabilidad y su posible procedencia a partir de materias
primas renovables. La principal ruta seguida actualmente para la produccion comercial de
acido lactico esta basada en el uso de sustratos azucarados o amiladceos (normalmente

de origen vegetal) por parte de bacterias fermentativas.

Entre los diferentes materiales plasticos biodegradables, el PLA es el que mayor potencial
posee como sustituto del plastico convencional, porque ademas de sus excelentes
propiedades mecanicas Yy fisicas, puede ser procesado por la maquinaria ya existente. El
PLA es también un material muy versatil ya que puede ser elaborado con varias
formulaciones para alcanzar la mayoria de especificaciones de los diferentes

productos.®®

El PLA no es un material nuevo, nos acompafia desde hace unas décadas. En 1932,
Wallace Carothers, cientifico para Dupont, obtuvo un producto de poco peso molecular
calentando 4cido lactico al vacio. En 1954, después de otras mejoras, Dupont patentd el

proceso de Carothers.

Un impedimento importante en el desarrollo del polimero ha sido el elevado coste de
produccion. Pero gracias a los avances en la fermentacion de la glucosa para obtener
acido lactico, ha experimentado una bajada importante del coste de produccién del acido

lactico y por consiguiente, un interés creciente en el polimero. %

Cargill fue una de las primeras compafiias que desarrollé los polimeros de PLA. Cargill
comenzd a investigar la tecnologia de produccién de PLA en 1987, y su produccion en
planta data de 1992. En 1997 Cargill se asocié con la empresa Dow Chemical Company,
creando LLC de los polimeros de Cargill (CDP), instalado en Blair, Nebraska.Hay planes

para construir una planta adicional en Europa en un futuro.

Es por ello que se concluye con que el PLA es un polimero biodegradable hecho de
recursos renovables. Y como material versatil que es, estd aumentando su uso en la

medicina, en las diferentes aplicaciones de la industria textil y del empaquetado,
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principalmente en esta industria esta despertando mucho interés por sus excepcionales
caracteristicas y su biodegradabilidad. EI PLA es un polimero que veremos mucho en el

futuro por ser una verdadera innovacion en materiales de empaquetado. 8

VI1.4.4 UTILIZACION DEL PLA

El PLA es un polimero versatil que tiene muchas aplicaciones, incluyéndose en la
industria textil, en la industria médica y sobretodo en la del empaquetado. Se tienen 4
tipos de PLA disponibles para empaquetar, cada uno de ellos con caracteristicas

especiales.

- 4041D; gran estabilidad hasta los 265°F (130°C)

- 4031D: también se utiliza a gran temperatura hasta 130°C

- 1100D: se utiliza para hacer tazones, las cajas de las patatas fritas, empaquetado
de congelado vegetal.

- 2000D: se utiliza en envases transparentes de alimentos, para fabricar tazas,

envases de leche.

Dentro de la industria textil, son conocidas las aplicaciones del PLA para la creacion de
telas empleadas en la tapiceria, la elaboracién de telas y la confeccion de toldos y

cubiertas resistentes a la luz U.V. 18

El PLA se ha convertido en un material muy importante en la industria médica, donde lleva
funcionando mas de 25 afos. Por sus caracteristicas, el PLA se ha convertido en un
candidato ideal para implantes en los huesos o en los tejidos (cirugia ortopédica, facial, de

pecho, abdomen).

VIl.4.4 CARACTERISTICAS DEL PLA

El PLA es un polimero termoplastico e inodoro. Es claro y brillante como el poliestireno
(se utiliza para fabricar baterias y juguetes). Resistente a la humedad y a la grasa. Tiene
caracteristicas de barrera del sabor y del olor. La fuerza extensible y el médulo de
elasticidad del PLA es también comparable al polietileno. Pero es mas hidrofilico que el
polietileno, tiene una densidad mas baja. Es estable a la luz U.V., dando como resultado
telas que no se decoloran. Su inflamabilidad es demasiado baja. EI PLA se puede

formular para ser rigido o flexible y puede ser copolimerizado con otros materiales. El PLA
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se puede hacer con diversas caracteristicas mecénicas dependiendo del proceso de

fabricacion. 18

VI1.4.5 PROCESO DE OBTENCION DEL PLA

Su proceso implica la extraccion de los azUcares (principalmente dextrosa, pero también
de la glucosa y de la sacarosa) del almidon de la remolacha o del trigo y después
fermentarlo con acido lactico. El acido lactico se convierte en el dimero o lactida que se
purifica y se polimeriza (método de apertura del anillo) a acido polilactico sin la necesidad
de solventes. Como acido fermentado se tiene el 99,5% L-isémeros y 0,5% D-isémero. La
conversion al dimero o lactida se puede controlar para dar tres formas L, D y Mesolactides
18) (Figura 2).

Q
| (] O
GHEL R : | [
[j (8] Huthmxg{} —-CH—C— 00— CH—-C
J a2 |
a.li:i.-' -"l'__l-":': o3 cHa
= - Polilactico
Lactida

Figura 2. Estructura del &cido Polilactico.

VII.4.6 IMPORTANCIA DEL PLA

Generalmente los envases se elaboran a partir de fuentes no renovables como el
petréleo, pero esta materia prima eventualmente va a agotarse. Aunado a esto, su uso
indiscriminado ha generado serios problemas ecolégicos. Una alternativa es la utilizacion
de materiales derivados de fuentes renovables como la agricultura. Un caso de éxito es el
PLA, que también es biodegradable en condiciones de compostaje, para reducir los

problemas de contaminacion. 9

El PLA parece ser un producto biodegradable, y de él se hacen recursos renovables. Una
critica importante del polimero ocurre durante su fase de descomposicién bioldgica. El
PLA emite CO, y CH4 durante este proceso. Son dos de los gases invernaderos que se

quieren reducir sus emisiones por los Comités Internacionales. Otra critica es que aun se
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necesita de los combustibles fosiles para producir el PLA, aunque estos fosiles no se usan
en el polimero directamente, son necesarios en el proceso de cosecha de las plantas y la

produccion quimica. 8

El PLA es atractivo y de gran interés para el desarrollo de materiales con aplicaciones en
envases de alimentos, no sélo por la necesidad de reemplazar los polimeros derivados
del petréleo, sino por sus propiedades fisicas y mecanicas. Estas propiedades, al igual
que otros polimeros dependeran de la composicion quimica, de su peso molecular,

cristalinidad, morfologia y orientacion de las cadenas. %

En respuestas a estas preocupaciones, los partidarios del PLA reconocen que los
combustibles fosiles se estan utilizando para producir el plastico, pero indican que este
proceso requiere de entre un 20 y 50% menos de recursos fésiles que si lo obtenemos

directamente del petréleo.

Para la produccion de plasticos convencionales, el petréleo es el recurso primario,
mientras que el carbén y el gas natural se utilizan en la fabricacion de plasticos
biodegradables. Se estad investigando como utilizar energia renovable o aprovechar la
energia que se utiliza para fabricar los plasticos biodegradables (cogeneracion y

biomasa), también se buscan otras materias primas para el PLA.

Ademas esta tecnologia de obtener acido lactico, y por lo tanto PLA, a partir de trigo,
remolacha, data de hace poco tiempo, mientras que la obtencién de plasticos a partir del
petroleo lleva 100 afios, con lo cual la mejora puede ser muy grande. También se intenta
reducir el consumo de energia en el proceso de fabricacion de los plasticos

biodegradables en un 50%.

VI1.5 IMPORTANCIA DE ADICION DE ANTIOXIDANTES Y ADITIVOS AL PLA

Los sistemas de envases activos con antioxidantes se pueden dividir de acuerdo a su

mecanismo de accion:

a) Inclusion en la matriz polimérica y liberacion al alimento por migracion.
b) Inmovilizacién en la superficie del envase.
c) Envase con actividad antioxidante inherente. Por lo cual, el mecanismo de

liberacion del antioxidante dependera del tipo de envase activo usado.
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Los envases antioxidantes proporcionan a los alimentos una vida de anaquel mayor que
un envase convencional, ya que la oxidacion de lipidos se inicia en la superficie de los
alimentos, donde el oxigeno es el principal promotor de la oxidacion, la cual es promovida

y difundida a través del alimento. @%

Por lo tanto, los compuestos antioxidantes actlan removiendo las especies reactivas de
oxigeno, evitando reacciones de oxidacion y protegiendo al alimento envasado. Asi, la
concentracion de antioxidantes incrustados en la matriz polimérica disminuye durante su
almacenamiento por difusion a través del polimero, estabilizando al alimento y retrasando

el proceso de oxidacion. ¢V

La difusiébn del antioxidante del polimero al exterior del envase puede ser controlado
utilizando una capa polimérica de baja permeabilidad al vapor de agua y al oxigeno en la
parte externa del envase antioxidante, y con ello garantizar la difusion del antioxidante a la
matriz del alimento. En este sentido, éste tipo de envases activos representa una

alternativa de proteccién del producto frente al deterioro oxidativo.

Para mejorar aln mas las caracteristicas de nuestro biopolimero, se han realizado
estudios donde se adicionan plastificantes, los cuales mejoran de manera positiva la
calidad y presencia del mismo. Es por ello que se toma en cuenta el uso de Aceite

Epoxidado de Soya. ??

VII.5.1 ACEITE EPOXIDADO DE SOYA (ESO) COMO ADITIVO EN EL PLA

El ESO es de la mas alta calidad, producido a partir de aceite comestible de soya de
impecable pureza. Tiene una excelente compatibilidad con resinas de PVC, que le permite

ser utilizado en compuestos flexibles, tanto como plastificante 0 como estabilizador.

Su alto contenido de valor Oxirano lo hace indispensable para mantener una excelente
estabilidad a la luz y a la temperatura. Su bajo nivel de acidez evita la descomposicion del
compuesto. Actla eficientemente en forma sinérgica con los estabilizadores metalicos. ??

VII.5.2 APLICACIONES DEL ESO

Es recomendado en peliculas atoxicas que estaran en contacto con alimentos, bolsas

para sangre o suero, garrafones de agua, etc. También es un excelente lubricante y
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ayuda de proceso en compuestos rigidos, asi como medio de dispersion de pigmentos. Es

compatible con hule clorado, nitrocelulosa, neopreno y emulsiones de PVC y PVA.

(Cuadro 1).
Cuadro 1. Propiedades tipicas del polimero
' A
Propiedades tipicas del polimero

Apariencia Liquido claro Apariencia Liquido claro
Viscosidad a 25°C, cps 360 Viscosidad a 25°C, cps 300-400
# acido, mg. KOH/g 086 # acido, mg KOH/g 0.8 maximo
Gravedad especifica a 26/25°C 0.994 Gravedad especifica a 25/26°C 0.988-0.996
indice de Yodo, (% Yodo) 14 indice de Yodo (% Yodo) 1.8 maximo
indice de Oxirano, (% Oxigeno) 6.9 indice de Oxirano, (% Oxigeno) 6.7 minimo
Olor Caracteristico Color Apha 150 maximo

L Humedad 0.15 )

VI1.6 ENVASES ACTIVOS Y MIGRACION

Los alimentos son perecederos por naturaleza, ain en productos considerados estables
se presentan cambios durante el almacenamiento y comercializacién que se manifiestan
como una disminucién en la calidad. La Unica excepcion a esta regla es el caso de las
bebidas alcohdlicas (brandies, whiskeys, vinos, entre otros.) en los que se requieren
largos periodos de tiempo para que se desarrollen los sabores y olores caracteristicos de

un producto de calidad. ?®

Las principales causas de deterioro que provocan pérdidas de calidad pueden ser
biol6gicas (microorganismos, insectos y roedores), quimicas (enzimaticas, no enzimaticas
y oxidativas) y fisicas (golpes, trituracion, pérdida y ganancia de humedad, quemaduras

por congelacion, recristalizacion, fundido y congelado recurrente, etc.).

Factores ambientales como la temperatura, humedad relativa, presencia de oxigeno y luz
afectan considerablemente la velocidad de estas reacciones de deterioro durante el
transporte 0 almacenamiento. Es por esto que la seleccion del material de envase

adecuado para mantener los niveles de humedad y oxigeno 6ptimos para la conservacion
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de cada alimento o bebida es primordial para extender su vida Util evitando pérdidas

econdmicas. @
VIl.6.1 FUNCIONES DE LOS ENVASES

La principal y mas importante funcién del envase es proteger al producto y preservar su
calidad. Un requerimiento en la seleccién del sistema de envasado para alimentos es la
permeabilidad del material. La permeabilidad es la propiedad que tienen las peliculas
plasticas de permitir el paso de gases o vapores a través de su estructura molecular, ya
sea hacia adentro o hacia afuera del envase.

La proteccioén al alimento del intercambio de gases y vapores depende de la integridad del
envase y de la permeabilidad del material. Existen dos procesos por los que se puede dar
el paso a través de materiales poliméricos: uno es el efecto poro en el cual los gases y
vapores fluyen a través de microporos, imperfecciones y pequefias grietas del material.

El otro proceso es el efecto de difusion-solubilidad en el cual se disuelven en la superficie
de la pelicula, se difunden a través de ella por efecto del gradiente, evaporandose de la
superficie y desplazandose a lugares de menor concentracion. Los principales factores
que influyen en la permeabilidad a gases y vapores son la naturaleza del polimero y del

permeante, temperatura y espesor del material de envase. ¥

La permeabilidad de una pelicula plastica varia de polimero a polimero. Los materiales
poliméricos presentan un amplio rango de propiedades dependientes de su composiciéon y
estructura quimica, interaccién establecida entre éste y la molécula del permeante y
condiciones de procesamiento, factores que afectan las propiedades barrera a los gases y
vapores. Debido a lo anterior, la apropiada seleccién del material de envasado es

indispensable para extender la vida Gtil de los alimentos. ?®
VII.7 PROCESAMIENTO DE LA PELICULA DE PLA “EXTRUSION”
Las tecnologias de procesamiento que se utilizan para transformar polimeros en envases

son también aplicables a PLA. Estos se basan principalmente en su punto de fusion y sus

propiedades termoplasticas, ya que el PLA es fundido para posteriormente ser moldeado
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y solidificado. Dentro de los diferentes tipos de procesamiento que se pueden aplicar al
PLA se encuentran: extrusion, inyeccion por moldeo, laminado, termoformado, espumado,

entre otros.

La extrusiéon es un tipo de procesamiento comun para polimeros termopléasticos como el
PLA, donde la resina se funde para posteriormente formarse como pelicula, la cual puede
ser soplada, aplanada, entre otros procesos poliméricos. El proceso de extrusion se
compone de un barril de metal calentado eléctricamente, una tolva para la alimentacion de
la resina, un motor para hacer girar un tornillo y un dado para dar forma al polimero
fundido. La combinacion de la energia térmica (generada por un calentador y calor por
friccion debido al roce entre el plastico), el tornillo y el barril, proporcionan calor suficiente

para fundir los pellets. @4

La relacion entre la duracion de vuelta de la masa fundida. Los tornillos con una L/D alta
proporcionan un mayor calentamiento por cizalladura, una mejor mezcla y un mayor
tiempo de residencia para fundirse en el extrusor. Otro parametro importante es la
relacién de compresion del tornillo, que es la relacion de la profundidad de vuelo en la
seccion de alimentacién, cuanto mayor sea la relacién de compresién que tiene un tornillo,

mayor es el calentamiento por cizalladura que se tiene. @%

Dentro de las ventajas que presenta el PLA para ser utilizado como envase de alimentos
se encuentra su naturaleza biodegradable. Lo cual permite degradar al polimero en un
periodo de tiempo inferior al que requieren los polimeros convencionales, contribuyendo a
la disminucién de la contaminacion ambiental que a diario se genera por residuos
plasticos. Otra ventaja que presenta el PLA es su origen procedente de fuentes
renovables, permitiendo sustituir a teste tipo de envases por aquellos procedentes de

fuentes no renovables como es el petréleo.

Asi mismo, este tipo de envases termoplasticos pueden ser utilizados como vehiculo de
transporte de compuestos tales como ACG hacia alimentos con contenido lipidico, con la
finalidad de protegerlos del deterioro oxidativo y con ello incrementar su vida de anaquel.
Estos antioxidantes pueden ser extraidos de fuentes naturales, conservando asi la
naturaleza del polimero aunado a la tendencia por parte del consumidor por adquirir

alimentos con antioxidantes naturales.
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Por medio del proceso de extrusion del PLA se pueden incorporar a la matriz polimérica
ACG sin afectar su actividad antioxidante. Lo cual se debe a que la temperatura de
degradacion de este antioxidante es superior al punto de fusién del PLA, generando asi
un envase activo aplicable a alimentos (Figura 3).

[olva

Resistencias eléctricas abezal
] AN Cabeza
/Cilindro o) Tornillo “\I anl’n!l;l

v/ /

Figura 3. Ejemplo de extrusor monohusillo.

VI1.8 MIGRACION

La utilizacion de los materiales poliméricos, cominmente plasticos, para el envasado de
alimentos comenzé por los afos 50’s, adquiriendo una importancia creciente y
desplazando de forma progresiva para algunos usos a otros materiales clasicos. Los
polimeros aportan ligereza, flexibilidad, buena inercia quimica, versatilidad y sobre todo
una amplia gama de formulaciones que, por si mismas, como complejos y en combinacion
con otros materiales como el papel, el carton o el aluminio, han determinado la aparicién
de envases muy diversos, adaptables a las necesidades que plantea el envasado de todo
tipo de alimentos. @4

La mayoria de los alimentos envasados pueden interaccionar en cierto grado con su
envase. Los materiales plasticos no son inertes y donde se presente un contacto directo
entre el alimento envasado y el contenedor plastico puede presentarse la migracion de
sustancias hacia el producto. Entre las sustancias que pueden transferirse del plastico al
material envasado se encuentran los aditivos del polimero, impurezas como monémeros,
residuos de catalizadores, solventes de polimerizacion y de fracciones poliméricas de bajo

peso molecular con el consiguiente riesgo toxicolégico para los consumidores.

La migracion de estos componentes puede llegar a alterar las caracteristicas fisico-

guimicas y mecanicas del material de envase durante la vida util del producto envasado,
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bien sea por pérdida de componentes presentes en el material polimérico o por absorcion
de sustancias que originalmente estaban en el producto envasado. Por otra parte la
migracion también puede ocasionar cambios en la composicion del producto envasado,
gue pueden afectar su calidad final y aptitud para el consumo, debido a la incorporacion o
pérdida de componentes por permeabilidad o migracion, desde su produccion hasta el

momento de su consumo. @4

El término migracion define la transferencia de masa de materiales plasticos a alimentos
bajo condiciones especificas y se define como la transferencia de masa de una fuente
externa del alimento en contacto fisico con este por medio de un proceso
submicroscopico. Las substancias que son transferidas al alimento como resultado del
contacto o interaccién entre el alimento y el material de envasado son frecuentemente
referidas como migrantes y usualmente consisten de mondmeros (0 reactantes
residuales) y aditivos de procesamiento. ElI migrante potencial puede ser usado para

describir a las substancias susceptibles a una situacién de migracion.

VII.8.1 SIMULANTES DE ALIMENTOS

En este estudio se utilizaron dos simulantes de alimentos para demostrar de manera
demostrativa el efecto que tienen los antioxidantes y los aditivos en los alimentos. Los
simulantes fueron: Etanol para el estudio de migracion y aceite de soya para el estudio de

vida de anaquel.

VI1.8.1.1 “ETANOL”

El etanol es un liquido incoloro, volatil, con un olor caracteristico y sabor picante. De
manera natural, se obtiene a través de fermentacién, por medio de levaduras a partir de
frutas, cafla de azucar, maiz, cebada, sorgo, papas y arroz entre otros, generando las
variadas bebidas alcoholicas que existen en el mundo. Después de la fermentacion puede
llevarse a cabo una destilacion para obtener un producto con una mayor cantidad de

alcohol. @3

VI1.8.1.2 “ACEITE DE SOYA”

La soya (Glycinemax) es una especie de la familia de las leguminosas (Fabaceae)

cultivada por sus semillas, de alto contenido en aceite y proteina. El grano de soja y sus
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subproductos (aceite y harina de soja, principalmente) se utilizan en la alimentacién
humana y del ganado. Es usada para una infinidad de productos que pueden reemplazar
a otros de origen animal. El alto valor proteico de la legumbre lo hace un buen substitutivo

de la carne en las naciones pobres.

De la soja se producen subproductos como el jugo de soja, la carne de soja. El aceite de
soya es un aceite ligero, amarillento, perfumado que debe emplearse en frio (sin freir) por

su abundancia en &cidos grasos poliinsaturados.

Los lipidos, son un grupo de compuestos quimicamente diversos, solubles en solventes
organicos (como cloroformo, metanol o benceno), y casi insolubles en agua. La mayoria
de los organismos, los utilizan como reservorios de moléculas facilimente utilizables para
producir energia (aceites y grasas). Los mamiferos, los acumulamos como grasas, y los
peces como ceras; en las plantas se almacenan en forma de aceites protectores con

aromas y sabores caracteristicos.

VI1.9 EFECTOS DE LA MIGRACION

Cualquier substancia en un alimento que normalmente no es parte de este, es un
contaminante, de aqui que los migrantes sean considerados contaminantes aunque en
sistemas regulatorios sean llamados aditivos accidentales o indirectos. Los migrantes
pueden tener efectos en la seguridad sanitaria y toxicolégica asi como en las
caracteristicas organolépticas del producto (apariencia, sabor y olor). El riesgo de un
posible dafio a la salud de los consumidores debido a la migracién de componentes del
material plastico al alimento, ha sido reconocido por largo tiempo derivando en el

establecimiento de regulaciones alimentarias correspondientes. ?%

VI1.9.1 TIPOS DE MIGRACION

Usualmente se divide la migracion en migracion global y migracion especifica: La
migracion global (o total) es la suma de todos (usualmente desconocidos) los
componentes moviles del envase transferidos al alimento, mientras que la migracion
especifica relaciona sélo a uno o dos compuestos individuales e identificables ya sea con
un interés toxicolégico en particular o como compuestos usados en disefios

experimentales para elucidar el grado o mecanismo de migracion. La migracion global es
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una medida de todos los compuestos transferidos en el alimento sean o no de interés

toxicologico e incluye substancias que son fisiolégicamente dafiinas.

VI1.9.2 MODELOS MATEMATICOS DE LA DIFUSION

Debido a la existencia de gradientes de concentracion en el alimento, los materiales de
envasado y su medio ambiente, transfieren masa de componentes de regiones de alta
concentracion a regiones de baja concentracion. Este fenémeno es conocido como
difusibn y se presenta en los estados liquido, sélido y gaseoso. Mientras que la
transferencia de substancias de materiales plasticos a alimentos es indudablemente un
proceso complejo, la difusiébn es el principal mecanismo de control y el gradiente de
concentracion la fuerza conductora de este fendmeno. Esta transferencia obedece en la
mayoria de los casos a las leyes de Fick para la difusion. @4

La primera ley de Fick describe el flujo del migrante en estado estacionario a través de

una unidad de area y esta expresado por la siguiente ecuacion 1:

oc,
F:DPE (1)

Es decir, el flup F de migrante ocurre en direcciébn contraria a la diferencia de
concentracion (Cp) a lo largo del espesor (x) del polimero. La constante de
proporcionalidad es el coeficiente de difusién del migrante en el polimero (Dp). Esta
expresion soélo es valida cuando las magnitudes representadas son independientes del

tiempo.

Cuando la concentracion varia con el tiempo, ésta dependencia viene expresada por la
segunda ley de Fick, en el caso de que el coeficiente de difusibn no dependa de la

concentracion, lo anterior se presenta en la siguiente ecuacion 2:
—P?P-pD —P 2)

VI1.9.3 MECANISMOS DE TRANSFERENCIA

Dependiendo de las caracteristicas del alimento en contacto con el material plastico y de

parametros externos como temperatura y humedad, los componentes no poliméricos y en
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particular los aditivos pueden ser perdidos del material a través de diferentes mecanismos
p. ej. Reacciones de descomposicibn o procesos de difusiébn. En el caso de la
transferencia de sustancias el proceso se desarrolla en tres etapas: difusién del migrante
en la matriz polimérica, solvatacion o disolucion en la interfase alimento-envase y

dispersion en el alimento. ?®

VI1.9.3.1 12 ETAPA: DIFUSION DEL MIGRANTE

En la primera etapa, que tiene lugar en la matriz polimérica, la migracion esta controlada
por el proceso de difusién del migrante, que consiste en la transferencia de masa a través
de espacios libres transitorios originados por los movimientos moleculares naturales
aleatorios (movimiento browniano) de fragmentos de cadena del polimero que ocurren en
ausencia de fuerzas externas tales como agitacion, mezclado o corrientes de conveccion

en liquidos. ©®

VI1.9.3.2 22 ETAPA: SOLVATACION O DISOLUCION EN LA INTERFASE ALIMENTO-
ENVASE

En esta etapa, que se desarrolla en la interfase entre el alimento y el polimero, ocurre la
solvatacion o disolucién de los migrantes en el alimento, produciéndose un equilibrio
quimico. Termodinamicamente, el equilibrio entre fases se establece cuando el potencial
quimico (m) de las sustancias presentes (i=1, 2, 3.), en ambas fases (a y b) se igualan. El
equilibrio termodindmico puede expresarse de forma simple a través de las

concentraciones de cada soluto en las diferentes fases:

ct ¢’
ciTer ©

Donde K es la constante de particion del componente i entre las fases a y b. En el
presente caso, las fases serian el polimero (P) y el alimento (a). Cuando la constante
presenta un valor elevado (>>1), la concentracion de equilibrio en el polimero es muy
superior a la concentracion en el alimento, es decir el migrante “prefiere” el polimero y, por
tanto, habra poca migracién desde el polimero al alimento y sera muy lenta. Si la
constante es muy baja (<<<1), la concentracion de equilibrio en el polimero es muy
inferior a la concentracion en el alimento, lo que favorece una migracion fcil y continua al

alimento. @®
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VI1.9.3.3 32 ETAPA: DISPERSION EN EL ALIMENTO

La tercera y Ultima etapa representa la dispersion del migrante en el alimento. El migrante
llega aqui ya solvatado por el alimento. Si el alimento es sélido, un liquido muy viscoso o
el producto envasado no sufre manipulaciones que agiten el contenido, el migrante

difunde en el alimento de acuerdo con las mismas leyes de la primera etapa.

VI1.10 MODELOS DE MIGRACION

El modelo basico del proceso de migracion considera las interacciones entre los tres
componentes: el alimento, el plastico y el medio ambiente, donde el plastico es
interpuesto efectivamente entre el alimento y el medio ambiente. En contenedores
cerrados, el alimento es separado esencialmente de su medio ambiente aunque no todos
los plasticos presentan barrera a la transferencia de gases. También puede ocurrir la
transferencia en direccién inversa y puede haber pérdida de volatiles (aroma) del
alimento. Sin embargo, la migracién toma en cuenta solamente la interaccion entre el
plastico y el alimento y el medio ambiente no toma parte significativa. ®

La migracion se puede clasificar en tres clases basadas en el mecanismo de control
limitante:

VI1.10.1 CLASE I: “NO MIGRACION”

No se presenta migracién con o sin la presencia de alimento. Cuando las moléculas
tienen poca tendencia a difundir del interior del plastico hacia su superficie Gnicamente se
transfieren los componentes situados en la superficie de contacto con el producto
mediante un mecanismo de disolucién. Este modelo se presenta en el caso de aditivos
combinados quimicamente con el polimero, algunos antioxidantes y residuos de
catalizadores. También incluye a ciertos alimentos secos y/o duros envasados en
contenedores inertes p.ej. frutas y vegetales duros (especialmente secos), azucar, sal

(secos) y pasta. 29

VI1.10.2 CLASE II: MIGRACION INDEPENDIENTE

Esta migracién no esta controlada por el alimento, aunque la presencia de éste puede
acelerar la migracion. Se caracteriza por la transferencia de materia desde el interior de la

matriz polimérica hacia la superficie de contacto, aun en ausencia del producto. El
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coeficiente de difusion tiene un valor finito, constante e independiente del tiempo y del tipo
de producto que estd en contacto. A este modelo se ajustan moléculas pequefias:
monoémeros, oligbmeros, subproductos de degradacion (formaldehido, acetaldehido) y
agentes antiestaticos y deslizantes (lubricantes), que ejercen su funcion en la superficie

del material.

VI1.10.3 CLASE Ill: MIGRACION CONTROLADA POR EL ALIMENTO

Se requiere la presencia del alimento para interaccionar con el material plastico
modificando la estructura fisica y la disposicion molecular de la capa mas préxima al
producto, que se manifiesta en un hinchamiento progresivo del plastico, originAndose un
sistema multifasico no homogéneo caracterizado porque el coeficiente de difusion no

permanece constante, sino que aumenta con el tiempo.

Este tipo de migracion incluye a la mayoria de los agentes antiestaticos en plasticos en
contacto de alimentos acuosos y a los agentes deslizantes y lubricantes en plasticos en
contacto de alimentos lipofilicos. Asimismo, incluye a la mayoria de los antioxidantes y

estabilizantes al calor en plasticos en contacto con alimentos grasos.

VI1.11 TRANSFERENCIA DE COMPONENTES NO POLIMERICOS DE PLASTICOS A
ALIMENTOS

Todos los polimeros ademas de su base plastica contienen usualmente varios
componentes no poliméricos en cantidades generalmente menores al 5%, en el caso de
aditivos como los agentes antibloqueo, antiestaticos y antioxidantes entre otros, son
adicionados en niveles de tan solo 0.1%. Estas substancias tienen implicaciones en la
conveniencia de uso del plastico para aplicaciones que involucran el contacto con
alimentos. Aunque el plastico por si mismo (por su alto peso molecular), no puede
contaminar al alimento, ciertos aditivos, los cuales usualmente son de relativamente bajo
peso molecular pueden ser transferidos del plastico al alimento durante su

almacenamiento.

Los aditivos de bajo peso molecular frecuentemente poseen una alta movilidad en los
materiales plasticos y, en contraste a las macromoléculas, son capaces de migrar del
material plastico al producto envasado. Debido a lo anterior han surgido cuestionamientos

respecto a la toxicidad de los aditivos, las cantidades que se transfieren y las posibles
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implicaciones de esto, desde el punto de vista toxicoloégico asi como lo que concierne al

consumidor. 24

Los componentes no poliméricos estan presentes en los plasticos en forma inevitable
como resultado del proceso de manufactura o como resultado de la adicion deliberada al
plastico con la finalidad de mejorar algun aspecto que facilite el procesamiento o las
propiedades finales del polimero. Los componentes no poliméricos incluyen a los residuos

de polimerizacion y aditivos.

VI1.11.1 RESIDUOS DE POLIMERIZACION

Los residuos de polimerizacion cubren aquellas substancias que estan presentes en
forma inevitable como oligdbmeros poliméricos de bajo peso molecular, catalizadores
remanentes y solventes de polimerizacion. Muchos polimeros manufacturados contienen
mondémeros sin reaccionar o polimeros de bajo peso molecular (oligdmeros) en
cantidades de partes por millén hasta porcentajes mayores, dependiendo del proceso de

manufactura utilizado y el tipo de polimero.

Polimeros como el polietileno se pueden encontrar en este caso con una pequefia
cantidad (usualmente menor al 1%) de monémero sin reaccionar. Asimismo se han
reportado migrantes potenciales en bolsas para microondas y rostizado elaboradas con
Nylon 6,6 y Nylon 6 en contacto con aceite de oliva encontrandose monémeros y
oligbmeros ciclicos. En Nylon 6,6 se detectdé una pequefia proporcion de oligémeros
lineales y ciclicos (2%) mientras que en Nylon 6 se encontré una mezcla de monémeros y

oligbmeros ciclicos (11%).

VII.11.2 ADITIVOS

Incluyen a substancias que se usan para ayudar al proceso como antioxidantes térmicos y
estabilizadores al calor adicionados para prevenir la descomposicion del polimero durante
el moldeado; aditivos deslizantes para facilitar el moldeado y agentes plastificantes asi
como aditivos que son adicionados deliberadamente al polimero durante su manufactura
0 subsecuentemente para mejorar las propiedades del polimero final. En esta categoria
son utilizadas un amplio rango de substancias como antioxidantes térmicos, estabilizantes
UV, agentes antiestéticos, agentes antifingicos, entre otros. Algunos de los mas

cominmente empleados se muestran en el cuadro 2. @7

40



wOLOA

<& z,
Centro de Invastigacion /f"/ \00
- en Alimentacion 4 (A G
y Desarmalio A.C %) 73
G AR Y VERTon RESIDENCIA PROFESIONAL RN
TIER

Cuadro 2. Aditivos utilizados en materiales poliméricos.

Aditivos utilizados en materiales poliméricos

Aditivo
Plastificantes

Antioxidantes
Estabilizadores
Pigmentos

Rellenos

Agentes antibloqueo

Agentes antiestéaticos

Modificadores de impacto

Lubricantes y agentes

Compuestos empleados
Adipatos, citratos, ftalatos, fosfatos, plastificantes
poliméricos, aceite de soya epéxico
Fenoles, aminas, fosfitos, tioésteres de acidos grasos
U.V. Estearato de calcio y zinc, aceite de soya epoéxicos
Didxido de titanio
Silica, talco, 6xido de zinc, carbonato de calcio, fibra de
vidrio
Silica
Derivados del glicol, compuestos cuaternarios de
amonio, amidas y aminas de &cidos grasos
Polimeros

Estearato de calcio y zinc, &cidos grasos, ésteres de

liberadores de molde acidos grasos, LDPE, aceite de soya epoxicos

Agentes deslizantes Amidas de &cidos grasos

VI1.11.3 FACTORES QUE INFLUYEN EN LA MIGRACION

La difusion de aditivos en polimeros juega una importante funcion en los mecanismos de
pérdida total de aditivos de peliculas poliméricas. La velocidad a la cual un antioxidante es
desprendido del polimero depende de varios factores tales como la naturaleza del plastico
y el alimento, la naturaleza del aditivo, el tiempo de contacto, la temperatura de
almacenamiento, la velocidad a la cual el aditivo se volatiliza de la superficie del polimero

y su coeficiente de difusién y solubilidad en el polimero y alimento. ¢4

Los factores que afectan la difusion de aditivos en polimeros incluye no solamente la
naturaleza del substrato sino también las propiedades y estructura quimica del aditivo y
subsecuentes interacciones entre la molécula de aditivo difusora y el substrato polimérico,
de manera que moléculas pequefias tienden a difundir mas rapidamente que las grandes

y las moléculas lineales mas rapido que las esféricas o moléculas con cadenas laterales.
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La temperatura es un factor importante a considerar debido a que una mayor cantidad de
componentes del envase y sus productos de degradacion pueden migrar a los alimentos a
altas temperaturas. También a temperaturas elevadas, los aditivos quimicos y otros
residuos del envase migran mas rapidamente a la superficie donde pueden ser
transferidos al alimento. Los envases susceptibles a microondas son envases en los

cuales el alimento se cocina a temperaturas que alcanzan los 400-500° F.

La velocidad de difusibn de moléculas pequefias en polimeros es gobernado por la
movilidad del penetrante y las cadenas poliméricas. Esto es determinado por el tamafio y
forma del material difusor y por la magnitud y distribucién del volumen libre en el polimero.
La teoria del volumen libre se refiere a que la movilidad de una molécula pequefia en un
medio dado depende de la probabilidad de que la molécula encuentre en este un hueco

de gran tamafio para su difusion.

Se ha mostrado que la velocidad de penetracion de moléculas pequefias depende
solamente de la cantidad de volumen libre en el polimero y es generalmente aceptado
qgue el transporte de moléculas pequefias en polimeros semicristalinos toma lugar
solamente en la regién no cristalina. Las regiones amorfas de un polimero permiten una
mayor movilidad que las regiones con estructura cristalina, y en general, la velocidad de
difusiébn de substancias en un material plastico se incrementa conforme el grado de
cristalinidad del polimero disminuye. Esto implica que la difusibn es mayor cuando el

polimero esta por encima de su temperatura de transicion vitrea (Tg) que por abajo.

Los mecanismos de transferencia de los aditivos son diferentes dependiendo del alimento
o medio de contacto. La difusion a través del polimero a la superficie del material depende
del alimento o el medio ambiente y la solubilidad del aditivo en tal medio. Para polimeros
en contacto con liquidos, la velocidad de pérdida del aditivo esta determinada por la
velocidad de difusion del aditivo a la superficie del polimero. En el envasado de un liquido
hay un contacto directo entre el liquido y el material lo cual facilita la transferencia de
componentes del material de envasado al producto. Ademas, también puede ocurrir la
transferencia del mismo liquido y/o sus componentes al material plastico por el contacto
entre los dos (sorcion). Estos mecanismos de transferencia estdn controlados por la

difusion.
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VI1.11.4 MIGRACION ESPECIFICA

La evaluacion de la migracion especifica supone el analisis especifico cualitativo y
cuantitativo de cada sustancia, por lo que no se puede sistematizar, ya que dependera de
la naturaleza quimica de cada migrante. Para la migracion especifica los métodos usados
son mas laboriosos y complicados que los usados para la migracion total. El plastico se
expone al simulante, el cual es entonces analizado para determinar la cantidad de
substancia especifica que ha migrado del plastico. Aan cuando los simulantes de
alimentos liquidos ofrecen una forma simplificada de determinar el grado de migracion, en
ocasiones en mas conveniente analizar el material de envase para determinar la cantidad

de substancia perdida durante el tiempo de contacto. @¥

El analisis de cantidades traza es caracterizado por la separacién, identificacion y
determinacion cuantitativa de componentes que estdn presentes en las muestras a
concentraciones muy bajas. En la mayoria de los casos los componentes traza de interés
tienen que ser transferidos del extracto original en un solvente el cual tiene adecuada

polaridad y volatilidad para llevar a cabo una separacion cromatogréfica.

VI1.11.5 METODOLOGIA PARA LA DETERMINACION DE ADITIVOS EN PLASTICOS

Se han desarrollado varios métodos para la determinacion de aditivos en plasticos y/o
simulantes de alimentos: cromatografia liquida (HPLC o LC), cromatografia de gases
(GC), cromatografia en capa delgada y espectrometria de masas (MS). De estos, el
método de HPLC es generalmente considerado como el método mas adecuado,
permitiendo los analisis de aditivos no volatiles, polares y no polares los cuales

usualmente no pueden ser determinados por CG.

VI1.11.5.1 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), es basicamente una forma altamente
mejorada de cromatografia en columna. En lugar de un disolvente que se dejo gotear a
través de una columna por gravedad, es forzada a través de bajo altas presiones de hasta
400 atmosferas. Eso hace que sea mucho mas rapido. También permite utilizar un
tamafio de particula mucho més pequefia para el material de relleno de la columna que da
una superficie mucho mayor para las interacciones entre la fase estacionaria y las

moléculas que fluyen pasado. Esto permite una separacion mucho mejor de los
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componentes de la mezcla. La otra mejora importante con respecto a cromatografia en
columna se refiere a los métodos de deteccion que pueden ser utilizados. Estos métodos

estan altamente automatizados y extremadamente sensibles. %8
La columnay el disolvente

Hay dos variantes en uso en HPLC en funcion de la polaridad relativa del disolvente y la

fase estacionaria.
HPLC en fase normal

Esto es esencialmente lo mismo que ustedes ya han leido en cromatografia en capa fina
0 cromatografia en columna. Aunque se describe como "normal”, no es la forma mas
comun de HPLC. La columna se llena con diminutas particulas de silice y el disolvente es
no polar - hexano, por ejemplo. Una columna tipica tiene un didmetro interno de 4,6 mm (y

puede ser menor que), y una longitud de 150 a 250 mm.

Los compuestos polares en la mezcla se pasa a través de la columna se adhieren mas a
la silice polar que no polares compuestos. Los no polares por lo tanto, pasardn mas

rapidamente a través de la columna.
HPLC en fase inversa

En este caso, el tamafio de la columna es el mismo, pero el silice es modificado para que
sea no polar uniendo largas cadenas de hidrocarburos a su superficie - tipicamente con 8
6 18 a&tomos de carbono en ellos. Un disolvente polar se utiliza - por ejemplo, una mezcla

de agua y un alcohol tal como metanol.

En este caso, habra una fuerte atraccion entre las moléculas de disolvente polar y polar
en la mezcla se pasa a través de la columna. No sera tan atractivo tanto entre las
cadenas de hidrocarburos unidos a la silice (fase estacionaria) y las moléculas polares en
la solucién. Las moléculas polares en la mezcla por lo tanto, pasara la mayor parte de su
tiempo en movimiento con el disolvente. No polares compuestos en la mezcla tiende a
formar atractivos con los grupos de hidrocarburos, debido a las fuerzas de dispersion de
van der Waals. También ser4 menos soluble en el disolvente, debido a la necesidad de

romper los enlaces de hidrégeno a medida que se escurren entre las moléculas de agua o
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metanol, por ejemplo. Por lo tanto, menos tiempo en solucién en el disolvente y esto les

acelera su camino a través de la columna (Figura 4).

Deposito de
Disolvente

Unidad de

Visualizacion
alta

-l-._
Bomba de < ) Procesamientoy

—

presion
Inyeccionde ‘ [

muestra

Columna del HPLC

Figura 4. Esquema de flujo para HPLC
Inyeccién de la muestra.

La inyeccion de la muestra es totalmente automatizada o de forma manual. Depende

mucho del modelo del Equipo con el que se cuenta.
Tiempo de retencion

El tiempo necesario para que un compuesto particular para viajar a través de la columna
al detector se conozca como sutiempo de retencion. Este tiempo se mide desde el
momento en que se inyectd la muestra hasta el punto en que la pantalla muestra un pico

de altura maxima de ese compuesto.

Compuestos diferentes tienen diferentes tiempos de retencion. Para un compuesto
particular, el tiempo de retencion pueden variar dependiendo de: la presion utilizada (ya
que afecta a la velocidad de flujo del disolvente), la naturaleza de la fase estacionaria (no
sélo de qué material esta hecho, sino también del tamafio de particula), la composicién
exacta del disolvente, la temperatura de la columna. Eso significa que las condiciones
tienen que ser cuidadosamente controlada si esta utilizando tiempos de retencibn como

una forma de identificar compuestos.
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El detector

Hay varias formas de detectar cuando una sustancia ha pasado a través de la

columna. Un método comun que es facil de explicar utiliza ultra-violeta de absorcion.

Muchos compuestos orgénicos absorben la luz ultravioleta de longitudes de onda
diferentes. Si tiene un haz de luz UV brilla a través de la corriente de liquido que sale de la
columna, y un detector de UV en el lado opuesto de la corriente, puede obtener una

lectura directa de la cantidad de la luz es absorbida.

La cantidad de luz absorbida dependera de la cantidad de un compuesto particular que

esta pasando a través del haz en el momento (Figura 5).

Salidade la

columna

rraaaa e

Luz UV absorbida
por los

componentes de la
mezcla

Figura 5. Detector
Interpretacion de la salida del detector

El producto se registra como una serie de picos - cada uno representa un compuesto en
la mezcla que pasa por el detector y la absorcion de luz ultravioleta. Siempre y cuando
tuvieron el cuidado de controlar las condiciones de la columna, puede utilizar los tiempos
de retencién para ayudar a identificar los compuestos presentes-siempre, claro esta, que
usted (o alguien mas) ya les habia medido para muestras puras de las distintas

compuestos en las mismas condiciones.
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Sin embargo, también puede utilizar los picos como una forma de medir las cantidades de
los compuestos presentes. Supongamos que usted esta interesado en un determinado
compuesto, “X”. Si usted inyecta una solucién que contiene una cantidad conocida de
puros “X” en la maquina, no sélo podria registrar su tiempo de retencion, pero también se

puede relacionar la cantidad de “X” a la cumbre que se formo.

El area bajo el pico es proporcional a la cantidad de X que ha pasado el detector, y esta
area se puede calcular automaticamente por el ordenador conectado a la pantalla. El area

mediria se muestra en verde en el diagrama (muy simplificado) ?® (Figura 6).

550003 wal Muestra 15.3 PLA-ES0-ACG 40°C. 14.03.122 DATA [320,00 nm]
50,000
45.000
40,000
33,000
30,000
23000
20,000
13,000
10,000

5.000

1
S S S
-5.000

-10.000

RT [in]

Figura 6.Cromatograma de ACG en peliculas de PLA-ESO-ACG a 40°C y a 320nm

VI1.11.5.2 ESPECTROSCOPIA UV-VIS

La espectrofotometria UV-Visible es una técnica analitica que permite determinar la
concentracion de un compuesto en solucién. Se basa en que las moléculas absorben las
radiaciones electromagnéticas y a su vez que la cantidad de luz absorbida depende de
forma lineal de la concentraciébn. Para hacer este tipo de medidas se emplea un
espectrofotémetro, en el que se puede seleccionar la longitud de onda de la luz que pasa

por una solucién y medir la cantidad de luz absorbida por la misma.
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En espectroscopia, el término luz no sélo se aplica a la forma visible de radiacion
electromagnética, sino también a las formas UV e IR, que son invisibles. En
espectrofotometria de absorbancia se utilizan las regiones del ultravioleta (UV cercano a
195-400 nm) y el visible (400-780 nm) @ (Figura 7).

400 nm 700 nm

Luz visible
Langitud de onda (melros) r’/
10~ 18 10712 1058 _

Rayos gama Rayos X ultravioleta infrarrojo microondas

Frecuencia (hertz)

o™ 107 10°

energia (electron-voltios)
: ‘ 107 104 10°12

Figura 7. Espectro electromagnético

La region UV se define como el rango de longitudes de onda de 195 a 400 nm, es una
region de energia muy alta. Los compuestos con dobles enlaces aislados, triples enlaces,
enlaces peptidicos, sistemas aromaticos, grupos carbonilos y otros heteroatomos tienen
su maxima absorbancia en la regién UV, por lo que ésta es muy importante para la

determinacion cualitativa y cuantitativa de compuestos organicos.

En la regién Visible apreciamos el color visible de una solucién y que corresponde a las
longitudes de onda de luz que transmite, no que absorbe. El color que absorbe es el
complementario del color que transmite. Por lo tanto, para realizar mediciones de
absorcion es necesario utilizar la longitud de onda en la que absorbe luz la solucion

coloreada (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Longitudes de onda (Absorbancia)

longitud de onda color de luz que se color de luz que se
__aproximada absorbe refleja o ve
390 - 435 Violeta Amarillo verdoso
435 - 490 Azul Amarillo
490 - 580 Verde Rojo
580 - 595 Amarillo Azul
595 - 650 MNaranja Azul verdoso
650 - 780 Raojo Verde azulado

La Transmitancia (T), de una sustancia en solucion es la relacion entre la cantidad de luz
transmitida que llega al detector una vez que ha atravesado la muestra, y la cantidad de
luz que incidi6 sobre ella.

La Absorbancia (A), es un concepto mas relacionado con la muestra puesto que nos
indica la cantidad de luz absorbida por la misma, y se define como el logaritmo de 1/T @9
(Figura 8).

Muestra

| Rendiia salida

| Prisma dispersion

I Rendiia entrada I

o X

| Fuente luminosa |

] - - juste de longitud de onda
Compartimento .. A s

muestra - . Aluste de 100% T
4 -
ONIOFF -
Ajuste 0% T

Figura 8. Espectrofotometria.

Por lo tanto, después de explicar las distintas formas de determinar la medicién de la
migracion especifica, se puede entender que generalmente ha contribuido al
entendimiento de los procesos fundamentales de transferencia de aditivos de un plastico

al alimento. Esto ha permitido determinar los efectos de parametros tales como tiempo,
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temperatura, extractantes, aditivos, plasticos, grosor, etc. para ser evaluado y analizados
por su importancia en el disefio de pruebas, para el control de la migracion global y para

la proteccion al consumidor @),

El fendmeno de migracion puede ser de gran beneficio para la industria alimentaria si se
utiliza una matriz polimérica impregnada con antioxidantes procedentes de subproductos
agricolas. Dentro de los antioxidantes de peso molecular bajo que se pueden encontrar en
estos subproductos agricolas, se encuentra el ACG. Los cuales previenen y retardan el
proceso de oxidacion y los efectos causados por tal deterioro, como cambios de color y

sabor. ©9

Por otro lado una de las limitantes para en la aplicacién de PLA como material de envase
es su inestabilidad estructural a temperaturas sobre 60 °C por lo que no soporta el llenado
en caliente de un alimento liquido. Por lo anterior, las aplicaciones actuales se restringen
a charolas, bandejas, pelicula y botella para contener, almacenar y comercializar

alimentos que no requieren llenado en caliente.

Considerando lo anterior, una aplicacién potencial del PLA es en envases para aceites
vegetales o alimentos con alto contenido de grasa. Sin embargo, otra desventaja del PLA
es su limitada barrera al oxigeno (velocidad de transmision al oxigeno, VTO de 550
cc-mil/m2-dia-atm) por lo que alimentos susceptibles a la oxidacion y envasados en PLA,

gquedaran expuestos al oxigeno y sus consecuencias.

Dentro de los compuestos fendlicos que se pueden incorporar al PLA se encuentran el
ACG. Y en estudios recientes se ha demostrado que el uso de PLA con adicion de
antioxidantes como son el alfa-tocoferol y el resveratrol, si resulta un proceso de difusién
factible, pero al ser sometidos a temperaturas altas estos pueden sufrir una
descomposicién térmica dando como resultado productos de descomposicion, los cuales

son antioxidantes de alta capacidad estabilizadora de radicales libres.

El proceso de difusion no solo depende del antioxidante, polimero, simulante de alimento,
polaridad de los mismos, temperatura del sistema, etc., sino de todos estos factores en
conjunto, asi como de las fuerzas de atraccion electrostaticas que se generan entre el

antioxidante y el polimero y con el simulante de alimento.
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Es por eso que en este trabajo se evalla el uso de ACG incorporado en la matriz
polimérica del PLA, se determina también su migraciéon de una pelicula de PLA a un

simulante de alimento etandlico.

VII.  PROCEDIMIENTO Y DESCRIPCION DE ACTIVIDADES REALIZADAS

VIIl.1 MATERIALES Y METODOS:

El trabajo experimental se desarrollo en 3 etapas:
Etapa |. Elaboracion de peliculas por extrusion de PLA-ESO-ACG.

Etapa Il. Estudio de difusion de ACG de la pelicula de PLA-ESO a simulantes de

alimentos a base de Etanol.

Etapa Ill. Evaluacion del efecto de la pelicula con ACG en la estabilidad oxidativa de

aceite de soya.
Etapa IV. Evaluacion del Efecto de la pelicula con ACG en el crecimiento de bacterias.
Materiales:

Para la fabricacion de las peliculas se emple6 PLA 4043D, marca NatureWorks. Los
antioxidantes utilizados fueron ACG al 95%, marca Sigma, asi como Butilhidroxitolueno
(BHT). Se utiliz6 Metanol grado reactivo y grado HPLC, Agua HPLC, marca J. T. Baker
como solvente de extraccion y fase mdévil, asi como Acido Férmico 98-100% grado
reactivo, marca Merck. Para la determinacion de IP se utilizé Acido Acético glacial, asi
como Almidén marca J. T. Baker, Iso-octano grado reactivo, marca Honeywell, Yoduro de
potasio, marca ACS Fermont, tiosulfato de sodio 0.1 N, marca Golden Bell y lauril
sulfatado de sodio 0.1 N, marca Golden Bell. Para cada determinacién se utilizaron viales
de 38 mL. Y tubos Eppendorf. Para el estudio de estabilidad oxidativa se utilizé6 Aceite de
Soya sin antioxidantes proporcionado por Industrializadora Oleofinos S.A. de C.V. Para la
prueba microbiologica, se utiliz6 una perforadora, una pinza, cajas Petri, mechero,

hisopos, campana de extraccion, Etanol 95% marca J.T. Baker y un asa bacteriolégica.

51

nL
P

AN

<

oLg
A\ e,

o

N
Sy ER‘J'



[]

G

A

D

en Alimentacion

Los equipos utilizados en el experimento fueron: Molino Thomas Wiley Laboratory Mill,
modelo 4. Estufa convencional VWR, modelo 1321F para el caso de 40°C y una
Incubadora MechanicalConvection PRECISION 30 MRpara 20°C. Para la fabricacién de
las peliculas se utilizd6 extrusor de 2.5 Kg/h de capacidad, cortador y dado plano
Beultelspacher. Balanza analitica Adventure-Pro, Ohaus. Para medir el espesor de las
peliculas se utilizé micrometro digital EJ: Cady y Co. Modelo DTT. La cuantificacion de los
antioxidantes extraidos de las peliculas se realiz6 por HPLC Varian Star, modelo 9012,
con inyector Rheodyne, modelo 7125, acoplado a un detector UV con arreglo de diodos,
modelo Varian Prostar 335 y una estacion de trabajo Galaxy, en fase reversa con
longitudes de onda de 320 nm. En una proporcion de 98:2 a flujo isocratico de 1mL/min.
Para determinar las propiedades épticas de las peliculas se utilizd colorimetro Konica
Minolta CR-300, espectrofotémetro UV-Visible Varian, Cary 50 Bio.

IX. ETAPAI|

1X.1 ELABORACIQN DE PELICULAS DE PLA CON ACEITE EPOXIDADO DE SOYA Y
ACIDO CLOROGENICO.

Los pellets de PLA con ESO vy las peliculas con antioxidante (ACG) se fabricaron en el
Laboratorio de Envases del Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo (CIAD),
Unidad Hermosillo, Sonora.

1.- Elaboracién de pellets con ESO.

Primeramente, la resina de PLA se sometié a secado a 40°C por 24 horas en estufa
convencional. Para fabricar los pellets de PLA con ESO, asi como los testigos, se mezclo
manualmente la resina con ESO (PLA-ESO), sometiéndose al proceso de extrusion con
un extrusor de 2.5 kg/h de capacidad, utilizando un tornillo simple con dado con salida de
filamento con temperatura de 140°C en las tres zonas de calentamiento, para la obtencién
de los pellets de forma cilindrica, el filamento obtenido se pasé por un cortador
Beutelspacher de 2 amperes, a partir de estos pellets, se tomaron so6lo 100g para ser
molidos, eso con la finalidad de reducir el tamafio de particula y provocar un mejor

mezclado en el segundo proceso.
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2.- Elaboracion de pellets de PLA-ESO-ACG.

En este paso se usé el filamento molido y se mezcld6 manualmente para obtener un
porcentaje final de 1.9% de ACG, a partir de esta mezcla se elabor6 un nuevo filamento

usando el mismo equipo y bajo las mismas condiciones que en el primer proceso.

Se elaboraron dos testigos, el testigo 1 fue obtenido a partir del procesamiento de resina
de PLA y el testigo 2 se fabricd usando pellets de PLA-ESO, los testigos fueron sometidos
exactamente al mismo numero de procesos y bajo las mismas condiciones que fueron

usadas en la fabricacion de las peliculas de PLA-ESO-ACG.
3.- Elaboracién de peliculas PLA-ESO-ACG y testigos.

Las peliculas de PLA-ESO-ACG vy testigos 1y 2 (PLA y PLA-ESO respectivamente) se
obtuvieron al procesar los pellets previamente elaborados, utilizando un extrusor
monohusillo de 2.5 kg/h de capacidad provisto de tres zonas de calentamiento y con un
dado de salida plano. El perfil de temperatura utilizando para la fabricaciéon de las 3
peliculas fue 160, 150 y 150° C para las zonas I, Il y lll respectivamente, con una
velocidad de tornillo de 60 rpm. Las peliculas presentaron un espesor final de 53.34 +
5.03 um para la pelicula testigo 1y 119.38 + 8 um para la pelicula testigo 2 y PLA-ESO-
ACG, determinando mediante un micrémetro digital EJ. Cady and Co. Modelo DTT (EUA).
Las peliculas elaboradas se almacenaron a -20 °C con proteccién de luz para su posterior
analisis. La fabricacién tanto de pellets como de las peliculas se realiz6 con luz roja.

(Diagrama 1)
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Diagrama 1. Condiciones de procesamiento de 3 peliculas de PLA
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IX.2 EVALUACION DE LAS PROPIEDADES FISICAS DE LAS PELICULAS DE PLA
TESTIGO, PLA-ESO Y PLA-ESO-ACG

Propiedades Opticas

Para determinar las propiedades Opticas de las peliculas obtenidas, primeramente se
midi6 absorbancia de la luz UV-visible realizando un barrido de 200-800 nm a una
velocidad media de 600 nm/s. Para el andlisis se utilizaron peliculas de PLA testigo y con
antioxidante con una medida de 1 x 5 cm y fueron colocadas directamente en un
espectrofotometroUV-Visible Modelo Cary 50 Bio (EUA). Los valores se expresaron como
absorbancia. Posteriormente se calcul6 la diferencia de color entre las peliculas con ACG
y las peliculas testigo (PLA y PLA-ESO).

El andlisis se realizd6 utilizando un colorimetro CR-300 Konica Minolta (EUA). Los
resultados se expresaron en valores CIE L*, a* y b*, donde L* indica luminosidad, a* y b*
son las coordenadas de cromaticidad (indican direcciones de colores). La coordenada +a*
es la direccion del rojo, -a* es la direccion del verde, +b* es la direccion del amarillo y —b*
es la direccién del azul. El diferencial de color (AE) indica el cambio de color y se calcul6

con la ecuacion 4. Se hicieron 3 repeticiones por muestra 9
AE = ((Aa*)2 + (Ab*)2 + (AL*)2)0'5 (4)
Resistencia a la Tensidon y Porcentaje de Elongacion

Se evalud la resistencia a la tensién y porcentaje de elongacion de las peliculas de PLA
testigo y con antioxidante utilizando un analizador de textura TA-XT2 (Texture
Technologies Co., Scarsdale, NY, EUA) de acuerdo a la ASTM D 882-91 (1995c). Se
empled una carga de 500 N y una velocidad de prueba de 8.33 mm/s. Se utilizaron
probetas de 60 x 10 mm. Las muestras se analizaron en direccion maquina (DM). La
resistencia a la tension fue expresada en MPa y se analizaron 5 réplicas por muestra.

Para el porcentaje de elongacion se analizaron 10 réplicas por muestra ?®:
Cuantificacion de acido clorogénico en pelicula de PLA-ESO.

Para cuantificar los remanentes de ACG en los pellets y peliculas PLA-ESO se realizaron
extracciones utilizando 1 g pelicula en 38 mL de metanol grado reactivo. Se agrego el 1%

de BHT para las peliculas PLA-ESO-ACG. Las extracciones se realizaron en ausencia de
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luz y agitacién constante a 40 °C, por 24 horas. El procedimiento se repitié hasta que no

se detectd el antioxidante en la pelicula. Las extracciones se realizaron por triplicado.

Para lograr la extraccion del ACG de las peliculas elaboradas, se siguié la metodologia
propuesta por Soto-Valdez y col.,, (2007) con algunas modificaciones, la cuales se
describen a continuacién: primero, aproximadamente cada 0.5 metros se cortaron trozos
de la pelicula, cuidando que todos tuvieran el mismo espesor. Estos trozos se
homogenizaron para posteriormente pesar 0.1g de la mezcla en viales de 50 mL,

adicionando 20 mL de etanol (Fermont, México) con 0.01 g de BHT (TCI, Japon).

Los viales se mantuvieron en reflujo con agitacion constante y a una temperatura de 40°C.
La extraccion se realizo por 24 horas en oscuridad, con 3 repeticiones. Tomando 200 pL
de muestra para posteriormente obtener resultados. Posteriormente se decanté el Etanol
sobrante y se colocaron 10 mL méas de Etanol para su segunda extraccién (48 h),
tomando 200 uL de muestra. Se hizo lo mismo para las 24 h siguientes, colocandole 10
mL de Etanol, y tomando 200 pL. de muestra, esto para corroborar que el ACG se haya
extraido completamente de la pelicula.

El ACG extraido de la pelicula se cuantific6 por HPLC en fase reversa en un equipo
Varian, acoplado a un detector UV con arreglo de diodos y una estacién de trabajo
Galaxy, a una longitud de onda de 320 nm. Se utilizé una columna Varian Chromsep 150
X 4.6 mm protegida con una precolumna Cis. El volumen de muestra del inyector fue de
20 uL. La fase moévil empleada fue Agua Acidificada al 5% con Acido Férmico: Metanol, en

una proporcion de 98:2 a flujo isocratico de 1 mL/min.

Se elabord una curva estandar del antioxidante en metanol, la cual fue preparada bajo
condiciones normales de laboratorio: temperatura ambiente (25° C), y proteccién de luz,
de 3 a 500 ug del antioxidante en 10 mL de etanol estabilizado con 0.001g de BHT.La
ecuacion de la curva del antioxidante se obtuvo por analisis de regresion lineal graficando
la concentracion del antioxidante contra el area bajo la curva obtenida en el
cromatograma. Las concentraciones de los antioxidantes se reportaron en pg de

compuesto/mL de solvente.
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Limite minimo de Cuantificacion.

El limite minimo de cuantificacion del equipo se determind inyectando un estandar de
ACG. Se inici6 con una concentracion de 5 ug/mL, la cual fue disminuyendo hasta obtener
un area no detectable por el equipo (menor a 300 unidades). Fue seleccionada la
concentracion del estandar inmediato superior a la no detectada como el limite minimo. El

analisis se realiz6 por triplicado.

El limite minimo de cuantificacion del método se obtuvo considerando el limite del equipo
multiplicado por el volumen final de evaporacién de la muestra durante el proceso de
extraccion de las peliculas en etanol dividido por el peso inicial de la pelicula y se expresé

en ug/mL.

IX.3 ETAPAII

1X.3.1 DIFUSION DE ACG A SIMULANTES DE ALIMENTOS A BASE DE ETANOL

El estudio de difusién de los compuestos fendélicos hacia los simulantes de alimentos se
realizé de acuerdo a la norma de la ASTM D4754-98 (ASTM, 2006).

Para la evaluacion de la difusion de los antioxidantes a etanol a 98%, se cortaron 20
discos de la pelicula con un sacabocado de 2 cm de didmetro y un espesor de 119.38 + 8
um. Obteniendo un area total de 125.66 cm?. Los discos fueron colocados en soportes de
acero inoxidable y separados por perlas de cristal para evitar el contacto entre ellos. Los

soportes fueron colocados dentro de viales protegidos de la luz (Figura 9).
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Figura 9. Sistema de migracion. (ASTM D4754-98, 2003)

Etanol a 95%. A cada vial se le agrego 38 ml de etanol al 95%, asi como BHT al 1%. La
relacion volumen/area obtenida fue de 0.6 mL/cm?, valor dentro del rango establecido por
la ASTM D4754-98, la cual establece una relacién entre 155 y 0.31 mL.cm? (ASTM, 2006).
Los viales se mantuvieron a 20 y 40 °C hasta alcanzar el equilibrio en la difusion. Se
realizaron muestreos constantes tomando 200 pL, cuantificando el antioxidante migrado
con respecto al tiempo, por la técnica previamente descrita en la etapa I. El contenido de
ACG migrado se grafic6 como difusion (ug/mL) con respecto al tiempo de
almacenamiento. El estudio se realiz6 por triplicado para cada temperatura.

1X.3.2 DETERMINACION DE REMANENTES DE ACG DESPUES DE LOS ESTUDIOS
DE DIFUSION

Para determinar el remanente en la pelicula PLA-ESO-ACG del simulante de alimento, se
separo el solvente a temperatura ambiente en ausencia de luz. Posteriormente, se extrajo
el antioxidante remanente con 10 ml de Metanol, ausencia de luz, agitacion constante y

1% de BHT por 72 horas, verificando la extraccion total de los antioxidantes en las
peliculas.
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IX.3.3 DETERMINACION DE COEFICIENTES DE DIFUSION (D) DE LOS
ANTIOXIDANTES MIGRADOS DE LA PELICULA PLA-ESO-ACG A SIMULANTES DE
ALIMENTOS.

En este estudio se determiné la concentracion de ACG en el simulante y discos en etanol
al 95 % a una temperatura de 40°C, obteniendo asi el coeficiente de difusion (D),
utilizando las soluciones analiticas de la segunda ley de Fick, Ecuaciones 5y 6.

o -
Mt 8 1 @n+1)*
Moo~ ! ;me’( —= " Dt) 5

Donde M: es la cantidad de antioxidantes que se difundié al simulante de alimentos
después de un tiempo t: M. es la cantidad de antioxidante que se difundié al simulante de
alimentos en el equilibrio; t es el tiempo de contacto; D es el coeficiente de difusion y L es
el espesor de la pelicula.

Cuando el volumen de la solucién es finito o cuando parte del migrante queda en la

pelicula al alcanzar el equilibrio se utiliza la ecuacion 6:

— i

Mt - 2a(l + &) _q,ﬁDt
Mow n:11+a+a=q,§€

(6)

Donde Mt. Es la cantidad de antioxidante que se difundié al simulante de alimentos
después de un tiempo t; M. es la cantidad de antioxidante que se difundié al simulante de
alimentos en estado estacionario; t es el tiempo de contacto; D es el coeficiente de

difusion; L es el espesor de la pelicula y g. son las raices positivas distintas de cero de tan

On= O Qn.

Para determinar el D de cada uno de los compuestos es necesario conocer el coeficiente
de particion (K p¢) entre el polimero y la solucién, asi como el valor de a. EI K ; expresa la
solubilidad relativa del migrante entre la matriz polimérica y el simulante de alimentos en
el equilibrio y a es el flujo del migrante en el simulante de alimentos. Un K > 1 indica una

concentracion alta del migrante en el polimero, comparado con la concentracion del
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migrante en el liquido. Cuando el K ¢ se presenta a concentraciones bajas se puede

tomar como un valor constante, el cual se calcula por:

_Cp
e ()

Donde la C, es la concentracion del antioxidante en la pelicula en el equilibrio, Cses la

concentracion del antioxidante en el simulante de alimentos en el equilibrio.

_ Vs
Ep.f Vp (8)

Donde Vs y Vi son el volumen del simulante de alimentos utilizado y del polimero

respectivamente.

La Ecuacion 5 se utiliza si el sistema es infinito, es decir si Kps<1 y a>>1, de lo contrario

se debe utilizar la Ecuacion 6 para sistemas finitos, es decir si Kp:>1y a<<1.

El valor de D (cm?s) se determiné minimizando la suma del cuadrado de los errores
(SSE) de los datos experimentales y los valores estimados, Para determinar el ajuste de
los datos de la ecuaciéon 4 y 5, se utilizd la funcién de regresion no lineal en MATLAB
R2020b.

IX.4 ETAPA I

IX.4.1 EVALUACION DEL EFECTO DE LA PELICULA CON ACG EN LA ESTABILIDAD
OXIDATIVA DE ACEITE DE SOYA

Para determinar el efecto del antioxidante en la estabilidad oxidativa del aceite de soya,

se realizaron 2 experimentos:

El 1er. Experimento consistié en cortar trozos de pelicula testigo y con antioxidante de 3 x
21 cm, equivalente al &rea del estudio de migracibn y mismo espesor. Los trozos se
colocaron en viales de vidrio y posteriormente se adicionaron 102.5 mL de aceite de soya.
Las muestras fueron almacenadas a 30 °C. El andlisis se realiz6 con luz para simular
condiciones de mercadeo, en un rango de intensidad de 1135-1845 Luxes. El monitoreo

se realizé cada 12 h. los primeros 2 dias, después cada 24 h. hasta el dia 4. Se
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analizaron 3 repeticiones. La estabilidad oxidativa del aceite de soya se monitored por

medio del indice de peroxidos.

Y el 2do. Experimento consistié en colocar 20 mg de ACG en 200 mL de aceite de soya,
posteriormente se tomaron 60 mL de esta solucion en viales de vidrio. Las muestras
fueron almacenadas a 30°C. El andlisis se realizé en las mismas condiciones que el
Experimento 1. Y el monitoreo se efectu6 cada 12 h. los primeros 3.5 dias y
posteriormente cada 24 h. los siguientes 6.5 dias, dando un total de 10 dias de muestreo.
Se analizaron 3 repeticiones. Y de la misma manera que el experimento 1, la estabilidad
oxidativa del aceite de soya se monitore6 por medio de indice de peroxidos.

IX.4.2 INDICE DE PEROXIDOS.
El grado de oxidacion del aceite de soya se determind por indice de peréxidos (IP) y fue

expresado como miliequivalentes de peréxido por kg de aceite de acuerdo al método de la
AOCS. ©®
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IX.5 ETAPA IV.

IX.5.1 EVALUACION DEL EFECTO DE LA PELICULA CON ACG EN EL CRECIMIENTO
DE BACTERIAS.

Prueba Microbioldgica

Se cortaron discos de

0.6 cm de didametro y 11948 uym de

espesor, la manipulacion se hizoen
condiciones de esterilidad.

Se prepararon 400 mL de Agar

Se usaron 3 diluciones (3, 10y 30
ug/mL) de en Metanol con
1% de BHT.

-y se colocaron
25 mL de este en cajas petri
teniendo 15 cajas petri en total.

o

Muteller Histos Ager Plate

Se hicieron pruebas de actividad
antimicrobiana con 6 microorganismos.

Se hicieron pozos en el medio para

e ; /' PLA-ESO-ACG
colocar las diluciones, se depositaron 25

Inoculando los medios y haciendo la
prueba por duplicado.

uL en cada pozo, demostrandose en la
figura.

Diagrama 2. Efecto de la pelicula con ACG en el crecimiento de baterias.
Microorganismos:
1. Escherichia coli 0157:H7
2. Listeria monocitogenes
3. Staphylococcus aereus
4. Escherichia coli
5. Klebsiella pneumoniae

6. Neisseria
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IX.5.1.1 METODOLOGIA PARA ESTANDARIZACION DE LA TECNICA
MICROBIOLOGICA.

Para la realizacion de esta técnica, se hizo caldo de Agar Mueller-Hinton y se colocaron
aproximadamente 10 mL de caldo en cada tubo de ensayo, en total fueron 6 tubos de
ensayo. Se inocul6é cada tubo de ensayo con un microorganismo diferente, comparandolo
con una solucion nefelométrica y un Antibiograma. Esto se realiza para tener una
concentracion conocida de microorganismos en el caldo y asi se pueda inocular en las
cajas Petri de manera masiva y se vea el crecimiento de los microorganismos después de
24 hrs. (Este es un método estandarizado por el laboratorio de ciencias de los alimentos
del CIAD) (Figura 10).

Figura 10. Prueba Microbioldgica.
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X. RESULTADOS Y DISCUSION
“ ETAPAI

Las peliculas presentaron un color blanco-amarillo, con un espesor de 53.34+ 5.08um

para la pelicula testigo 1, y con un espesor de 119.4+8um para las peliculas Testigo 2 y
PLA-ESO-ACG (Figura 11, Cuadro 4).

Figura 11. Peliculas de PLA Testigo

Caracteristicas y Propiedades Fisicas de las Peliculas de PLA Testigo, PLA-ESO y
PLA-ESO-ACG.

Espesor

En este estudio los espesores obtenidos de las peliculas fueron los siguientes (Cuadro 4).

Cuadro 4. Resultados de los Espesores de las peliculas.

MUESTRA ESPESOR (um)
PLA TESTIGO 1 53.34 +0.3

PLA-ESO TESTIGO 2 119.4 +0.8
PLA-ESO-ACG 119.4 + 0.8

La diferencia entre espesores que se observa entre la pelicula de PLA con las peliculas
de PLA-ESO y PLA-ESO-ACG, es por la adicién del plastificante ESO.
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Soto-Valdez y Mendoza-Wilson (1998) mencionan la importancia del espesor en la
pelicula, ya que este es uno de los factores que influyen en la velocidad de transmision a
los gases y vapores de las peliculas del material envasado, misma que puede ser
afectada por variaciones en la formulacion del plastico, tanto como la adicién de
plastificantes como la adicion de antioxidantes. El espesor tiene un factor relevante en el
proceso de migracién, ya que tiene amplia relacion con la masa total del migrante

disponible.
Propiedades Opticas

A continuacién se muestra el barrido espectral de 200-800 nm en el UV visible tanto en
las peliculas de PLA (testigo 1) y PLA-ESO (testigo 2), como las peliculas con
antioxidante (PLA-ESO-ACG). La pelicula testigo mostré una absorbancia entre 3.4-3.7
entre las longitudes de onda de 200-220 nm, permitiendo el paso de la luz hasta los 800
nm este aumento de absorbancia entre 200-220 pudo deberse a la absorcién de los

enlaces éster del PLA, los cuales tienen su maxima absorcion a 205 nm. @

En la Figura 12, el barrido no muestra diferencia alguna entre las peliculas PLA y PLA-
ESO, ya que las dos se encuentran en el mismo rango de absorbancia, con esto se
deduce que el ESO no es detectado por espectroscopia UV en el rango de 200 a 800 nm.
El ESO principalmente esta siendo utilizado en este estudio por su poder plastificante pero este
tiende a proteger al polimero de la luz y del calor principalmente, sin tener reacciones
secundarias. Siendo asi un buen aditivo para nuestra pelicula. Aunque este efecto se da

principalmente por su espesor.

La pelicula de PLA-ESO-ACG mostré una absorbancia entre 3.4 - 3.5, a partir de la
longitud de onda de 320-330 nm, esta absorbancia se atribuye a que el ACG absorbe a
los 320 nm. Estos resultados demuestran que un alimento envasado con peliculas PLA-
ESO-ACG, tendria una ventaja con respecto a los otros envases debido a que éste otorgaria

proteccién contra la luz UV en ese rango de absorcion. ¢®

En este barrido no se muestra diferencia entre el testigo 1 y 2, ya que las dos se
encuentran en el mismo rango de absorbancia, con esto se deduce que el ESO no es

detectado en el rango de 200 a 800 nm.

Manzanarez-L6pez (2010) menciona que para que una molécula pueda absorber luz UV a

ciertas longitudes de onda depende de transiciones electrOnicas cuya energia necesaria
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son en magnitud de las fuerzas de enlace, ya que los electrones participantes son los de
valencia. Es decir, la energia de los cuantos de luz en esta region del espectro
electromagnético es suficiente para excitar un electrén de su estado de enlace a otro de

antienlace.V

Los resultados en este estudio sugieren que un alimento envasado con peliculas PLA-ESO-

ACG podrian utilizarse para proteger al alimento de la luz UV en este rango (320 — 330 nm) de

absorcion.
3
<C
200 3CI)0 40IO 560 660 7C|)0 860
Long. Onda (nm)
@ FLA @ PLA-ESO @D PLA-ESO-ACG

Figura 12.Barrido Espectral por UV-Vis de las peliculas

PLA, PLA-ESO y PLA-ESO-ACG.
Color

Los resultados obtenidos de color en las peliculas de PLA, PLA-ESO y PLA-ESO-ACG.
Para la pelicula de PLA se encontr6 un valor de -4.14 + 0.015 en la coordenada b*, lo cual
indicd una direccion de color hacia el azul. La coordenada a* presentdé un valor de -
2.033+0.08 lo cual indicé una direccién de color hacia el rojo. Estas direcciones de color se
apreciaron visualmente en la pelicula de PLA, y se consider6 a la pelicula como

transparente.
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La pelicula de PLA-ESO present6 un valor de -4.01 + 0.091 en la coordenada b*, indicando
una direccion de color hacia el azul. La coordenada a* present6 un valor de 2.11 + 0.043,
indicando una direccién de color hacia el rojo. Y por ultimo la pelicula de PLA-ESO-ACG
presentd un valor de -4.10 + 0.02, siguiendo la tendencia de las peliculas testigo, indica una
direccion de color hacia el azul y en caso de la coordenada a* presenta un valor de 2.04 +
0.08, indicando una direccion hacia el color rojo. Visualmente se apreciaron coloraciones
ligeramente amarillas de las peliculas con PLA-ESO y PLA-ESO-ACG (Figura 13).

PLA-ESO PLA-ESO-ACG

Figura 13. Peliculas de PLA, PLA-ESO (1.3%) y PLA-ESO (1.3%)-ACG (1.9%)

Con lo que respecta al resultado obtenido de la diferencia total de color (AE*) se encontrd
un valor de 0.65, en el caso de PLA y PLA-ESO-ACG, y un valor de 0.31, en caso de PLA-
ESO y PLA-ESO-ACG, lo cual indicé que hay un cambio de color al momento de adicionar
el antioxidante. Estos resultados fueron similares a los reportados por Manzanarez-L6pez
(2010) para una pelicula de PEBD con a-tocoferol en donde encontraron que un AE* mayor
a 0.40 confiere una coloracion amarilla, lo cual es atribuido a la formaciéon de productos
coloridos de la oxidacion como las tocoquinonas. En el caso del ACG el posible responsable
de este cambio de color puede ser el Acido Quinico, por ser productos de descomposicion

del ACG, pero aun no encuentra reportado. @9

Manzanarez-L6pez (2010) también reporté resultados similares obteniendo una diferencia

de color de 0.5, en el caso de una pelicula de PLA con a-tocoferol. (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Valores de L*, a* y b* en peliculas de PLA testigo 1, PLA-ESO testigo 2 y PLA-
ESO-ACG.

Muestra L* a* b* AE*!

Pelicula de PLA Testigo 1®  91.40+0.14 2.033+0.08 -4.1440.015  ------

Peliculade PLA-ESO Testigo  91.7440.34  2.11+0.043 -4.01+0.091  -—-
20)

02.0540.21 2.04+0.08 -4.10+0.02 0.65 @
031 ®

Pelicula de PLA-ESO-ACG

AE = ((Aa*)Z + (Ab*)z + (AL*)Z)O'S.
Cada valor es el promedio de 3 repeticiones

Resultado de AE para PLA Testigo (a) y PLA-ESO Testigo (b).

La Figura 13 muestra la apariencia visual de las peliculas de PLA, PLA-ESO y PLA-ESO-
ACG. A pesar que las peliculas de PLA-ESO y PLA-ESO-ACG mostraron una coloracion

amarilla, ésta fue ligeramente apreciable a simple vista.

Por lo tanto, el uso de estas peliculas no podria interferir en la percepcion de color del
alimento envasado, por ejemplo, aceites vegetales, como lo menciona Graciano-Verdugo

(2005) para peliculas de a-tocoferol con quercetina.

Resistencia a la Tensién y Porcentaje de Elongacién

Durante el periodo de almacenamiento del producto, el material de envase estard

expuesto a diferentes condiciones que pondran a prueba sus propiedades mecanicas. Es
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necesario conocer la resistencia y el comportamiento de elongacién de la combinacién de

polimeros y aditivos como antioxidantes utilizados en la estructura de la pelicula. ®

La resistencia a la Tension y él % de Elongacion nos dan una idea principal de cémo se
comportard nuestra pelicula en condiciones de uso como envase, el Cuadro 6 muestra los
resultados obtenidos al medir la resistencia a la tensién y porcentaje de elongacién de las
peliculas de PLA, PLA-ESO y PLA-ESO-ACG.

La medicién se realizé en direccibn maquina (DM) y los valores encontrados para la
resistencia a la tension fueron de 90.02, 74.75 y 44.99 MPa, respectivamente. Estos
resultados fueron menores a los reportados en la hoja técnica de PLA utilizado en este
estudio, la cual reporta un valor de 110.1 MPa (Hoja técnica Nature Works. PLA Polymer
4042D). Auras y col. (2004) reportaron un valor de 12.2 MPa en DM siendo menor al
encontrado en este estudio, esto se pudo deber al tipo de procesamiento utilizado en la
elaboracion de la pelicula, ya que Auras y col. (2004) procesaron la pelicula mediante
extrusion soplo a 195 °C y en nuestro trabajo se utilizé extrusion por dado plano, lo cual
pudo influir en la orientacién de las moléculas, lo que provoca un cambio en las

propiedades mecanicas del PLA.

Cuadro 6. Resistencia a la Tension y % de Elongacion.

Muestra Resistencia ala Elongacion
tension (%)
DM
(MPa)

Pelicula de 90.02 + 6.78 9.89+1.6
PLA- testigo
Pelicula de 1744+ 1.1

PLA-ESO 74.75 £ 2.59
Pelicula de 44.99 + 3.07 1742+ 1.7

PLA-ESO-ACG

En las peliculas de PLA, PLA-ESO y PLA-ESO-ACG analizadas se observd una
resistencia a la tension de 90.02 + 6.78, 74.75 + 2.59 y 44.99 + 3. 07 respectivamente.

Estos resultados fueron menores a los reportados en la hoja técnica de PLA utilizado en
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este estudio, la cual reporta un valor de 110.1 MPa (Hoja técnica Nature Works. PLA
Polymer 4042D). EI ESO (plastificante) y el ACG (antioxidante) al interaccionar
guimicamente con el PLA modifican las propiedades del polimero, en este caso
confiriéndole una menor resistencia a la tensién. La orientacién del PLA juega un papel
muy importante en esta propiedad. Al haber una interaccion quimica entre el ESO, el ACG
y las cadenas del PLA, orientado en direccion maquina, no mejora la resistencia

mecanica. Pero tampoco se observa una textura indeseable en la pelicula.

En lo que respecta al porcentaje de elongacion de las peliculas de PLA, PLA-ESO y PLA-
ESO-ACG. Los valores para la peliculas testigos y con ACG fueron de 9.89+1.6%, de
17.44+1.1%, y de 17.42+1.7% respectivamente. Encontrdndose diferencias entre la
pelicula testigo 1 (PLA) y las peliculas con ESO, ya que el ESO ayuda en las
propiedades mecanicas (elongacion) de cualquier polimero.

Con los resultados obtenidos se encontré que el PLA presenta buena resistencia a la
tension (comparandolo con la Poliamida), pero no demasiada elongacion antes de su
ruptura (comparandolo con el PET), por lo que es considerado un plastico rigido, ya que
tiende a ser resistente, soporta deformacién, pero no suele ser duro, es decir, es fragil.
Por lo que requiere de plastificantes para hacerlo méas flexible o combinarlo con otros
polimeros o biopolimeros para adquirir diferentes propiedades, dependiendo de los

requerimientos del alimento a envasar. ¢V

Por lo tanto en las peliculas de PLA-ESO-ACG analizadas se observé un efecto negativo
en la resistencia a la tension en comparacion con la pelicula de PLA testigo 1, puesto que
la pelicula con ESO-ACG redujo casi un 50% la resistencia a la tensién. Y en el caso de la
elongacién se puede ver un resultado favorecedor ya que tiene un aumento de un 76% de
elongacioén, se esperaba tener resultados mas altos pero por los tratamientos térmicos a
los que estuvieron expuestos al momento de procesar las peliculas, puedo afectar al

plastificante.
Cuantificacion y extraccién de ACG en pelicula de PLA-ESO

Como se describié en la metodologia de este trabajo, la ecuacion de la curva se obtuvo
por un andlisis de regresion lineal, graficando la concentracion de antioxidante contra el
area bajo la curva obtenida en el cromatograma (Figura 14) obteniendo como resultado
9.46+0.49 mg de ACG/g de pelicula.
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Figura 14. Curva Estandar de ACG en Etanol a 320 nm.

Limite Minimo de Cuantificacion y Porcentaje de Retencion de ACG.

En este estudio el limite minimo de cuantificacion del equipo fue de 1ug/mL. El porcentaje
de retencién de ACG en la pelicula de PLA-ESO fue de 49.81%, por lo que el método no
fue completamente eficiente y afecté la estabilidad del ACG con las condiciones
establecidas en la técnica. En nuestro estudio no se observé un mayor porcentaje de
retencién, por lo que la temperatura de extraccién pudo tener un efecto en la degradacién
del antioxidante. El porcentaje de pérdida fue de 50.19%.

“ ETAPAII

Determinaciéon de Difusion de ACG de la Peliculas de PLA y PLA-ESO a Simulantes
de Alimentos.

Difusion a Etanol al 95%.

De acuerdo con la FDA, el etanol al 95% es un simulante de alimento graso para
poliolefinas, sin embargo, en afios recientes se ha utilizado como simulante de alimento
graso para estudios de difusion del PLA, ya que actualmente no existen especificaciones

en las legislaciones para este polimero (Figura 15).
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550003 uAl huestra 153 PLA-ESO-ACG 40°C. 14.03.122 DATA [320,00 nm]

50.000
45,000
40.000
39.000
30.000
25.000
20,000
15.000
10.000

5000

—r S —gh——

-3.000

-10.000 RT [min]

o 1 2 3 4 5 =1 T g 9 10 (A 12 13 14 15 16 17 18 19
Figura 15.Cromatograma de ACG (110.71 pg/mL) extraido de la pelicula de PLA-ESO-
ACG en Etanol 95% a 40°Cy 320 nm.

La difusién del antioxidante mostré la tendencia de las curvas tipicas de las leyes de Fick,
el equilibrio se alcanz6é a los 3 dias (4500 min) a 40°C. Dando como resultado una
cuantificacién del antioxidante de 8.48+ 1.15 ug/mL, obteniendo 92.54 = 9.64% del
antioxidante contenido en la pelicula. (Figura 16) Tomando en cuenta la pérdida que fue
de un 7.45 + 9.64%, se puede explicar que el ACG pudo tener algin cambio en su
estructura molecular y haberse convertido en otros compuestos que no se pudieron
detectar en el equipo, también se puede deber a la presencia minima de luz a las que las
muestras estuvieron expuestas y se sabe que el ACG tiende a degradarse lentamente en

presencia de luz o también se pudo quedar retenido permanentemente a la pelicula.
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Figura 16. Migracion de ACG en etanol 95% a 40°C, presentado el promedio de 3

repeticiones + DS.

En este estudio se determind un K,: (Coeficiente de particion)para cada uno de los
experimentos de difusion a la temperatura que fue sometido el sistema, correspondiente a
40°C. El Kpys, expresa la solubilidad relativa del migrante entre la matriz polimérica y el
etanol al 95% en el equilibrio. Un Kp¢>1 indica una concentracion alta del migrante en el
polimero, comparado con la concentracion del migrante en el liquido. El valor cuantificado
de Kps fue de 2.49+0.42, esto se debe a que con el aumento de la temperatura en el
sistema, se incrementa la energia requerida para romper las atracciones entre los grupos
polares del ACG y el PLA-ESO, liberando con mayor facilidad al antioxidante. Asi
también, se incrementa la capacidad de absorcion del etanol entre la matriz del PLA-ESO
y la solubilidad del ACG en etanol.

El coeficiente de Difusién (D) fue calculado para cada uno de los sistemas de acuerdo a
los valores de Ky y a (de 18.11 £ 2.79) que se presentaron. A 40°C el valor del D se
estimdé con la ecuacion 4, esta ecuacion proporcion6 el mejor ajuste de D para estas
temperaturas con una prediccion del 95% de confianza. La difusion de ACG a etanol a

95% a 40°C se presenta en la siguiente figura (Figura 17).
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Figura 17. Migracion de ACG de la pelicula PLA-ESO-ACG en Etanol 95% a 40°C

Este resultado mostr6 que el tiempo de equilibrio disminuyd con el incremento de
temperatura, debido a la dependencia de la difusion de los antioxidantes con esta
variable. El valor de D a 40°C fue de 20.59 + 0.58 x 10! cm?/s.

Cruz-Zufiga (2011) reportd este mismo analisis a la misma temperatura, utilizando
guercetina como antioxidante en peliculas de PLA, su valor de D a 40°C es de 95.8 x 10!
cm?/s, lo que nos lleva a compararlo con nuestro resultado, y decir que esta en el rango

de los valores de D a esa temperatura (Cuadro 7).?%

Cuadro 7. Coeficiente de Difusion (D), coeficiente de particion (Kps) y a de ACG de
peliculas de PLA-ESO a Etanol al 95% a 40°C.

Temperatura Kp.s a D (cm?/seq) RCME?

40°C 2.49+0.42 18.11 +£2.79 20.59 £ 0.58 x 10* 0.431x 10"

La migracion de ACG en Etanol al 95% a 40°C, se puede deber a factores como la
temperatura del sistema y afinidad del aditivo con el polimero y simulante de alimentos. A
esta temperatura se genera un mayor movimiento de las cadenas del polimero,

disminuyendo esta movilidad al disminuir la temperatura. Este movimiento permite el paso

del etanol entre las cadenas del polimero.
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Una vez que el etanol penetra el PLA-ESO, ejerce una atraccion electrostatica sobre los
grupos hidroxilo del ACG-ESO, generando la ruptura de los puentes de hidrégeno
existentes entre los grupos OH" del antioxidante con los grupos carboxilo del PLA-ESO,
permitiendo la liberacion del ACG a Etanol a 95%. En estudios realizados por
Manzanarez-L6pez (2010), reporta que el Etanol absorbe entre las cadenas de la matriz
polimérica del PLA y espacios vacios entre ellas. Es por eso que se pudo afiadir el
plastificante como tal y el antioxidante sin modificar la estructura del PLA, ya que estas
tienen atraccion entre los grupos OH".

En el 2011 Soto-Valdez desarrollé una pelicula de PLA con resveratrol, en su estudio de
difusién a Etanol al 100% realizado 43°C reporté un valor de D de 85.1 x10! cm?/s,
siendo un valor no comparativo al cuantificado en este estudio y también comparandolo
con el de Cruz-Zudiga (2011). Estos resultados pudieron variar por los diferentes aditivos
gue se le afadieron a las peliculas, al espesor, a la manipulacion a al momento del
procesamiento, la temperatura y la concentracion del simulante de alimento para la

migracion.

El estudio de migracion a 20°C no se incluira en este informe. Ya que el tiempo de
migracion es mayor al de 40°C y aun no llega al equilibrio, y por lo tanto la velocidad de
migracion no pudo determinarse, por lo que no se mencionaran resultados a esa

temperatura.
“--ETAPA I
~ --EVALUACION DEL EFECTO DE LA PELICULA CON ACIDO CLOROGENICO
EN LA ESTABILIDAD OXIDATIVA DE ACEITE DE SOYA
INDICE DE PEROXIDOS
Experimento 1
Peliculas con ESO y ACG.

El resultado de indice de peroxidos (IP) en aceite de soya almacenado por 5 dias en
contacto con las peliculas PLA, PLA-ESO y PLA-ESO-ACG a 30°C en presencia de luz.

Los valores se encontraron entre 3.18 meqg/kg al dia 0 y 15.47 meq/kg para el aceite en
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contacto con la pelicula testigo al dia 5. El valor encontrado para el aceite en contacto con

la pelicula con antioxidante a esta temperatura fue de 28.88 meq/kg al dia 5.

Para el aceite en contacto con la pelicula de PLA-ESO-ACG se obtuvo 28.87 meg/kg en el
dia 4, para las peliculas testigo (PLA y PLA-ESO) alcanzaron 15.48 y 29.44 meqg/kg
respectivamente al dia 4. El valor establecido por el Codex Alimentarius es de 10 meqg/kg
para estar dentro de los margenes de calidad @Y, por lo que estos resultados sugirieron
que el ACG no logré migrar de la matriz polimérica al aceite y por ende, no hubo efecto
del antioxidante, tanto el aceite en contacto con la pelicula PLA-ESO como la de PLA-
ESO-ACG no presentaron diferencias notorias puesto que las dos llegaron a valores
cercanos a los 30 meqg/kg en el dia 4, a diferencia de la pelicula de PLA, que se mantuvo
en 15.48 meg/kg, lo que nos lleva a especular que las altas concentraciones de peroxidos
se deben a la naturaleza del Aceite Epoxidado de Soya usado en estas las peliculas de
PLA-ESO y PLA-ESO-ACG ya que éste es un aceite vegetal refinado, cuyas
insaturaciones fueron tratadas parcialmente con peréxidos para formar grupos epoxi, los
grupos epoxi en esta pelicula pueden justificar el que éstas peliculas tengan valores
mayores con respecto a la pelicula de PLA, por lo que es probable que cierta cantidad de
ESO haya migrado hacia el aceite de soya aumentando asi la cantidad de peroxidos

estimada en el analisis (Figura 18).
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Figura 18. Resultados de indice de Peroxidos del aceite en contacto con las peliculas
PLA, PLA-ESOy PLA-ESO-ACG. Los valores graficados son el promedio de 3

repeticiones + DS.
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Experimento 2
Acido clorogénico estandar.

Por otra parte, también se decidié evaluar el efecto del ACG como aditivo alimentario en
la prevencion de la oxidacion del aceite de soya, por lo que se realizé otro experimento
utiizando ACG estdndar agregado directamente al aceite de soya, obteniendo una
concentracion de 100 ug/ml, este experimento se realizé bajo las mismas condiciones que

en el experimento previo a éste y tuvo una duracién de 10 dias.

A 30°C y con una intensidad de luz de 1135-1845 luxes se obtuvieron los resultados de
las pruebas usando ACG como aditivo antioxidante agregado directamente al aceite de
soya (Figura 19). Los valores para el testigo fueron de 5.16 meg/kg en el dia 0 y de 45.32
meqg/kg el dia 10, por otra parte el aceite con ACG (100ug/ml) llegé a los 28.49 meqg/kg
para el dia 10, las diferencias fueron evidentes, puesto que el aceite con antioxidante se
mantuvo estable durante 4 dias, antes de alcanzar los 10 meg/kg establecidos por el
Codex Alimentarius y el testigo sobrepaso los 10 meg/kg después del dia 2, esto nos
indico que el ACG pudo retrasar 2 dias la oxidacion del aceite de soya, antes llegar a los
10 meg/kg.

Comparando los resultados de indice de perdxidos para evaluar la capacidad antioxidante
de las peliculas de PLA-ESO-ACG con los resultados obtenidos utilizando ACG como
aditivo alimentario directo, podemos deducir que el ACG presenta actividad antioxidante
en el aceite de soya, sin embargo, el ACG no logré migrar de la matriz polimérica hacia el
aceite, o bien, no lo hizo en cantidades suficientes, como para provocar un efecto
antioxidante en el aceite, podria sugerirse la adicion de una concentracion inicial mayor al
2% de ACG en la fabricacion de una nueva pelicula y realizar nuevos experimentos,
esperando que con una concentracion mas elevada de ACG en la pelicula permita una
liberacion gradual de éste en concentraciones suficientes para provocar una accion
antioxidante en el aceite a evaluar. Ademas se especula que el ESO en interaccién con el

aceite de soya, acelera la oxidacion de éste.
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Figura 19.Resultados de indice de Peroxidos de aceite de soya conteniendo 100 pg/mL

de ACG Estandar. Los valores graficados son el promedio de 3 repeticiones * DS.

Se puede observar que los dos experimentos se comportaron de manera distinta, y se
puede elegir el Experimento 2 como el de mejor resultados, ya que expresa que el aceite

de soya tarda mas en oxidarse y este no pierde sus propiedades.

Anwar y col. (2007) evaluaron la estabilidad oxidativa del aceite de soya almacenado a
temperatura ambiente (27°C) y a la luz solar. Encontraron un valor de perdxidos en aceite
a temperatura ambiente de 8.14 meqg/kg y a la luz solar de 17.20 meq/kg por 60 dias. A
temperatura ambiente el valor menor al encontrado a 30°C. Esto pudo deberse a la luz y
temperatura de exposicion, las cuales son iniciadores de la oxidacién, por lo que es
importante considerar las condiciones de almacenamiento de aceites vegetales y evaluar

su calidad, para prolongar su vida de anaquel. ¢”
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" EVALUACION DEL EFECTO DE LA PELICULA CON ACIDO CLOROGENICO
EN EL CRECIMIENTO DE BACTERIAS.

No se observé ningln resultado en ninguna de las cajas inoculadas por los 6 diferentes
microorganismos, estos fueron comparados con un control (Caja Petri sin inocular), y los
microorganismos crecieron de forma masiva en todas las cajas Petri, por lo que no existio

ningun efecto antimicrobiano del ACG (Figura 20).

Figura 20. Caja Petri inoculada con Escherichia coli 0157:H7
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Xl. CONCLUSIONES
El presente estudio sienta las bases para obtener peliculas de PLA con ESO como

plastificante y ACG como antioxidante, con uso potencial como envases activos, los
cuales podrian brindar mayor proteccion a los alimentos. También con la ventaja de que
estos envases una vez desechados serian degradados en menor tiempo que los envases

convencionales.

~. Etapal

El PLA con ESO y ACG puede ser procesado por extrusion con dado plano, por lo que fue
factible fabricar las peliculas por este proceso. Las propiedades fisicas y mecénicas de las
peliculas: color, resistencia a la tension (disminuyendo) y elongacién (incrementando) por
la presencia del plastificante y del antioxidante.

- Etapa?2

El ACG migré6 de la pelicula de PLA-ESO a etanol al 95% siguiendo un comportamiento
Fickiano y con un coeficiente de difusion de 20.59 + 0.58 x 10! cm?/s. La migracién de
ACG fue suficiente para proporcionar valores dentro del rango reportado por otros autores
y dar un estudio de migracion factible, protegiendo asi a nuestro alimento sin ser afectado
por el plastificante utilizado.

~. Etapa 3

El ACG, se utiliz6 como aditivo directo en el aceite de soya a 30°C en presencia de luz,
permiti6 mantener una estabilidad oxidativa durante 2 dias mas que en el estudio sin
adicion de este. Po lo anterior, para la elaboracién de un envase activo con ACG

necesitaria una concentracién de antioxidante mayor al 2% en la pelicula.
- Etapa 4

En este caso, el estudio microbiolégico, no arroj6 datos concretos y es necesario seguir
haciendo pruebas, para poder concluir mejor, ya que los resultados obtenidos fueron los
mismos en todos los casos inoculados con microorganismos patdégenos y no patégenos,
asi que se sugiere seguir realizando las pruebas con concentraciones mayores de ACG. Y

de igual manera este no se ve afectado por el plastificante.
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XII.RECOMENDACIONES

Fabricar de nuevas peliculas de PLA-ACG con concentraciones de antioxidantes mayores
al 2% vy realizar experimentos de difusidon en aceites asi como evaluar el efecto de las

peliculas en la estabilidad oxidativa de aceites vegetales.

Elaborar peliculas de PLA-ACG y hacer pruebas de indice de perdxidos, esto con la

finalidad de corroborar si el ESO afecta en la estabilidad oxidativa del aceite de soya

Utilizar otros aditivos plastificantes en el biopolimero que permitan la liberaciéon gradual

del antioxidante.

Complementar con un analisis sensorial para conocer el efecto del envase activo sobre
los cambios en las propiedades organolépticas del producto contenido, con la finalidad de

disefiar envases adecuados para cada alimento.
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http://www.suministro.com.mx/descargar.php?id=OA
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