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Resumen

Aprovechamiento de biomasa como aditivo para la generacién de
peliculas de base polimérica poliacido lactico (PLA) y polietileno

(PE) para la conservacién de frutas

Durante décadas la industria de los empaques para frutas ha estado liderada por el uso de
polietileno de alta densidad (HDPE) dada su alta resistencia mecéanica, resistencia quimica,
resistencia térmica e hidrofobicidad. Los altos requerimientos mundiales en términos de
conservacion y transporte de alimentos, como también medio ambientales, han hecho que
esta industria se esté desarrollando en dos areas de investigacion: la primera en el
mejoramiento de los materiales actuales con el fin de generar empaques para alimentos
con nuevas capacidades como los empaques inteligentes o con atmésfera modificada; y
de otro lado el desarrollo y la transicion de materiales no biodegradables a matrices

poliméricas renovables como el poliacido lactico (PLA).

Teniendo en cuenta lo anterior, este proyecto presenta el desarrollo de dos materiales
prometedores para su uso como empagues para frutas, uno de base HDPE con
propiedades antifingicas, y otro corresponde a una matriz de PLA reforzada con celulosa
acetilada. En ambos casos las matrices poliméricas incluyen aditivos de origen natural

especificamente biomasa residual.

Debido a la reconocida caracteristica de higroscopia de los polimeros biodegradables, las
peliculas de PLA desarrolladas incluyen celulosa acetilada (cell-acet) como un aditivo para
modificar la propiedad mencionada, su estabilidad térmica y las propiedades de barrera a
los gases. Para esto, se llevd a cabo una reaccion de acetilacion sobre la celulosa,
incrementando su hidrofobicidad y consecuentemente, su compatibilidad con la matriz

polimérica. Posteriormente, mediante un proceso de extrusion entre PLA y la cell-acet se
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obtuvieron peliculas que presentaron problemas de dispersién, por lo cual fue necesario la
adicion de un agente compatibilizante (comp), el cual consiste en una mezcla de derivados
del &cido oleico y palmitico, con lo cual se obtuvo una pelicula homogénea. Esta pelicula
final de PLA/cell-acet/comp tuvo 23 um de espesor, y presento una temperatura de
degradacién cercana a 322,5 °C, ademas de la disminucién en su cristalinidad, un angulo

de contacto de cerca de 80° y con propiedades mecanicas ligeramente mejoradas.

Por su parte, la pelicula flexible de HDPE, tuvo como aditivo un extracto de aceite de coco
hidrolizado (HCO). Este aditivo se obtuvo previamente al someter el aceite de coco a
hidrolisis a alta presion para asi llegar a una mezcla de acidos grasos libres con alta
concentracion de &cido laurico. Este ultimo, reconocido agente antimicrobiano contra
varios problemas fitosanitarios de las frutas tropicales especialmente aquellas
pertenecientes al Colletotrichum tamarilloi, y que en nuestros trabajos previos (usando
acido laurico comercial puro) ha demostrado alargar el tiempo de vida en anaquel para el
tomate de arbol en dos semanas. Este producto de HCO, sin ninguna purificacion adicional,
fue utilizado como aditivo en el HDPE durante el proceso de extrusién, obteniendo
peliculas de 84 um de espesor cuyas propiedades térmicas, mecanicas y de permeabilidad
fueron analizadas. Estudios in vitro e in vivo demastraron que la pelicula de HDPE con
producto de HCO al 5 %w/w tiene propiedades antifiingicas ante el hongo C. tamarilloi y

este empaque aumenta la vida util del tomate de arbol hasta en tres semanas.

Palabras Claves: Empaque para frutas, HDPE, PLA, aceite de coco, celulosa



Abstract

Use of biomass as additive for the generation of PLA and PE polymer-based

films for fruit preservation

The fruit food packaging industry has been led worldwide by the use of high-density
polyethylene (HDPE) due to its high weight (mechanical) resistance, its thermal resistance,
and its resistance to water and several chemicals. Worldwide food preservation,
transportation, and environmental care requirements have driven this industry towards two
wide research areas. One is the improvement of the used materials to generate food
packaging with new capabilities such as smart packaging, controlled atmosphere
packaging, among others; the other area responds to the transition from nonbiodegradable
materials to environmentally friendly materials such as polylactic acid (PLA).

Taking the above into account, this project presents the development of two promising
materials for food packaging. One HDPE based with antifungal properties and the other
PLA based reinforced with acetylated cellulose, in both cases the polymeric matrices

include biorenewable additives.

Due to the recognized hydrophilicity of biodegradable polymers, the developed PLA films
include acetylated cellulose (cell-acet) as an additive to modify the mentioned property, its
thermostability, and gas-barrier properties. To achieve this, an acetylation reaction was
carried out on the cellulose, increasing its hydrophobicity and, consequently, its
compatibility with the polymeric matrix. Subsequently, through an extrusion process
between PLA and cell-acet a film was obtained, however, this film presented dispersion
problems. A compatibilizing agent (comp), which consists of a mixture of oleic and palmitic
acid derivatives, was needed to improve the homogeneity of films. The final film of PLA/cell-

acet/comp was 23 um thick and presented a degradation temperature close to 322,5 °C, in
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addition to a decrease in its crystallinity, a contact angle of about 80°, and slightly improved

mechanical properties.

In the second project, we developed a HDPE flexible film with an extract of hydrolyzed
coconut oil (HCO) as an additive. This additive was previously obtained by putting coconut
oil to high-pressure hydrolysis in order to obtain a mixture of free fatty acids, primarily
including lauric acid, a recognized antimicrobial agent against several phytosanitary
problems of tropical fruits, especially those belonging to Colletotrichum tamarilloi. This HCO
product was used, without any purification process, as an additive in HDPE during the
extrusion process, obtaining 84 um thick films whose thermal, mechanical, and permeability
properties were analyzed. In vitro and in vivo studies showed that the HDPE/HCO 5% film
has antifungal activity against C. tamarilloi fungus, and this packaging increases the shelf
life of the tree tomato up to three weeks.

Keywords: Fruit packaging, HDPE, PLA, coconut oil, cellulose.
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Introduccidén

Previo a la segunda revolucion industrial, los alimentos necesitaban poco o nada de
empaque debido a que los productos naturales eran consumidos durante los dias
siguientes a su recoleccién.! Sin embargo, los cambios en la sociedad que se presentaron
posteriormente trajeron consigo avances tecnolégicos en diversas areas, incluyendo los
empagues para alimentos naturales con el objetivo de preservar su calidad e incrementar
la vida Util de estos durante los procesos de almacenamiento y transporte.? Acorde con la
necesidad de preservar productos alimenticios, se han usado diversos materiales para la
fabricacion de empaques, dentro de los cuales se encuentran el cartén, el vidrio, los

metales y los plasticos.?

A pesar que los plasticos fueron descubiertos en el siglo XIX, solo fueron usados para la
fabricacion de empaques de alimentos a mediados del siglo XX.! Los empagues funcionan
como una barrera al oxigeno, aromas y humedad en los alimentos. Ademas, previenen su
contaminacion y los protegen ante dafios fisicos, asi como también proporcionan a los
consumidores informacion importante del producto tales como su origen y las condiciones
6ptimas de almacenamiento.* Adicionalmente, muchos empagues pueden tener un efecto
en el incremento de la vida til de los alimentos, lo cual conlleva a la reduccion en el

desecho de los mismos.

En la industria alimenticia, el uso de polimeros de origen petroquimico tiene gran relevancia
puesto que tienen multiples aplicaciones dada su resistencia, durabilidad y bajo costo,
siendo los mas utilizados para la fabricacion de empaques.® Asi, por ejemplo, para el
empacado de frutas se utiliza el polietileno (PE), no solo por la capacidad de envolver
facilmente los alimentos, sino también por los bajos costos de produccion debido a la
automatizacion en el proceso de fabricacién.® Ademas, el PE genera peliculas claras,

permitiendo la facil inspeccién del contenido.” Otros polimeros como el polietileno
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tereftalato (PET), cloruro de polivinilo (PVC), poliestireno (PS) y el polipropileno (PP) son

también altamente usados en la industria de empaques para alimentos.>®

En contraste con su versatilidad y bajo costo, los problemas generados por la industria
plastica a nivel mundial son de gran preocupacion debido a la contaminacion
medioambiental.>*? La gestion de los residuos plasticos ha sido ineficiente por el
incremento desbordado en su utilizacion; las estadisticas indican que una tercera parte de
los desechos son vertidos a la naturaleza causando serios problemas de contaminacion
terrestre, marina y de agua dulce.® Derivado de esta situacién, la contaminaciéon se ha
convertido en un problema de salud publica, debido a que en los alimentos de ingesta
humana se ha identificado contaminaciébn por residuos de microplasticos, cuyas
consecuencias en células humanas incluyen la hipersensibilidad citotdxica (alergias), el
estrés oxidativo y la muerte celular, entre otras.**> En consecuencia, con el fin de mitigar
estos impactos, es necesaria la busqueda de nuevos materiales que puedan reemplazar

estos polimeros para el empaque de alimentos.6:7

Con el fin de reducir los problemas ambientales a causa de la produccién de plasticos
convencionales de origen petroquimico, se han propuestos diversas alternativas como lo
es la produccion de bioplasticos y polimeros biodegradables, donde el mayor
representante de estos Ultimos es el poliacido ce (PLA).® Polimero biodegradable,
termoestable y termorresistente, obtenido por la polimerizacién de acido lactico, el cual ha
sido estudiado para el manejo de alimentos, la manufactura aditiva y en aplicaciones
farmacéuticas.'® De acuerdo con la conferencia European Bioplastics del 2018, se espera
gue el consumo de los bioplasticos aumente durante los proximos 5 afios en un 36% y, por
ende, el consumo de PLA aumente debido a las fuertes inversiones que han realizado
paises como China, Estados Unidos, Espafia y Alemania para la instalacion de plantas de
produccién.?® El principal uso que tiene el PLA corresponde a su utilizaciéon en empaques
y envases; en la Ultima década diferentes empresas como NatureWorks y Taghleef han
generado resinas de PLA que tiene diversas aplicaciones en el sector de empacados de
verduras y frutas.?! Sin embargo, el uso de este polimero puede ser limitado debido a
inconvenientes en sus propiedades mecénicas e hidrofilicas, y es por esto que suele ser

modificado con mezclas de polimeros, refuerzos, rellenos o plastificantes que cambian sus
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propiedades de barrera, la temperatura requerida para extrusion y sus caracteristicas

higroscopicas.??26

De otro lado, la celulosa (cell) es el biopolimero mas abundante en el planeta y se
encuentra almacenada en plantas, algas, hongos y microorganismos; su estructura es
independiente de la fuente donde se adquiere.?”?® Investigadores como Ghasemi y
Nguyen?*-32 han demostrado que utilizar como refuerzo la celulosa en matrices poliméricas
basadas en PLA logra variar las propiedades mecanicas, de permeabilidad y la cristalinidad
del PLA.

Para resolver una de las limitaciones del PLA, y adicionalmente promover el cumplimiento
de los objetivos de desarrollo impulsados por la Naciones Unidas desde 2015, se propone
la generacién de peliculas poliméricas de base biodegradable de PLA con celulosa
acetilada (cell-acet) como aditivo, la cual cambiara sus propiedades de barrera ante agua
y vapor de agua sin afectar en mayor medida la degradabilidad de la matriz original. Con
el fin de lograr una incorporacion estable entre el aditivo y la matriz, se utilizara celulosa
de origen vegetal y se realizara una funcionalizacion para modificar su hidrofobicidad y por
ende incrementar su compatibilidad con el PLA.30:33:34

El uso de aditivos en matrices poliméricas permite no solo la modificacion de las
propiedades fisicas 0 mecanicas, sino también puede otorgar propiedades biolégicas
adicionales para un fin especifico. En el area de empaques para alimentos, esto se
denomina “empaques activos” la cual es un area de gran importancia e interés para la
industria nacional ya que en Colombia dada su afortunada ubicacién geografica y su
diversidad de climas, el cultivo y exportacion de frutas exéticas ha venido en aumento
durante los Ultimos afios.*® La alta demanda de frutas como la uchuva, gulupa, pitahaya y
tomate de arbol ha requerido el control y mejoramiento de los procesos de cosecha y
postcosecha para disminuir al maximo las pérdidas del producto, asi como el cumplimiento
de estandares de los clientes internacionales. Estos estandares, cubiertos en las buenas
practicas agricolas (BPA), incluyen el control de agentes quimicos o bioldgicos que puedan

afectar la salud humana o que puedan aportar a la contaminacién ambiental.®®

Los avances de investigacion en empaques activos para frutas son imperativos ya que una

de las mayores afectaciones en los frutos de exportacion corresponde a la antracnosis, la
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cual es una enfermedad producida por el hongo del género Colletotrichum y afecta en una
gran proporcion a cultivos y frutos como el tomate de arbol (Cyphomandra betacea),
reduciendo su calidad y el aprovechamiento de la totalidad de los frutos.®” Por ende, la
bldsqueda de estrategias para el control de dichos patdégenos es altamente necesaria.

Un ejemplo de los avances en investigacion en empaques activos corresponde a la adicion
de acido laurico a empaques de frutas el cual inhibe el crecimiento de hongos, incluyendo
el Colletotrichum tamarilloi, aumentando con esto el tiempo de vida util de los productos,
Lo anterior, reportado en estudios previos desarrollados por el grupo de investigacién en
macromoléculas® y otros grupos alrededor del mundo.**° Y aunque los trabajos antes
mencionados se hicieron con acido laurico comercial, el 4cido laurico esta en un porcentaje
mayor al 30% en el aceite de coco, el cual es un subproducto de la agroindustria
colombiana, principalmente en forma de triglicéridos, lo cual hace al aceite de coco una
fuente econémica y localmente disponible de acido laurico para ser usado en la generacion
de empaques activos.* A partir de esto, el presente trabajo de investigacion plantea
también, la adicion de la mezcla de los acidos grasos libres provenientes de la hidrolisis
del aceite de coco (incluyendo el 4cido laurico y otros acidos grasos de cadena media) a
una matriz polimérica de PE de alta densidad (HDPE), en la que se busca obtener peliculas

con un aditivo proveniente de material vegetal con propiedades antifungicas.

De acuerdo con lo anterior, es importante resaltar que el objeto de estudio de la
presente investigacion es evaluar la aplicabilidad y produccién de empaques hacia
la industria agricola donde se genera una pelicula biodegradable de base polimérica
PLA y aditivo de cell-acet, y un empaque de HDPE con producto de hidrélisis con alto
contenido de acido laurico como aditivo permitiendo reducir el crecimiento fangico,
demostrando asi la posibilidad de aplicacion en la industria agricola como empaques de

frutas.
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Objetivos

Objetivo General
Desarrollar peliculas de poliacido lactico (PLA) y polietileno (PE) con celulosa acetilada
(cell-acet) y un hidrolizado de aceite de coco (HCO) como aditivos, respectivamente, con

propiedades ajustadas para su futuro uso como empaques en la agroindustria.

Objetivos especificos

e Establecer una metodologia para la funcionalizacion eficiente de celulosa, que
permita el aumento de su hidrofobicidad.

e Obtener los &cidos grasos del aceite de coco mediante un proceso de hidrdlisis.

e Generar peliculas de PLA con cell-acet como aditivo.

e Generar peliculas antifungicas de PE con HCO como aditivo.

e Analizar la incidencia de la presencia de los aditivos en las peliculas de PLA y PE
sobre sus propiedades de barrera y antifingicas.
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El presente documento estd compuesto por tres capitulos, dos de los cuales explican la
generacion de los empaques y un capitulo final que expone las conclusiones y perspectivas

finalizada la investigacion.

El capitulo 1 describe los materiales, metodologias y caracterizaciones que se aplicaron
para la generacion de la biopelicula de base PLA, mientras el capitulo 2 lo describe para

el empaque de base HDPE con propiedades antifingicas.

Ambos empaques tienen como aditivos materiales de origen vegetal nacional, esto con el
fin de hacer un aprovechamiento de residuos y generando asi una aplicacion exitosa de la
economia circular y un aporte al cumplimiento de los objetivos de desarrollo sostenible

planteados por la ONU.



24

1.Peliculas de PLA con cell-acet

Con relacién al uso indiscriminado de empaques plasticos de origen petroguimico, se propone
el uso del PLA, el cual puede ser de origen biolégico o sintético, y debido a su
biodegradabilidad representa una alternativa prometedora para la disminucién de residuos no
biodegradables que terminan afectado el medio ambiente.??42 El PLA es un termoplastico
comunmente utilizado en el sector de empaques dada su apariencia y economia. Sin embargo,
el PLA no tiene las propiedades mecanicas y de barrera requeridas para su uso en cualquier
alimento, especialmente en el empaque de frutas, debido a que presenta propiedades
higroscopicas que causan degradacion en la cadena polimérica y podria favorecer procesos
fitosanitarios en las frutas, es por esto que requiere un aditivo que modifique sus propiedades,
en este caso la celulosa acetilada (cell-acet).

En este capitulo se describen los materiales, métodos, caracterizaciones y resultados
utilizados para obtener celulosa con aumento de hidrofobicidad y su aplicacion como aditivo

en peliculas de PLA como empaques para frutas.

En primera instancia, se da el desarrollo del primer objetivo especifico que consistié en
establecer una metodologia para la funcionalizacién eficiente de celulosa, que permitiera el
aumento de su hidrofobicidad. Posteriormente, se exponen los objetivos especificos, que
corresponden a la generacion de peliculas de PLA con la cell-acet como aditivo y el analisis

sobre la incidencia del aditivo en las peliculas de PLA sobre sus propiedades de barrera.

1.1 Materiales

La celulosa utilizada es extraida de madera y fue comercialmente adquirida (bajo el nombre
de “celulosa microcristalina”) de la empresa Profinas SAS (Cali, Colombia). Esta celulosa se

uso sin tratamiento. Por su parte, la base polimérica de PLA fue adquirida de la empresa
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Corbion, con referencia Luminy LX175. Previa a su utilizacion, los pellets fueron secados en
horno por 24 horas a una temperatura de 90 °C.

En cuanto a los reactivos empleados como anhidrido acético, &cido citrico y etanol, fueron
adquiridos de Sigma Aldrich®.

1.2 Métodos

Para la utilizacién como aditivo, a la celulosa se le realizé un procedimiento de modificacién
con el fin de aumentar su hidrofobicidad y con esto su compatibilidad con el polimero PLA,
este método correspondi6 a la acetilacion catalizada por acido citrico.

1.2.1 Acetilacion

Debido a la naturaleza hidrofilica de la celulosa dada por los grupos hidroxilo, se realizé una
reaccion de acetilacion siguiendo el método aplicado por Avila Ramirez y colaboradores,* el
cual consistio en la adicion de 20 g de celulosa, 12 g de acido citrico y 200 mL de anhidrido
acético a un balon aforado con condensador de reflujo a 120 °C durante 24 horas y agitacion
magnética a 350 rpm. Finalizada la reaccién, al sélido obtenido se le realizaron lavados con
etanol y agua hasta pH neutro y se secé en horno a 60 °C durante 24 horas. El material seco
fue utilizado en la extrusion y para los ensayos de caracterizacion como espectroscopia
Infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR), resonancia magnética nuclear en estado sélido

(RMN), difraccion de rayos X (DRX) y angulo de contacto.

1.2.2 Generacion de peliculas

Para la generacion de peliculas monocapa se utilizaron dos métodos. Inicialmente, se
realizaron peliculas de PLA con y sin aditivo mediante la metodologia de solvent casting. En
esta, se utilizaron soluciones del polimero al 3 %w/w en cloroformo, y con aditivo de cell-acet
al 1 %w/w para el segundo caso. Donde la mezcla PLA — cell-acet fue agitada por 3 horas,
luego depositada en cajas de Petri de 10 cm de didmetro y finalmente secada por 24 horas a

temperatura ambiente.

De otro lado, peliculas generadas por extrusion, fueron obtenidas en una extrusora BKLAB28

de Unico tornillo con un didmetro de 28 mm y una relacion longitud diametro de 28:1, a una
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velocidad de tornillo de 40 rpm y tres zonas de calentamiento con temperaturas entre 190 y
220 °C. Para las peliculas con cell-acet como aditivo, los pellets de PLA y la cell-acet fueron

mezclados de manera manual previo a su extrusion.

1.3 Caracterizacion

Con el fin de comprobar los productos obtenidos en los procedimientos previamente descritos,

se realizaron ensayos de caracterizacion presentados a continuacion.

1.3.1 Espectroscopia Infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR)

La celulosa previa y posterior a su funcionalizacion fue caracterizada por espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR) para identificar los grupos funcionales
presentes. El andlisis FT-IR se realiz6 en un espectrometro Shimadzu Prestige 21 (Shimadzu
Corp., Kyoto, Japan), entre 700 y 4000 cm™. Las muestras fueron mezcladas con KBr
previamente seco en proporcion 1:30 y se generaron pastillas a presion.

1.3.2 Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Se obtuvieron espectros RMN en estado sélido de la celulosa pristina y cell-acet en un

espectrometro Varian Unity Inova 300 'H Frecuencia: 300 MHz (7,05 Tesla).

1.3.3 Cristalinidad de cell-acet DRX

Los ensayos de difraccién de rayos x (DRX) se llevaron a cabo en un sistema Rigaku Miniflex
600, usando un rango de 26 de 3° a 120° en modo de reflexién, con una fuente de Cu (600 W,
40 kV — 15 mA).

1.3.4 Comportamiento térmico: TGA

Esta caracterizacion fue realizada a la cell-acet y a las peliculas de PLA con esta como aditivo,
en un TGA 1 SF/1100/268TGA de Mettler Toledo, con muestras de entre 2 y 3.5 mg. Los
ensayos fueron realizados bajo atmésfera de nitrégeno (50 mL/min), calentadas de 30 °C a

700 °C con una rampa de calentamiento de 10 °C/min.
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1.3.5 Hidrofobicidad

El cambio de hidrofobicidad de la celulosa antes y después de su acetilacion fue evaluado por
el método de la gota segln la norma ASTM D7490,* donde se mide el angulo de contacto de
una gota de agua (10 pL) que se deja caer a 20 mm sobre la superficie a evaluar, luego de 30
segundos de estabilizacién. Se generaron peliculas de celulosa mediante la dispersion de esta
al 10 % en cloroformo y su posterior secado sobre un portaobjetos. Esta medicion también se
realizé sobre las peliculas de PLA con y sin aditivo.

1.3.6 Apariencia de los empaques

El espesor de los empaques fue medido por quintuplicado en diferentes areas de las muestras,
usando un micrometro digital Mitutoyo 293 (Kawasaki, Japén) con una resolucién de 1 um.

1.3.7 Estereoscopia

Se realiz6 un registro de la superficie de las peliculas obtenidas por extrusion, mediante un
estereoscopio Nikon SMZ800, con una pantalla para la captura y dimensionamiento de

imagenes DS-L3.

1.3.8 Propiedades mecanicas

Las propiedades mecdnicas de las peliculas fueron determinadas de acuerdo con la norma
ASTM D 882, en una maquina universal de ensayos universales Shimadzu AG-IS, a
temperatura ambiente, con una celda de carga de 5 kN, a una velocidad de desplazamiento
de 25 mm/min. Las probetas utilizadas fueron de rectangulos de cada una de las peliculas de
100 mm x 10 mm. Ademas, se realizaron las curvas de esfuerzo — deformacién promedio para

cinco muestras de cada pelicula.

1.3.9 Analisis termogravimétrico (TGA)

Los analisis termogravimétricos se llevaron a cabo en un TGA 1 SF/1100/268TGA de Mettler
Toledo, con muestras de entre 2 y 3,5 mg. Los ensayos fueron realizados bajo atmésfera de
nitrégeno (50 mL/min), calentadas de 30 °C a 700 °C con una rampa de calentamiento de 10

°C/min.
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1.3.10 Comportamiento térmico: DSC

Los DSC fueron obtenidos en un equipo Mettler Toledo DSC 1/500/2722, bajo atmésfera de
nitrégeno (flujo de 50 mL/min) con un rango de temperatura entre 25 °C hasta 200 °C y con

una rampa de calentamiento de 10 °C/min.

El calculo del porcentaje de cristalinidad (%C) del material se realiz6 mediante la ecuacion 1:

m

we = A1
T WAH

—* 100 (Ecu 1)

m

En donde 4H,, es la entalpia de fusion, w es el peso de la muestra de PLA y 4H®,, es la
entalpia de fusion tedrica para el PLA 100% cristalino; 93,6 J/g.*°

1.3.11 Permeabilidad

Se realizaron ensayos de permeabilidad ante el vapor de agua y el oxigeno siguiendo la
metodologia de Garavito y colaboradores*® Para esto, se sellaron celdas de acero con las
peliculas a probar, en el primer caso las peliculas contenian agua, mientras en el segundo se
removio el oxigeno de su interior por arrastre con nitrdgeno. Posteriormente, se determinaron
los valores de permeabilidad a partir de las diferencias en masa y cantidad de oxigeno,

respecto al tiempo y area de transferencia, respectivamente.

La determinaciéon de la velocidad de transmisién del vapor de agua (WVTR) se realizd

aplicando la metodologia de la ASTM E 96 - 954" aplicando la ecuacién 2:
WVT = v Ecu 2
= (Ecu 2)

Donde w corresponde al cambio en el peso del recipiente en gramos, t el tiempo transcurrido
durante ese cambio en horas y A es el area del ensayo (apertura del recipiente) en metros

cuadrados. Este ensayo se realiz6 a 38 °C y 55,5 % de humedad relativa.

De otro lado el aumento de la cantidad de oxigeno al interior de las celdas fue registrado
mediante un analizador OpTech-O, Modelo P, a temperatura ambiente (20,5 °C promedio) y
49 % de humedad relativa. Con estos registros se estimo la velocidad de permeacion del O, y

se obtuvo el coeficiente de permeabilidad de cada muestra.
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1.4 Resultados y Analisis: Generacién de aditivo

Los ensayos realizados empleando la metodologia de acetilacién, permitieron evaluar la

eficiencia en la sustitucion de los grupos hidroxilos de la celulosa (Figura 1).

)
R=H o s
OH
OR
OH OR
o o) OH . o oR
O . . .
o OH o Anhidrido acetico > o)
OH n Catalizador: C{HgO, o OR o "
- ° OR

HO 24h-120°C RO

Celulosa Celulosa acetilada

Figura 1. Reaccion de acetilacion de celulosa.

La acetilacion del material por accién del anhidrido acético en presencia de acido citrico
(CeHsO7) a 120 °C por 24 horas, tuvo un rendimiento de un 92,2% en masa, y presenté un
cambio en la apariencia tomando una tonalidad café-oscura (Figura 2).

Figura 2. 50 mg de celulosa pristina (izq) y 50 mg de celulosa acetilada (der.).

En un primer analisis del material mediante espectroscopia infrarroja (FT-IR, Figura 3), se
detalla que la celulosa antes (---) y después de la reaccion (---), presenta bandas asociadas al
anillo de glucosa, como los estiramientos del grupo OH en la regién de 3372 cm™? y de 1642
cm?, ademas de la flexion CH para alifaticos en la regiéon de 2914 cm™. Lo que demuestra la
estabilidad de la celulosa posterior a la reaccion. Por otro lado, el espectro de la celulosa
sometida a 24 horas de reaccion (---) muestra dos sefales caracteristicas del éster generado,
por un lado, el estiramiento del carbonilo (1741cm™) y también los estiramientos asimétricos y
simétricos del mismo grupo funcional (1243 cm™).*® Cabe detallar que la celulosa pristina (---)

no presenté estas Ultimas dos bandas, confirmando la acetilacion.
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Figura 3. FTIR de celulosa pristina (negra) y acetilada (roja).

Con el fin de hacer una mejor caracterizacion de la cell-acet, el material obtenido se caracterizé
empleando CP/MAS C®-NMR definida para muestras en estado sélido y derivadas de la
celulosa.*® En la Figura 4, se muestra tanto la resonancia de la celulosa y la cell-acet, y como
se relacionan ambas moléculas. Para caracterizar ambos sistemas las sefiales de carbono C;
(6:105 ppm), C4 (8:87 ppm), Cos (8:75 ppm) y Cs (6:64 ppm) estan asociados al anillo de la
molécula de glucosa (Figura 4). Como se detalla en la resonancia de la cell-acet, la presencia
de dos sefiales adicionales confirma el éxito de la reaccién. Por un lado, la sefial sobre el
cambio quimico de 8:175 ppm corresponde al carbono del grupo C=0 (carbonilo conjugado),
mientras la sefial asociada al carbono del metilo lateral del acetato se observa sobre 6:23 ppm,

sefiales detalladas en investigaciones previas que confirman la acetilacién del material.*®%°
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Figura 4. A. Estructura de celulosa acetilada. B. CP/MAS C*3- NMR de celulosa pristina (Cell) y celulosa acetilada a 3
horas y 24 horas.

Un factor importante que determina el comportamiento mecanico y quimico de la celulosa
funcionalizada corresponde al grado de acetilacion, el cual puede ser determinado relativo a
la celulosa pristina mediante los datos obtenidos en el NMR, para obtener este valor se

emplearon los cambios quimicos de :175 ppm y 6:23 ppm y la ecuacién 3:

Nepppe 1,
DSnru: (M) (Ecu 3)

Nacet- Icell

donde ncen Y Nacer cOrresponden a el numero de carbonos de cada grupo quimico (Ncei: 6 y
Nacet:2), Y Iqcety Iceyy SON lOS valores de integracion de dichos 6 carbonos para el anillo de
glucosa y 2 para el grupo acetato sefialado en la Figura 4A. Basados en lo anterior, la cell-
acet present6 un grado de sustitucion (DS, degree of substitution) de 0,18 a 3 h de reaccion y

un considerable aumento a 1,24 para las 24 h. Estos valores obtenidos de DS a diferentes
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tiempos demuestran que en efecto la celulosa es acetilada progresivamente de manera
estable y sin cambios quimicos en la estructura principal del polimero. Ademas, dichos DS son
altos en relacion a los reportados en diferentes investigaciones previas, los cuales oscilan
entre 0,20 y 1,40,°! lo que ofrece un indicio sobre el posible aporte al aumento de la
hidrofobicidad del PLA cuando esta es mezclada con la cell-acet para la posterior formacion
de los empaques.

En un segundo analisis desarrollado para determinar el comportamiento cristalografico de la
cell-acet, se obtuvo el perfil de difraccion de dicho material, el cual se compardé con la celulosa

pura.

En la Figura 5, se muestran los DRX de las dos muestras. Por un lado, la celulosa pura (----)
muestra los tres picos asociados a celulosa cristalina con 20: 22, 7° (002), 15° (101) y 34, 8°
(040), siendo los angulos de difraccién esperados para una celulosa tipo 1.2 Basado en lo
anterior, en la misma figura se observa que el patrén de difraccién de la cell-acet (---), la cual

no presenta cambios en sus sefiales y por ende en su identidad en los planos del material.

002 —CCell
23 ¢ ) Cell-acet.

20 (grados)

Figura 5. DRX de celulosa pristina (negra) y acetilada (roja).
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Lo anterior, corroborando la estabilidad estructural de la celulosa, e indicando que la reaccion
en primera medida se da sobre los dominios amorfos de la celulosa, los cuales son mas
susceptibles a funcionalizacion.>® Aunque el arreglo cristalino de la celulosa no se ve afectado,
existen regiones donde coexisten dominios amorfos que al adquirir mayor movimiento con el
grupo éster, afecta las fuerzas de puentes de hidrégeno tanto intra como intermoleculares
entre lamelas de celulosa, obteniendo asi un menor grado de cristalinidad (%C) en la cell-acet
(Tabla 1). El grado de cristalinidad fue calculado por la ecuacién de Segal (Ecu 4),>* donde lgo2
es la maxima intensidad del plano 002 en 22° (20) e lam corresponde a la intensidad minima

entre los picos (002) y (101).

Iooz — I
%C = [0"21—‘"”]* 100 (Ecu 4)

002

Tabla 1. Resumen de analisis de cristalinidad de celulosa pristina (cell) y celulosa acetilada (cell-acet).

20 FWHM Tamaiio
I lam 9 .
Muestra 002 002 #e (20) Cristal (nm)
cell 22,34 148,14 48,28 67,41 1,74 8,27
cell- acet 22,34 63,06 25,00 60,35 1,87 7,70

En la tabla anterior se evidencia que los cambios en la cristalinidad repercuten en el tamafio
de cristal de la celulosa, siendo los acetilados de menor tamafio que los de la celulosa pura;

este tamafio de cristal fue calculado por la ecuacién de Scherrer (Ecu 5),

Tamatio de cristal = 2" (Feu s
amafio de crista _ﬁ*Cose( cub)

Donde A es la longitud de onda del haz de rayos X (1,54 A), B corresponde al ancho total a
medio maximo del pico seleccionado (FWHM) y © es el angulo 26 del pico seleccionado.

De los resultados de DS, %C y tamario de cristal, se hace notorio que la cell-acet al presentar
un alto numero de grupos éster expuestos y menores zonas cristalinas, permitiria una mayor
afinidad con las cadenas del PLA, y un tratamiento mecénico y térmico menos dispendioso en
la técnica de extrusion. Para determinar la viabilidad térmica, mecanica e hidrofobicidad se

realizaron andlisis de TGA, &ngulo de contacto y ensayos mecénicos.



34 Aprovechamiento de biomasa como aditivo para la generacion de peliculas de
base polimérica PLA y PE para la conservacion de frutas

Las curvas termogravimétricas de la celulosa pura (---) y cell-acet (---) son sefialadas en la
Figura 6. Se observa que la celulosa pura inicia su descomposicion (Tq) a los 149,8°C y tiene
una maxima temperatura de descomposicion (Tmax) de 341°C. Mientras que la cell-acet tiene
un Tq: 205,5°C y Tmax320,6 °C. La cell-acet evidentemente modifico su estabilidad térmica con
la funcionalizacién, indicando que con la incorporacién de grupos acetato se adquiere una
mayor movilidad de las moléculas, tal vez debido a un menor nimero de interacciones
intercadena, como puentes de hidrogeno. Lo cual hace que la cell-acet requiera menos
energia que la celulosa pura para su descomposicién. Este decrecimiento de la estabilidad
térmica también se demuestra al detallar que a los valores de Tmax, la cell-acet pierde un 4,4%
mas de masa que la celulosa pura, siendo sus porcentajes de masa perdida de 49,0% vy
44,56% respectivamente.

320.6
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Figura 6. Curvas de TGA y DTGA de celulosa pristina (negra) y acetilada (roja).

Cabe resaltar que aunque la cell-acet disminuye su estabilidad térmica, el valor de Tq no se
encuentra proximo al valor de procesamiento por extrusion del PLA (180°C). Y por ende
adicionar cell-acet a PLA durante la extrusion, este aditivito no se descompondréd y mantendra
sus propiedades fisicoquimicas.

Para efectos de estudiar la hidrofobicidad de la celulosa antes y después de la acetilacion, el

angulo de contacto generado entre la superficie de la celulosa y la gota de agua fue medido.
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En el caso de la celulosa sin ningun tratamiento, esta absorbe rapidamente la gota de agua,
presentando un angulo temporal de 66,5°. Por otro lado, las muestras cell-acet retienen por
mas tiempo el agua en la superficie, y presentan un aumento progresivo en su hidrofobicidad
de acuerdo al grado de sustitucion (DS), pasando de 91,9° (DS 0,188) a 152,4° (DS 1,24).
Con lo cual se comprueba un alto grado de hidrofobicidad de la cell-acet con respecto al

material inicial, celulosa pura.

160

140 +

152,4°

120 +

100 ~

Angulo Contacto (°)

/L
T T 71 T T

0.0 0.1 0.2 1.1 1.2
Grado de sustitucion

Figura 7. Cambio del angulo de contacto para la cell-acet respecto al grado de
sustitucion dada la acetilacion.

Es de detallar que con el aumento en los grupos acetato sobre la superficie de la celulosa, las
interacciones de puente de hidrégeno dadas entre los grupos -OH y el agua han disminuido,
debido a que los grupos metilo del acetato irrumpen dichas fuerzas, disminuyéndolas y por

ende aumentando la hidrofobicidad, lo cual es evidenciado en sus &ngulos de contacto.

Basado en los resultados referentes al aditivo cell-acet, se decidi6 evaluar el efecto que genera

este en las propiedades mecénicas y de barrera en peliculas de PLA.
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1.5 Resultados y Analisis: Caracterizacion de las peliculas

En esta seccidn se describen los analisis realizados a los ensayos de caracterizacion de las

peliculas obtenidas.

1.5.1 Apariencia de los empaques

En una primera aproximacion y teniendo en cuenta el poco material polimérico necesario para
las pruebas, las peliculas de PLA fueron generadas por el método de solvent casting.
Obteniendo peliculas de 10 cm de diametro y un calibre variable (entre 0,2 + 0,35 mm, Figura
8). En estas peliculas, el calibre se ve afectado con la masa de pellets disueltos en cloroformo
teniendo una relacién entre el 3y el 5 % w/w. Ademas de esto, las peliculas con mayor masa
presentan menor homogeneidad, mostrando la presencia de burbujas u “olas” en la superficie,

posiblemente debido a una mayor viscosidad de la solucion preparada.

Figura 8. Detalle de transparencia, obtencion y defectos de peliculas de PLA obtenidas por solvent casting.

Sin embargo, dada la baja reproducibilidad que tuvieron las peliculas de PLA por solvent
casting, se decidi6 pasar inmediatamente a la formacion de peliculas por el método de
extrusion. Las peliculas de solo PLA extruidas presentaron espesores de 19,7 um £ 2,5 um,
mientras que, las peliculas PLA/cell-acet a un 3% (w/w) inicialmente obtenidas, presentaron
aglomerados del aditivo, lo que llevaba a espesores variables que llegaron hasta 41,4 + 3,8
um. Teniendo en cuenta variados problemas durante la extrusion de las peliculas PLA/cell-
acet al 5% (w/w), se decidi6 solo trabajar por extrusion al 3% (w/w). Por lo tanto, todos los

resultados en adelante mostrado son de PLA/cell-acet a un 3 % (w/w).
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Figura 9. Detalle de defectos de las peliculas de PLA/cell-acet obtenidas por
extrusion previo (A) y posterior (C) a la adicion de la molienda de la cell-acet (B).

Debido al problema antes mencionado, a la cell-acet se le realizé un procedimiento de
molienda previo a la extrusion. Este proceso se llevd a cabo usando un mortero de laboratorio
hasta que el material tuviera apariencia de polvo homogéneo. Y aunque este proceso de
molienda del aditivo disminuyé el tamafio y cantidad de las aglomeraciones, estas aun fueron
visualmente evidentes (Figura 9). Por lo tanto, y para dar solucion a esto, se planteé el uso de
un agente compatibilizante (comp) en muy baja proporcién (0,5 % w/w) el cual correspondié a
Makropol F; mezcla de esteres derivados del acido oleico y palmitico, aditivo para empaques
de gulupa desarrollado por Gutiérrez en el grupo de investigacion en macromoleculas.®®
Efectivamente, la presencia de este compatibilizante ayudé a obtener peliculas de espesor
homogéneo (23,0 £ 2,9 um), eliminé las aglomeraciones del aditivo y también eliminé las
rasgaduras producidas durante la rotacion del tornillo dentro de la extrusora (Figura 10).

Figura 10. Detalle de pelicula de PLA/cell-acet/comp obtenida por extrusion.

Las imagenes estereoscopicas de las peliculas muestran el cambio de la superficie del
material cuando se incluye la cell-acet con y sin el compatibilizante en el PLA. Una cantidad
de imperfecciones son detalladas en las espectroscopias de las peliculas con la incorporacion
de cell-acet (Figura 11), y una vez se incorpora el compatibilizante estas imperfecciones son
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disminuidas mejorando la interfaz entre el PLA y la cell-acet, arrojando una superficie con

menor rugosidad.

PLA/cell-acet

PLA/cell-acet/comp

Figura 11. Estereoscopia superficial de peliculas de PLA (PLA-1), PLA/cell-acet (PLA-2) y PLA/cell-acet/comp. (PLA-3).

1.5.2 Hidrofobicidad

Dentro de las pruebas realizadas a las peliculas extruidas, se incluyé la medicion del angulo
de contacto con el fin de determinar si existe 0 no un cambio en la hidrofobicidad de la matriz
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polimérica de PLA. Efecto altamente deseado en este trabajo, ya que, al aumentar la
hidrofobicidad de un empaque de PLA, este empaque tendria un mayor tiempo de vida en uso,
antes de empezar su proceso de biodegradacion y en consecuencia la perdida de sus
propiedades mecénicas. Como se observa en la Figura 12, la pelicula de PLA sin ningun tipo
de aditivo exhibe un angulo de 67,57°, quedando dentro del rango reportado por varios
autores®® (entre 60 y 85°). Si bien se espera que el angulo de contacto sea el mismo para un
mismo material, la dispersion en resultados y su amplio rango esta dado por la rugosidad del
material y algunas veces el equipo y la metodologia empleada. Ya que muchos autores usan
equipos “home-made” y no reportan el tiempo de estabilizacion (tiempo entre la deposicion de

la gota y la toma de la imagen).

De otro lado, la adicién de cell-acet aumenta considerablemente el angulo de contacto en
cerca de 12,5°, mientras que la adicibn de compatibilizante no muestra un efecto

representativo en la hidrofobicidad.

PLA PLA - cell-acet 3% PLA - cell-acet 3% - comp 0,5%
67,57 +£1,47° 80,04 £ 1,35° 81,63+2,18°

Figura 12. Angulo de contacto de peliculas extruidas de PLA, PLA/cell-acet, y PLA/cell-acet/comp.

1.5.3 Propiedades mecanicas

Las tres peliculas, PLA, PLA/cell-acet y PLA/cell-acet/comp, fueron evaluadas respecto a los
cambios de esfuerzo y deformacién, sus dimensiones se encuentran resumidas en la Tabla 2

y las curvas obtenidas se muestran en la Figura 13.

Tabla 2. Dimensiones de peliculas base PLA obtenidas por extrusion.

Pelicula Espesor (um) Area Esfuerzoa la Deformacién a la Médulo de

P K (mm?) ruptura (MPa) ruptura (%) Young (GPa)
PLA ‘ 19,7+2,5 0,197 110 9,8 4,0
PLA/cell-acet ‘ 41,4+ 3,8 0,414 55 2,8 2,6

PLA/cell-acet/comp ‘ 23,0%+2,9 0,230 113 11,0 4,0
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Al analizar los resultados de la pelicula de PLA se puede observar que el material presenta un
comportamiento elastico con un médulo de Young de 4,0 GPa, posteriormente pasa a un
estado plastico hasta su ruptura antes de llegar al 10 % de su deformacién. En el caso de
PLA/cell-acet se evidencia que las propiedades mecénicas fueron altamente afectadas ya que
no presenta el comportamiento plastico rompiéndose antes del 3 % de deformacion a esfuerzo
de 57,3 MPa (Figura 13). Esta alteracion en la resistencia mecéanica puede ser consecuencia

de la poca homogeneidad y las imperfecciones presentadas en la pelicula.
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Figura 13. Curvas de esfuerzo — deformacién de peliculas de base PLA.

Finalmente, la presencia del compatibilizante en la pelicula PLA/cell-acet/comp retorna las
propiedades mecanicas presentadas por la pelicula de PLA, teniendo una resistencia al
esfuerzo méximo cercano a 120 MPa, un médulo de Young de 4,0 GPay presentado la ruptura
en el 11 % de la deformacion. Es importante resaltar que las propiedades del PLA/cell-
acet/comp son similares contra el PLA comercial, lo cual era lo buscado en este trabajo. Ya
gue uno de los retos del grupo de investigacion de macromoléculas de la Universidad Nacional
de Colombia es llegar a materiales biodegradables que sustituyan al polietileno de baja
densidad en empaques para la agroindustria. Asi que obtener una pelicula de PLA
biodegradable e hidrofébica con similares propiedades mecanicas al PLA es altamente
deseable. Asi que para llegar al médulo elastico del LDPE (0.3 GPa) y una deformacion

superior al 100 %, ideal para su aplicacién en empaque de alimentos,® implica el uso de
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mezclas de PLA/cell-acet/comp con otros polimeros biodegradables mas flexibles como el
PHBV.

Si bien las propiedades mecéanicas de la pelicula de PLA no mejoraron con la presencia de la
cell-acet como aditivo, alternativas como la adicion del compatibilizante, logr6 mejorar la
dispersion y la distribucion de la cell-acet y asi aumentar el porcentaje de deformacion de la
pelicula.

1.5.4 Comportamiento térmico

100 -
— Cell-acet
80 1 ——PLA
—— PLA/Cell-acet
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Figura 14. Curvas TGA de cell-acet, PLA 'y PLA/cell-acet.

Mediante las curvas de TGA presentadas en la Figura 14 se evalu6 el comportamiento térmico
dada la presencia de cell-acet en la pelicula PLA/cell-acet. La pelicula de PLA inicia su pérdida
de masa a 250,4 °C y alcanza su maximo a 317,8 °C. Este pico aumenta en la pelicula
PLA/cell-acet hasta un pico maximo en 322,5 °C, mostrando con esto un mejoramiento en la
termo estabilidad de la pelicula de PLA. Adicionalmente, la ausencia de mas picos de
descomposicion confirma una correcta compatibilidad entre la matriz polimérica y la cell-acet

como aditivo.

Por otro lado, a partir de las curvas de DSC adquiridas, se tomaron los datos de temperatura

de transicién vitrea (Ty), temperatura de fusion (Tm), entalpia de fusién (4H,,) y grado de
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cristalinidad (%C) resumidos en la Tabla 3. La pelicula de PLA sola mostré un valor de Ty de
62,6 °C, mientras que la adiciébn de cell-acet y compatibilizante resulté en una ligera
disminucion de este valor a 59,3 y 61,0 °C, respectivamente. Los valores de T4 sugieren que
la adicién de la cell-acet no afecta los movimientos rotacionales y traslacionales de la cadena
del PLA, manteniéndose como material vitreo a temperatura ambiente. Del mismo modo, la
Tm para la pelicula de PLA obtenida fue 149,72 °C y esta tuvo un cambio de alrededor de 1 °C
al agregar la cell-acet, este cambio plantea una compatibilidad entre la matriz y el aditivo. En
cuanto al grado de cistalinidad (%C), la adicion de celulosa acetilada disminuyo
considerablemente la cristalinidad del PLA., lo cual se puede apreciar en la Tabla 3 y en la
grafica de TGA (Figura 14) donde se observa un desplazamiento hacia la izquierda

observando la reduccion en las temperaturas de degradacion y en su temperatura de Tg.

Tabla 3. Caracteristicas térmicas de peliculas extruidas de PLA y PLA/cell-acet

MUESTRA %C T, Tm AH,, (/g
PLA 55,3 62,62 149,72 51,77
PLA/cell-acet 33,6 59,30 151,05 31,45
PLA/cell-acet/comp 34,3 61,00 148,67 32,14

1.5.5 Permeabilidad

Uno de los requerimientos mas importantes de los empaques para alimentos, consiste en
controlar a discrecion la entrada de humedad y oxigeno desde el exterior hacia el alimento
empacado. Teniendo en cuenta que para nuestro caso se piensa usar estos empaques
flexibles en frutas frescas, se busca que la velocidad de transmisién de vapor de humedad
(WVTR, water vapor transmission rate) y la permeabilidad al oxigeno (Qo2) sean lo menor

posibles.

Los resultados de los ensayos (Figura 15) muestran una disminucion considerable de la WVTR
y una disminucion representativa en el coeficiente de permeabilidad al oxigeno (Qo2). Lo cual
puede ser ocasionado a la estructura generada en la pelicula cuando la cell-acet es utilizada
como aditivo, provocando un “camino tortuoso” para la difusion de las moléculas de gas.>® Por
otra parte, la adicion del compatibilizante presenta un ligero cambio en la WVRT, pero no en
la Qoz.
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Figura 15. WVTR y Qo2 de peliculas extruidas de base polimérica de PLA.

Con estos resultados se demuestra que se logré una exitosa modificacién de la celulosa
incrementando su hidrofobicidad y haciéndola compatible con el PLA. También se evidencia
gue es posible la obtencién de peliculas extruidas PLA/cell-acet, aunque estas presentan
problemas de dispersion y distribucion del aditivo. Sin embargo, también se demostré que el
uso de un compatibilizante en cantidad muy baja permite obtener peliculas con alta
homogeneidad. Todo lo anterior, convierte a la pelicula PLA/cell-acet/comp como un material
promisorio para la generacion de empaques biodegradables en la industria de alimentos

frescos.
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2.Peliculas de PE con productos de hidrélisis

Este capitulo describe las actividades realizadas para el cumplimiento de los objetivos
especificos nimero dos, cuatro y parte del cinco. El objetivo dos corresponde a la
obtencion de los acidos grasos del aceite de coco mediante un proceso de hidrélisis no
catalitica a altas presiones y altas temperaturas denominado Colgate-Emery®’; el cuarto
corresponde a la generacién de peliculas antifungicas de PE con &cidos grasos obtenidos
del aceite de coco como aditivo; y la parte del objetivo cinco que se describe corresponde
a el analisis de la incidencia sobre la presencia del aditivo en las peliculas de PE sobre sus
propiedades de barrera y antifingicas.

2.1 Materiales

El aceite de coco fue adquirido comercialmente (Tacay S.A., Villavicencio, Colombia),
obtenido mediante prensado en frio del fruto de palma Cocos Nucifera. EI HDPE
corresponde a la referencia Tricolene HDF06950 de Tricon Energy (Texas, USA). Los
reactivos utilizados como hidroxido de potasio, hidréxido de sodio, acido clorhidrico,
trifluoruro de boro (BFs3), cloruro de sodio, asi como los solventes etanol, metanol y hexano
fueron adquiridos de Sigma Aldrich®. La cepa de hongo Colletotrichum tamarilloi fue
adquirida del laboratorio de fisiologia vegetal del Departamento de Biologia de la
Universidad Nacional de Colombia. Las pruebas de actividad bioldgica se llevaron a cabo
en agar de dextrosa de patata (PDA) y caldo de cultivo Sabouraud, de Sigma Aldrich®.

2.2 Métodos

En primera instancia, se realiz6 una reaccion de hidrdlisis a alta presion en el aceite de
coco para obtener sus acidos grasos libres, los cuales van a actuar sin ningin proceso
adicional de purificacion como agentes antimicrobianos en las posteriormente generadas
peliculas de HDPE.
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2.2.1 Hidrolisis

Se llevé a cabo una hidrdlisis a alta presion, proceso conocido como Colgate-Emery,5%:62
en un reactor cerrado donde se adiciona aceite de coco y agua en proporcion 1:4. Este
reactor se coloco en el horno precalentado a 220 °C por dos horas. El producto obtenido
present6 dos fases, la inferior que corresponde mayoritariamente a glicerina y la superior
gue contiene una mezcla de acidos grasos libres o aceite de coco hidrolizado (HCO). El
Esquema 1 detalla la reaccién dada entre los triglicéridos del aceite de coco y el agua
dentro del reactor dada en tres pasos.

(1) C;Hs(OCOR); + H,0 ~—= C5Hs(OH).(OCOR), + RCOOH

Triglicérido Agua Diglicérido Acido graso

(2) Ci (OH).(OCOR), + H,0 ~—= (,H(OH),(OCOR) + RCOOH

Diglicérido Agua Monoglicérido Acido graso

(3) C3Hs (OH),(OCOR) + H,0 === C;H;(OH); + RCOOH

Monoglicérido Agua Gilicerol Acido graso

Esquema 1. Pasos de reaccioén de los triglicéridos con el agua durante el proceso Colgate-Emery.

2.2.2 Generacion de peliculas

Peliculas monocapa de HDPE con y sin aditivo HCO antifingico fueron obtenidas en una
extrusora BKLAB28 de unico tornillo con un didmetro de 28 mm y una relacién longitud
diametro de 28:1, a una velocidad de tornillo de 57,6 rpm y tres zonas de calentamiento
con temperaturas entre 230 y 260 °C. Inicialmente se obtuvo un rollo de pelicula utilizando
pellets de HDPE y HCO al 10 % w/w mezclandolos de manera manual previamente a su
extrusion. Esta pelicula fue evaluada, triturada y utilizada como “masterbatch” para la
generacion de las peliculas antifingicas con 3 y 5 % w/w de HCO. Los empaques

antifangicos fueron formados mediante sellado con calor, formando asi las bolsas.

2.3 Caracterizacion

Con el fin de comprobar los productos obtenidos en los procedimientos previamente

descritos, se realizaron ensayos de caracterizacion presentados a continuacion.
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2.3.1 Cromatografia de gases acoplado a masas (GC-MS)

El perfil de los &cidos grasos del aceite de coco y los productos de su hidrélisis,
previamente esterificados con BFs; fueron determinados mediante analisis de
cromatografia de gases acoplado a masas (GC-MS) usando un equipo Agilent 19091s-433
con temperatura de la camara de 40 °C, columna de 30 m x 250 mm x 0,25 pum, rampa de
calentamiento iniciada a 100 °C durante 5 min, velocidad de calentamiento de 15 °C/min
hasta 200 °C, luego de 3 °C/min hasta 250 °C para permanecer constante durante 5 min,
y llegar finalmente a 300 °C usando una velocidad de 10 °C/min.

2.3.2 Pruebas antimicrobianas: Determinacion de ICM

La determinacion de concentracion minima inhibitoria (ICM) del HCO ante el hongo
patdégeno se evalué mediante el bioensayo de microdilucién en una caja de 96 pozos con
una suspension de esporas a una concentracion de 1 x 10° esporas/mL. El indicador
utilizado para verificar la viabilidad celular es TTC (cloruro de tetrazolio). La lectura se
realizé 24 y 48 horas después mediante el lector ELISA a una longitud de onda de 490 nm,
y se determiné el porcentaje de inhibicion por medio de la comparacion con el control
positivo (Benomyl®). Los ensayos se realizaron por triplicado. Estos ensayos se hicieron
en colaboracion con el grupo de investigacion en Quimica de productos Naturales

Vegetales Bioactivos (QuiProNaB).

2.3.3 Apariencia de los empaques

El espesor de los empaques fue medido por quintuplicado en diferentes areas de las
muestras, usando un micrémetro digital Mitutoyo 293 (Kawasaki, Jap6n) con una

resoluciéon de 1 um.

2.3.4 FT-IR

Las peliculas poliméricas con y sin HCO fueron evaluadas por FT-IR en un espectrémetro
Shimadzu Prestige 21 (Shimadzu Corp., Kyoto, Japan), entre 700 y 4000 cm™ usando un

accesorio ATR (reflectancia total atenuada).
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2.3.5 Pruebas antimicrobianas: Difusion en agar

La prueba de difusién se realizdé en agar de dextrosa de patata para evaluar la actividad
antimicrobiana de la pelicula. Se vertieron 20 mL de agar en una placa de Petri, y se colocé
en el centro un trozo de micelio del hongo a incubar de aproximadamente 1 cm de diametro.
Las muestras de las peliculas HDPE/HCO (6 cm?) fueron cortadas con tijeras estériles,
desinfectadas por luz UV, y colocadas en la placa de Petri alrededor del micelio fangico.
La placa de Petri fue sellada e incubada a 27 °C durante 15 dias. Después de este tiempo,
se registro el crecimiento del hongo. Los ensayos se realizaron por triplicado y se repitieron
cinco veces. Estos ensayos se hicieron en colaboracién con el grupo de investigacion
QuiProNaB.

2.3.6 Propiedades mecanicas

Las propiedades mecénicas de las peliculas fueron determinadas de acuerdo con la norma
ASTM D 882, en una maquina universal de ensayos universales Shimadzu AG-IS, a
temperatura ambiente, con una celda de carga de 5 kN, a una velocidad de desplazamiento
de 25 mm/min. Las probetas utilizadas fueron de rectangulos de cada una de las peliculas
de 100 mm x 15 mm. Ademas, se realizaron las curvas de esfuerzo — deformacion

promedio para cinco muestras de cada pelicula.

2.3.7 Analisis termogravimeétrico (TGA)

Fue realizado a los productos de hidrdlisis del aceite de coco (HCO) y las peliculas que lo
incluian como aditivo, en un TGA 1 SF/1100/268TGA de Mettler Toledo, con muestras de
entre 2 y 3,5 mg. Los ensayos fueron realizados bajo atmésfera de nitrégeno (N),

calentadas de 30 °C a 700 °C con una rampa de calentamiento de 10 °C/min.

2.3.8 Comportamiento térmico: DSC

Los DSC fueron desarrollados en un equipo Mettler Toledo DSC 1/500/2722, bajo
atmoésfera de nitrogeno (flujo de 50 mL/min) con un rango de temperatura entre 25 °C hasta

200 °C y con una rampa de calentamiento de 10 °C/min.
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2.3.9 Permeabilidad

Se realizaron ensayos de permeabilidad ante el vapor de agua y el diéxido de carbono
siguiendo el método utilizado por Garavito y colaboradores.*® Para esto, se sellaron celdas
de acero con las peliculas a estudiar, en el primer caso las peliculas contenian agua,
mientras en el segundo se removid el diéxido de carbono de su interior por arrastre con
nitrégeno. Posteriormente, se determinaron los valores de permeabilidad a partir de las
diferencias en masa y cantidad de dioxido de carbono, respecto al tiempo y area de
transferencia, respectivamente. La determinacién del WVTR (Ecu 7) se realiz6 aplicando
la metodologia reportada en la norma ASTM E 96 — 95.4/

w
WVT = m (EC’U. 7)

Donde w corresponde al cambio en el peso del recipiente en gramos, t el tiempo
transcurrido durante ese cambio en horas y A es el area del ensayo (apertura del
recipiente) en metros cuadrados. Este ensayo se realiz6 a 38 °C y 55,5 % de humedad
relativa.

De otro lado el aumento de la cantidad de oxigeno al interior de las celdas fue registrado
mediante un analizador OpTech-O, Modelo P, a temperatura ambiente (20,5 °C promedio)
y 49 % de humedad relativa, y con estos registros se estimé la velocidad de permeacion

del O; y se obtuvo el coeficiente de permeabilidad de cada muestra.

2.3.10 Pruebas antimicrobianas: in vivo

Para llevar a cabo esta prueba, se lavaron, desinfectaron e inocularon 12 tomates rojos y
12 amarillos por inyeccién de una solucién de esporas de C. tamarilloi 2 x 10’ CFU/mL. Se
envasaron dos tomates en cada uno de los empaques de HDPE/HCO, se sellaron
manualmente y se almacenaron a temperatura ambiente durante 21 dias. El efecto
antifangico se evalué semanalmente mediante inspeccion visual de la incidencia de

hongos en el fruto. El experimento se realiz6 por triplicado.
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2.3.11 HCO post — extrusion

Con el fin de conocer la composicion del HCO que permanece en la pelicula posterior a la
extrusion, se realizé una extraccion Soxhlet y se obtuvo un perfil de cromatografia de
gases. Donde, 1,1 g de empaque de HDPE/HCO fueron colocados en reflujo con hexano
durante 24 horas a 80 °C, luego, el hexano fue removido por evaporacion y el producto fue

analizado por GC-MS.

2.4 Resultados y Analisis

2.4.1 Generacion de aditivo

En este capitulo, se desarrolla la generacion de un empaque flexible (bolsa) de base
polimérica HDPE y HCO, con propiedades antifungicas principalmente ante el hongo C.
tamarilloi, especie generadora de la antracnosis en diversos frutos incluyendo el tomate de
arbol. La actividad del empaque ante el hongo sera dada por un aditivo de origen natural
con alto contenido en &cido laurico. Para esto, inicialmente se realizaron ensayos de
hidrélisis de aceite de coco, con el fin de obtener un producto con alto contenido en &acido
laurico en forma de acido graso libre, conocido como HCO. El procedimiento de hidrolisis
que se utilizo correspondié a una reaccion a alta presion, donde el agua a alta presion y
alta temperatura actta tanto reactivo como solvente, y la hidrélisis se completa sin
necesidad de adicionar elementos que posteriormente deben ser retirados. Con el fin de
corroborar la cantidad de acido laurico en el HCO (Figura 16), asi como la presencia de
otros 4cidos de cadena media, la Figura 16 muestra los cromatogramas obtenidos de un
acido laurico comercial (99 %), el aceite de coco y el HCO (previamente esterificados como

se explica en la metodologia).

El HCO corresponde a un material liquido amarillo traslucido (Figura 16), compuesto de
43,3 % de &cido laurico o dodecanoico (C12:0) el cual también contiene otros acidos
grasos libres de cadena media incluyendo el &cido octandico (C8:0), el &cido decandico
(C10:0), el acido tetradecandico (C14:0) y el acido hexadecandico (C16:0).



50 Aprovechamiento de biomasa como aditivo para la generacion de peliculas de
base polimérica PLA y PE para la conservacion de frutas

C

A B ﬂ ‘ D E
I {
- ) 'l [ ” ‘ r = * Acido laurico
: H } ’\ : ‘ Aceite de coco
f | .
A L A Hidrolizado
UL N S S B B BN S S R R IS S SN R B
10 12 14 16 18 20 22 24

Tiempo de retencion (min)

Figura 16. Cromatograma aceite de coco (rojo), acido laurico comercial (negro) y HCO (azul). Identificacion
de picos: A = metil octanoato, B = metil decanoato, C = metil laurato, D = metil tetradecanoato y E = metil
hexadecanoato (izq.) y detalle del HCO (der.).

2.4.2 Pruebas antimicrobianas: ICM

La actividad antifungica de los HCO (concentracion del hidrolizado entre 1 — 0.25 mg/mL)
fue evaluada mediante la metodologia de microdiluciébn en pozo y se enfrentdé a
Colletotrichum tamarilloi, Fusarium equisetti, Fusarium oxysporum y Fusarium solani.
Todas las cuales son cepas de hongos que afectan alimentos vegetales. En la Tabla 4, se
muestran los resultados de los ICM para cada cepa.

En este ensayo se encontré una representativa inhibicién del 100 % ante los hongos F.
oxysporum y F. equisetti, mientras que ante la cepa C. tamarilloi esta es cercana al 70%,
siendo mas resistente al producto HCO. La especie F. solani no evidencié afectacién en

su crecimiento a pesar de que el HCO contiene alta cantidad de acido laurico.

El HCO presenta mayor actividad en la inhibicién del crecimiento de la cepa C. tamarilloi
con una ICM de 388,27 + 0,02 ppm, correspondiente a 839 UM en términos de &cido
laurico. Las otras dos cepas F. oxysporum y F. equisetti requirieron de concentraciones de

1026 y 2000 uM respectivamente.
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Tabla 4. ICM del HCO sobre los hongos analizados.

Hongo ICM

Fusarium oxysporum 0,475 £ 0,03 mg/mL

Fusarium equisetti 0,963 + 0,02 mg/mL

Fusarium solani e
No present6 actividad.

Colletotrichum

10,02 L
tamarilloi 0,388 £ 0,02 mg/m

Este efecto de la actividad antifungica esta centrado en la accién de los acidos grasos
libres mas especificamente el del acido laurico. Se ha reportado que su actividad esta
determinada por el contacto directo entre el hongo y el componente quimico.* Pero analisis
en proceso en el grupo de macromoléculas indican que la formacién de una atmosfera
saturada de &cido laurico dentro del empaques puede estar actuando como fuerte
antifingico. Se ha reportado que esta actividad es méas evidente en medio acuoso con
concentraciones de 250 uM a 50uM de acido laurico puro, a diferencia del medio sdélido,
donde los efectos de difusién son evidentes sobre un 74y 84 % de inhibicién-®3 Igualmente,
basados en estos resultados se puede afirmar que la inhibicion esta mediada por efectos
directos sobre el cuerpo del hongo y tal como lo han demostrado con otras cepas, los
acidos grasos libres reducen la germinacion de las esporas en A. niger, crecimiento micelial
y de conidios en C. albicans o llegar hasta la desintegracion de la membrana plasmatica

celular.®
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2.4.3 Apariencia de los empaques

Las peliculas extruidas presentan un ancho promedio de 20 cm, y un espesor de 0,110 £
0,005 mm, para el HDPE y 0,08 £ 0,0 mm para las peliculas HDPE/HCO. Los HCO fueron
adicionados en tres concentraciones en peso respecto al material virgen: 3%, 5 %y 10 %.
La Figura 17 detalla la pelicula HDPE/HCO 10%, siendo una pelicula totalmente traslucida,
propiedad importante en empaques de alimentos, con el fin de inspeccionar el contenido.

Figura 17. Detalle de la pelicula de HDPE/HCO 10%.

Los espectros FT-IR de las peliculas con aditivo se compararon con la base polimérica de
HDPE y se presentan en la Figura 18. Los espectros muestran unas bandas entre 2900 y
2800 cm* dadas a las vibraciones de los estiramientos asimétricos de CH alifaticos. Asi
como una banda cercana a 1400 cm™ debido a las deformaciones de flexién y oscilacion
de los mismos grupos. En los espectros de las peliculas con aditivo se presenta una banda
en 1700 cm™ correspondiente a la tension del doble enlace del grupo carboxilo presente
en los &cidos del HCO, mientras en la del polimero sélo, esta sefial estd ausente. Con esto

podemos evidenciar la presencia de acido grasos en las peliculas obtenidas.
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Figura 18. FTIR de peliculas extruidas de HDPE y HDPE/HCO a 3, 5y 10 %w/w .

2.4.4 Pruebas antimicrobianas: Difusion en agar

La actividad biolégica presentada por los acidos grasos libres en el HCO, principalmente
el laurico, en el ensayo en medio acuoso, fue corroborado y contrastado por medio del
método de difusién en medio sélido. Para este ensayo, el HCO (sin ninguna purificacion o
pretratamiento previo) fue extruido junto el HDPE a diferentes concentraciones (3, 5, 10
%w/w) que corresponden a valores cercanos al ICM presentado para C. tamarilloi. Estas
peliculas, HDPE/HCO 3%, HDPE/HCO 5% y HDPE/HCO 10%, fueron enfrentadas al
mismo grupo de hongos y se evaluo su efecto sobre el crecimiento diametral o cambios
fisicos en los discos de Petri. En las figuras del anexo A se detalla que los hongos crecen
sobre el control de HDPE de forma radial y con una homogeneidad en su coloracion
micelial, igualmente se mantiene constante esta caracteristica para la pelicula HDPE 3%,
siendo casi nulo el efecto inhibitorio. Por otro lado, como se sefala en la Tabla 5, las
peliculas HDPE/HCO 5%, mostraron un pardeamiento y debilitamiento en el crecimiento
de las cepas F. oxysporum y C. tamarilloi, demostrando una inhibicion parcial cercana al
80 %, mientras que para las especies F. solani y F. equisetti no existen cambios

significativos.
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Tabla 5. Inhibicion de los hongos frente a la presencia de peliculas de HDPE y HDPE/HCO.

, Fusarium . N Fusarium Colletotrichum
Pelicula . Fusarium equisetti e
solani oxysporum tamarilloi
HDPE X X X X
HDPE/HCO 3 % X X X X
HDPE/HCO 5 % X X v (<80 %) v (<80 %)
HDPE/HCO 10 % X v (<20 %) v (<80 %) v (<90 %)

x = no presenta inhibicién v = Presenta inhibicion

Una vez se evalla las peliculas con la mayor concentracién de aditivo (HDPE/HCO 10%)
se observa inhibicion en las cepas F. oxysporum, F. equisetti y C. tamarilloi con cambios
diametrales como disminucion y pardeamiento micelial. Es de detallar que el efecto que
tiene el HCO sobre el C. tamarilloi es alto, sugiriendo un 90% o mas de inhibicién en su
crecimiento, y como se observa en su respectiva imagen (anexo A) este patdgeno esta
restringido al contacto con las peliculas. Este ensayo corrobora que la actividad inhibitoria
es mediada por la presencia de acidos grasos, como el laurico en el HCO, lo que puede
incidir directamente en la prolongaciéon de la vida util de un fruto dentro del empaque.
Ademas, diferentes estudios realizados con &cido laurico y C. tamarilloi han demostrado
gue existe una disminucién en la esporulacion y debilitamiento estructural de las hifas y
ramificaciones de las mismas.% Estos resultados coinciden con las ICM previamente
presentadas donde los microorganismos del género Fusarium se ven menos afectados por
el HCO que el hongo C. tamarilloi.

2.4.5 Propiedades mecanicas

Las dimensiones de las peliculas analizadas se encuentran resumidas en la Tabla 6,
mientras el diagrama de esfuerzo deformacion corresponde a la Figura 19. Al observar las
gréficas obtenidas para HDPE, HDPE/HCO 3% y HDPE/HCO 5%, se observa un
comportamiento similar para estas, donde el esfuerzo maximo obtenido es el esfuerzo a la
ruptura, comportamiento normal del HDPE. Adicional a esto se observa que este material
tiene un comportamiento elastico, plastico y finalmente de ruptura, de igual manera siendo
normal para HDPE. Desafortunadamente, no se reportan resultados para HDPE/HCO

10%, ya que al colocar altas proporciones de HCO en la extrusora, se evidencia un proceso



55

de descomposicion térmico, lo que lleva a obtener muy poco material con caracteristicas

visuales que permita hacer todos los ensayos requeridos.

Tabla 6. Dimensiones de peliculas de base HDPE.

pelicula Espesor Area Esfuerzo a la Deformacion a Maédulo de
(mm) (mm2) ruptura (MPa)  la ruptura (%) Young (GPa)
HDPE 0,110 1,65 19 225 417
HDPE/HCO 3% 0,070 1,05 19 246 267
HDPE/HCO 5% 0,088 1,32 19 260 290

Se puede concluir al observar la grafica, que al adicionar el HCO en los diferentes
porcentajes no se vio afectada la resistencia a la tensibn méaxima y la deformacion en
presencia del HCO aumenté de 225 a 275 %, es decir, el aditivo HCO tiene una funcién
plastificante sobre la matriz HDPE.

20 —— HDPE
— HDPE/HCO 3% Ve

—— HDPE/HCO 5%

Esfuerzo (N/mm?)

T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250
Deformacion (%)

Figura 19. Diagrama esfuerzo - deformacion de peliculas de HDPE, HDPE/HCO 3% y HDPE/HCO 5%.

2.4.6 Comportamiento térmico

La estabilidad térmica del HCO y su aplicacion en peliculas de HDPE fue evaluada
mediante andlisis TGA (Figura 20). Donde la temperatura de descomposicion de los
materiales con HCO disminuy6 dada la presencia del aditivo, iniciando los procesos de

degradacién a temperaturas mas bajas que el material sin aditivo, pero sin llegar a la
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temperatura de uso, es decir, esto no compromete su aplicacion como empaque. Aunque
como se indicO antes, al extruir empaques con el 10% de HCO, se observa una gran
produccion de vapores y la pelicula obtenida presenta una coloracion marrén oscura.
Problema que se estd solucionando en otro trabajo del grupo de macromoléculas,
encapsulando los &cidos grasos en beta-ciclodextrina que esta siendo desarrollado por la
estudiante Michell Camargo.
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Figura 20. TGA de HCO y peliculas de HDPE y HDPE/HCO como aditivo.

Los resultados de los analisis DSC muestran que la incorporacion de aditivos en las tres
concentraciones usadas disminuye la temperatura de fusion segun la cantidad de aditivo
agregada, en el caso del HDPE/HCO 10% se vio una disminucion de 479,8 a 462,8 °C.
Con esto se comprueba que la adicion de HDPE no afecta significativamente las

propiedades térmicas del material.

2.4.7 Permeabilidad

Los resultados de permeabilidad ante agua y oxigeno del material (Tabla 7) muestran que
las peliculas con aditivo en mayor concentracion, HDPE/HCO 10%, presentan un aumento
en la transmisién del vapor de agua de 2,61 g/mdia, comparadas con las peliculas de
HDPE sin aditivo. Obteniendo con esto, peliculas que no acumulan ni condensan tanta
agua en su interior comparadas con las de HDPE solo, lo cual es bueno para los alimentos

almacenados ya que evitan la acumulacion de humedad en el espacio de cabeza



57

previniendo la proliferacién de microorganismos en su interior.5”®® Tanto el polietileno de
alta densidad como el de baja densidad son ampliamente usados dada su baja absorcién
de agua y que permiten que gases como CO; y O, atraviesen facilmente la pared del
empaque. Por su parte, la permeabilidad al O, se mantuvo entre la pelicula sin y con
aditivo, manteniendo el beneficio de una baja permeabilidad, lo cual, en el caso de las
frutas frescas es importante dado su proceso de respiracion.

Tabla 7. WVTR y Qo2 de pelicula de HDPE y HDPE/HCO.

Pelicula WVTR (g/m*d) Qo (cm® mm/m? atm d)
HDPE 11,15 40,3
HDPE/HCO 10% 13,76 42,2

A partir de estos resultados se puede concluir que el material estudiado puede ser usado
para almacenamiento de alimentos, aprovechando todas las propiedades del PE, pero
ademas, beneficiandose de un poder antifungico, lo cual lo cataloga como un empaque

activo.

2.4.8 Pruebas in vivo

Con el fin de evaluar la eficiencia inhibitoria de los empaques HDPE, HDPE/HCO 3%,
HDPE/HCO 5% y HDPE/HCO 10% frente al hongo de mayor interés, el C. tamarilloi, se
realizaron pruebas de almacenaje de tomate de arbol inoculado con esta cepa a 2x10’
UFC/mL. Para este ensayo, como blanco se tomaron tomates limpios de variedad amarillo
y rojo comun sin inyeccién de hongo, y al finalizar la cuarta semana de almacenamiento
se evalud la estabilidad del fruto en cada uno de los empaques. Los resultados para el
tomate amarillo y rojo se detallan en la Tabla 8 y 9 respectivamente. Las variedades de
tomates fueron elegidas dado que la variedad amarilla comudn es la de mayor circulacion a

nivel nacional, mientras la variedad roja es la variedad de tipo exportacion.

Referente al tomate amarillo se observa que el pardeamiento de la cascara se da sobre la
segunda semana (HDPE/HCO 3%), tercera semana (HDPE/HCO 5%) y decima semana
(HDPE/HCO 10%). Mostrando que el efecto retardante en el crecimiento de la cepa,
actividad antifingica, es dependiente de la concentracion del HCO. El ensayo indica una

vida util de anaquel para este tipo de tomate cercano a las 3 semanas cuando se usa el
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empaque HDPE/HCO 10%. Por su parte, para el empaque de solo HDPE, el pardeamiento,
hundimiento y afectacion del pedunculo fue observado en la primera semana. Ademas,
aunque el empaque HDPE/HCO 10% presenta la maxima concentracion de HCO
estudiada, esta no genera la muerte total del hongo y su presencia depende de la
manipulacién y limpieza en postcosecha.®®

Tabla 8. Resultados de ensayos in vivo del tomate de arbol amarillo ante peliculas de HDPE y HDPE/HCO.

SEMANA 1 SEMANA 2 SEMANA 3

HDPE

HDPE/
HCO 3%

HDPE/
HCO 5%

HDPE/
HCO
10%

Por otro lado, en el ensayo con tomate rojo, el cual es mas resistente a la antracnosis
(enfermedad producida por el C. tamarilloi),’®™* los efectos de pardeamiento cercana a la
puncion se dan sobre la segunda semana (HDPE y HDPE/HCO 3%) aunque en menor
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dimension comparado con el tomate amarillo. Igualmente, tanto HDPE/HCO 5% como
HDPE/HCO 10% mostraron estos signos solo hasta la tercera semana de almacenaje,
siendo manchas menores y con el pedunculo estable. Resaltando que, por esta seccion
de corte del fruto, pedunculo, el hongo ingresa al fruto y su deterioro se da en un periodo
muy corto. Con esto se concluye que dichas peliculas (HDPE/HCO 5% y 10%) en
comparacion al control extienden la vida de almacenamiento de este fruto durante dos

semanas en presencia el hongo C. tamarilloi.

Tabla 9. Resultados de ensayos in vivo del tomate de arbol rojo ante peliculas de HDPE y HDPE/HCO.

SEMANA 1 SEMANA 2 | SEMANA 3

HDPE

HDPE/
HCO
3%

HDPE/
HCO
10%

De igual manera, en un ensayo posterior se realizaron controles de ambos frutos
desinfectados y sin inoculacién de esporas empacados en HDPE y HDPE/HCO 10 %, los

cuales no presentaron moho en sus tallos y sus bases hasta la cuarta semana, ademas se
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resalta el grado de proteccién que genera el empaque para el fruto, permitiendo a éste
tener una buena firmeza, brillo expuesto y un peddnculo sin afecciones (Figura 21),

aspectos importantes tomados como requisitos en la explotacion de este fruto.

Figura 21. Tomate de arbol rojo al almacenado en bolsa de HDPE y tomate de arbol amarillo
almacenado en bolsa de HDPE/HCO 10 %w/w sin inoculacion de esporas al final de la cuarta semana.
Los resultados hallados en el ensayo in vivo anteriormente detallados, son resumidos en
la Tabla 10, donde se muestra que hay una incidencia del genotipo y fenotipo del tomate
rojo sobre la resistencia contra la cepa C. tamarilloi.

Tabla 10. Presencia de C. tamarilloi en los tomates de arbol empacados en las peliculas de HDPE y
HDPE/HCO.

SEMANA 1 SEMANA 2 SEMANA 3
EMPAQUE . . . . . "
Amarillo Rojo Amarillo Rojo Amarillo Rojo
HDPE + - ++ + +++ ++
HDPE/HCO 3% - - ++ r +++ ++
HDPE/HCO 5% - . - - + N
HDPE/HCO 10% - - - _ i .

- sin crecimiento de hongo, + crecimiento de hongo <25%, ++
crecimiento de hongo >25% y <50%, +++ crecimiento de hongo >50%.

Con esto se evidencia que hay un alargamiento de la vida util en ambas variedades de
tomate de arbol al ser empacados en HDPE/HCO 5% y 10%, donde hasta la tercera

semana se inician a ver indicios de afectacion por el hongo.

2.4.9 HCO post - extrusion

Finalmente, se realiz6 un experimento denominado de HCO post-extrusion, donde el HCO
se extrajo de las peliculas HDPE/HCO extruidas mediante Soxhlet, tratadas con BF3z y
posteriormente analizadas mediante GC-MS. Esto con el fin de confirmar que los acidos
grasos, especialmente el laurico, adicionados al HDPE, no sufrieron procesos de

descomposicion térmica durante la extrusion.
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Figura 22. Cromatograma de HCO, y extractos soxhlet de las peliculas HDPE/HCO 3% y HDPE/HCO 5%.
Identificacion de picos: A = metil octanoato, B = metil decanoato, C = metil laurato, D = metil tetradecanoato y
E = metil hexadecanoato.

La Figura 22 muestra los cromatogramas obtenidos para el HCO antes de la extrusion y
también muestra los componentes extraidos por soxhlet al empaque HDPE/HCO 3% y
HDPE/HCO 5% después de su extrusion (andlisis que no se hizo para el HCO al 10%, por
las razones antes expuestas). En ellos se logra ver que los compuestos presentes en el
HCO son los mismos que se encuentran en el extracto de empaques HDPE/HCO 3% y
HDPE/HCO 5% después de su extrusion. Con esto se puede concluir que ninguno de los
acidos grasos libres adicionados al HDPE mediante extrusién se modifican térmicamente
durante este proceso y la presencia del acido laurico sigue prevaleciendo ante el resto de

los compuestos.

Dados los resultados presentados, es posible concluir que la pelicula de HDPE/HCO con
concentraciones de aditivo mayor al 5 %w/w es un prometedor material para un empaque

activo flexible de frutas que son afectadas por el hongo C. tamarilloi.
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3.Conclusiones y perspectivas

3.1 Conclusiones

La celulosa es el biopolimero més abundante en la naturaleza, cuya hidrofilicidad fue
modificada mediante una reaccion de acetilacion, con un rendimiento del 92 % en masa.
Esta celulosa modificada, denominada cell-acet present6é una disminucion en su
cristalinidad, disminucién en su temperatura de descomposicién y un aumento en el &ngulo

de contacto comparada con la celulosa sin tratar.

Cell-acet fue utilizada como aditivo en la generacién de peliculas de PLA por extrusion. Sin
embargo, estas presentaron problemas de homogeneidad lo que llevo al uso de un aditivo
compatibilizante, obteniendo peliculas PLA/cell-acet/comp. Peliculas uniformes, con
propiedades mecanicas superiores a la pelicula de PLA/cell-acet y similares a las de la
pelicula de PLA. La permeabilidad de la pelicula PLA/cell-acet/comp presenté una
disminucion tanto en la WVTR como en la Qo2, haciéndolo candidato para evaluacion como

empaque biodegradable de frutas frescas.

De otro lado, dado que el aceite de coco contiene acido laurico en porcentajes cercanos al
43 %, se realizé la obtencién de este acido junto con otros acidos grasos libres de cadena
media mediante la hidrolisis no catalitica a alta presion del aceite de coco. Este producto
denominado HCO fue evaluado ante los hongos patdgenos C. tamarilloi, F. equisetti, F.
oxysporum y F. solani presentando inhibicion del crecimiento en los tres primeros, con ICM

desde 839 uM en términos de acido laurico.
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El producto antifingico HCO fue colocado como aditivo al HDPE por extrusion, generando
peliculas traslucidas de HDPE/HCO 3%, 5% y 10% las cuales fueron evaluadas ante los
hongos patdgenos previamente mencionados. Encontrando que la pelicula HDPE/HCO
10% inhibe el crecimiento de tres de los hongos valorados. En cuanto a las propiedades
mecanicas, térmicas y de permeabilidad de las peliculas se evidencié que la adicién de
HCO tiene un efecto plastificante sobre el polimero, aumentando su deformacion en un
22%, disminuyendo levemente las temperaturas de degradacion y fusion, y aumentando
la WVTR a 13,8 g/m?dia, cambios que no afectan su utilidad como empaque para

alimentos.

Finalmente, los ensayos in vivo donde se almacenaron tomates de arbol infectados con el
hongo C. tamarilloi en empaques HDPE/HCO mostraron que la presencia de HCO en
concentraciones superiores al 5 % w/w incrementaban la vida de almacenamiento de los

frutos en dos semanas.

3.2 Perspectivas

En cuanto al material de base polimérica de PLA:

Dado que uno de los principales atributos del PLA como material de empaque, corresponde
a su biodegradabilidad, el grupo de macromoléculas junto con el grupo de quimica de
hongos macromicetos colombianos, estan estudiando la afectacién sobre la degradabilidad
o biodegradabilidad del material ante la presencia de la celulosa modificada, la cual afecta
la hidrofilicidad del PLA.

Se propone mejorar los procesos de homogeneizacién de la celulosa en la matriz
polimérica mediante el analisis de agentes compatibilizantes y su afectaciéon en las

propiedades del material.

Se debe realizar un analisis de la superficie y del interior de la pelicula PLA/cell-acet con

el fin de determinar la interaccion y disposicién de ambos.

Se plantea realizar un estudio para determinar las posibles frutas a empacar, a partir de la

permeabilidad del material.
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En cuanto al empaque de base HDPE:

Se propone realizar ensayos in vivo en condiciones reales de manejo del fruto (sin

desinfeccion), asi como la evaluacién de otros frutos afectados por la antracnosis.

Se plantea realizar una evaluacién de migracion de los acidos grasos desde el empaque
hacia el fruto.

Se debe buscar el proceso de estandarizacion e industrializacion de los empaques
antifangicos.

Se podria evaluar la utilizacion del HCO como aditivo antifingico en matrices poliméricas
biodegradables.

3.3 Produccién académica

El proyecto se presento en:
34 congreso Latinoamericano de Quimica (CLAQ2020)
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ANEXO A

Fotografias del bioensayo de peliculas ante los hongos:
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