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RESUMEN

El resultante impacto ambiental del consumo de materiales plasticos por parte de la
industria alimentaria ha motivado un gran interés en el desarrollo de bioempaques, que
cumplan no solo con las actividades basicas de transporte, sino con funciones activas de
proteger a los alimentos de factores fisicos, quimicos y biolégicos preservando sus
caracteristicas organolépticas

El objetivo del presente estudio fue la evaluacion de un biomaterial Polisuccinimida-
almidon-aceite esencial del orégano, reforzado con microcelulosa, en cuanto a sus
propiedades de barrera, permeabilidad al vapor de agua (PVA) y del oxigeno (PO), asi
como de las propiedades funcionales, actividad antioxidante (AAQO) actividad
antimicrobiana (AAM). La integracion del material fue mediante extrusion para
posteriormente realizar el proceso de moldeado por termoconformacion. Se evaluaron
tres diferentes formulaciones identificadas como M2, M4 y M6 cuya diferencia consiste
en el contenido de aceite esencial de orégano (AEO) (3.11%, 3.44% y 2.22%). Para el
atributo de permeabilidad al vapor de agua, se obtuvieron valores de 1.14x107 g/s*m*KPa
parala M2 6.6 x10® g/s*m*KPa para la M4 y 8.58x10® g/s*m*KPa para la M6. Los cuales
son inferiores a los presentados por biopeliculas de almidon, aislados de proteina de soja
entre otros, y la M4 es equiparable al celofan y al poliéster, ofreciendo asi un mejor
desempefio en este atributo. En cuanto a la permeabilidad al oxigeno las muestras
resultaron ser una buena barrera a este gas con valores de 5.95 y 7.60 cc/m?*dia, que
resultaron superiores a los reportados para otros biopolimeros como las
policaprolactonas (PCL), el acido polilatico (PLA) y los polihidrozialcanoatos (PHA),
ampliamente reportados y estudiados para el desarrollo de este tipo de empaques. Este
atributo se relaciona e impacta positivamente en la preservacion del alimento al dafio
oxidativo, donde se alcanz6 el valor del 62.70% en la muestra M4, que resulté ser la mas
eficiente en este rubro, dicho valor es superior al reportado por el mismo AEO en estado
libre, ante la misma evaluacion. En lo referente a la actividad antimicrobiana, se evaluaron
dos cepas gram negativas, E. coli y Salmonella ssp, mismas que resultaron sensibles a
todas las muestras estudiadas, destacandose la muestra M4 al presentar los mayores

halos de inhibicion, de 4.27 mm y 6.46 mm respectivamente. Al contrastar estos valores
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con los de otros biopolimeros funcionalizados con extractos de AEO, estos resultaron
menores, pero las concentraciones empleadas en dichos trabajos son superiores a las
aqui evaluadas (3.00% contra 8.00%) esto en un estudio para un biocomposito almidon
de yuca-bagazo de cafa de azlcar, asi como para otro estudio en un biomaterial, bagazo
de cafa-alcohol polivinilico, que resultd después de realizar una funcionalizaciéon por
adsorcién previa y presentando nula actividad en el compdésito sintetizado originalmente,
como se llevd a cabo en el presente estudio; lo que evidencia la conveniencia de la
afinidad existente entre la polisuccinimida (PSI), material base del presente biomaterial,
al formar enlaces del tipo puente de hidrogeno que permiten una liberacion prolongada y
adecuada del aditivo hacia el producto a contener, lo que lo vuelve un objeto de estudio
prometedor ya que presenta ventajas en comparacién con los demas biopolimeros

actualmente estudiados.
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INTRODUCCION

Actualmente el planeta se ha deteriorado rapidamente ocasionando cambios
climaticos muy drésticos lo que han afectado diversas especies. Dos factores que van
de la mano y son causantes de estos desastres son el uso inadecuado de los
embalajes y alimentos, ya que alrededor de un 30% de plasticos son desechados en
vertederos y terminan en los ecosistemas, siendo en su mayoria embalajes de grado
alimenticio; casi un tercio de la produccion anual de alimentos en el mundo se
descomponen y no son aptos para el consumo, ocasionando emisién de gases de

efecto invernadero, desperdicio de energia y materia invertidos.

El resultante impacto ambiental del consumo de materiales plasticos en la industria
alimentaria ha motivado un gran interés en el desarrollo de bioempaques; basados en
materiales de origen organico como el almidén, colageno, gelatinas, cuya principal
desventaja radica en sus bajas propiedades mecanicas y elevado costo de produccion.
Es por ello que se busca incorporar materiales de refuerzo que ayuden a mejorar las
propiedades mecénicas. En los Ultimos afios ha llamado la atencion crecientemente el
uso de la microcelulosa como material de refuerzo en materiales poliméricos, también
es utilizada en la biomedicina, embalaje de papel, dispositivos electrénicos, etc. (Nie
K., et al 2019).

La polisuccinimida (PSI) es un biopolimero amigable con el medio ambiente ya que es
biodegradable y no toxico, es reconocido como material verde; Lo que llama el interés

para ser utilizado en el desarrollo de biomateriales.

Los envases y el material de embalaje han ido evolucionando conforme a las

necesidades de la sociedad y la industria lo va requiriendo.

Cuando el consumo de los alimentos no se lleva a cabo de forma inmediata después
de producirla esta debe contenerse en empaques que protejas los productos
alimenticios particularmente de la descomposicidn oxidativa y microbiana prolongando

con ello la vida util de los alimentos (Duncan, 2011).



Los empaques activos a parte de almacenar y transportar los alimentos cumplen con
funciones activas que protegen a los alimentos de factores fisicos, quimicos y
bioldgicos preservando sus caracteristicas organolépticas y al mismo tiempo la vida
atil (Duncan, 2011). Este tipo de empaques estan disefiados para liberar o absorber
compuestos al alimento o al ambiente que lo rodea. EI compuesto activo puede ser
introducido dentro del empaque o en la superficie (Brandelli et al., 2016). Segun
Brandelli et al., 2016 la encapsulacion de los compuestos activos puede ser favorable

para protegerlos durante el proceso de fabricacion del empaque y una mejor liberacion.

Los aceites esenciales de plantas son opciones ideales para ser utilizados en el
desarrollo de empaques activos por ser sustancias hidrofobas con propiedades
antimicrobianas y antioxidantes. Se encuentran clasificados como compuestos
generalmente reconocidos como seguros (GRAS), siendo utilizados por la industria

alimenticia.



II. JUSTIFICACION

Las necesidades de la poblacién y la industria alimentaria cada vez son mas exigentes
ya no solo requieren transportar y almacenar los alimentos si no protegerlos de
factores quimicos como pardeamiento no enzimatico y enraciamiento de lipidos,
factores bioldgicos producidos por enzimas naturales del alimentos y microbiota y
factores fisicos como lo son la humedad y temperatura del ambiente ayudando a su

preservacion de caracteristicas organolépticas.

Es por ello que surge la necesidad de desarrollar empaques que ayuden a este tipo de
problematicas, mejorando las propiedades de barrera que son permeabilidad al vapor
de agua y al oxigeno, introduciendo en la matriz del polimero o en la superficie algin
aceite esencial alto en compuestos fenolicos como lo puede ser el timol o el carvacrol
gue funcionen como agente antimicrobiano y antioxidante, a este tipo de empaques se

les conoce como empaques activos.

El orégano es una especia ampliamente estudiada por sus beneficios que se le
atribuyen a su alto contenido en compuestos fenolicos como timol y carvacrol. Es por
esa razén que la inclusion del aceite esencial de esta especia en la matriz de un
biopolimero a base de almiddn y polisuccinimida fue la base de esta investigacion para
evaluar el material, realizando pruebas de permeabilidad de vapor de agua y de

oxigeno, actividad antioxidante y antimicrobiana.



. HIPOTESIS

La incorporacion de microcelulosa al composito Polisuccinimida-Aceite esencial de
orégano modificara positiva y significativamente las propiedades de barrera del

bioenvase.
IV. OBJETIVOS
4.1. Objetivo general

Evaluar las propiedades de barrera y la actividad antimicrobiana y antioxidante del
compoésito Polisuccinimida-almidén-aceite esencial del orégano reforzado con

microcelulosa que le permitirdn un mejor desempefio mecéanico.
4.2. Objetivos especificos

o Evaluar las propiedades de barrera (permeabilidad al vapor de agua y
oxigeno) del compdsito PSI-MC-AEO.

« Evaluar la actividad Antimicrobiana y Antioxidante del compdésito PSI-MC-
AEO.



V. MARCO TEORICO
5.1. Impacto ambiental de los envases

Conforme ha crecido la poblacion la demanda de la industria alimentaria, de bebidas
y medicamentos ha aumentado junto a ello la produccion del embalaje que trasporta,
almacena, conserva al producto, dependiendo casi completamente de él. En las
Ultimas dos décadas la elaboracién de productos de embalaje ha incrementado
radicalmente en casi todo el mundo (Kartick et al., 2016).

La industria del envasado desempefia un papel importante en el medio ambiente ya
que es uno de los principales responsables de la contaminacién ambiental, afectando

a gran medida a la tierra, el aire, el suelo y el agua (Varun et al., 2016).

La mayoria de los plasticos son de origen sintético derivados del petréleo, este tipo de
material es el mas utilizado en industria para envasar, transportar y proteger los
productos debido a su bajo costo, peso ligero, buenas propiedades mecanicas que le
dan la flexibilidad, maleabilidad, tenacidad, dureza, etc. al polimero, propiedades
Opticas y excelente barrera al vapor de agua (Kartick et al., 2016).

Los plasticos son material inorganico, polimeros incapaces de descomponerse en
moléculas mas simples lo que hace que persistan en el medio ambiente por un largo
periodo de tiempo causando una acumulacién y efecto negativo contaminando a los

ecosistemas (Roohi et al., 2018).

Conforme el estilo de vida de la poblaciébn cambia, las familias son mas pequenas,
pasan mas horas fuera de casa, en el trabajo o escuela, es por ello que se tiene la
necesidad de producir embalajes de porciones individuales y practicos dejando atras
el consumo de productos a granel, propiciando un efecto negativo al medio ambiente
(Kartick et al., 2016).

El reciclaje es utilizado como el principal mecanismo para disminuir la contaminaciéon
ambiental y gestion de residuos asociados con el uso de plasticos, sin embargo el 30%

de embalaje no puede ser reciclado por distintas causas puede ser que se utilice en



pequefias cantidad para su clasificacion, el material tiene combinaciones de polimeros
0 se puede encontrar contaminador por sustancias quimicas y orgéanicas como
residuos de alimentos, por otro lado se ha estimado que el 30% de los embalajes son
desechados en vertederos, calles de paises en desarrollo, estos llegando a nuestros
ecosistemas, con potencial de acumularse en nuestros océanos dando un efecto
negativo para vida marina, contaminando las tierras y el aire (Dilkes-Hoffman et al.,
2018)

El proceso de reciclaje consta de varias etapas que son recoleccion, identificacion y
trasporte de material pastico, lo que hacen que sea costoso haciendo mas conveniente

la incineracién o relleno sanitario (Roohi et al., 2018).

En el mismo sentido se estima que resulta mas conveniente el desarrollo de nuevos
materiales de embalaje para alimento que tengan la capacidad de ser biodegradables,
ya que la produccion, uso, eliminacion y recuperacion de los embalajes no solo genera
grandes cantidades de desechos, si ho también gastos de materias primas, agua y
energia. También cualquier proceso eliminacion o reduccion de los residuos plasticos

contribuye a los problemas de contaminacion (Herbes et al., 2018).

El envasado de alimentos es responsable de uno de los desafios mas fuertes para la
contaminacion ambiental ya que en la industria alimentaria se utiliza mas plastico
sintético como material de embalaje y son los residuos los que persisten en el medio

ambiente llegando a los ecosistemas (Dilkes-Hoffman et al., 2018).
5.1.1. Clasificacion de los empaques alimenticios

Estudios han demostrado que los materiales mas comunes y populares, utilizados en
la industria del embalaje son el polietileno tereftalato (PET), polietileno de alta densidad
(HDPE), polipropileno (PP), poliestireno (PS), recipientes de acero, contenedores de

aluminio, vidrio, cajas de cartdn, cartones liquidos, etc. (Varun et al., 2016).

Los materiales de embalaje se clasifican en tres grupos: primario, secundario y

terciario.



Los embalajes primarios son los que estan en contacto directo con el producto pueden
ser papel, vidrio, metales y plastico.

Los embalajes secundarios pueden ser mas grandes utilizados para transportar los
embalajes primarios ya empagquetados, pueden ser cajas, bolsas, vasos y platos

desechables etc.

Los embalajes terciarios son los utilizados para ayudar en el transporte de grandes

cantidades de paquetes, pueden ser tarimas de madera y envoltura de plastico.

Los embalajes secundarios y terciarios son utilizados en menos cantidad y tienen una
mayor extension, lo que facilita su recoleccion para ser reciclados por el otro lado los
embalajes primarios tienen la facilidad de ser distribuidos en gran medida por el
mundo, se contaminan facilmente, se dafian, siendo un desafio para su recoleccién y

reutilizacion (Kartick et al., 2016).
5.2 Bioempaques

Se han buscado estrategias para disminuir dia a dia el dafio que causamos al medio
ambiente con nuestras actividades diarias, preservandolo y cuidandolo haciendo
conciencia de lo importante que es mantener los océanos, suelos y aire sin
contaminantes. Estrategias como la gestion de residuos y el disefio de nuevos

materiales que no causen contaminacion (Kartick et al., 2016).

Los polimeros (plasticos) son principalmente materiales de embalaje utilizados por la
industria es por ello, que es un area de interés el desarrollo de materiales poliméricos
a base de recursos naturales que se degraden facilmente y no afecte negativamente
al medio ambiente.

Los bioempaques, empagues biodegradables o empaques biobasados son polimeros
gue se caracterizan principalmente por estar fabricados a base de recursos renovables
y son capaces de ser degradados por condiciones ambientales ya sea luz, agua,
microorganismos, enzimas, etc., al degradarse los productos finales serian CO 2,

CH 4y H 2 O en condiciones aerdbicas y anaerobicas (Roohi et al., 2018).



Los polimeros biodegradables se pueden clasificar en cuatro categorias segun el
origen de su sintesis (Valdés et al., 2014). La primera categoria incluye a polimeros
sintetizados a partir de biomasa, generalmente de recursos agricolas, como
polisacéaridos, por ejemplo, almidones, proteinas, plantas. La segunda se refiere a
polimeros elaborados a base de accidbn microbiana, por ejemplo el
polihidroxialcanoatos (PHA). La tercera clasificacion son polimeros sintetizados
guimicamente utilizando monomeros obtenidos de recursos agricolas, por ejemplo,
acido polilactico (PLA). La cuarta son polimeros donde los monémeros son formados

por sintesis quimica de recursos fosiles, ejemplo poliesteramidas (PEA).
5.2.1. Materiales para el desarrollo de bioempaques

Como anteriormente se indicd los bioempaques se pueden obtener de diversas
materias primas entre las que destacan polisacaridos como el las fibras y el almidon,
proteinas como la zeina, caseina, entre otros a continuacion se hace una breve

descripcion de los més representativos.
5.2.1.1. Almidédn

El almidén es un polimero semicristalino que se encuentra almacenado como reserva
en las semillas de la mayoria de las plantas y en vegetales, se encuentra conformado
por unidades de amilosa en forma lineal que estan unidos por el enlace a— (1-4) y
amilopectina que se encuentra en forma ramificada enlazadas a enlaces a— (1-6). Los
porcentajes de estos dependeran de la fuente de la cual se obtuvo el almidon (Kartick
et al., 2016).

Este polimero es de origen natural, econémico, biodegradable, con la caracteristica de
ser termoplastico que lo hace ser uno de los materiales mas investigados para la

elaboracion de bioempaques.

Lamentablemente es pobre en propiedades mecanicas las cuales son necesarias para
un material de embalaje competitivo contra los materiales de embalaje convencionales
de origen sintético, también tiene un fuerte comportamiento hidrofilico lo que ocasiona

propiedades de barrera deficientes contra el agua (Ren et al., 2009).



Hay investigaciones donde han realizado mezclas de materiales sintéticos con almidén
de papa, maiz, arroz, platano con el fin de mejorar las propiedades mecanicas y hacer
un material que se degrade mas rapidamente pero lamentablemente al poner mas del
5% de almidon a la mezcla las propiedades del material disminuyen, esto debido por
los componentes incompatibles de los materiales (polares y no polares) (Gupta, et al.,
2010).

Otras investigaciones han combinado el almidon con plastificantes como el sorbitol y
el glicerol con el mismo fin declarando que si aumentan estas propiedades, pero
depende de la humedad relativa, tipo y concentracion de plastificante (Mali et al.,
2005). También la combinacion con nanocompuesto (carbamida, etanolamina, y
mintmorillonita) resulté favorable para la resistencia de traccién en un porcentaje del
2-4% (Ren et al., 2009).

5.2.1.2 Proteinas

Las proteinas son cadenas largas de aminoacidos que se encuentran unidos entre si
por enlaces de tipo peptidicos. Existen 22 tipos de aminoacidos, pueden ser esenciales
0 no esenciales. Las proteinas se encuentran en forma globular en el gluten de trigo,
zeina de maiz y forma fibrosa en caseinas o gelatina. Estas se pueden obtener de una
fuente animal como lo son las caseinas y proteina de suero de leche o de fuente

vegetal como la zeina de maiz y proteina de soja (Aung et al., 2018).

Peliculas desarrolladas a base de proteinas presentaron un elevado valor nutricional,
mejoras en las propiedades mecanicas y en las propiedades de barrera, en
comparacién a las desarrolladas a base de polisacéridos. Aun presentando mejoras
en las propiedades tanto como mecanicas y de barrera no es suficiente, aln existe
una deficiencia en las propiedades mecanicas al comparar contra las sintéticas y al ser
de origen hidrofilico cuentan con baja barrera contra el vapor de agua (Aung et al.,
2018).

Las caseinas y proteinas de suero de leche (lactoglobulina mas abundante y otras)

son las proteinas de la leche, se encuentran aproximadamente en un 3.2%, las



caseinas constituyen el 75% del total de las proteinas que se encuentran en la leche
y el 25% de las del suero de leche. Las peliculas a base de caseinas y proteinas de
suero de leche presentan un buen rendimiento en su formacion al igual que flexibilidad,

propiedad de barrera, transparencia y no presenta sabor (Ayala et al., 2018).

La caseina tiene una estabilidad térmica muy fuerte esto debido a la estructura de las
micelas que son caseinas en forma coloidal, esta proteina posee una conformacién
abierta a lo que le atribuye tener la capacidad de flexibilidad conformacional (Guo et
al., 2016).

Dentro de las proteinas del suero de leche se encuentra la lactoglobulina que
representa aproximadamente el 50% del contenido proteico, presentando excelentes
propiedades de gelificacion esto atribuido a la presencia del grupo tiol y el enlace
disulfuro (Guo et al., 2016).

Otras de las proteinas investigadas son las de origen vegetal como lo es el gluten de
trigo que debido a sus propiedades de barrera, mecénicas y formacién peliculas es un
material prometedor para su uso en biomateriales, para poder expandir el uso de este
material es necesaria la mejora de las propiedades mecanicas. Wretfors et al., en 2009
utilizaron fibras naturales de cafiamo como refuerzo en el gluten de trigo, concluyendo
que mejoraron las propiedades mecanicas, obteniendo mejores resultados al agregar
20% de fibra es posible la utilizacion de este material en la industria automotriz o de

construccion.

El uso de proteinas en el desarrollo de bioempaques para el envasado de alimentos
no puede realizarse, lamentablemente debido a su carencia de propiedades
mecanicas es por ello necesario la adicién de otros compuestos como plastificantes

para aumentar el alargamiento y médulo de elasticidad (Aung et al., 2018).
5.2.1.3. Polisuccinimida (PSI)

Los polimeros no se descomponen naturalmente. En consecuencia, la investigacion
sobre polimeros biodegradables se ha vuelto activa recientemente. Los poli

(aminoacidos) con enlaces amida similares a proteinas son completamente
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biodegradable poliaspartato de sodio, un poli (amino&cido) con cadenas laterales de
acido carboxilico, exhibe biodegradabilidad y funcionalidad como capacidad quelante

y dispersabilidad.

La polisuccinimida (PSI) es un biopolimero amigable con el medio ambiente ya que es
biodegradable y no toxico, es reconocido como material verde. En 1970 se descubrio
que al calentar acido aspéartico daba como resultado la formacion un anhidrido interno

reactivo que al condensarse forma una poliimida.

La PSI ofrece la posibilidad de reemplazar poli (acido acrilico) y afines con polimeros
en muchas aplicaciones. El poliaspartato de sodio es cominmente sintetizado por la
hidrélisis de polisuccinimida preparado por la policondensacion térmica de

asparticoacido.
5.2.2. Ventajas y desventajas

El desarrollo de nuevos materiales a base de recursos biodegradables surge de la
preocupacion del dafio que causamos al medio ambiente con el uso inadecuado que
se les da a los plasticos al ya no ser utiles, esta principal mente embalajes de productos

alimentarios.

Los beneficios que nos brinda la produccion de este tipo de embalajes o plasticos es
que se degradan rapidamente con ayuda de procesos bioldgicos, una vez degradados
los residuos mejoran la fertilidad de los suelos, reducen el agotamiento de los recursos
naturales utilizados para la produccion de plasticos convencionales, se utiliza un 65%
menos cantidad de energia en la produccion de este tipo de polimeros en comparacion

con los plasticos convencionales (Roohi et al., 2018).

Asi como brindan multiples ventajas hay limitaciones que no permiten sustituir el uso
de los plasticos convencionales por los biodegradables, como lo es el alto costo de
produccion de estos materiales, el uso y disponibilidad de la tierra son factores que

limitan su produccion (Roohi et al., 2018).
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En una tabla realizada por Aung et al., 2018 donde se enlistan las ventajas y
desventajas de diferentes biomateriales desarrollados, es posible apreciar que las
limitantes que mas se repitieron fueron la carencia de propiedades mecanicas

(fragilidad, resistencia de traccion) y la alta accesibilidad al agua y al oxigeno.
5.2.3. Materiales pararefuerzos y rellenos de bioempaques

El uso de los biopolimeros no se ha explotado al maximo por sus limitantes que
anteriormente se han mencionado es por ello que se ha buscado contrarrestar estos
inconvenientes al incorporar compuestos que ayuden como refuerzo al material ya sea

de tamafio micro o nano métrico (Kartick et al., 2016).
5.2.3.1. Fibras

Las fibras naturales se encuentran abundantemente en diversos productos de origen
natural (paja, yute, sisal, fibra de coco, okra), son de baja densidad, alta resistencia
especifica, biodegradables, su produccién presenta bajo costo, menor consumo de
energia y alta resistencia especifica. Estan constituidas principalmente por celulosa,
hemicelulosa, pectina y lignina (Sood et al., 2018)

El uso de las fibras naturales mejora las propiedades mecanicas y al mismo tiempo
reduce los costos del material al ser un producto de bajo costo, lo que ha hecho que
aumente el interés en el desarrollo de biomateriales con fibras naturales (Li et al.,
2019). Las propiedades mecanicas de las fibras naturales dependen de diferentes
factores como lo son la ubicacion de la planta de donde se extrae, el porcentaje de
madures de la planta y las condiciones climaticas. Los tratamientos quimicos vy fisicos
pueden mejorar la adherencia interfacial entre las particulas de relleno, propiedades
mecanicas, detener el proceso de absorcion de humedad y aumentar la rugosidad de

la superficie (Sanal et al., 2017).

Ford en 1930 utilizaba plasticos reforzados con fibras de cafiamo para la fabricacion
de paneles de automoéviles, en 1938 se sustituye el uso de las fibras naturales por
fibras de vidrio ya que econdmicamente eran mas viables. Actualmente el uso de fibras

naturales es una alternativa amigable con el medio ambiente y rentable para la
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sustitucion de las fibras sintéticas. El refuerzo de matrices compuestas como cemento
y polimeros a base de fibras naturales esta atrayendo la atencion para el desarrollo
materiales construccién mas econdémicos (Sanal et al., 2017).

En la india, las fibras naturales de yute y almidon son introducidas a estructuras textiles
debido a sus ventajas de biodegradabilidad, flexibilidad estructural y rentabilidad, son

utilizadas para el envasado de granos y productos industriales (Kartick et al., 2016).

De acuerdo con lo reportado por Moezzipour et al., en 2017, se utilizaron fibras de
kenaf y palma como refuerzo en las propiedades fisicas y mecanicas del
contrachapado que es un material utilizado en construccién, obteniendo mejores

resultados con las fibras de kenaf.

Segun las investigaciones reportadas el uso de fibras naturales en materiales de
construccion o embalajes para granos ha resultado satisfactorio al mejorar los costos,
propiedades mecanicas y al ser amigable con el medio ambiente, es por ello que las
fibras naturales son un material prometedor para disminuir el uso de materiales

sintéticos y asi contribuir a la reduccién de la contaminacién ambiental.
5.2.3.1.1. Lechuguilla

El agave lechuguilla es una especie de agave muy comun y abundante del desierto
chihuahuense con uno de los mayores rangos de distribucion, se encuentra desde el
norte de la ciudad de México hasta el sur de Texas y Nuevo México en los Estados
Unidos (Eguiarte et al., 2013). Es una excelente fuente de fibras naturales es utilizada
para la fabricacion de diferentes objetos domésticos como cepillos, estropajos,
brochas, ya que son resistentes a solventes quimicos, altas temperaturas en agua
(150°C), acidos, retenciéon de agua (Quiroz et al., 2013). La fibra de lechuguilla se ha
utilizado desde hace 800 afos y para alrededor de 20,000 recolectores y sus familias
aun su produccion es una actividad importante para su economia. (Pando-Moreno et
al., 2008)

Las fibras de lechuguilla son un recurso renovable constituido aproximadamente de

80% de celulosa, 5% de hemicelulosa y 15% de lignina, encontrandose como principal
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constituyente la celulosa, el material fibroso de esta especie tiene gran resistencia y
rigidez siendo prometedor para su uso como materia prima en productos donde se

utilizan fibras sintéticas (Vieira et al., 2002).

Otra especie de agave es la sisalana que también es explotada por su alto contenido
en fibras naturales constituidas por un 60-80% de celulosa, 10-25% de hemicelulosa,
7-14% de lignina. Investigaciones muestran que estas fibras presentan una resistencia
a la traccion que varia entre 100 a 700 MPa, el modulo de traccion se encuentra entre
9 a 40 GPa y el alargamiento a la rotura de 2 a 14%. Un factor importante para las
propiedades de traccion es de que parte de la planta es extraida, por ejemplo, las fibras
extraidas de la parte inferior de la hoja presentan una disminucién en la resistencia a
la traccion y una mayor deformacion por fractura, las extraidas de la parte media se
vuelven mas fuertes y rigidas, y en la punta se encuentran de forma moderada (Saxena
et al., 2011).

La industria de las fibras de agave llegd a consumir mas de un millon de hectareas de
agave entre las principales especies estan A. lechuguilla, A. fourcroydes y A. sisalana,
conforme la industria de la fibra sintética crecio el uso de estas fibras fue sustituido
hasta un 90% (Escamilla-Trevifio, 2012). Actualmente es un area de interés para los
investigadores aprovechar las fuentes naturales de fibra debido a las ventajas que

brindan y al ser una alternativa para los materiales de origen sintético.
5.2.3.1.1.1. Celulosa

La celulosa es el principal componente de las fibras naturales, es la biomolécula mas
abundante se encuentra en la pared de plantas y células, es un biopolimero
semicristalino que estd compuesto por una cadena lineal formada por cientos a miles
de enlaces B- (1,4) -glicosidicos unidos a D-glucopiranosa con la presencia de grupos
hidroxilo (Orue et al., 2018).

El uso de la celulosa ha resultado de interés al ser un componente abundante, de bajo
costo, con buenas propiedades mecanicas, buena biodegradabilidad y renovacion

prometedora. Se espera que la inclusiébn de celulosa en un biomaterial obtenga
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resultados favorables en su resistencia mecénica, disminucion del peso del material
final, reduccién de los costos y a la vez que su degradacién sea mas rapida, y asi
poder expandir la aplicacion de estos materiales biodegradables industrialmente (Rosli
et al., 2019).

Rosli et al., en el 2019 desarrollaron un biocompuesto a base de acido polilactico,
caucho natural y caucho natural liquido reforzado con celulosa, mostrando mejoras en
la resistencia de traccion y moédulo de traccion, debido a la formacion de puentes de

hidrogeno, la biodegradabilidad aumento hasta un 300% con la adicién de celulosa.

Dias et al., 2011 al combinar fibras de celulosa con harina de arroz y plastificada con
glicerol con lo cual se aumenta en un 35% la permeabilidad al vapor de agua, al tener
una concentracion de 20-30% de glicerol en 100 g de harina los coeficientes de
solubilidad fueron mejores esto puede atribuirse al aumento de la higroscopicidad del

material.

La adicion de celulosa en una pelicula a base de harina de arroz y glicerol ayudé como
refuerzo en la resistencia de traccion y el médulo de Young (Dias et al., 2011).

5.2.3.1.1.2. Microcelulosa (MC)

La microcelulosa se obtiene de la trituracion de particulas de celulosa hasta llegar a
un tamafio micrométrico. Residuos agricolas son ricos en celulosa lo que los hacen

ser candidatos para la extraccion de micro y nanocelulosa.

En los ultimos afos ha llamado la atencién crecientemente el uso de la microcelulosa
como material de refuerzo en materiales poliméricos, también es utilizada en la

biomedicina, embalaje de papel, dispositivos electronicos, etc. (Nie K., et al 2019).
5.2.4. Tendencias

El desarrollo de embalajes biodegradables eficientes para la industria alimenticia es
un desafio ya que se buscan materiales que sean capaces de brindar una buena
permeabilidad al vapor de agua y Optimas propiedades mecanicas al mismo tiempo

deben encontrarse de manera abundante y con un bajo costo de produccion.
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Actualmente el mercado y las exigencias de los consumidores han cambiado no solo
requieren un embalaje que transporte, proteja o almacene al producto, si no que
ayuden para combatir la proliferacion de microorganismos, oxidacién en los alimentos,
para asi preservar por mas tiempo al producto en 6ptimas condiciones, también se
esta buscando que el embalaje comunique las condiciones en que se encuentra el
producto ya sea la madurez en frutas o verduras, oxidacion en carnes u hortalizas,
contenido de contaminantes (microorganismos o toxinas), etc. El resultado de estas

exigencias son los empaques inteligentes y los empaques activos.
5.2.4.1. Empaques inteligentes

Este tipo de empaques se refieren a sistemas con tecnologia de sensores integrados
utilizados principalmente en alimentos, farmacos y otros tipos de productos. Son
empleados para aumentar la vida util, tener un control de la frescura, comunicar
informacion sobre la calidad en que se encuentra el producto y mejorar la seguridad
del producto y del cliente (Schaefer et al., 2018).

Existen distintos mecanismos que pertenecen a los empaques inteligentes:
indicadores de tiempo-temperatura, indicadores de estanqueidad o de integridad del
envase, indicadores de frescura e indicadores de crecimiento microbiano (Gonzales,
2017).

Indicadores de tiempo-temperatura: con el aumento de la temperatura el alimento es
MAS propenso a reacciones quimicas, bioquimicas o de crecimiento microbiano, estos
indicadores sirven para monitorear la temperatura en rupturas de cadenas de frio,
trasporte del producto y almacenamiento, mostrando cambios de coloraciones que
responden a estos factores (temperatura y tiempo) utilizando reacciones quimicas,

enzimaticas o procesos de difusién.

Indicadores de estanqueidad (detectores de fugas): son utilizados en productos
empaquetados a vacio y en atmosfera protectora, para el control de la atmosfera en
gue se encuentra el producto conservando la calidad y seguridad del mismo. Los

indicadores mas utilizados son los de oxigeno y dioxido de carbono ya que son
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componentes que regulan la atmosfera interna del producto, la mayor parte de estos
indicadores emite un cambio de coloracién activado por reacciones quimicas o

enzimaticas.

Indicadores de humedad: El aumento de humedad en los alimentos es un factor
importante ya que los microorganismos se desarrollan a elevadas cantidades de
humedad. Estos indicadores muestran cambios de coloracion al aumento este factor,
se puede utilizar cloruro de cobalto que funciona como marcador a la humedad al

reaccionar de azul a rosa cuando esta aumentando.

Indicadores de frescura: Estos indicadores monitorean el estado en que se encuentra
el alimento comunicando la pérdida de frescura y deterioro tanto quimico como
bacterioldgico, los metabolitos volatiles producidos con el tiempo por los alimentos son

factores que ayudan a esta interaccién con el cliente.
5.2.4.2. Empaques activos

Los empaques activos se usan comunmente en alimentos, ya que tiene funciones que
ayudan a preservar la vida util, mejorar las caracteristicas sensoriales y de seguridad,
manteniendo asi la calidad del producto. Normalmente este tipo de envasado incluyen
el uso de eliminadores de oxigeno, emisores y eliminadores de diéxido de carbono o
etileno, liberadores de etanol, asi como agentes antimicrobianos y antioxidantes
(Mallardo et al., 2018).

Este tipo de empaques estan disefiados para liberar o absorber compuestos al
alimento o al ambiente que lo rodea. El compuesto activo puede ser introducido dentro

del empaque o en la superficie (Brandelli et al., 2016).

Segun Brandelli et al., 2016 la encapsulacion de los compuestos activos puede ser
favorable para protegerlos durante el proceso de fabricacion del empaque y una mejor

liberacion.
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5.2.4.2.1. Actividad Antimicrobiana

Unos de los principales causantes del deterioro de los alimentos son los
microorganismos, es por ello que introducir agentes antimicrobianos en el material de

empaque es alentador para el aumento de vida util del alimento.

Se han evaluado un alto numero de agentes como el etanol, dioxido de carbono,
bacteriocinas, antibioticos, acidos organicos, polisacaridos, aceites esenciales,
extractos de especias, etc. que pueden ser utilizados para disminuir el deterioro en los

alimentos (Gonzales, 2017).

Los aceites esenciales de plantas son opciones ideales para ser utilizados en el
desarrollo de empaques activos por ser sustancias hidrofobas con propiedades
antimicrobianas y antioxidantes. Se encuentran clasificados como compuestos
generalmente reconocidos como seguros (GRAS), siendo utilizados por la industria
alimenticia. Se han realizado investigaciones donde se utilizan aceites esenciales en
bioempaques y peliculas comestibles para inhibir el crecimiento de microorganismos
patégenos, aumentando la vida util del alimento (Ketkaew et al., 2018). El efecto
antimicrobiano se liga al contenido de terpenoides y fendlicos (carvacrol, eugenol y

timol) presentes en la estructura del aceite esencial (Debiagi et al., 2014).

Debiagi et al., 2014 utiliz6 aceite esencial de orégano (AEO) y clavo, para evaluar
propiedades mecanicas y actividad antimicrobiana de un material a base de gabazo
de yucay alcohol polivinilico, las muestras adicionadas con aceite esencial de orégano
fueron las que obtuvieron mejores resultados. Los tratamientos con 5y 7.5% de
concentracion de este compuesto presentaron mayor rango de inhibicion

principalmente contra mohos, levaduras y bacterias Gram-positivas.

Autores informan que la actividad antimicrobiana del aceite esencial de orégano es
atribuida a su alta concentracion de carvacrol y timol, componentes fendlicos que son
capaces de desintegrar la membrana celular externa y las mitocondrias (Debiagi et al.,
2014).
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Ketkaew et al., en el 2018 evaluo el efecto del aceite esencial de orégano en diferentes
proporciones 0, 2, 4, 6 y 8% en una espuma de un polimero natural, la muestra con
8% de aceite esencial de orégano resulto ser la que logro tener una inhibicién minima
contra E. coliy S. aureus. La actividad antimicrobiana se atribuye a que la membrana
externa que rodea la pared celular de las bacterias Gram negativas restringe la difusion
de compuestos hidréfobos a través de su cubierta de lipopolisacéridos.

Una investigacion realizada por Hosseini et al., 2015 demostré que al utilizar una
concentracion mayor de aceite esencial de orégano (1.2% p/v) en la matriz de una
pelicula a base de quitosan inhibi6 satisfactoriamente el crecimiento de los
microrganismos probados que fueron S. aureus, L. monocytogenes, S. enteritidis, E.

coli, formando halos de 32.0 y 34.1 mm. Siendo S. aureus la bacteria mas afectada.
5.2.4.2.2. Actividad antioxidante

La oxidacién en los alimentos es un problema importante en la industria alimentaria ya
que afecta la apariencia y el sabor del producto, para combatir esta problemética se
ha propuesto el desarrollo de empaques activos. Dentro del envasado activo la
categoria de envases antioxidantes es de suma importancia, estos tienen como
principal principio incluir un compuesto activo en el empaque que sea capaz de
interactuar con el alimento o el entorno en que se encuentra, ya sea capturando
compuestos oxidantes o liberando antioxidantes que ayuden a retardar o inhibir el

proceso de oxidacion en el alimento.

Los extractos de plantas son atractivos para ser utilizados como compuestos activos
en el desarrollo de empaques biodegradables activos, por su origen natural y su alto
poder antioxidante (Mir et al., 2018). La cantidad de aceite esencial o antioxidantes
junto con la velocidad de liberacion son parametros importantes para el aumento del

tiempo del efecto en el envase activo (Dominguez et al., 2018).

Kanatt et al., en el 2012 desarrollaron una investigacién de la actividad de extractos
naturales de menta y cascara de granada en una pelicula avece de quitosano y alcohol

polivinilico, la adiciéon de estos compuestos desarrollé una baja transmision de luz UV,

19



mejorando la barrera contra la misma. Las peliculas adicionadas con extracto de menta
tuvieron un contenido fendlico y actividad antioxidante mayores en comparacion con
las peliculas adicionadas con extracto de cascara de granada. La temperatura influyo

en la liberacion de los compuestos, a temperaturas altas (37°C) la liberacion fue mayor.

Se obtuvieron resultados positivos reduciendo el proceso de oxidacién en dos tipos de
salchichas tipicas portugueses, al recubrirlas con una pelicula a base de suero de
leche adicionado con aceite esencial de orégano como agente activo, conservando

sus propiedades organolépticas por mas tiempo (Catarino et al., 2017).

Rambabu et al., 2019 utilizé extracto de hoja de mango en una pelicula, midi6 por tres
métodos diferentes que se basan en la cantidad de radicales reducidos, obteniendo
resultados significativamente positivos, este potente poder antioxidante no solo se le
atribuye a sus compuestos fendlicos sino también a otros componentes, como son

mangiferina, glucésidos y otros flavonoides presentes.
5.2.4.2.3. Propiedades de barrera

El plastico es un material que a diferencia del vidrio y metales permite la permeacion

de gases, solventes y vapores, un factor importante para la industria alimentaria.

Las propiedades de barrera son muy importantes para la conservacion de alimentos
dentro del empaque, ya que estas son fundamentales para prevenir el deterioro del
alimento ya sea por el paso del vapor de agua o de gases principalmente oxigeno y

diéxido de carbono.

Es por ello que se busca obtener un material con un flujo minimo de estos compuestos.

Con el propésito de inhibir conservar la integridad del alimento
5.2.4.2.3.1. Permeabilidad al vapor de agua

La permeabilidad al vapor de agua (PVA) es un criterio importante en el
almacenamiento de alimentos y su conservacion, los materiales con una PVA bajo
reducen el flujo del vapor de agua atreves material al alimento al mismo tiempo

aumentando la vida util del alimento (Rambabu, et al 2019).
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Para la preservacion de los alientos es importante el control de humedad del ambiente
que lo rodea, evitando la proliferacibn de microorganismos y cambios en las

propiedades organolépticas.

Rambabu, et al 2019 desarrolla un biomaterial a base de quitosano mejorando su
deficiencia de propiedades de barrera con la inclusion de almidon de maiz

termoplastico y extracto de hoja de mango.

Bertuzzi, et al 2002 Estudio la permeabilidad de vapor de agua de un material a base
de almidon y glicerol como plastificante en concentraciéon de 0, 20, 30, 40, 60 %,
aumentando consecutivamente la PVA en funcién a las concentraciones a partir del

30% fueron aumentos mas significativos.

La cantidad de plastificante utilizado en el desarrollo del material y la fuente botanica
de la cual se obtiene el almidén influyen en las propiedades de barrera (Joaqui, et al
2013).

5.2.4.2.3.2. Permeabilidad al oxigeno

La capacidad de un material de dejar pasar gases como el oxigeno y el dioxido de
carbono es muy importante para ser utilizado en la conservacion de alimentos.
Dependiendo la composicién del alimento sera su forma de conservacién y vida (util.
Hay factores que aceleran el deterioro del alimento ayudando a la proliferacion de
microorganismos Yy oxidacion de las grasas de los mismos, lo que provoca cambios

qguimicos y fisicos en el alimento.

El oxigeno es esencial para la vida lo que ayuda al desarrollo del crecimiento

microbiano.

La oxidacion es el principal factor para el desarrollo de la rancidez en grasas y aceites,
los acidos grasos poliinsaturados son mas vulnerables al este proceso quimico. La
tasa de oxidacion va depender de cofactores como oxigeno disponible, temperatura,
catalizadores metalicos y luz; Es por ello que es importante el uso de materiales con

buena barrera al oxigeno. (Fotie, et al 2017).
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Proteinas y carbohidratos como el almidén se han utilizado en el desarrollo de
biomateriales por su resistencia a la transmision de oxigeno (Bertuzzi, et al 2002).

El acido polilactico ha llamado mucho la atencion a investigadores por ser un polimero
extraido a partir de recursos renovables y su biodegradabilidad, el uso de este material
en biomateriales a demostradas buenas propiedades fisicas, mecanicas y de barrera
(Arboledas-Mufioz, et al 2017).
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VI. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo de investigacion se llevo a cabo en los laboratorios de inocuidad y
empaques del departamento de Ciencia y Tecnologia de Alimentos en la Universidad
Autonoma Agraria Antonio Narro en él, y en el laboratorio de agrobiotecnologia del
Centro de investigacion en Quimica Aplicada ambas instituciones situadas en Saltillo,

Coahuila.
6.1. Equipos, Materiales y Reactivos

La Tabla 1 se presentan los equipos, materiales y reactivos que se utilizaron en la

presente investigacion.

Tabla 1. Equipos, materiales y reactivos.

Equipos Materiales Reactivos
- Balanza analitica (Biobase). | Espatulas. - Aceite esencial de
orégano alto en timol.
- Extruder micro compounder. - Vasos de precipitado.
- Microcelulosa.
- Termoconformadora. - Silica gel.
- Almidon.
- Camara climatica. - Celdas de acrilico.
- Glicerol.
- Incubadora. - Cajas petri.
- Polisuccinimida.
- Campana de flujo laminar. - Micropipetas.
- Metanol.
- Autoclave. - Puntillas.

- Reactivo DPPH.
- Asa bacteriologica.

- Agar infusion cerebro-

- Mechero. i
corazon.

- Caldo infusién cerebro.
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6.2 Etapa 1. Obtencién de las probetas de trabajo

6.2.1 Preparacion de la formulacion

Para realizar la investigacion se utilizaron tres diferentes formulaciones, las cuales se

describen en la tabla 2.

Tabla 2. Formulaciones empleadas durante.

% Mezclas

Materiales M2 M4 M6
PSI 22.22 22.03 22.22
MC 22.22 22.03 22.22
Almidon 22.22 22.03 22.22
AEO 3.11 3.44 2.22
Glicerol 30.22 30.48 31.11

PSI= polisuccinimida, MC= microcelulosa, AEO=aceite esencial de orégano

6.2.2 Extrusion

La extrusién del material se llevo a cabo en la planta piloto 1 del CIQA en el equipo
extruder micro compounder Xplore IM 15, Serial 15-14-20, 204-245 V 50-60 Hz; 3100

watts, 14 Amp, cuya imagen es presentada en la figura 1. Bajo las siguientes

condiciones que se presentan en la tabla 3, previamente establecidas por Sanchez,

2019
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Figura 1. Extruder micro compounder.

Tabla 3. Condiciones del micro-compounder.

Pardmetro Unidades Condicion probada
Temperatura °C 125

Velocidad de husillo r.p.m. 60

Tiempo de residencia  min 3

r.p.m=revoluciones por minuto.

Primeramente, se pesaron los reactivos y se mezclaron por separado los liquidos
(glicerol y AEO) y los sélidos (almidon, PSI y MC) hasta obtener una mezcla
homogénea, posteriormente se juntaron las mezclas en un solo vaso de precipitado se
continud introduciendo el material a la tolva iniciando el proceso de extrusion en el

equipo Xplore.

Una vez el equipo concluido el proceso de extrusion el material es descargado por el
piston del equipo, y almacenado en frascos de vidrio para posteriormente ser
moldeado.

25



6.2.3 Termoconformacion

El moldeo del material se llevé a cabo en la planta piloto 1 del CIQA utilizando una

termoconformadora marca PHI mostrada en la figura 2.

Se elaboraron probetas con un grosor de 1 mm aproximadamente mediante moldeado
por compresion en una prensa de placa caliente a una temperatura de 80 °C a 25 ton

de presion durante 3 min, una vez transcurrido el tiempo se pasaron a una placa de

enfriamiento con circulacion de agua a 25 ton de presion por 3 min.

6.3. Evaluacién de las propiedades de barrera

Figura 1. Termoconformadora

6.3.1. Permeabilidad al vapor de agua (PVA)

El experimento se realiz6 en el laboratorio de bioprocesos dentro del departamento de
alimentos de la UAAAN, en la camara climéatica BINDER 00-4A-E9-28-E9.

La prueba se realiz6 utilizando una modificacion del método de la norma ASTM F-
1249-06. Se evaluaron los tratamientos (M2, M4 y M6) con tres repeticiones cada uno,
utilizando probetas redondas con 2.5 cm de radio. Se utilizaron celdas de acrilico
especiales para este tipo de ensayo, agregando 3 g de silica gel deshidratado y
colocando a la muestra polimérica de manera que la cara del material, esté expuesta

al ambiente, las celdas empleadas en el presente estudio se ilustran en la figura 3.
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Figura 2. Celdas preparadas para el ensayo de PVA.

Las celdas con el polimero y el agente higroscopico se introdujeron dentro de una
camara climéatica acondicionada a una temperatura de 30°C y 70% de HR, las cuales
fueron evaluadas en funcion a su incremento de peso durante 3 h a intervalos de 30

minutos.

Los valores de velocidad de transmision de vapor de agua (VTVA), se determinaron a
partir de la pendiente de la recta obtenida de los datos de ganancia de peso en funcion
al tiempo. Utilizando la ecuacion (1), es posible obtener el valor de la permeabilidad al

vapor de agua (PVA) para cada muestra.

Ecuacion 1
R COI)
WrP=mwe)

S= Pendiente
L= Espesor del material (m)
A= Area de permeabilidad del polimero

VP= Presion entre el interior y el exterior del sistema

27



6.2.2. Permeabilidad al oxigeno (PO)

Esta determinacion se llevd a cabo en el laboratorio de pruebas fisicomecanicas y
analiticas del CIQA. La permeabilidad al oxigeno se determind en un equipo OX-
TRAN® 2/21 (Oxygen Permeability con Modulo ST, MOCON®, EUA) ilustrada en la
figura 4. Las condiciones de operacion del equipo fueron 23 °C, con 0 % de humedad,
en un area de muestra de 100 cm?, con flujo de N2-Hz de 20 cm3/min, y flujo de Oz de
40 cm3/min. El tiempo de acondicionamiento del equipo fue de 0.5 h, usando el método
de prueba ASTM D3985-2010, por triplicado.

Figura 4. Equipo OX-TRAN®

6.3. Evaluacion de las propiedades antioxidantes

La evaluacion de las propiedades antioxidantes se realizé en el laboratorio de
inocuidad y empaques del de Ciencia y Tecnologia de Alimentos, en un
espectrofotometro UV/VIS VELAB.

La evaluacion se llevo a cabo mediante el uso del reactivo 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo
(DPPH) siguiendo la metodologia estandarizada OSU FAPC, 2008, modificada,
utilizando 0.1 g del material extruido en contacto con el reactivo para posteriormente
monitorear la cinética del proceso de captacion de electrones a intervalos de 5 min

durante 30 min a una longitud de onda de 500 nm.
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6.4. Actividad antimicrobiana

Las pruebas antimicrobianas fueron realizadas para evaluar la eficiencia del
bioempaque y para inhibir el desarrollo de las bacterias, Escherichia coli y Salmonella
ssp, las cepas provienen de la coleccion del laboratorio de inocuidad y empaques del

Departamento de Ciencia y Tecnologia de Alimentos, previamente caracterizadas.

La evaluacion se realiz0 mediante la técnica normalizada por Kirby-Bauer del

antibiograma.

6.4.1. Preparacion de los in6culos equivalentes al tubo numero 4 de la escala

de Mcfarland

Se utiliz6 como medio de enriquecimiento el caldo infusién cerebro corazén BD Bioxon
para las dos bacterias; se colocé 0.001 mL de inoculo de cada una de las cepas con
un asa bacteriolégica en un tubo de ensaye con 4 mL de caldo, se realiz6 esta
operacion por triplicado para cada bacteria y se incubaron a 37 °C durante el tiempo
necesario para alcanzar la absorbancia requerida equivalente al tubo nimero 4 de la
escala de Mcfarland (0.6815 nm). Esta medicion se realizé en un espectrofotdmetro
Genesys 10 UV-Vis a 540 nm.

6.4.2. Antibiogramas

Este prueba se llevo a cabo de acuerdo con la técnica normalizada de Kirby-Bauer
descrita por Bernal, et al 1984, para lo cual se prepararon cajas petri con agar infusion
cerebro corazéon, mismas que fueron sembradas con el in6culo previamente
preparado, a las cuales se le colocaron las muestras de los materiales M2, M4 y M6
cortadas en forma de circulos de 5.7 mm de didmetro los cuales fueron colocados en
las cajas inoculadas para posteriormente incubarse a 37°C y evaluarlos a intervalos
de 24 horas, hasta observar el desarrollo microbiano y la presencia de halos de

inhibicion.
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1. Evaluacion de las propiedades de barrera
7.1.1. Permeabilidad al vapor de agua

Los resultados de PVA obtenidos en esta investigacion se muestran en la tabla 5. De
donde es posible apreciar que la M4 es la que presenta una menor tasa de
permeabilidad al vapor de agua, con un 6.67x10° g/x.m.kPa.

Tabla 4. Resultados de PVA de las muestras evaluadas.

Muestra PVA PVA
(g/s.m.kPa)
(g/s.m.Pa)
M2 1.14x107 1.14 x10%°
M4 6.67x10708 6.67 x10*
M6 8.58 x10°8 8.58 x10!

A esta muestra le sigue la M6 con 8.58 x10 g/s.m.kPa y por ultimo la muestra M2
con 1.14 x10°7 g/s.m.kPa. La reduccién del flujo del VA a través del material se puede
atribuir la presencia del AEO ya que Rambabu, et al 2018 mostré que al mezclar
quitosano y extracto de hoja de mango, esté ultimo lleno los huecos estructurales de
la cadena polimérica blogueando asi los canales y caminos para el flujo de VA del

material.
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En la tabla 6 se muestran los diferentes niveles de PVA logrados al exponer diversos

tipos de materiales, tanto biodegradables como sintéticos, a dicha determinacion.

Tabla 5. PVA de diferentes materiales tantos biodegradables como sintéticos expuesta por Bertuzzi et al 2002.

Film P(g/m.s.Pa)
Cloruro de polivinilideno 0.7-2.4x1013
Polietileno de alta densidad 2.4x1013

Polietileno de baja densidad 7.3-9.7x10713

Etilen-vinil acetato 2.4-4.9x1013
Poliéster 1.2-1.5x1012
Celoféan 7.7-8.4x1011
Acetato de celulosa 0.5-1.6x101?
Almidén de alta amilosa 2.0-10x10°10
Gluten de trigo 1.4-4.6x10°°
Aislado de proteina de soja 1.6-4.4x10°

Se observa que el material evaluado a base de PSI-MC-almidén se encuentra por
encima de las peliculas biodegradables reportadas en la tabla 6, los datos obtenidos
de la muestra M4 compiten con los materiales comerciales que son el celofan y el
poliéster, se le atribuyen estos resultados al AEO ya que en esta formulacion se
encuentra en mayor cantidad, segun Arboleda-Mufioz, et al 2017, la permeabilidad del
material se encuentra fuertemente ligado a la naturaleza de sus componente ya sea

hidrofébica o hidrofilica.
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Rambabu, et al en el 2018 sintetizdé una pelicula a base de quitosano y extracto de
hoja de mango (EHM) rico en compuestos fendlicos como acido galico, mangiferina
entre otros; con el fin de aumentar las propiedades de barrera y AAO del material
biodegradable utilizo diferentes concentraciones 1, 3, y 5%, reportdé que a mayor % de
EHM su PVA aumentd, siendo asi el tratamiento con 5% de EHM el mejor con una
PVA de 1.08E-10 g/s.m.Pa, seguido del tratamiento con 3% con 1.32E-10 g/s.m.Pay

por ultimo el tratamiento con 1% 1.45E-10 g/s.m.Pa.

Mostrando una PVA por debajo de las peliculas a base de PSI, MC y almidén
funcionalizadas con AEO con 2.22 y 3.44%, posiblemente debido por su mayor
naturaleza hidrofébica.

Otro estudio realizado por Arboleda mufioz, et al 2017 mostr6é que al realizar mezclas
de acido polilactico (PLA), policaprolactona y almidon termoplastico obtenian una PVA
mas alta en comparacion de otras investigaciones en las cuales se utilizaba el PLA,
culpando de esto a la cantidad de almidon termoplastico utilizada (no mencionada),
debido a la alta polaridad de sus grupos hidroxilo, provocando cambios en sus
propiedades de desemperio, también menciona que la PVA de los biopolimeros es alta
debido que son polimeros polares con valores relativamente altos de solubilidad en
VA.

7.1.2. Permeabilidad al oxigeno (PO)

La capacidad de un material de dejar pasar gases como el oxigeno es muy importante
para ser utilizado en la industria alimenticia, ya que el oxigeno afecta negativamente a
los alimentos incitando la proliferacion de microorganismos y la oxidacion de las grasas
de los mismos, lo que provoca cambios quimicos y fisicos en el alimento. Es por eso

gue se busca desarrollar materiales con un bajo flujo de oxigeno.

En la presente investigacion se evalu6 dicha propiedad en el composito objeto de
estudio, la tabla 5 muestra los resultados obtenidos, de indice de transmision (ITO) y
permeabilidad de oxigeno (PO).
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Tabla 6. indice de transmisién de oxigeno y permeabilidad.

Muestra ITO Permeabilidad
cc*mil/m*dia
cc/ m*dia
M2 7.6 279.57
M4 5.95 156.93
M6 ND ND

*ND= No determinada.

Para la muestra M6, no fue posible realizar la determinacion debido a que las muestras
evaluadas sufrieron fracturas durante la prueba, lo que ocasioné un flujo de oxigeno
elevado debido a la fractura por los que los resultados obtenidos resultaron no
confiables y no fue posible repetir la determinacién debido a la disponibilidad del
equipo. Por otro lado la muestra M4 present6é un ITO de 5.95 cc/m?.dia y una PO de
156.93 cc.mil/m2.dia y la M2 un ITO de 7.60 cc/m2.dia y una PO de 279.57
cc.mil/m?.dia. La PO de un biomaterial depende notablemente de la cantidad de
puentes de hidrégeno que conforma la estructura de la matriz polimérica del material.
Atribuyendo bajo flujo de moléculas de oxigeno debido a la formacion de puentes de
hidrégeno dentro de la matriz del material (Arrieta, et al 2014).

Arrieta, et al 2014 desarrollé un biomaterial a base de caseinato de calcio y glicerol en
concentraciones de 25y 35% y carvacrol al 10%, obteniendo un ITO de 1.3 cc/m2*dia
al utilizar 35% de glicerol y 10% de carvacrol, se atribuye este resultado al cambio de
morfologia del biopolimero formado en la combinacion glicerol y carvacrol, debido a la
presencia de grupos funcionales —OH libres que dan como resultado la formacién de
puentes de hidrégeno. El caseinato de calcio presenta en su estructura muchos sitios
disponibles para el enlace de glicerol; por lo tanto, muestra menos volumen disponible

para la difusion de oxigeno, es por ello que presenta un menor flujo de oxigeno.
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Lépez, et al 2012 expone una comparacion de algunos biomateriales contra materiales
convencionales como el etilen vinil alcohol (EVOH) y el polietilen tereftalato (PET). La

tabla 6 presenta dicha informacion.

Tabla 7. Comparacion de ITO de biomateriales y materiales sintéticos Lopez, et al 2012.

Material ITO (cc/m*dia*bar)
Acido polivinilico 1.85
Polihidroxialcanoatos 110
Policaprolactona 1192
Acido polilactico 300
EVOH 0.3
PET 50

Comparando los datos anteriores con los obtenidos para el material del presente
estudio es posible apreciar que presenta una eficiencia superior al de biomateriales
como el acido polilactico (PLA), la policaprolactona (PCL) y polihidroxialcanoatos
(PHA), asi como del PET que es un material convencional, para empacado alimentario,
por lo que el compdésito PSl-almidén es una barrera adecuada contra las moléculas de
oxigeno, propiedad que favorece la conservacion de alimentos objetivo de esta

investigacion.

Los bajos valores de ITO y de PO del biomaterial estudiado, se atribuyen a la presencia
de los enlaces de puente de hidrégeno reportados por Hernandez 2017, para la PSI

funcionalizada con AEO, trabajo que antecedi6 a esta investigacion.
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7.2. Actividad antioxidante (AAO)

La capacidad antioxidante del bioempaque activo se realizé por triplicado, la media de
los resultados obtenidos se presenta en la tabla 9 y en la figura 5. De donde es posible
apreciar que la muestra M4 presento la mayor actividad antioxidante con un 62.70%
de actividad, seguida de la muestra M6, con un 47.06% y finalmente la M2 con un
44.50%, el andlisis de medias, present6 diferencias estadisticamente significativas
para las tres muestras. La eficiencia de la AAO del biomaterial se debe a la inclusion
del AEO, rico en compuestos fendlicos en este caso timol y carvacrol. La AAO de los
compuestos fendlicos es atribuida a la capacidad de ion H+ (del donante del grupo
hidroxilo) y la deslocalizacion de electrones libres (Rambabu, et al 2018).

Tabla 8. Muestra la media en % de la AAO de las muestras.

Muestra % AAO

M2 44.50

M4 62.70

M6 47.06

% Actividad Antioxidante
| ] 4 6 DE
60
62.70

a0 47.06 I
o /—

Muestra

Figura 6. Grafico de medias y desviacion estandar de la AAO
reportado en %.
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Rambabu, et al en el 2018 evaluaron la actividad antioxidante de peliculas a base de
quitosano y extracto de hojas de mango como compuesto activo cuyo principal
componente es el acido galico, el cual es un compuesto fendlico. Realizaron varios
ensayos basados en la cantidad de radicales reducidos (especificos por reactivo) por
los componentes activos del extracto, entre ellos el de DPHH caracterizado por el
cambio de color que va de purpura a amarillo, tal y como se realizé en la presente
investigacion. Rambabu observo que a mayor cantidad de extracto en este caso 5%
se obtiene la maxima eliminacion de radicales DPHH con un valor de 87.16%, 11.5

mayor que el control, registrando en el grafico un valor aproximado de 23% de AAO.

La presente investigacién presentd un comportamiento similar obteniendo la mayor
AAO con la muestra M4 con un 62.70%, la cual contenia una mayor cantidad de AEO
(3.44%). Acevedo, et al en 2007 evaluo la AAO de extractos de distintas especies de
orégano Yy algunos antioxidantes sintéticos, confirmando una potente actividad anti
radicaria, superando al BHT (antioxidante sintético) reafirmando el uso de AEO como

compuesto activo en biomateriales activos.

Por su parte vargas negrete, 2009 realizoé un estudio sobre este mismo atributo pero,
utilizando el AEO en su estado libre, es decir no inclusionado en ningan tipo de matriz
o vehiculo, donde reporta un maximo de 53.17% de AAO, para la fraccion alta timol,
misma que fue evaluada en este trabajo, donde se puede apreciar que los valores
obtenidos para las muestras M2 y M6 son inferiores, pero la M4 supera dicho reporte,
lo anterior puede deberse al efecto de liberacion prolongada reportado por Hernandez,
2009; que le confiere la mayor eficiencia y estabilidad al aditivo inclusionado. Este
resultado es prometedor para el desarrollo de envases a ser destinados a la
conservacion de productos ricos en agentes que puedan sufrir algan tipo de deterioro

por dafio oxidativo, como lo pueden ser productos ricos en lipidos.
7.3. Evaluacion de la Actividad Antimicrobiana, técnica de difusion en placa.

Las muestras obtenidas del proceso de extrusion identificadas como M2, M4 y M6
fueron evaluadas en funcion a su capacidad para inhibir el desarrollo de flora patégena,

para dicho efecto se emplearon dos microorganismos gram negativos, Escherichia coli
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y Salmonella ssp. Las medias de los halos de inhibicion presentadas para los
microorganismos estudiados se presentan en la tabla 10. De donde es posible apreciar
gue todos los microorganismos objeto estudio presentaron sensibilidad a las muestras
con las cuales fueron puestos en contacto. Destacandose la muestra M4, que es la
que logré el mayor efecto antimicrobiano, presentando diferencias estadisticamente
significativas, en todos los tratamientos efectuados. Como se puede apreciar para E.
coli se presentaron halos de inhibicion de 6.46 mm y para Salmonella 4.27 mm. La
figura 5 presenta el halo de inhibicion para E. coli (A) y Salmonella ssp (B).

Tabla 9. Medias de los halos de inhibicion de E. coli y salmonella ssp. reportados en mm.

Muestra Salmonella ssp. E. coli (mm)
(mm)
M2 0.97 2.60
M4 6.46 4.27
M6 15 2.56

Figura 7. Halos de inhibicion presentados |50r E, coli
(A) y Salmonella ssp (B), ante el material PSI-MC-
AEO en agar infusion cerebro corazén.
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La actividad antimicrobiana observada en esta evaluacion se debe a la presencia de
la fraccion de los terpenoides que conforman al AEO, que consiste en p-cimeno,
carvacrol y principalmente timol, cuya concentracion en el presente trabajo esta
orientada a mejorar las propiedades mecanicas del material de empaque. Estos
componentes son hidrofébicos lo cual les permite penetrar tanto la membrana celular,
como a la mitocondria bacteriana, teniendo como resultado que el contenido
citoplasmatico sea expelido al medio circundante, con la consecuente muerte celular
(Debiagi, et al 2014).

El AEO se ha sido inclusionado en una gran cantidad de matrices tanto sintéticas como
de origen natural, con la finalidad de obtener materiales de empaque activos
antimicrobianos. En este tenor, Surachade, et al, en 2018, incorporé concentraciones
de 2, 4, 6 y 8% w/w de AEO en un compadsito de almidon de yuca y bagazo de cafa
de azucar para el desarrollo de un bio-empaque activo, y probaron su eficiencia
antimicrobiana contra E. coli y S. aureus, donde a concentraciones por abajo del 6%,
no fue posible evidenciar actividad antimicrobiana, sin embargo, al 8% se hacen
presentes halos de inhibicibn de 16 y 30 mm respectivamente para los
microorganismos evaluados. Es evidente que las zonas de inhibicion son superiores a
las reportadas en esta investigacién, sin embargo, las concentraciones aqui evaluadas
son inferiores, 3.00% contra 8.00%; cabe hacer mencidén que en este mismo trabajo,
concentraciones por abajo del 6.00%, no mostraron actividad antimicrobiana contario
a lo aqui encontrado, por lo que es posible concluir que al incrementar la concentracion
de AEO en la matriz de compésito objeto de estudio, se podran obtener niveles de
actividad antimicrobiana equiparables a las del estudio referencia y que el material
agui estudiado es un buen vehiculo para dicho proceso, ya que a diferencia del
compoésito almidén-bagazo de cafia, el composito PSI-microcelulosa logra inhibiciones

a concentraciones del 3.00% de AEO.

En otro ambito de la inclusion del AEO, en biomatrices, Flavia, et al, 2014 lo incluy6 en
una a base de bagazo de yuca y alcohol poli-vinilico bajo dos metodologias, la primera
incorporando directamente de 6.50 a 10.00% w/w de AEO con respecto a la matriz, de

manera similar a como se incorporo en este estudio y la otra, una vez que la matriz fue
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elaborada se incorpora por absorcion del antimicrobiano al entrar en contacto con la
superficie del material en concentraciones del 2.50 al 7.50%. En este estudio se
evaluaron diversos microrganismos entre ellos hongos microscopicos y bacterias de
donde fue posible apreciar que a ninguna de las proporciones probadas de las
muestras elaboradas con la inclusion directa del AEO en la matriz, se presentd
sensibilidad para E. coli y Salmonella typhimurium. Contario a lo presentado en esta
investigacion, donde la actividad antimicrobiana contra estas bacterias es evidente. En
cuanto a las muestras de bagazo de cafia y alcohol polivinilico funcionalizadas
después de la sintesis, a partir de concentraciones de 2.50% E. coli presentd halos de
25 mm para la misma concentracion y Salmonella typhimurium, evidencié halos de 16
mm a esta misma concentracion. Con tales reportes se puede corroborar lo citado
anteriormente de que incrementando la concentracion de AEO una vez que ha sido
obtenida la formulacién final, seréa posible incrementar la actividad antimicrobiana y
qgue el complejo PSI-microcelulosa es un material prometedor para el desarrollo de un

biomaterial de empaque activo antimicrobiano.
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VIIl. CONCLUSION

El biocompdsito PSl-almidon-AEO reforzado con MC, presenta propiedades de barrera
adecuadas para ser utilizado como material de empaque en la industria alimentaria ya
gue su capacidad de permeabilidad al vapor del agua resulté por debajo de los datos
reportados para las peliculas biodegradables mas ampliamente empleadas para este
fin, con lo cual se podra salvaguardar de mejor manera la integridad del alimento
contenido y la muestra M4 presenté valores en este rubro que son competitivos con el
celofan y el poliéster, que son materiales ampliamente comercializados en esta

industria.

Asi mismo tanto la permeabilidad, como el indice de transmisién del oxigeno para las
muestras resulté sobresaliente ya que presenta un IT por debajo del PET, material

ampliamente demandado en la industria en cuestion debido a esté atributo.

La eficacia del material en estudio en cuanto a las propiedades de barrera se soporta
principalmente a la gran cantidad de enlaces de puente de hidrogeno formados entre

el material base PSly el AEO.

El biomaterial PSI-almidon- AEO reforzado con MC, presenta una actividad
antioxidante superior que el AEO en estado libre (62.70), esto debido a la estabilidad
que le brinda estar inmerso en una matriz que le permite una liberacion prolongada al

medio.

La actividad antimicrobiana presentada ante E. coli y Salmonella ssp, resulto baja, si
se compara con los resultados presentados en trabajos similares, debido a la baja
concentracion de AEO inclusionado.

El compdsito PSl-almidon-AEO, reforzado con MC es altamente a fin y genera
interacciones que no limitan su posterior liberacion prolongada al medio, como lo
hacen la mayor parte de los biomateriales reportados actualmente, lo que hace que

sea un buen candidato para su uso comercial, en diversas areas.
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