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RESUMEN

La oxidacion lipidica limita la vida de anaquel de los alimentos, pero se puede controlar
aplicando antioxidantes como parte de la formulacion del envase y aprovechar el
fendmeno de difusion hacia el alimento. Diversos antioxidantes naturales como la
astaxantina pueden incorporarse a peliculas como materiales de envase. El presente
trabajo tuvo como objetivos desarrollar envases activos antioxidantes con astaxantina
proveniente de extracto de flor de cempasuchil (Tagetes erecta), evaluar su efecto en la
estabilidad oxidativa de aceite de soya y determinar la difusion de astaxantina y
carotenoides totales hacia simulantes de alimentos y al mismo aceite. Se elaboraron
peliculas mediante el proceso de extrusion-soplo de polietileno de baja densidad (PEBD,
denominada MM), bicapa de polietileno de alta densidad coextruida con PEBD
(PEAD/PEBD, denominada BM), y bicapa de PEAD adicionada con 2% de diéxido de
titanio (TiO2) coextruida con PEAD (PEAD-2%TiO2/PEAD, denominada BDM) con
2.90, 3.60 y 2.19% de extracto de flor de cempasichil en sus capas internas,
respectivamente. Se elaboraron bolsas con las peliculas y se envasé aceite de soya para
evaluar el efecto antioxidante del extracto sobre el aceite, encontrandose un efecto
positivo en la estabilidad oxidativa. Se estudié la migracion de astaxantina desde las
peliculas MM y BM hacia etanol al 95% a temperaturas entre 10 y 40 °C. También, se
estudid la migracion de carotenoides totales desde las tres peliculas hacia aceite de soya
en el mismo rango de temperaturas. Adicionalmente, se evalud el efecto de la temperatura
en la difusion de astaxantina o carotenoides. Las cinéticas de difusion de astaxantina desde
las peliculas MM y BM hacia etanol al 95% mostraron un comportamiento Fickiano con
coeficientes de difusion entre 1.53 y 32.67x10! cm?/s. El efecto de la temperatura en los
coeficientes de difusion de astaxantina siguié un modelo tipo Arrhenius con energias de
activacion de 101.75 y 47.11 kJ/mol para las peliculas MM y BM, respectivamente. Las
cinéticas de difusion de carotenoides desde las peliculas MM, BM y BDM hacia aceite de



soya también mostraron un comportamiento Fickiano con coeficientes de difusion entre
<1.56 y 28.66x10** cm?/s. El efecto de la temperatura en la difusion de carotenoides en
las peliculas BDM sigui6é un modelo tipo Arrhenius, con una energia de activacion de
53.66 kJ/mol. Estos resultados muestran el uso potencial de la astaxantina y el extracto de
flor de cempasuchil como aditivo activo en el envasado de alimentos grasos, ya que la
temperatura tuvo un efecto moderado en la difusion de astaxantina y carotenoides en un
rango que representa condiciones de transporte, almacenamiento y comercializacion de
alimentos en regiones con clima frio, templado y caliente. En consecuencia, con estas
peliculas es posible envasar alimentos que pueden ser manipulados en el rango
considerado de temperaturas sin el riesgo de que se interrumpa la liberacion de

astaxantina/carotenoides.

Palabras clave: Astaxantina, carotenoides, polietileno, extrusion, envases activos

antioxidantes.
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ABSTRACT

Lipid oxidation is one of the main factors that affect the shelf life of foods. However, it
can be controlled by active packaging. Some natural antioxidants like astaxanthin can be
deliberately incorporated to food packaging materials and take advantage of diffusion
phenomenon to food. The aims of the present work were to develop antioxidant
polyethylene-based films containing marigold (Tagetes erecta) extract rich in astaxanthin,
to evaluate its antioxidant effect on soybean oil stability and to study the diffusion of
astaxanthin and carotenoids into a fatty food simulant and soybean oil. Three batches of
films were fabricated by the blown-extrusion process, a monolayer film of low density
polyethylene (LDPE, named MM), a bilayer film of HDPE coextruded with LDPE
(PEAD/PEBD, named BM) and a bilayer film of HDPE added with 2% titanium dioxide
coextruded with HDPE (PEAD-2%TiO2/PEAD, named BDM). The films were added
with 2.90, 3.60 and 2.19% of marigold extract in the inner layer, respectively. Bags were
made with MM, BM and BDM films and filled with soybean oil to evaluate their
antioxidant activity, finding positive effects. Astaxanthin migration was evaluated from
MM and BM films into 95% ethanol at 10-40 °C. Carotenoids migration was evaluated
from the three films into soybean oil at the same temperature range. The kinetics of
astaxanthin diffusion from MM and BM films to 95% ethanol showed a Fickian behavior
and diffusion coefficients between 1.53 and 32.67x101! cm?/s were obtained. The effect
of temperature on astaxanthin diffusion followed an Arrhenius-type model with activation
energies of 101.75 and 47.11 kJ/mol for MM and BM films, respectively. Carotenoids
diffusion from MM, BM and BDE films also showed a Fickian behavior with diffusion
coefficients between <1.56 and 28.66 x10'' cm?/s. The effect of temperature on
carotenoids diffusion from BDM films also followed an Arrhenius-type model with
activation energy of 53.66 kJ/mol. These findings showed a potential application of

astaxanthin and marigold extract as active compounds in fatty food packaging. Because

Xii



the temperature range under study represented conditions of transportation, storage and
commercialization of food in regions with cold, warm and hot climate, it is possible to
pack food with these films without the risk of interrupting the release of

astaxanthin/carotenoids in the case of temperature fluctuations.

Keywords: Astaxanthin, carotenoids, polyethylene, extrusion, antioxidant active
packaging.
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INTRODUCCION

Los envases cumplen diversas funciones en los alimentos, tales como contener, proteger
preservar e informar (Marsh y Bugusu, 2007). Ademas, éstos también pueden extender la
vida en anaquel al controlar las reacciones de deterioracion que sufren los alimentos. La
oxidacion lipidica es una de estas reacciones. Los envases que controlan la oxidacion
lipidica se conocen como envases activos antioxidantes. A este tipo de envases de manera
intencional se le adicionan antioxidantes, los cuales después se liberaran al alimento para

que ejerzan su funcién y controlen la oxidacion lipidica (Colin-Chavez et al., 2012).

La forma tradicional de incorporar antioxidantes en los alimentos es adicionandolos
directamente durante su formulacion, pero para lograr una vida de anaquel adecuada en
ocasiones tienen que agregarse en altas concentraciones, lo cual puede afectar las
propiedades organolépticas del alimento. Los envases activos antioxidantes presentan
diversas ventajas en comparacion con esta practica, destacando la liberacion continua en
bajas concentraciones del antioxidante, evitando asi la adicidn de altas concentraciones y

logrando que el alimento esté protegido por mayor tiempo (Chen et al., 2012).

Los plasticos son los principales materiales empleados en la fabricacion de envases
activos. De este grupo, el polietileno [-CH2—CH>—] es el més utilizado. Los principales
tipos de polietileno son el polietileno de alta (PEAD) y de baja densidad (PEBD). Existen
diferentes formas de procesar polimeros pero la mas utilizada es la extrusion. La extrusion
consiste en forzar continuamente con presion el flujo de un material termoplastico fundido
a través de un barril. Son muy pocas las aplicaciones en las que el polietileno, PEAD o
PEBD, por si solo brinda la proteccion que un alimento necesita. Para contrarrestar esta

situacion se recurre a la elaboracion de peliculas de dos 0 méas capas de polietileno, solo



0 combinado con otros polimeros. Esta préctica se conoce como coextrusion y contribuye
a que las limitantes de un polimero se complementen con las caracteristicas de otro (Selke
etal., 2004).

El desarrollo e investigacién de envases activos se estd enfocando en la utilizacién de
antioxidantes naturales. En la actualidad, el consumidor busca en el mercado alimentos
naturales con poca o0 nula presencia de aditivos sintéticos (Markarian, 2006).
Antioxidantes sintéticos que se han utilizado de antafio/tradicionalmente en la
conservacion de alimentos como el 2,6-bis (1,1-dimetiletil)-4-metilfenol (hidroxitolueno
butilado, BHT), (1,1-dimetiletil)-4-metoxifenol (hidroxianisol butilado, BHA) y 2-(1,1-
dimetiletil)-1-4-bencenodiol  (hidroquinona ter-butilica, TBHQ) estan siendo
reemplazados por sus contrapartes naturales (Moure et al., 2001). Ante esto, se estan
buscando nuevos antioxidantes naturales, en forma pura o de extractos, que puedan actuar
como aditivos activos en envases. Un antioxidante que podria utilizarse es la astaxantina.
Este antioxidante es un carotenoide natural de caracter lipofilico. La capacidad
antioxidante de esta molécula radica en su habilidad para desactivar al oxigeno singlete,
desactivar estados excitados de fotosensibilizadores y neutralizar radicales libres (Britton,
2008; Choe y Min, 2009; Skibsted, 2012). Sin embargo, su principal aplicacion no es
como antioxidante sino como pigmento en dietas de especies marinas. Especificamente,

en el area de envases alimenticios estos atributos no estan siendo aprovechados.

El objetivo de este trabajo fue incorporar astaxantina proveniente de extracto de flor de
cempasuchil a PEBD, solo o coextruido con PEAD, con el fin de elaborar un envase activo
antioxidante. En esta tesis se presentan las etapas en las que el material de envase se
disefio, fabrico y caracteriz0; se probd su actividad y se evalu6 la difusion de astaxantina
y carotenoides a diferentes medios; se reformulo varias veces hasta entender sus ventajas
y desventajas y conocer el proceso de difusion, para finalmente obtener el envase activo

antioxidante.



HIPOTESIS

La difusion de astaxantina incorporada a PEBD y PEAD (envase activo) confiere mayor

estabilidad oxidativa a aceites vegetales.



OBJETIVOS

Objetivo General

Disefiar, fabricar y caracterizar peliculas activas antioxidantes utilizando extractos con

astaxantina como aditivo activo y evaluar su efecto en un aceite vegetal.

Obijetivos Especificos

1. Evaluar el efecto de la incorporacion de extractos con astaxantina en las
propiedades espectroscopicas, termicas y mecanicas de una pelicula monocapa de
PEBD vy otras dos bicapa de PEAD/PEBD y PEAD/PEAD.

2. Estudiar la migracion de astaxantina desde peliculas activas hacia simulantes de
alimentos grasos.

3. Determinar el efecto de la temperatura en la migracion de astaxantina.

4. Calcular el efecto del envase activo antioxidante sobre la estabilidad oxidativa de

aceite de soya.



ETAPAS DEL TRABAJO DE INVESTIGACION Y SU INTEGRACION EN EL
MANUSCRITO DE TESIS.

Para comprobar la hipdtesis y los objetivos antes planteados, el desarrollo de esta
investigacion se dividio en cuatro etapas. A continuacion se describe cada una de estas
etapas. Se relata la forma en que la culminacion y los resultados de una etapa fueron el
preambulo de la siguiente hasta que finalmente se integré todo en un trabajo de

investigacion.

En la etapa 1 del proyecto se elaboraron peliculas monocapa de polietileno de baja
densidad con diferentes concentraciones de extracto de flor de cempasuchil. Lo anterior
para determinar qué concentracion permitia el adecuado procesamiento del polimero y
lograr la mayor concentracion de astaxantina posible sin que existiera liberacion del
extracto hacia la superficie de las peliculas. Se elaboraron peliculas monocapa de PEBD
y bicapa de PEAD/PEBD mediante el proceso de extrusion-soplo. En ambas peliculas el
extracto se adiciond en la capa de PEBD. Posteriormente, se evaluaron el color y las
propiedades espectroscopicas, térmicas y mecanicas de las peliculas para determinar cémo
la adicion del extracto modificaba dichas propiedades y si las peliculas (envases) podrian
cumplir o no con su funcién conceptual. En esta etapa también se evalud la vida de anaquel
de las peliculas para lo que se sometieron a condiciones de almacenamiento comercial y
como indicador se monitoreo el cambio de color través del tiempo. Se detect6 que el color
impartido por los carotenoides en las peliculas se degrado completamente por efecto de la
luz. Finalmente, con las peliculas se elaboraron bolsas y se envaso aceite de soya para
evaluar el efecto activo de las peliculas. Los resultados de esta etapa se presentan en el
capitulo 1, que se titula “Fabricacién y propiedades de peliculas antioxidantes a base

de polietileno adicionadas con extracto de flor de cempasuchil (Tagetes erecta) y su



aplicacion en la estabilidad oxidativa de aceite de soya”. Estos resultados estan
publicados en forma de articulo cientifico y su referencia es la siguiente: Colin-Chavez,
C.; Soto-Valdez, H.; Peralta, E.; Lizardi-Mendoza, J.; Balandran-Quintana, R. R.,
Fabrication and Properties of Antioxidant Polyethylene-based Films Containing Marigold
(Tagetes erecta) Extract and Application on Soybean Oil Stability. Packaging Technology
and Science 2012, DOI: 10.1002/pts.1982

En la etapa 2 del estudio se cuantificd la migracion especifica de astaxantina desde ambas
peliculas hacia etanol al 95%, el cual es un simulante de alimentos grasos. El estudio se
realiz6 a diferentes temperaturas en un rango de 10 a 40 °C; este rango representa
temperaturas de almacenamiento, transporte y comercializacion de los alimentos no
perecederos. También, se evalud el efecto de la temperatura en la migracién de
astaxantina. Se encontrd que la presencia de la capa de PEAD modifico la migracion
retardando la liberacion de astaxantina. Los resultados de esta etapa se presentan en el
Capitulo 11 de este escrito que se titula “Difusién de astaxantina natural desde peliculas
activas de polietileno hacia un simulante de alimento graso”. Este capitulo se presenta
en forma de manuscrito y esta aceptado para su publicacion en la revista Food Research
International con el titulo: Diffusion of Natural Astaxanthin from Polyethylene Active

Packaging Films into a Fatty Food Simulant.

En la etapa 3 del estudio se cuantifico la migracién de los carotenoides totales presentes
en ambas peliculas. En la etapa 1 se encontrd que las peliculas tuvieron un efecto positivo
en la estabilidad oxidativa de aceite de soya. Sin embargo, no se pudo determinar si dicho
efecto era por la migracién de astaxantina o por la migracion de todos los carotenoides
presentes en las peliculas. Con base a estos resultados, se decidi6 cuantificar la migracion
de los carotenoides totales desde ambas peliculas hacia aceite de soya. El estudio se realizé
en un rango de temperaturas de 10 a 40 °C. También se evalud el efecto de la temperatura
en la migracién de los carotenoides. Se encontré que la presencia de la capa de PEAD
modificé el proceso de migracion de los carotenoides en comparacion con las peliculas
monocapa. Los resultados de esta etapa se presentan en el capitulo 11 titulado “Difusién

de carotenoides desde una pelicula activa monocapa y bicapa de polietileno hacia



aceite de soya”. Este capitulo se presenta en forma de manuscrito y esta sometido a
revision para su publicacion en la revista Journal of Agricultural and Food Chemistry con
el titulo: Diffusion of Carotenoids from Bilayer Polyethylene Active Packaging Films into

Soybean Oil.

En la etapa 4 del estudio se elaboraron nuevamente peliculas bicapa. Se decidi6 eliminar
la capa de PEBD Yy sustituirla por PEAD para promover una difusion mas gradual. En la
capa interna se adiciond el extracto de flor de cempasuchil. En la etapa 1 se encontro que
el color impartido por los carotenoides en las peliculas monocapa y bicapa se degrado
durante su almacenamiento por efecto de la luz. Ante esto, se decidié adicionar un
compuesto en la capa externa que protegiera a los carotenoides de la luz y les permitiera
cumplir con su funcién antioxidante. EI compuesto elegido para este fin fue el didxido de
titanio, el cual se utiliza en la industria de los plasticos como pigmento pero también posee
la capacidad de absorber y reflejar la luz. El disefio qued6 de la siguiente manera: peliculas
bicapa con una capa externa adicionada con dioxido de titanio y una capa interna
adicionada con extracto de flor de cempasuchil. Para determinar si el dioxido de titanio
estaba cumpliendo con el objetivo para el cual fue incorporado, las peliculas se sometieron
a condiciones de almacenamiento comercial y se evalud la pérdida de color y astaxantina
en la capa interna. Después, se elaboraron bolsas con las peliculas, la cuales se utilizaron
para envasar aceite de soya y evaluar asi su efecto antioxidante. Finalmente se cuantifico
la migracion de carotenoides totales a aceite de soya. Los resultados de esta etapa se
presentan en el capitulo 1V de este escrito, titulado “Peliculas activas antioxidantes a
base de polietileno de alta densidad adicionadas con extracto de flor cempasuchil
(Tagetes erecta L.) y dioxido de titanio (TiOz2)”. Este capitulo se presenta en forma de
manuscrito para posteriormente adaptarse y enviarse a la revista Innovative Food Science
and Emerging Technologies con el titulo: Antioxidant Active Polyethylene-based Films
Containing Marigold (Tagetes erecta) Extract and Titanium Dioxide.



ANTECEDENTES

Oxidacion Lipidica

Los lipidos son fundamentales y en los alimentos los podemos encontrar en diversas
formas como &cidos grasos, triglicéridos, esteroles, vitaminas, etc. Los lipidos pueden
reaccionar con el oxigeno, por lo cual los alimentos que poseen lipidos aun en bajas
concentraciones (<1%) son susceptibles a oxidarse (Valenzuela et al., 2003). El oxigeno
en los alimentos puede estar presente en dos estados electronicos diferentes, el triplete y
el singlete. EI oxigeno triplete (*02) es una molécula en estado fundamental, posee dos
electrones en espines paralelos desapareados en orbitales y atomos diferentes, por lo cual
se conoce como un dirradical. Para que el 02 pueda reaccionar con un lipido, éste debe
estar también en forma de radical (Min y Boff, 2002). Por otro lado, el oxigeno singlete
(*0,) es una molécula en estado electronico excitado, posee dos electrones apareados en
uno de sus orbitales, dejando un orbital vacio. Para llenar este orbital, el 102 busca especies
quimicas ricas en electrones, en estado singlete y que no sean radicales (Min y Boff, 2002).
La oxidacion lipidica por el 202 se llama autoxidacion, mientras que la efectuada por el
10, se denomina fotoxidacion. Ambas reacciones se llevan a cabo por mecanismos
diferentes e independientes, pero el producto es el mismo, la degradacion de los lipidos y

en consecuencia la pérdida de calidad de los alimentos.

La autoxidacion es una reaccion que se lleva a cabo en tres etapas, iniciacion, propagacion
y terminacion. Esta reaccion comienza con un lipido o triglicérido en estado singlete (RH),
pero en este estado el lipido no puede reaccionar con el 202, necesita estar en forma de
radical. El lipido se convierte en radical al perder un atomo de hidrogeno (He) de uno de

sus grupos metilo, dicho atomo de hidrégeno es abstraido por otro radical. Cuando lo



anterior sucede se forma un radical lipidico alquilo (Re), completandose la etapa de
iniciacion. Una vez formado el radical Re, éste reacciona con el 2O, y se forman radicales
lipidicos peroxilo (ROOe). Posteriormente, el radical ROOe sustrae un atomo de
hidrégeno de otro lipido y forma un hidroperéxido (ROOH) y un radical alquilo Re,
propagandose de esta manera la oxidacion. Finalmente llega un momento en que los
radicales formados (Re y ROQe) reaccionan entre si y forman especies no radicales,

terminando aqui la oxidacion (Hamilton, 1999).

La fotoxidacidon es una reaccién que se lleva a cabo en una solo etapa. En contraste con la
autoxidacion, en la fotoxidacion el estado singlete de los lipidos o triglicéridos es ideal y
no es necesaria la formacion de un lipido radical. EI oxigeno singlete ataca directamente

las dobles ligaduras ricas en electrones de los lipidos mediante reacciones “ene

(Hamilton, 1999).

Ambas rutas de oxidacion desencadenan la formacion de productos primarios y
secundarios de oxidacion. Tanto en la autoxidacion como en la fotoxidacion se forman
hidroperdxidos y reciben el nombre de productos primarios de oxidacién lipidica. Por
ejemplo, la autoxidacion de &cido 9,12-octadecadienoico (&cido linoleico) origina la
formacion del 9-hidroperoxido y 13-hidroperdxido, mientras que la fotoxidacion resulta
en la formacion del 9-hidroperéxido, 10-hidroperéxido, 12-hidroperéxido y 13-
hidroperoxido (Choe y Min, 2006). Los hidroperoxidos no imparten sabor u olor
caracteristico al alimento, pero en presencia de metales y temperaturas elevadas se
descomponen en mezclas complejas de compuestos de bajo peso molecular. En contraste
con los hidroperdxidos, estos compuestos si imparten aromas y sabores distintivos a los
alimentos y se conocen como productos de oxidacion secundaria. Los productos de
oxidacion secundaria incluyen principalmente alcanos, alquenos, aldehidos, cetonas,
alcoholes, ésteres, furanos, lactonas, compuestos epoxi, polimeros y acidos. Por ejemplo,
en la oxidacion de aceite de linaza, cuyo principal componente es el &cido 9,12,15-
octadecatrienoico (acido linolénico), se detectd la presencia de 2-propenal, hexanal, 2-

octenal, 1-octen-3-ol y 1-pente-3-ol, entre otros (Dlugogorski et al., 2012). La presencia



de productos primarios y secundarios de oxidacion repercute en la calidad de los

alimentos.

La degradacion de los lipidos y la consecuente formacion de productos primarios
secundarios de oxidacion conlleva un efecto negativo sobre sobre la calidad sensorial y
nutricional, funcionalidad y seguridad de los alimentos (Frankel, 2005). La pérdida de la
calidad sensorial de los alimentos oxidados se debe a la formacion de los compuestos
secundarios de oxidacion ya que al formarse compuestos que impartan colores, aromas y
sabores desagradables, originan que los consumidores rechacen los alimentos oxidados.
Asi mismo, en el instante en que los lipidos y compuestos liposolubles como las vitaminas
se destruyen, la calidad nutricional del alimento también se modifica (Choe y Min, 2009).
Aunado a lo anterior, durante las distintas etapas de la oxidacién se polimerizan lipidos y
proteinas, dando lugar que estas moléculas pierdan su funcionalidad. Finalmente, la
formacion de compuestos toxicos durante la oxidacion como peroxidos, malonaldehido,
7-hidroxicolesterol, y 7-cetocolesterol hacen gue el consumo de alimentos en este estado
se convierta en un riesgo para la salud del consumidor (Jadhav et al., 1996). Ante esto, es

indispensable controlar la oxidacion lipidica en los alimentos.

La adicion de antioxidantes a los alimentos es una alternativa en el control de la oxidacion
lipidica. De acuerdo al Codex Alimentarius un antioxidante es un aditivo alimentario que
prolonga la vida en almacén de los alimentos, protegiéndolos del deterioro ocasionado por
la oxidacion (Codex-Alimentarius, 1989). Los antioxidantes pueden actuar en dos formas
béasicas, la primera es donando atomos de hidrogeno a los radicales lipidicos formados en
el transcurso de la oxidacion, en este grupo se encuentran los tocoferoles, hidroxitolueno
butilado y el hidroxianisol butilado, solo por mencionar algunos. La segunda forma es
reduciendo y quelando metales (&cido citrico y acido fosforico), secuestrando oxigeno y
agentes reductores (acido ascoérbico, palmitato de ascorbilo, sulfitos) y desactivando al
!0, (carotenoides) (Shahidi y Zhong, 2010). Es importante sefialar que ningin
antioxidante evitara por completo la oxidacién, solo ayudara a controlarla y retardarla.
Los alimentos poseen una gama amplia de antioxidantes como parte de su composicion

natural. Desafortunadamente, la concentracion en la cual estan presentes no es suficiente
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para proteger a los alimentos durante su procesamiento, distribucion y almacenamiento.
Ante esto es necesaria la adicion extra de antioxidantes a los alimentos para su proteccion,
proceso que se puede dar de dos formas, directamente o a través del material de envase

(envases activos).

Envases Activos Antioxidantes

Las funciones principales de los envases alimentarios son proteger, preservar y contener
al alimento en cuestion (Marsh y Bugusu, 2007). Si el envase ademés de cumplir con estas
funciones es adicionado intencionalmente con un aditivo para que su funcionamiento
mejore, el envase se convierte en un envase activo. Cuando el aditivo tiene propiedades
antioxidantes, el envase se conoce como envase activo antioxidante, el cual tiene como
objetivo fundamental el prolongar la estabilidad oxidativa del alimento y por ende
extender su vida en anaquel (Robertson, 2012). El uso de envases activos permite que se
dé una liberacion de concentraciones bajas del antioxidante evitando la adicion directa de
altas concentraciones. Asi mismo, hay una liberacion continua del antioxidante
permitiendo que el alimento esté protegido por un tiempo mayor debido a que siempre
estard presente la concentracién de antioxidante necesaria para controlar la oxidacion
lipidica. Ademas, el material de envase también protege al compuesto activo de reacciones
de deterioracién a las que estaria expuesto en la matriz alimenticia (Chen et al., 2012)
Finalmente, se evitan diferentes etapas de proceso, como el mezclado, en las que
frecuentemente se incorporan los antioxidantes (Cozzolino et al., 2013; Gemili et al.,
2010; Mastromatteo et al., 2010).

La investigacion y desarrollo de envases activos antioxidantes va a la par con las
demandas del consumidor actual. El inicio del desarrollo de envases antioxidantes estuvo
marcado por la utilizacion de compuestos sintéticos; en 1989 la industria de los cereales
ya incorporaba hidroxitolueno butilado y hidroxianisol butilado a sus bolsas enceradas
para la proteccion de sus productos (Labuza y Breene, 1989). Actualmente, las empresas

Kellogg’s y Kraft siguen incorporando hidroxitolueno butilado a las bolsas (liners) de
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polietileno de alta densidad utilizadas en cereales y galletas, respectivamente.
Posteriormente, el consumidor se preocup6 por los efectos cancerigenos que la ingesta de
antioxidantes sintéeticos causaba (Shahidi y Zhong, 2010). En la actualidad el consumidor
busca alimentos naturales y saludables con reducida o nula adicion de aditivos sintéticos
(Markarian, 2006). Como resultado de esto, el desarrollo de envases activos antioxidantes
esta concentrado en el uso de compuestos naturales. Esta tendencia tiene dos directrices,
el uso de antioxidantes puros o el uso de extractos ricos en antioxidantes. A nivel
investigacion se estan desarrollando diferentes materiales adicionados con extractos de
cacao ricos en flavonoides; aceite de albahaca, orégano y romero, ricos en terpenoides y
compuestos fendlicos, asi como extractos de cascara de cebada, ricos en compuestos
fenolicos (Calatayud et al., 2013; Licciardello et al., 2012; Pereira de Abreu et al., 2010).
Como resultado, la investigacion para el uso de antioxidantes naturales esta creciendo
como alternativa valida en la proteccion de los alimentos. Entonces, esfuerzos recientes
se han concentrado en la extraccion, identificacion y aplicacion de antioxidantes naturales

en forma de extractos, tal es el caso de los carotenoides.

Astaxantina

La astaxantina es un antioxidante natural y pertenece a la familia de los carotenoides. Este
compuesto es el responsable del color rojo o rosa caracteristico de los caparazones de los
crustaceos, de la piel de los teledsteos, de los musculos de los salmones, ovarios de peces
y bivalvos. EI nombre sistematico de este carotenoide es el 3,3"-dihidroxi-p-p-caroteno-
4,4 -diona (Figura 1), posee una férmula molecular condensada de CaoHs204 (596.9
g/mol). Este compuesto es uno de los pocos carotenoides que contiene en su estructura
quimica cuatro atomos de oxigeno: dos son grupos hidroxilo (OH) y dos grupos ceto
(C=0). Estas caracteristicas quimicas son las que le confieren sus propiedades
antioxidantes a este carotenoide. La astaxantina se puede encontrar en forma pura o
esterificada. La forma pura de astaxantina es de origen sintético (petroquimicas) y no ha
sido aprobada para consumo humano por regulaciones internacionales, por lo tanto su uso

se limita al de pigmento en la acuicultura (Fuji Chemical Industry Co., 2007-2009).
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Figura 1. Estructura quimica de la astaxantina.
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Mientras que los ésteres de astaxantina son sintetizados en un ndmero ilimitado de
organismos como levaduras (Phaffia rhodozyma), algas verdes (Haematococcus pluvialis,
Chlorella zofingiens y Clorococcum sp), bacterias (Agrobacterium aurantiacum) y flores

de algunos géneros (O’Callaghan, 1996).

Existen tres formas en las cuales las astaxantina al igual que el resto de los carotenoides
ejercen su funcion antioxidante: desactivando al 'O, desactivando estados excitados de
fotosensibilizadores y neutralizando radicales libres (Figura 2). El O, es la especie mas
reactiva de oxigeno y su estabilizacion se lleva a cabo por transferencia de energia de
excitacion hacia los carotenoides. De tal manera que la energia transferida permite que el
carotenoide pase de su estado electronico fundamental (So) a un estado excitado singlete
(S2). Posteriormente, el carotenoide disipa esta energia a través de interacciones
vibracionales y rotacionales y regresa a su estado So. Mientras que el 1O, pasa a su estado
30,, el cual es la forma mas estable del oxigeno (Britton, 2008; Stahl y Sies, 1993). Existen
moléculas en estado triplete como las clorofilas, las cuales pueden interactuar con otras
moléculas y desencadenar la formacion de radicales libres. Los carotenoides pueden
desactivar estas moléculas mediante un proceso de transferencia de energia. Las moléculas
que originalmente estaban en estado triplete transfieren su energia a los carotenoides y
cambian a un estado energético menor como el singlete mientras que los carotenoides de
su estado So cambian a un estado S,. Posteriormente, los carotenoides disipan la energia
en forma de calor y regresan a su estado So (Choe y Min, 2009). Los carotenoides pueden
neutralizar radicales libres (hidroxi, alcoxi o peroxi, entre otros) mediante tres
mecanismos. El primero es cediendo protones y como resultado se forman carotenoides
radicales anidnicos. El segundo es cediendo electrones y como resultado se forman
carotenoides radicales catidnicos. El tercero es mediante adicion con los radicales libres y
como resultado se forman aductos. Tedricamente y en soluciones de solvente estos tres
mecanismos son factibles, no obstante a nivel bioldgico no se han comprobado en su
totalidad, pero se piensa que la opcion mas viable es la formacion de aductos (Choe y Min,
2009).
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Desactivacion de oxigeno singlete
10, + Carotenoide —» 30, + 3Carotenoide

3Carotenoide — Carotenoide + energia térmica

Desactivacion de fotosensibilizadores

3Fotosensibilizador + Carotenoide — Fotosensibilizador + 3Carotenoide

3Carotenoide — Carotenoide + energia térmica

Neutralizacion de radicales libres

Transferencia de electrones

Carotenoide + R' = Carotenoide ™™ + R~

Transferencia de atomos de hidrégeno

Carotenoide + R — Carotenoide(—H) + RH

Formacion de aductos

Carotenoide + R — [Carotenoide—R]

R’: Radical libre

Figura 2. Mecanismos antioxidantes de carotenoides (Britton, 2008; Choe y Min, 2009;
Skibsted, 2012).
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La aplicacion de astaxantina como antioxidante de alimento esta en sus inicios. Los
mecanismos mediante los cuales esta molécula podria ejercer su funcion antioxidante, ya
estan visualizados tedricamente. No obstante hay una falta de informacion muy grande
que evidencie la capacidad de esta molécula y extractos ricos en esta molécula para
controlar la oxidacién lipidica en alimentos. Por adiciéon directa Rao et al., (2007)
incorporaron 0.1% de extracto de Haematococcus pluvialis a aceite de arroz, jengibre y
palma, entre otros, y encontraron que el indice de peréxidos disminuyé en un rango de 40
a 45%. Wang et al., (2012) incorporaron 0.2% de extracto de Haematococcus pluvialis a
aceite de girasol. El aceite se almacen6 a 60 °C durante 6 dias y se report6 que el indice
de peroxidos disminuyé a 42.45%. Finalmente, Gramza-Michalowska y Stachowiak
(2010) agregaron 0.1% de extracto de Phaffia rodozhyma a aceite de girasol y lo
almacenaron a 110 °C hasta su oxidacion. Estos autores encontraron un aumento de 15.31
h en el periodo de induccion del aceite, periodo durante el cual practicamente no
observaron cambios quimicos en el aceite, hasta que en forma repentina se aceleré la
oxidacion. Por adicion indirecta no hay registros del uso de carotenoides. Los registros
que existen son sobre la incorporacion de dos carotenoides, B-caroteno y licopeno, a
materiales de envases para evaluar sus propiedades como aditivos. Lopez-Rubio y
Lagaron (2010) adicionaron 2x10* g/ml de B-caroteno a acido polilactico. Estos autores
encontraron que el 3-caroteno podia actuar como plastificante e incrementar la estabilidad
a la radiacion UV del polimero. Por otro lado, Cerruti et al., (2009) adicionaron 0.2% de
extracto de jitomate como fuente de licopeno a polipropileno. Ellos encontraron que el
extracto de jitomate brindaba al polipropileno estabilidad térmica durante su
procesamiento. El area de envases de alimentos se convierte en una alternativa para la
utilizacion de astaxantina. La fusion de dos elementos, la actividad antioxidante de este
carotenoide y su liberacion gradual y prolongada desde un material de envase, tiene
potencial para un desarrollo tecnologico util en el control de la oxidacion lipidica de los

alimentos.
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El Polietileno como Material de Envase

Los envases fabricados de materiales plasticos han sido los mas utilizados para fabricar
envases activos antioxidantes. Los plasticos consisten en formulaciones de polimeros y
aditivos. Entre los plasticos méas utilizados para envasar alimentos estan los polietilenos.
Este polimero est4 constituido solamente por 4&tomos de carbono e hidrégeno ya que es
producto de la polimerizacion del etileno (CH2=CH2), lo cual le da un caracter no polar a
la molécula. El cardcter no polar del polietileno lo hace una matriz ideal para la
incorporacion de aditivos con la misma polaridad. Aunque el polietileno solo esta
constituido por dos atomos, el acomodo especifico de éstos genera dos tipos principales
de polietileno, el PEAD (940-975 kg/m®) y el PEBD (910-940 kg/cm®) (Figura 3). El
PEAD es un polimero lineal con pocas y reducidas ramificaciones, mientras que el PEBD
es no lineal con ramificaciones abundantes y de gran tamarfio (Robertson, 2012). Durante
la manufactura del polietileno algunos de sus atomos se ordenan o empaquetan y otros
permanecen desordenados. La forma ordenada y con patrones de repeticion tridimensional
de los atomos recibe el nombre de cristalinidad. El polietileno es un polimero
semicristalino, es decir posee regiones ordenas o cristalinas y desordenadas o amorfas. La
cristalinidad del PEAD es del 90% mientras que la del PEBD es de 55-70% (Robertson,
2012) . El grado de cristalinidad influye rotundamente en las propiedades mecénicas de
los polimeros como la resistencia a la tension, resistencia al rasgado y porcentaje de
elongacion. La cristalinidad también delimita los procesos de transferencia de masa que
se llevan a cabo en el interior del polimero, lo cual repercute en la capacidad del polimero
para actuar como matriz de almacenamiento y liberacion de aditivos activos en el

envasado de alimentos (Selke et al., 2004).
Existen diferentes métodos para procesar al polietileno, pero uno de los mas importantes

es la extrusion. La extrusion se puede definir como el flujo forzado de un material

termoplastico fundido a través de un tornillo sin fin. La viscosidad del polimero fundido
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Figura 3. Estructura y tipos de polietileno.
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es muy elevada por lo que es necesario aplicar presion para que la masa fundida pueda
desplazarse (Robertson, 2012). El equipo en donde se lleva a cabo la extrusion recibe el
nombre de extrusor (Figura 4). La extrusion se realiza de la siguiente manera: cuando el
polimero (en forma de granulos) se alimenta al extrusor, el husillo lo empuja hacia
adelante a lo largo del barril. En el barril el polimero se calienta y se funde. Este fluido
continda y al final se pasa a traves de un dado que proporciona el perfil o la forma final
deseada. Una vez que sale del dado, el polimero debe ser enfriado rapidamente para
mantener la forma que se obtiene en el dado (Ramos de Valle, 2000). Con este proceso es

posible elaborar peliculas, hojas y tubos.

Son pocas las aplicaciones en las que de manera individual el PEAD o el PEBD brindan
la proteccion total que un alimento necesita. Debido a esto se recurre a la elaboracién de
peliculas de dos, tres 0 méas capas de polietileno solo combinado con otros polimeros. De
tal manera que cada polimero brinda caracteristicas especificas que en conjunto protegen
adecuadamente al alimento (Butler y Morris, 2009). La adicién de dos o mas capas de
polimeros se puede dar mediante un proceso de coextrusion, para logarlo es necesario

acoplar dos més extrusores a la cabeza principal del extrusor.

Migracion

La migracion es un proceso de transferencia de masa en el cual las moléculas de bajo peso
molecular incluidas en el envase, se desplazan hacia el producto envasado (Castle, 2007).
El proceso global se desarrolla en tres etapas (Figura 5), difusion del migrante en el
material de envase, disolucion en la interfase envase-alimento y dispersion en el alimento
(Limm y Hollifield, 1995).

Primera etapa. En esta etapa la migracion del aditivo se lleva a cabo en las regiones
amorfas del polimero. En la mayoria de los casos esta etapa es controlada por el proceso
de difusion. La difusion es la transferencia de masa de una region de mayor a menor
concentracion y se lleva a cabo a través del volumen libre del polimero. Este proceso

obedece a la primera (Ecuacion 1) y segunda (Ecuacion 2) ley de Fick, segun las cuales
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Figura 4. Geometria tipica de un extrusor.
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Figura 5. Etapas del proceso de migracion (Catala y Gavara, 2002).




se produce un flujo del aditivo en direccidn contraria al gradiente de concentracion a través

del espesor del polimero.

B Dacl- 1
oC _ (9% ,
at 0x? (2)

Donde “J” es el flujo de aditivo, “C” es la concentracion del aditivo difundido, “X” es el
espesor del polimero y “D” el coeficiente de difusion. Debido a que no todas las moléculas
presentan la misma capacidad para difundirse en el polimero, se han propuesto tres

modelos para describir la migracion de los compuestos de bajo peso molecular:

Modelo I: “No migracién”, en este modelo las moléculas tienen una reducida velocidad
de difusion del interior del plastico hacia su superficie. Ante esto, Unicamente se
transfieren los aditivos ubicados en la superficie del polimero que estan en contacto con

el alimento mediante un mecanismo de disolucion. Se obtienen D menores a 1x10712 cm?/s.

Modelo II: “Migracion independiente, no controlada por el alimento”. Este modelo se
caracteriza por la transferencia de aditivos desde el interior del polimero hacia la superficie
de contacto, alin en ausencia del producto. En este caso los D son mayores a 1x10° cm?/s
y se consideran constantes e independientes del tiempo y del producto que esta en

contacto.

Modelo III: “Migracion dependiente del alimento”. En este modelo es indispensable la
presencia del alimento. El alimento interacta con el polimero y provoca que la estructura
fisica y la disposicion molecular de la capa préxima al alimento se modifiquen. Lo anterior
se manifiesta como un hinchamiento progresivo del polimero, originandose un sistema
multifasico no homogéneo. EI D no permanece constante, por el contrario, aumenta con
el tiempo. Se obtienen D menores a 1x10°*2 cm?/s en ausencia del alimento y mayores a

1x107*? cm?/s en presencia del alimento.
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Segunda etapa. En esta etapa la migracion se desarrolla en la interfase entre el alimento y

el polimero, ocurriendo la solvatacion o disolucion de los aditivos en el alimento, en la

busqueda del equilibrio quimico.

Tercera etapa. EI migrante ya disuelto se dispersa en el alimento. Si el alimento es sélido,
un liquido muy viscoso o no sufre manipulaciones que agiten el contenido, el aditivo se

difunde en el alimento de acuerdo con las mismas leyes de Fick (Catala y Gavara, 2002).

El proceso de migracion esta dado por la cinética de difusion de los antioxidantes en el
polimero, el cual esta expresado por D. Para el calculo de D se utilizan soluciones
analiticas de la segunda ley de Fick (Ecuacion 2). Cuando la difusion es en una dimensién
y el volumen de la solucion es finito (Crank, 1975; Ifiiguez-Franco et al., 2012;
Manzanarez-Ldpez et al., 2011), la solucion analitica es la siguiente:

M, S 2 « (14) {_ Dq,%t} )

M_OO=1_ 11+o< +oc? q%exp [?

n=

Donde M¢/Mw es la relacion entre la concentracion del antioxidante que se difunde en el
tiempo “t” y la concentracion del antioxidante difundido en el equilibrio; “I” es el espesor

de la del polimero y gn son las raices positivas no cero de tan gn=agn Yy « €s:

Vs
kp,sVo

a =

(4)

Donde Vs y Vp son los volumenes molares del alimento y del polimero, y Ky es el
coeficiente de particidon del antioxidante entre el polimero y el alimento, el cual a bajas
concentraciones se puede asumir constante y es la relacion de la concentracion del

antioxidante en el polimero (Cp,) y el alimento (Cs ) una vez logrado el equilibrio.
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K, = Cpe
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p Cs,oo

)

Si la cantidad del simulante es considerado infinito (i.e., a>>1 ademas de que Vs>>V, y/o

Kp;s<1), la solucién analitica de la segunda ley de Fick es:

— 242
M, DCm+ 1?n t} ©

4 82”: 1
M, T mLem)iTP 2

Para el calculo de D a partir de estas ecuaciones es necesario el uso de diversas

herramientas como métodos numéricos y programas computacionales.

En base a los antecedentes antes descritos este trabajo tuvo como objetivo incorporar
astaxantina proveniente de extracto de flor de cempasuchil a PEBD Y PEAD, solo o
coextruido con polietileno de alta densidad, con el fin de elaborar un envase activo

antioxidante.
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Four films were extruded in a pilot-plant scale blown extrusion machine: a monolayer low-density polyethylene
(LDPE) film added with 2.90% of marigold (Tagetes erecta) extract, a two-layer high-density polyethylene/
LDRPE film added with 3.59% of the extract in the LDPE layer and the corresponding two control films without
addition of the extract. More than 64% of astaxanthin contained in the extract was lost during the extrusion
process. Spectroscopic, optical and mechanical properties of the films were affected by the addition of
the marigold extract. The films showed to be light sensitive when exposed to commercial light at
25 °C; however, bags made of the films showed a positive effect on soybean oil stability when used as
packaging. Copyright © 2012 John Wiley & Sons, Ltd.
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INTRODUCTION

Active food packaging involves the deliberated incorporation of a chemical into the packaging material;
when the chemical has antioxidants properties, the active packaging is known as antioxidant active
packaging.' Also, different natural antioxidants, such as a-tocopherol,®* carvacrol® and carnosic
acid,® have been reported as additives for polyolefins. In addition, new films added with natural
extracts rich in antioxidants from red grape seeds, white grape seeds, tomato extracts,’ barley husks,®
rosemary,9 oregano,10 cinnamon oil, clove oil and tea extract'! have been developed. Thus, natural
antioxidants are rising as a valid alternative to polymer and food protector, and recent efforts have
been concentrated on the extraction, identification and application of these new natural antioxidants.

Azteca marigold (Tagetes erecta) flowers are a common source of natural antioxidants like xanthophylls.
In the market, it is possible to find Azteca marigold extracts, which are used as pigments in animal
feed for the poultry industry for pigmentation of skin and egg yolks, shrimp farming and commercial/
ornamental fish culture. One of the main xanthophylls found in this extract is astaxanthin. Astaxanthin
(3,3'-dihydroxy-,p’-carotene-4.,4’-dione; Figure 1) is an orange xanthophyll with unique chemical prop-
erties based on its molecular structure. The number of conjugated double bonds and the presence of the
hydroxyl (OH) and keto (C=0) moieties on each ionone ring explain its higher antioxidant activity.'*'

* Correspondence to: Herlinda Soto-Valdez, Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A.C. Apdo. Postal
1735 Hermosillo, Sonora 83304, Mexico.
E-mail: hsoto@ciad.mx

Copyright © 2012 John Wiley & Sons, Ltd.
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Figure 1. Chemical structure of astaxanthin.

The antioxidant activity of astaxanthin consists in its ability to scavenge free radicals like singlet oxygen
and peroxyl radicals. Miki'* and Fukuzawa et al.'> showed that the astaxanthin singlet oxygen quenching
rate was faster than that of other antioxidants like lutein, B-carotene and a-tocopherol. Astaxanthin has
also showed strong activity as an inhibitor of lipid peroxidation. It scavenges radicals better by elec-
tron transfer (electron accepting) than by hydrogen abstraction.'®

Low-density polyethylene (LDPE) films have become the most popular flexible packaging material'”-'®
because of their combination of product performance (good mechanical and barrier to moisture properties)
and low cost. In most food packaging applications, one layer of LDPE is not enough to protect the
product and multilayer films from different polymers are needed. Multilayer films make it possible to
combine specific properties (mechanical, thermal, optical, barrier, sealability, etc.) to obtain a performance
that cannot be met by one polymer. For example, coextruded films made of 40% high-density polyethylene
(HDPE) + 60% linear LDPE (LLDPE) are used for flexible milk packaging, 10% LLDPE + 80% high
molecular weight HDPE + 10% LLDPE films are used as grocery bags and 15% metallocene-catalyzed
linear LDPE + 70% LLDPE + 15% metallocene-catalyzed linear LDPE films are designed for frozen
food packaging.'®

The aim of this work was to develop and characterize monolayer and co-extruded films made of
polyethylene containing marigold extract. The characterization included the evaluation of spectroscopic,
optical, thermal, mechanical, light stability and antioxidant properties of films. Also, the effect of the
thermal processing on the concentration of astaxanthin was evaluated. To assess the antioxidant
properties of active films, soybean oil was packed and stored in bags made from the films, and peroxide
value (PV) was evaluated as primary oxidation product.

MATERIALS AND METHODS

Materials

LDPE resin (LBA253) was obtained from Muehlstein (Wilton, CT, USA). HDPE resin (HD7960) was
obtained from ExxonMobil Chemical (New York, NY, USA). Marigold extract was provided by
Industrias Vepinsa S.A. de C.V. (Sinaloa, Mexico). Astaxanthin (>97%) high-performance liquid
chromatography (HPLC) standard was obtained from Alexis® Biochemicals (Enzo Life Science,
Inc., Farmingdale, NY, USA). Butylated hydroxytoluene (BHT, 99%) was from TCI America
(Portland, OR, USA). All solvents used for the quantification of astaxanthin were HPLC grade
(J.T Baker, Estado de México, Mexico).

Manufacture of the films added with the marigold extract

One batch of LDPE resin was manually mixed with 2.90% wt/wt of marigold extract (MM film) and
blown-extruded with a pilot plant size monospindle extrusion machine (Beutelspacher, Mexico City,
Mexico). A second batch of LDPE with no addition of the extract was extruded under the same
conditions to be used as the control (MC film). A third batch of LDPE resin manually mixed with
3.59% wt/wt of marigold extract was coextruded with a HDPE layer (BM film) using a coextrusion
die (Beutelspacher, Mexico City, Mexico). Finally, a fourth batch of LDPE with no marigold extract
was coextruded with a HDPE layer as a control for the bilayer film (BC film). Extrusion temperatures
for the feed, screw 1, screw 2 and die zones were 125°C, 130°C, 130°C and 130 °C for LDPE and
135°C, 145°C, 150°C and 150°C for HDPE, respectively (the HDPE material flowed into the die

Copyright © 2012 John Wiley & Sons, Ltd. Packag. Technol. Sci. (2012)
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at 150 °C, but the temperature of die was 130 °C). Thickness was determined with a micrometer model
DTT, E.J. Cady & Co. (Illinois, USA). In the case of the bilayer film a microscope (Olympus BX51,
Center Valley, PA, USA) was used to measure the thickness of each layer. The MC and MM films
were 53.0£3.0 and 50.0 £3.0 pm, respectively. On the other hand, the BC and BM films were
748+£7.8 (25.6£3.0 and 492+ 7.5um for HDPE and LDPE layers) and 76.249.5pum
(33.2£7.4 and 43.0 = 6.0 pm for HDPE and LDPE layers), respectively.

Quantification of astaxanthin

The marigold extract (14.1 mg) was dissolved in 10 ml of acetone, and proper dilutions were performed
to quantify astaxanthin. Both films, MM and BM, were cut into 0.25-cm? pieces and stirred in acetone at
40°C for 24 h in the darkness to extract astaxanthin from the films. To protect the antioxidant from
degradation during the extraction period, 100 pg/ml of BHT was added to the solution. The extraction
was performed two times to ensure the complete extraction of the antioxidant. The quantification of
astaxanthin in both marigold extract solution and films extractions was achieved using an HPLC (Varian
model 9012, Mexico City, Mexico) equipped with a photodiode array detector (Varian ProStar model
335,474 nm). A 20-pl loop and a 2.0 x 250-mm YMC™ Carotenoid C30 column (3 pm) (Waters, Milford,
MA, USA) were used. A 4 x 3-mm Carbo Ca®* cartridge was used as a guard column (Phenomenex,
Torrance, CA, USA). A gradient mobile phase consisting of (A) methanol, (B) methyl tert-butyl ether
and (C) 5% aqueous formic acid was used: 0—6min, 81% A, 15% B and 4% C; 614 min, 81%—36%
A, 15%-60% B and 4% C; 14-24 min, 36% A, 60% B and 4% C; 24-26 min, 36%—81% A, 60%—15%
B and 4% C; 26-30min, 81% A, 15% B and 4% C. The flow rate was of 0.3 ml/min. Standard solu-
tions of astaxanthin in acetone at concentrations from 0.25 to 12 pg/ml were used to produce a cali-
bration curve for the quantification of the analyte.

The retention time of astaxanthin was 7.75 min, and the limit of quantification was 0.25 pg/ml. Analytical
recoveries were determined by spiking a solution containing pieces of the MC and BC films with a
known concentration of astaxanthin. The solutions were extracted according to the aforementioned
method, including the second extraction period, and the results indicated that recoveries of 81%
and 93% were obtained, respectively. All analytical data were corrected for recoveries.

Effect of marigold extract on the spectroscopic properties of the films

Diffuse reflectance Fourier transform infrared spectroscopy (DRIFT-IR). Marigold extract and
films were qualitative analyzed by infrared spectroscopy. A Fourier transform infrared spectrophotometer
(Protegé 460; Nicolet Analytical Instruments, Madison, WI, USA). A Gemini diffuse reflectance
sampling head (Spectra Tech Inc., Oak Ridge, TN, USA) was used as a DRIFT accessory. Scans were
collected from 4000 to 400 cm ™~ '. DRIFT spectra were obtained in the absorbance mode by co-adding

64 scans at a resolution of 4cm ™.

Light absorbance. The ultraviolet (UV)-visible light absorbance of the marigold extract and films
was measured spectrophotometrically in the range of 200—800 nm at a scan speed of 600 nm/min with
a spectrophotometer (Cary 50 Bio; Varian, Victoria, Australia).

Effect of marigold extract on the optical properties of films

Colour. The colour parameters of the uniform colour space CIELAB and the lightness (L), redness
(a*) and yellowness (b*) of the films were measured using a Colorimeter (CR-300; Konica Minolta,
Mexico City, Mexico). The total colour difference, AE*, was calculated using the following equation:

AE = [(Ad) + (Ab°)* + (ALY - )

Three replicates were used. The bilayer films were measured with the incident light on the HDPE
layer. a* takes positive values for reddish colours and negative values for the greenish ones, whereas
b* takes positive values for yellowish colours and negative values for the bluish ones. L* is an

Copyright © 2012 John Wiley & Sons, Ltd. Packag. Technol. Sci. (2012)
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approximate measurement of luminosity, which is the property according to which each colour can be
considered as equivalent to a member of the gray scale, between black and white, taking values within
the range 0—100. Hue and chrome were also measured directly. Chrome is the attribute that allows the
determination of the degree of difference in comparison to a gray colour with the same lightness for
each hue, so it is considered the quantitative attribute of colour. Hue is the attribute according to which
colours have been traditionally defined as reddish, greenish, and so on. It is the attribute that allows a
colour to be distinguished about a gray colour with the same lightness. This attribute is related to
the differences in absorbance at different wavelengths and is considered the qualitative attribute
of colour.*

Effect of marigold extract on the melting temperature of films

A differential scanning calorimeter (Diamond DSC; PerkinElmer Inc., Waltham, MA, USA) was used to
determine the effect of the antioxidant on the melting temperature (7},,) of the materials. Samples of the
films were subjected to a heat—cool cycle, and the temperature was varied from 25 °C to 160 °C at a heating
rate of 10 °C/min. The results were analyzed with a Pyris-Instrument Managing Software (Version 3.5).

Effect of marigold extract on the mechanical properties of films

The mechanical measurements, including tensile strength, elongation at break and tear strength
properties of the films, were performed using a tensile tester Ta-XT2 (Texture Technologies Co.,
Scardale, NY, USA) at room temperature (25°C), following the procedures described in ASTM
D882%' and ASTM D1938,>* respectively. The samples were tested in machine direction.

The seal strength of the films was calculated according to ASTM F88? using a tensile tester TA-XT2
(Texture Technologies Co., Scardale, NY, USA) at room temperature (25 °C).

Carotenoids and degradation of colour on light-exposed marigold extract and films

Marigold extract was placed in clear glass vials and exposed to fluorescent light (lamps TCPHS23DLAMX
Model EDXO-23; Aurora, OH, USA) with an intensity ranging between 697 and 1945 1x (luxometer
SP-840020; Neurtek Instruments, Guipuzcoa, Spain) at 25°C for 47 days. Samples were taken
frequently for the determination of total carotenoids by extracting the pigments in acetone and by measuring
the absorbance at 474 nm. The concentration of carotenoids (as astaxanthin) was calculated using a
calibration curve from 0.75 to 4 pg/ml of astaxanthin in acetone.** Three replicates were conducted.
MM and BM films were stored under the same conditions as marigold extract, and its colour degrad-
ation was studied. Both extract and films were frequently rotated to minimize the differences in light
exposure. Hue and chrome were measured using a Colorimeter (CR-300; Konica Minolta). Because
hue is a qualitative attribute of colour, it was used only to describe the tone of films, whereas chrome,
the quantitative attribute of colour, was used to determine the kinetics of the colour degradation. For
each film, at least five measurements were made at different positions. The average values of 3 film
samples were reported.

Colour degradation kinetics has been reported to follow a first-order reaction kinetics;
therefore, a first-order kinetics with an offset model was used in this study:*®

25-27

In(C — Cu) = —kt )

where C is the chrome value of the films at any time, C, is the chrome value of the films after no
changes were observed (value of the control film plus degradation products of the marigold extract),
k is the temperature-dependent rate constant (day ') and 7 is the exposure time (days).

Effect of the films on the stability of soybean oil

Deodorized soybean oil containing no artificial antioxidants, provided by Industrializadora Oleofinos
S.A. de C.V. (Zapopan, Jalisco, Mexico), was used to perform the stability experiments. Bags were
made with MC and MM films (4.5 x 10.5 cm) and BC and BM films (3.7 x 22 cm) using a Vacuum
Sealer (V1085; FoodSaver, Boca Raton, FL., USA). The bags were filled with 50 ml (43.8 g) of soybean

Copyright © 2012 John Wiley & Sons, Ltd. Packag. Technol. Sci. (2012)
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oil. The liquid volume/area ratio was 0.53 ml/cm® for monolayer bags, whereas it was 0.31 ml/cm® for
bilayer bags. After packing the oil, the bags were closed with clamps and exposed to fluorescent light
(lamps Fle/HLX20/T3/SPX41; General Electric, Fairfield, CT, USA) with an intensity ranging
between 876 and 1135 Ix (luxometer SP-840020; Neurtek Instruments) at 30 °C. Samples of soybean
oil were taken at 3, 5, 7, 10 and 15 days for the determination of the standard PV as primary oxidation
product using the Cd 8b-90 AOCS method.? Three replicates were carried out for each sample. Results
were expressed as milliequivalents of oxygen per kilogram of oil (mEqg/kg).

To observe the behavior of the oxidation and the effect of the films added with the marigold extract
at a lower temperature (25 °C) and under the light intensity used in the colour degradation experiment
(697-1945 1x), an additional stability of soybean oil experiment was performed with oil in bags made
of the monolayer films. PV was also monitored for 10 days with a more frequent sampling during the
first 4 days of storage to be able to observe a more detailed effect on the oil.

RESULTS AND DISCUSSION

Quantification of astaxanthin after film processing

Figure 2 shows the chromatograms of the astaxanthin standard, marigold extract and films extraction.
The chromatograms of marigold extract and films extractions show a peak at 7.75 min, which is in
agreement with the retention time of the astaxanthin standard. The concentration of astaxanthin in
the marigold extract was 18.15+2.84 mg/g. Table 1 shows the effect of the extrusion process on
the antioxidant concentration in the films. The concentration of astaxanthin in the MM film was
36.02% of the astaxanthin that was originally added. Then, the astaxanthin lost during processing
was 63.98%.This is one of the highest losses reported on the antioxidant processing. High losses
of other antioxidants are reported in polyolefin studies. Graciano-Verdugo e al.>® reported losses
of 24.6% of a-tocopherol during processing of LDPE films added with 4% of the antioxidant.
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Figure 2. HPLC chromatogram of astaxanthin standard (6 pg/ml), marigold extract and BM film extraction.
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Table 1. Effect of the extrusion process on the astaxanthin concentration in the films.

Astaxanthin estimated

Marigold Astaxanthin Astaxanthin in the LDPE layer®
extract added to added to LDPE quantified in the
Film LDPE (%) (ng/g) film (ug/g)* ng/g® %°
MC 0 0 0 0 0
MM 2.90 524.64 188.97+£15.85 - 36.02
BC 0 0 0 0 0
BM 3.59 630.21 75.68 +£0.09 135.824+0.16 21.55

*Values are presented as means = SD of three replicates.
b Antioxidant remaining in the LDPE layer after processing the films.
“Antioxidant percentage remaining in the LDPE layer after processing the films compared with that added.

Torres-Arreola er al.>' reported losses of 43.4% of BHT during processing of LDPE added with 4% of
the antioxidant. Granda-Restrepo et al.* reported losses of 40.7% of a-tocopherol from an LDPE layer
added with 1.5% of the antioxidant during the processing of coextruded films. The concentration of
astaxanthin in the BM film was 21.55% of astaxanthin that was originally added. Then, the astaxanthin
lost was 78.45%. In general, the LDPE-marigold extract coextrusion process produced higher losses
of astaxanthin because the influence of HDPE entering the die temperature was higher (150 °C) than
that of the monoextrusion die (130 °C). The degradation of astaxanthin during the processing could
also be used to stabilize the molten LDPE.

Extrusion temperatures induced astaxanthin thermal decomposition because its chemical bonds
have a limited thermal stability. It has been reported that although marigold extract is heated at
50°C, volatile compounds from the thermal degradation, such as toluene and m-xylene, were
detected.®® Therefore, higher temperatures increased the thermal degradation of marigold extract
compounds. In fact, Rios et al.*® found that when marigold extract was heated at 100 °C, compounds
derived from fatty acids, volatiles of terpenoid origin and products derived from the thermal degrad-
ation of carotenoids were detected. At the same way, Rao et al.>* determined that when astaxanthin
algal extracts in palm and ginger oil solutions were heated to 150 °C for 2 h, 75% of the astaxanthin
was degraded. The extrusion temperatures used to process HDPE in BM were higher (>15 °C) than
those for LDPE. When both polymers get into the die, LDPE was in contact with the hotter polymer
for few seconds. This contact time could increase the losses of astaxanthin.

Astaxanthin extract may have been consumed to prevent the LDPE degradation like other natural
antioxidants. Extrusion conditions, such as melt temperature, shear forces, oxygen concentration and
residence time strongly influence the LDPE degradation under processing.”> One way to minimize the
effect of these extrusion conditions is using stabilizers like antioxidants. Different natural antioxidants,
such as oc—tocopherol,3 ca.rvacrol,4 carnosic acid,6 and synthetic, such as Irganox and BHT,36 have been
used as polyolefin’s stabilizers. Cerruti e al.” found that tomato extract, which contained more than
80 wt% lycopene, was a good thermal and processing stabilizer for polypropylene films when oxygen
partial pressure was relatively low. At the same way that tomatoes extract, marigold extract may prevent
the LDPE degradation. Nevertheless, this hypothesis has to be verified.

Effect of marigold extract on the spectroscopic properties of films

Diffuse reflectance Fourier transform infrared spectroscopy. Figure 3 shows the IR spectra of marigold
extract and films. The marigold extract spectrum shows the absorptions bands of the methylene stretches
(2853-3006cm '), methylene bending (1461cm '), carbonyl bonds stretching in acylglycerols
(1744 cm™") and C-CO stretching of aliphatic esters bending (1162 cm ™ "). The IR spectra of control films
show the three characteristics absorption bands of polyethylene. The methylene stretches at 2807-2958 and
2811-2930cm ' for MC and BC, respectively. The methylene bendings in MC are at 1429 and 700 cm ™'
and in BC at 1469 and 732 cm ™ '. The same graphs present the IR spectra of MM and BM films, showing
the absorption bands for stretches and bendings of polyethylene. Because polyethylene do not have
any carbonyl group in its structure, it was easy to detect the presence of marigold extract in both

Copyright © 2012 John Wiley & Sons, Ltd. Packag. Technol. Sci. (2012)
DOI: 10.1002/pts



POLYETHYLENE FILMS ADDED WITH MARIGOLD EXTRACT

mMAZrwRORE e
>
=

..
—\

m TYTTTT T
3500 3000 2500 2000 1500 1000
WAVENUMBERS (cm™)

Figure 3. IR spectra of marigold extract (ME), bilayer marigold film (BM), monolayer marigold film
(MM), bilayer control film (BC) and monolayer control film (MC).

MM and BM films at 1742.57 and 1736.61 cm ™', respectively. This confirmed that marigold extract
was present in the films.

UV-visible light absorbance. Figure 4A shows the UV-visible light absorbance spectrum of
astaxanthin. The spectrum shows the maximum absorbance at 462 nm due to the presence of the long
chain of conjugated double bonds in its structure. Figure 4B shows the light absorbance spectrum of
marigold extract, which shows an increase in light absorbance from 400 to 500 nm, with the maximum
at 461 nm. Also, absorbance increase gradually from approximately 350 nm covering the UV region.
This behaviour is similar to that reported for other carotenoids like B-carotene and lutein, which were
extracted from palm oil and spinach leaves, respectively. The maximum absorbances for these com-
pounds were reported as 454 and 476 nm,>’ respectively. Figures 4B and 4C show light absorbance
spectra of the films. MM and BM films showed an increase in light absorbance at 464 and 462 nm
compared with the spectra of MC and BC films. Therefore, the peak can be attributed to the presence
of the extract in the films. The presence of marigold extract in the films could play a role as protective
filter in the blue region especially for food components like riboflavin.*®>*

Light exposure may lead to some adverse effects on food, and packaging can offers direct protec-
tion. The deleterious effects of light on food may be summarized as the oxidation of fats oils, the
formation of unpleasant off-flavours, the loss of vitamins and the discolouration of pigments.*®
Suitable packaging can offer direct protection by absorption or reflection of all or part of the incident
light, depending on the light transmission characteristics of the materials. These materials are often
characterized by a cutoff wavelength below which transmission of light becomes negligible.” Because
the polyethylene’s cutoff is <180 nm, food packed with this material is partially exposed to the UV-
visible spectra. Therefore, packaging made of polyethylene added with marigold extract may protect
food from UV-visible damage.
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Figure 4. UV-visible spectra of (A) astaxanthin (6.0 pg/ml in acetona), (B) marigold extract (300 pg/ml
in acetone), (C) MC (53.0 pm) and MM (50.0 pm) films and (D) BC (74.8 pm) and BM (76.2 um) films.
In panels C and D, dotted lines correspond to MC and BC films.

Effect of marigold extract on the optical properties of films

Colour. Figure 5 shows the colour of the films added with marigold extract (MM and BM). Carotenoids
are natural pigments typically in the yellow to red range of the spectrum. Polyethylene films, on the other
hand, are transparent and translucent. Consequently, they show an orange colour although part of the
marigold extract was degraded during the process. Table 2 shows the colour parameters of the films.
The value a* changed from negative values for the plain films to the red direction (positive values).
The value b* dramatically rose in the yellow direction. In terms of hue, the qualitative attribute of colour,
MC and BC showed a transparent and translucent yellow-green colour, respectively, whereas MM and
BM showed an orange colour, which was expected for the marigold extract presence in the films. With

Figure 5. Photographs showing the (A) monolayer and (B) bilayer films. The film order in panels A
and B is as follows: control film, film added with marigold extract and film with marigold extract after
47 days at 25 °C and under light (697-1945 1x).

Copyright © 2012 John Wiley & Sons, Ltd. Packag. Technol. Sci. (2012)
DOI: 10.1002/pts



POLYETHYLENE FILMS ADDED WITH MARIGOLD EXTRACT

Table 2. Colour parameters of the films and total colour change (AE).

Film L* a* b* Chrome Hue AE*
MC 89.9+0.2 —34+£0.1 1.84+0.1 3.9+0.1 1525+1.0 -
MM 74.0+1.2 1474+1.0 94.6+1.8 96.1£1.0 81.4+04 95.8
BC 90.9+0.5 —4.6+0.2 50+0.1 6.7+0.3 132.34+1.7 -
BM 794412 6.6+1.1 67.2+25 67.5+3.3 84.54+0.7 64.2

*MC and BC control films were used as references for each case.
Results are presented as mean + SD of three replicates.

respect to chrome, the quantity attribute of colour, the yellow-green colour of MC and BC colour is dull,
whereas the orange colour of MM and BM films is vivid. Finally, in relation to lightness, the addition of
the marigold extract produced a decrease in the lightness (L*) of the films due to the absorption of a
portion of the incident light, but all the film colours were bright. The total differences in colour (AE) were
95.82 and 64.22 for MM and BM films, respectively. These differences in colour are much higher than
those reported for LDPE films added with 0.34% o-tocopherol. In this case, AE was reported as up to
0.4* because the colour of a-tocopherol is lighter than the marigold extract used in the present work.

Effect of marigold extract on the melting temperature of films

The addition of marigold extract to LDPE in MM and BM films did not affect melting temperature
(p > 0.05). The melting temperature levels of MC and MM were 110.2°C £ 1.1°Cand 110.1°C+0.0°C,
respectively. The melting temperature of BC and BM for LDPE was 109.9°C£0.0°C and
110.7°C £ 0.8 °C, respectively, whereas for HDPE was 128.8 0.0 and 129.8 °C 0.9 °C, respect-
ively. Nevertheless, preliminary experiments showed that the addition of >3.59% of marigold extract
to LDPE affected the flow index behaviour during processing. Therefore, percentages <3.59% were
used in the present work. Because the proportion of marigold extract added was not able to strongly
interact with LDPE, its melting temperature was not affected.

Effect of marigold extract on the mechanical properties of the films

Table 3 lists the mechanical properties of monolayer and bilayer films. LDPE is reported to be flexible,
strong and tough.*' The addition of 2.90% of marigold extract to the monolayer LDPE film did not affect
the mechanical properties (p > 0.05). This result is in contrast with the reported for other compounds,
like a-tocopherol and starch, which in quantities like 0.034% and 5%, respectively, were able to change
the mechanical properties of LDPE films,**** or 1% tomato oleoresin, which was able to change the
mechanical properties of polypropylene films.** Thus, MM films can be applied under the same
conditions of the LDPE plain films like grocery bags, sacks and merchandise bags.'® On the other hand,
HDPE is reported to be stiff, strong and tough.*' As expected, the coextrusion of a layer of HDPE to the
LDPE film produced an effect on the mechanical properties of the control films. Although the HDPE
layer was added, tensile strength and tear resistance decreased. However, elongation and Young’s
modulus increased with respect to monolayer films. Coextruded films added with the marigold
extract showed that tensile strength and tear resistance values were lower in BM than those in BC

Table 3. Mechanical properties of films.

Thickness (pm)

Tensile strength ~ Elongation  Young’s modulus Tear resistance

Film HDPE LDPE (MPa) (%) (MPa) N)

MC 53.0+3.0 782453 188.0£32.9 342.5+37.8 12.9+0.9
MM 50.0+3.0 80.0 4.4 163.6 = 14.1 386.4+452 12.7+1.0
BC 25.6+£3.0 492+7.5 61.1+£2.0° 475.4+£40.8" 416.3 +£48.4" 6.7+0.2%
BM 332+74 43.0+£6.0 5294 1.0° 504.3 +51.1° 443.8 +£24.0° 55+04°

Results are presented as mean & SD of eight replicates.
Different superscript letters within the same columns indicate statistically significant different values (p < 0.05).
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(p <0.05). No differences in elongation and Young’s modulus were observed between BM and BC.
Although tensile strength and tear strength in BM were affected by the addition of marigold extract,
this film can be applied under similar conditions of grocery sacks.'® During the storage of the films, it
was observed that the components of the marigold extract diffused from the LDPE to the HDPE
layer. Although the diffusion rate was not determined, this could be the reason why the bilayer
films decrease on the tensile strength and tear strength properties compared with the effect on the
monolayer films. The fatty acids from the marigold extract could plasticize better the HDPE layer
than the LDPE one.

The heat sealing is the process of joining two or more thermoplastic films or sheets by heating areas in
contact with each other at a temperature at which fusion occurs. Sealing prevents food from contamination
with dust and microorganisms and avoids free interchange of gases and moisture, including odors from
the contained products.** LDPE is very useful in food packaging because of its good sealability.”
The thermal properties of polymers influence its heat seal properties. The seal strength for MC and
MM films was 0.70 = 0.10 and 0.73 £ 0.05 N/mm, respectively, with no significant difference (p > 0.05).
Thus, the force required to break the seal in MC and MM was similar. These results are in contrast with
those reported by other authors for polyethylene. Mihindukulasuriya and Lim™** reported that the presence
of a vegetable oil between LLDPE and LLDPE films resulted in a weakening of the seal strength. In MM,
the test strip broke just at the beginning of seal area. The seal strength for BC and BM was 1.70 +0.10
and 1.03 £ 0.14 N/mm, respectively. In this case, the value of BM was significantly lower than that of
BC (p <0.05). This can be attributed to the diffusion of marigold extract into HDPE before and during
the sealing process, producing a weak boundary layer. In BM, 50% of the test strips broke just at the
beginning of the seal area, and in the other 50%), strips the two sealed layers were separated. This different
behaviour between monolayer and bilayer films was due to the effect of the HDPE layer, which increased
the strength to the seal. Because the melting temperature for HDPE is higher than LDPE, the melting
temperature used for sealing could not have been enough to melt completely the LDPE below the HDPE
layer. Then, the sealing temperature could affect the forming of intact seals in the bilayer films.

Carotenoids and degradation of colour on light-exposed marigold extract and films

The carotenoid content in marigold extract did not present significant changes under light storage
conditions. It started with 29.43 £ 0.00 mg/g at day 0 and finished with 28.10 £ 1.78 mg/g after 47 days.
Figure 5 shows the MM and BM films before and after to be exposed to light. MM film initially presented
a hue of 94.54 £1.82, which correspond to a yellow tone. The tone change under storage conditions was
yellow (0-13 days) and yellow-green (1647 days). BM films showed initially a hue of 76.91 £ 0.20,
which corresponds to an orange tone. The tone change under storage conditions was orange (0-20 days),
yellow (25-36 days) and yellow-green (36—47 days). Thus, the presence of HDPE layer changed the tone
of the films and delayed the degradation of orange colour by 20 days. Figure 6 shows the chrome values

100 £
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Figure 6. Chrome values for MM and BM films stored at 25 °C and under light (697-1945 1x).
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for the films. At time cero, the MM presented a chrome of 96.08 £0.95 whereas in BM was of
82.354+0.91. The tone of MM was more vivid than that of BM. The tone was dull after 13 days for
MM and after 20 days in BM. At this time, both films lost its chrome. The kinetics of films colour
degradation followed a first-order reaction model. The reaction rate constants were 0.25 and 0.13 days '
for MM and BM, respectively. The coefficients of determination values (R*) were greater than 0.94,
whereas the standard error values were less than 0.57 for both films. This behaviour of films colour
degradation is in accordance with carotenoids degradation in dried shrimp,*® tomato peel,”” dehydrated
carrots*’ and mango puree.*® The shelf life of MM and BM was 13 and 20 days, respectively. Before this
time, both films could act as antioxidant active packaging. Then, this kind of films must be protected from
light before used as packaging.

Effect of the films on the stability of soybean oil

Figure 7 shows the changes in PV in soybean oil packed in the bags made of the films and light stored at
30°C. PV increased from 1.78 + 0.29 to 49.97 £+ 4.87 (MC film), 41.28 &= 1.64 (MM film), 46.97 £ 1.49
(BC film) and 39.96 0.94 mEq/kg (BM film) during storage. The PV was significantly lower in oil
packed with MM and BM films than that in oil packed with control films (p < 0.05). According to
our results of light stability, some of the compounds, like astaxanthin, present in the film were degraded
by light. Then, the remaining astaxanthin may have been participated in the oxidation control. The
high linoleic acid composition of soybean oil is responsible of its low oxidation stability. The singlet
oxygen oxidation rate of soybean oil is much greater than that of atmospheric triplet oxygen. The
formation of singlet oxygen is enhanced by light, especially in the presence of photosensitizers.
Moreover, unsaturated fatty acids can go through a slower oxidation by free radical chain reactions
to form peroxides. Carotenoids may control the lipid oxidation by quenching singlet oxygen or
inhibiting free radicals induced by lipid peroxidation.'***! Among carotenoids, astaxanthin has one
of the highest singlet oxygen quenching (by energy transfer) rates because of the 11 conjugated double
bonds in its structure and the presence of two conjugated keto groups. In addition, carotenoids can give
two electrons and then donate hydrogen to scavenge lipid peroxy radicals becoming a carotenoid radical
cation, which is stable due to resonance.’” The Codex Alimentarius proposes that the PV for refined oils
like soybean oil shall be up to 10 mEg/kg to be considered fresh.’® In the first three days of analysis, the
PV of the samples in contact with the MC and BC films was higher than this limit. Meanwhile, the PV
values of the samples packed with MM and BM were just and less than 10 mEqg/kg. This PV level was

60

Peroxide value (meq/Kg)

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Time (days)

Figure 7. Changes in the peroxide values of soybean oil contained in bags made of MC, MM, BC and

BM films stored at 30 °C and under light (8761135 Ix). Different lowercase letters indicate statistically

different values (p < 0.05) for MC and MM films. Different capital letters indicate statistically different
values (p < 0.05) for BC and BM films.
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Figure 8. Changes in the peroxide values of soybean oil contained in bags made of MC and MM films
stored at 25 °C and under light (697-1945 Ix). Different letters indicate statistically different values
(p <0.05).

achieved around 3 days because the soybean oil used in this experiment did not contain any commercial
antioxidant, and then only the antioxidant effect of astaxanthin was appreciated. The reduction in PV at
this time was 30% and 48% for MM and BM, respectively. These results are consistent with those
reported for edible oils enriched with 0.1% of Haematococcus pluvialis extract. PV values were found
to be 40%—45% lower than those in control oils.** Others report that oxidation stability was increased
by adding 0.03% of pure astaxanthin to refined olive oil** and 0.2%—-1.0% of H. pluvialis extract to
sunflower oil.”

Figure 8 shows the changes in PV in soybean oil packed in bags made of the monolayer films at
25 °C. These conditions are more similar to those of commercialization of vegetable oils. The PV
was significantly lower in oil packed with MM films than that in oil packed with the control
film. At day 1, the same PV was obtained for oil in contact with both MC and BC films. Possibly,
astaxanthin did not migrate yet, or it was degraded by light. At day 2, differences between PV for
oil in contact with MC and MM started to appear. The PV for oil in contact with MM was the same
at 2 and 3 days. After this time, the oxidation process followed its natural behaviour. Although the
films colour (astaxanthin) was degraded by light, MM and BM had a positive effect in slowing down
the primary oxidation process.

CONCLUSIONS

Monolayer and bilayer films made of polyethylene containing marigold extract were obtained with
effect on spectroscopic and optical properties. Effect on mechanical properties was only observed in
the bilayer films. More than 64% of astaxanthin was lost during the extrusion/coextrusion process.
Both films showed to be light sensitive; however, bags made of the films showed a positive effect
on soybean oil stability when used as packaging.
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Abstract

The diffusion of natural astaxanthin from a monolayer low-density polyethylene film
(MM) and a two-layer high-density polyethylene/low-density polyethylene film (BM) was
evaluated by immersion in 95% ethanol; in addition, the effect of temperature on the
diffusion rate was assessed. The astaxanthin diffusion kinetics exhibited a Fickian
behavior. The diffusion coefficients were 3.54, 7.40, and 32.67x10! cm? s at 23, 30,
and 40 °C, respectively, for the MM films. Meanwhile, the diffusion coefficients were
1.53, 4.12, and 5.59x10* cm? st at 10, 23, and 30 °C, respectively, for the BM films. The
effects of temperature on the diffusion coefficients followed an Arrhenius-type model
with activation energies of 101.75 and 47.11 kJ mol* for the MM and BM films,
respectively. These findings demonstrated that astaxanthin may be applied as an active
compound in food packaging for products stored or commercialized in regions with a

temperate to hot climate.

Keywords: astaxanthin, natural antioxidant, active packaging, polyethylene, diffusion,

activation energy.



1. Introduction

Low-density polyethylene (LDPE) is the most widely used single polymer in food
packaging. LDPE provides a good barrier against water but a low barrier toward oxygen
(Robertson, 2012). Therefore, food products susceptible to oxidation will be exposed to
oxygen when contained in LDPE packaging. Adding antioxidants to control the product
of oxidative reactions indirectly compensates for the effects caused by oxygen entering a
package. The packaging itself might be the source of antioxidants in active packaging.
Antioxidant-active packaging may be able to prevent or slow the oxidation of easily
oxidizable food components. This approach requires the deliberate incorporation of
antioxidants into packaging materials and the further migration of antioxidants to the food.
Therefore, the food shelf life is extended and safety is improved while quality is
maintained (Robertson, 2012; Suppakul, Miltz, Sonneveld, & Bigger, 2003). Migration is
the interaction between food and packaging, which consists of transferring components
from the packaging materials to the food. It is a molecular diffusion process described by
Fick’s second law, and there are two basic parameters derived from diffusion. The first is
the diffusion coefficient (D), which dictates how fast the migrant (antioxidant, in this case)
is diffused. The second is the partition coefficient (Kps), which dictates how much
antioxidant is diffused when migration reaches equilibrium between the packaging and
food or simulant (Castle, 2007). Because food matrices are complex, food simulants are
used during migration tests. Ethanol solutions (95 and 100%) are fatty food simulants for
polymers, such as polyolefins, polyvinyl chloride, polystyrene and polyethylene
terephthalate, recommended by the Food and Drug Administration of the United States
(FDA, 2007). Many reports on antioxidant active packaging have focused on the migration
of synthetic antioxidants, such as butylated hydroxytoluene (BHT) and butylated
hydroxyanisole (BHA) (Huang & Weng, 1998; Soto-Cantu et al., 2008; Tawfik &
Huyghebaert, 1999; Torres-Arreola, Soto-Valdez, Peralta, Cardenas-L0pez, & Ezquerra-
Brauer, 2007; Wessling, Nielsen, & Giacin, 2001). Currently, research is focused on
replacing the synthetic antioxidants with natural compounds. Therefore, antioxidant
packaging films combined with natural antioxidants, such as a-tocopherol (Manzanarez-
Lopez, Soto-Valdez, Auras, & Peralta, 2011; Zhu, Lee, & Yam, 2012), carvacrol (Peltzer,
Wagner, & Jimenez, 2009), thymol (Park et al., 2012), cinnamaldehyde (Hu, Chen, &



Wang, 2012) and sesamol (Zhu, Schaich, Chen, & Yam, 2012), or natural extracts rich in
antioxidants from citronella essential oil (Licciardello, Muratore, Mercea, Tosa, & Nerin,
2012) or barley husks (Pereira de Abreu, Paseiro Losada, Maroto, & Cruz, 2010) have
been developed. Consequently, natural antioxidants are becoming a valid alternative for
food protection, and recent efforts have focused on the extraction, identification and
application of these natural antioxidants.

Astaxanthin (Asta) is a natural antioxidant that may be used in active food packaging. This
antioxidant is a carotenoid and may be obtained from natural sources, such as algae, yeast,
crustacean byproducts and flowers. It is possible to find commercial Azteca Marigold
(Tagetes erecta) extracts, and one of the main carotenoids found in this product is Asta.
The antioxidant activity of Asta (3, 3'-dihydroxy-p, p’-carotene-4, 4’-dione; Figure 1)
depends upon its ability to quench singlet oxygen and scavenge free radicals. The singlet
oxygen quenching activity of Asta (9.9x10° M s is higher than the quenching activity
for other antioxidants, such as p-carotene (4.6x10° M*s) and a-tocopherol (2.7x10” M-
1s1) (Min & Boff, 2002). Asta scavenges radicals using an electron transfer mechanism
(electron accepting), and it also strongly inhibits lipid peroxidation (Martinez, Rodriguez-
Girones, Barbosa, & Costas, 2008; Skibsted, 2012). There are many publications
describing the antioxidant properties of Asta and its benefits for human health (Fassett &
Coombes, 2011; Higuera-Ciapara, Félix-Valenzuela, & Goycolea, 2006; Hussein,
Sankawa, Goto, Matsumoto, & Watanabe, 2006; Yuan, Peng, Yin, & Wang, 2011).
However, few studies report applying Asta as food additive or packaging component. The
direct application of extracts from Haematococcus pluvialis, Phaffia rhodozyma, and
Litopenaeus setiferus rich in Asta has improved the oxidative stability of different
vegetable oils (Gramza-Michatowska & Stachowiak, 2010; Pu, Bechtel, & Sathivel, 2010;
Rao, Sarada, & Ravishankar, 2007; Wang, Yang, Yan, & Yao, 2012). Indirectly applying
marigold extract containing 1.81% Asta in polyethylene films protected soybean oil from
oxidation (Colin-Chavez, Soto-Valdez, Peralta, Lizardi-Mendoza, & Balandran-Quintana,
2012). The antioxidant effect of Asta in vegetable oils reveals that it may be used as a
natural antioxidant for food either by direct or indirect addition from the packaging.
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Polyethylene is currently the most widely used plastic in food packaging. Polyethylene
has the simplest possible structure based on —CH,— units (Robertson, 2012). There are
several types of polyethylene, including LDPE and high-density polyethylene (HDPE).
Both materials have different crystallinities. LDPE has a structure with many branched
chains that interrupt the regular arrangement of the atoms, generating a low degree of
crystallinity (50-70%) and introducing amorphous zones. These zones have free spaces
where small molecules (e.g., additives) may be integrated into the material for a later
release. However, HDPE has a linear, ordered structure with few short-chain branches,
favoring a parallel chain configuration, a higher degree of crystallinity (90%) and fewer
amorphous zones. This structure is less likely to release small molecules and lowers the
speed of their diffusion relative to LDPE. The crystallinity also influences the mechanical
properties of both polyethylenes (Crompton, 2007; Mohammadi, Yousefi, & Ehsani,
2012). Therefore, combining diverse layers of polyethylenes may provide defined

properties for specialized food packaging applications.

To the best of our knowledge, there are no literature reports describing how Asta migrates
from any packaging material to food or food simulants. The present work aims to study
the migration of Asta from monolayer and coextruded films, including polyethylenes with
different densities, to 95% ethanol at different temperatures and to evaluate the effects of

temperature on the migration of Asta.

2. Materials and methods
2.1 Materials and films fabrication

2.1.1 Materials

LDPE resin (LBA253) was obtained from Muehlstein (Connecticut, USA), and HDPE
resin (HD7960) was acquired from ExxonMobil Chemical (New York, USA). Marigold
extract was provided by Industrias Vepinsa S.A. de C.V. (Sinaloa, México). The Asta
(>97%) HPLC standard was obtained from Alexis® Biochemicals (Enzo Life Science, Inc.
New York, USA). BHT (99%) was purchased from TCI America (Oregon, USA). Ethanol

(99.9%) was obtained from Fermont (Productos Quimicos Monterrey, S.A de C.V, Nuevo



Ledn, México). All solvents used to quantify Asta were HPLC grade (J.T Baker, Edomex,

México).

2.1.2 Films fabrication

The films used in this study were produced using the blown extrusion process as follows:
one batch of LDPE resin was manually mixed with 2.90% of marigold extract (MM film)
and blown-extruded with a pilot plant-sized monospindle extrusion machine
(Beutelspacher, México City, México). A second batch of LDPE without any additives
was extruded under the same conditions to be used as the control (MC film). A third batch
of LDPE resin was manually mixed with 3.59% marigold extract and coextruded with a
HDPE layer (BM film) using a coextrusion die (Beutelspacher, México City, México).
Finally, a fourth batch of LDPE without marigold extract was coextruded with a HDPE
layer as a bilayer control film (BC film). The extrusion temperatures for the feed, screw 1,
screw 2, and die zones were 125, 130, 130, and 130 °C for LDPE and 135, 145, 150, and
150 °C for HDPE, respectively (Colin-Chavez et al., 2012). Table 1 lists some

characteristics of these films.

2.1.3 Food simulant
One fatty food simulant was used: 95% ethanol. This simulant is recommended by the

FDA for use with polyolefins, such as polyethylene (FDA, 2007).

2.2 Quantification of Asta in the films

The MM and BM films were cut into 0.25 cm? pieces and stirred in 40 °C acetone for 24
h in the dark to extract Asta. To protect the antioxidant from degrading during the
extraction period, BHT was added to the solution (100 mg mL™). This process was
performed twice to ensure that Asta was completly extracted. Asta was quantified using
an HPLC (Varian model 9012, México City, México) equipped with a photodiode array
detector (Varian ProStar model 335, 474 nm) and a 2.0 x 250 mm YMC™ Carotenoid
C30 column (3 mm) (Waters, Milford, MA, USA) protected with a guard column. A
gradient mobile phase (at 0.3 mL min™*) consisting of (A) methanol, (B) methyl tert-butyl
ether, and (C) 5 % aqueous formic acid was used: 0—6 min, 81 % A, 15 % B, and 4 % C,;
6-14 min, 81 %-36 % A, 15 %60 % B, and 4 % C; 14-24 min, 36 % A, 60 % B, and 4
% C; 24-26 min, 36 %81 % A, 60 %-15 % B, and 4 % C; and 26-30 min, 81 % A, 15



% B, and 4 % C. Standard solutions of Asta in acetone at concentrations between 0.25 and
12 ng mL* were used to produce a calibration curve. The retention time of Asta was 7.75
min, the limit of quantification (LOQ) was 0.25 ug mL™, and the analytical recoveries
were 81 % and 93 % for the MM and BM films, respectively. All analytical data were
corrected using the recoveries (Colin-Chavez et al., 2012).

2.3 Diffusion of Asta from MM and BM films into the food simulant

The migration cell consisted of a 30 mL amber glass vial. The release of Asta was achieved
by completely immersing the films into the food simulant. MM film samples measuring
4.4 x 6.0 cm were immersed in the simulant. However, to perform both experiments using
immersion, two 3.6 x 8.4 cm rectangles of the bilayer films were cut and the HDPE sides
were adhered together such that the LDPE layers were exposed on both sides; the
rectangles were immersed in the simulant using the same protocol as for the MM films.
The LDPE layer was considered to be twice as thick when determining the diffusion
constants for the BM films. The liquid volume/area ratios were 1.14 and 0.50 mL cmfor
the MM and BM films, respectively. These ratios complied with the ASTM D4754-98,
which establishes a ratio between 155 and 0.31 mL cm™ (ASTM Standard D4754, 2011).
The diffusion experiments were performed under darkness at temperatures of 10, 23, 30,
and 40 °C. At 10 °C, very low diffusion was expected; subsequently, the area of the films
was duplicated to avoid working near the LOQ of the analytical procedure. Two replicates
were performed for each experiment. Food simulant samples were collected at different
times to quantify the Asta until the concentration was constant. The food simulant

removed during sampling was replaced with 95% ethanol.

2.3.1 Quantification of Asta in the food simulant

Asta was quantified in the food simulant using the same equipment and column as
described above. An isocratic mobile phase composed of 80% methanol, 16% methyl tert-
butyl ether, and 4% aqueous formic acid (5%) was used. Standard solutions of Asta in

95% ethanol (from 0.25 to 8 ug mL™) were used to produce a calibration curve.

2.4 Asta release model
The migration process is described by the diffusion kinetics of the migrant in the film and

expressed by D. To determine D for 95% ethanol, an analytical solution of Fick’s second



law equation was used. When the diffusion is in one dimension for a limited volume of
film in a finite volume of simulant (Crank, 1975; Ifiguez-Franco et al., 2012), the
analytical solution is as follows:

2 2a(l+a) Dq’t
o g

OO —itTta+a qn

1)

where M¢/Mwis the concentration of the antioxidant diffused at time t divided by the
concentration of the antioxidant diffused at equilibrium; I is the thickness of the film; the

gn Vvalues are the nonzero positive roots of tan gn = aqn; and a is

ot @

where Vsand Vpare the volumes of the simulant and the polymer, respectively; Kp;sis the
partition coefficient of the antioxidant between the LDPE and the simulant, which is
assumed to be constant at low concentrations and is calculated from the ratio of the

concentration of Asta in LDPE (Cp,~) and the simulant (Cs,) at equilibrium:

©

To fit the data to Eq. (1), M/Mwas plotted versus time t. D (cm? s) was calculated for
each concentration at the different experimental temperatures. To determine the fit of the
experimental data to Eqg. (1), a non-linear regression (nlin-fit) function in MATLAB
R2010b (MathWorks, Natick, MA, US) was applied to the data (Manzanarez-Lo6pez et al.,
2011).

2.5 Activation energy for the diffusion (Ea) of Asta.
To determine the effects of temperature on the diffusion of Asta from the films into the
simulant, Ea was calculated using the Arrhenius equation for diffusion:

D =Dl @



where D is the diffusion coefficient, D, is the pre-exponential factor of diffusion, Ea is the
activation energy of diffusion, R is the ideal gas constant (8.3145 J K™*mol™), and T is the
temperature in K (absolute scale). Ea was obtained from the slope of a plot of the reciprocal
of temperature (T) vs the logarithm of D (Ea= -slope x 2.303R) (lfiiguez-Franco et al.,
2012).

2.6 Statistical analysis
For the diffusion of Asta, descriptive statistics and simple linear regression analyses were

used at each temperature.

3.0 RESULTS

3.1 Quantification of Asta in the films
Table 1 lists the concentrations of Asta found in the films: 188.97+15.85 and 135.82+0.16
ug g for MM and BM, respectively (Colin-Chavez et al., 2012).

3.2 Diffusion of Asta from MM and BM films into 95% ethanol

3.2.1 Asta release

Figure 2 presents the migration of Asta into 95% ethanol in the MM films. At 23, 30, and
40 °C, equilibrium was obtained at 190.5 h (7.94 d), 50.38 h (2.10 d), and 12 h (0.50 d)
with a release of 59.62, 93.81, and 97.95% of the antioxidant, respectively. Shen (2012)
reported that the release of a-tocopherol from LDPE into 95% ethanol at 30 and 40 °C
reached equilibrium after 10 and 15 h, respectively. Galotto, Torres, Guarda, Moraga and
Romero (2011) reported that Irganox 1076 released from LDPE into 95% ethanol reached
equilibrium after 30 h and 24 h at 30 and 40 °C, respectively. Therefore, the release of
Asta was slower at 30 °C, although it was faster at 40 °C, when compared to the diffusion
of other antioxidants. In the present work, the experiment was conducted for 532.0 h
(30.15 d) at 10 °C. During the first 27.5 h, the quantity of Asta in the simulant was
constant. Apparently, no diffusion had occurred; only the dissolution of the Asta located
on the surface of the films was detected. Afterwards, a decrease in the Asta concentration

was observed. There might not have been sufficient energy to open the LDPE chains and



allow Asta movement. A similar behavior was reported during the diffusion of a-
tocopherol from polylactic acid films into coconut oil at 20 °C (Manzanarez-Lépez et al.,
2011). Figure 3 shows the release of Asta into 95% ethanol from the BM films.
Equilibrium was obtained at 1156.5 h (48.19 d), 384.0 h (16.0 d), 123.5 h (5.5 d), and 44
h (1.83 d), with a release of 33.42, 82.63, 73.22, and 69.91%, at 10, 23, 30, and 40 °C,
respectively. BM required more than 1.5 times longer to reach equilibrium relative to the
MM films. Another difference was that the quantity of Asta released was similar at 23-40
°C for the bilayer films. Microscopic observation of the BM films (not shown) revealed
that after processing the bilayer films but before the diffusion experiments, the marigold
extract molecules diffused into the HDPE. Therefore, the Asta molecules were within both
HDPE and LDPE layers. Consequently, some of the Asta molecules in the bilayer films
had to diffuse across a longer distance to reach the 95% ethanol. Additionally, the distance
was not through a homogenous material because both polymers have varying degrees of
crystallinity. The HDPE was crystalline, and these regions slowed the diffusion of Asta,
forcing it to find a path (amorphous regions) to the LDPE layer. However, LDPE was less
crystalline and contained more amorphous regions, allowing less restricted diffusion of
Asta at a higher speed. In addition, the time needed to reach equilibrium for Asta was
longer on the BM films than on the MM films. The molecules that did not release might
have been in the HDPE layer or at the interface of both polymers. Consequently,
coextruding a HDPE layer with LDPE slowed the release of Asta, which might be

convenient for some food systems.

3.2.2 Asta partition coefficients

The Kp;s for the diffusion of Asta in every system was > 1 (Table 2). A Kys> 1 indicates
that a higher concentration of migrant remained in the polymer/packaging relative to the
food/simulant after reaching equilibrium. The polarity of the migrant, packaging and food
(food simulant), as well as the solubility of the migrant in the food simulant, determine
the Kps for a diffusion process (Tehrany & Desobry, 2004). Molecules with similar
polarities tend to be attracted to each other, while molecules with dissimilar polarities
exhibit a much weaker attraction. In our systems, LDPE is a non-polar polymer and 95%
ethanol is a polar solvent. Asta is a polar carotenoid containing two ketones and two

hydroxyl groups, allowing its partial solubility in ethanol (Blasko et al., 2008). The



solubilities of lutein and B-carotene in ethanol are 300 and 30 pug mL™, respectively (Craft
& Soares, 1992). Therefore, because Asta is more polar than lutein, Asta should exhibit a
higher solubility in ethanol. The K,s obtained for the MM films were inversely
proportional to the temperature. The lowest Kp,s values were obtained at 30 and 40 °C with
a release of 93.81 and 97.95% of the antioxidant, respectively. At 23 °C, the Kyswas
higher because there was less Asta released. In general, the BM film systems displayed
higher K,,s values than MM films with no relationship to temperature, most likely because
the Asta was retained in the HDPE layer. Therefore, as explained in the previous section,
more Asta was released from MM films than from the BM films. Because marigold extract
molecules diffused into the HDPE layer, some Asta might have been retained in the HDPE
layer, affecting the diffusion process. Consequently, the coextrusion of the HDPE and
LDPE layers promoted a more gradual release of Asta to the simulant. Coextrusion may
be helpful to modify the release of the antioxidant from the active packaging. However,
more studies related to the diffusion of the marigold extract from BM are needed to
understand the behavior. For example, the design of packaging pouches and bag-in-box
bags for edible oils may utilize an inner or intermediate layer of LDPE as the antioxidant

source coextruded with an outer layer of HDPE.

3.2.3 Diffusion coefficients

The diffusion of Asta exhibited Fickian behavior, except from the MM film at 10 °C
(Figure 4). The D values were 3.54+1.40, 7.40+0.00, and 32.67+3.19x107** cm? st at 23,
30, and 40 °C, respectively, for the diffusion in the MM films. However, the D values
were 1.53+0.44, 4.12+0.04, and 5.59+0.07 and produced at 10, 23, and 30 °C,
respectively, for diffusion in the BM films (Table 2). It was not possible to calculate the
D value at 40 °C for the BM films because Asta underwent a kind of double diffusion.
This behavior might be a consequence of the earlier diffusion of Asta into the HDPE layer.
As expected, the D values increased as the temperature increased for both systems. In
general, the magnitude of the reported D values falls in the acceptable range of published
data for other compounds, such as o-tocopherol (1.30x10*! cm? s, 5 °C), carvacrol
(2.08x10 cm? s, 25 °C), Irganox 1076 (1.10x1071° cm? s, 30 °C) and Irgafos 168



(1.20x101° cm? s, 40°C) (Graciano-Verdugo et al., 2010; Linssen, Reitsma, &
Cozijnsen, 1998; Peltzer et al., 2009), that were incorporated into polyolefins and diffused
into fatty food simulants. Diffusion is controlled by the properties of the migrant,
packaging, food and environmental factors. Migrant size is one of these factors.
Considering the molecular weight of Asta (596.84 g mol™), this molecule is larger than o-
tocopherol (430.71 g mol™t) and Irganox 1076 (530.50 g mol™) molecules. D values of
4.6x101% and 1.1x10°cm?s were reported for a-tocopherol and Irganox 1076 in LDPE
with 95% and 100% ethanol, respectively, at 40 °C (Helmroth, Bekhuis, Linssen, &
Dekker, 2002; Zhu, Lee, et al., 2012). The values obtained for the diffusion of Asta from
the MM and BM films into ethanol at 40 °C are lower than the reported values, confirming

that the larger migrants have lower diffusion coefficients.

3.3 Activation energy for the diffusion (Ea) of Asta

Figure 5 shows the dependence of D on temperature according to the Arrhenius equation.
The Ea obtained for the diffusion of Asta from MM films was 101.75 kJ mol* (R?=0.99)
within a temperature range of 23 and 40 °C. However, the Ea for the BM films was 47.11
kJ mol?! (R?=0.99) in a temperature range of 10 and 30 °C. In general, the E, value is
influenced by the range of temperatures tested and when the purpose is to predict D values,
it is applicable only in that range. Subsequently, the wider the range tested, the better the
calculation of the energy required to open the LDPE chains and allow Asta to diffuse
(Limm & Hollifield, 1995). In this case, the lack of one D data point for each film makes
comparing both Ea values difficult. The diffusion of Asta in the MM films was more
affected by temperature than that in the BM films because the D values in the second case
were very similar within the tested range. The Ea values reported in this study are similar
to those reported for other antioxidants incorporated in polyethylene films. For example,
126.5 kJ mol™ was the Ea reported for the diffusion of a-tocopherol in LDPE to corn oil
at 5-30 °C (Graciano-Verdugo et al., 2010) with a positive effect from the oxidative
stability of the corn oil. Because the MM and BM films were also able to delay oxidation
reactions in soybean oil at 25°C (Colin-Chavez et al., 2012), it is possible to store fatty
food (or oils) contained in packaging made of MM or BM films without the risk

interrupting the release of Asta in the case of fluctuation of temperatures. The



temperatures tested in this work represent the transport, storage and commercialization
conditions for food in regions with a temperate to hot climate.

4.0 CONCLUSIONS

The diffusion of natural Asta from LDPE films into 95% ethanol exhibited typical Fick’s
behavior for monolayer LDPE films, except at 10 °C. Adding a HDPE layer as a
coextruded film modified the release of Asta, decreasing the effect of temperature and
assuring its release during transport, storage and commercialization conditions in regions
with a temperate to hot climate. These findings revealed that natural extracts containing
Asta have potential applications not only as active compounds in food packaging but also

in other areas, such as release from membranes or capsules.
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Table 1. Characteristics and concentrations of Asta in the films

Thickness, um

Film Polymer

Asta present in
the LDPE layer

HDPE

LDPE

ug/g

MC=
Monolayer LDPE

Control

53.0£3.0

MM=
Monolayer +
_ LDPE
Marigold

Extract

50.0£3.0

188.97+15.85

BC= Bilayer
Control

HDPE/LDPE 25.6£3.0

49.2+7.5

BM=Bilayer +
Marigold HDPE/LDPE 33.2+7.4
Extract

43.00+6.0

135.82+0.16

Adapted from Colin-Chavez et al. (2012)



Table 2. Values for the a, partition (Kp,s) and diffusion (D) coefficients for the diffusion
of Asta from MM and BM films into 95% ethanol at different temperatures

Temperatur Kopss D x 10 (cm? s1)?
e
MM BM MM BM MM BM
°C
10 --- 72.78+0.85 --- 0.78+0.0 --- 1.53+0.442
55.54+5.62%  18.12+1.26% 3.54+1.40%  4.12+0.04"
23 4.54+0.572A  5.43+0.172A
A B A A
11.95+1.10> 27.32+0.61> 18.91+1.87% 7.40£0.00*>  5.59%0.07%
30 3.64+0.040B
A B A B B
27.14+6.42>  24.34+6.12>  3.90+1.02% 32.67+3.19
40 9.04+2.270A 5 A 5 —

b

&\/alues are expressed as the best fit values for two replicates * standard deviations.

Different superscript lower case letters within the same columns indicate statistically
significant differences (p<0.05).
Different superscript capital letters between columns (MM and BM) indicate statistically
significant differences (p<0.05).
Diffusion values were determined according to Eqg. (1).



Figure 1. Chemical structure of Asta.
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Figure 2. Asta released from MM films. The graphs display the concentration of Asta

released by weight of the LDPE layer on the MM films (ug g) vs time (h).
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released by weight of the LDPE layer on the BM films (ug g2) vs time (h).



14 14

12{ 40°C 12{ 40°C
1.0 | 1 -
= £ 08 -
=3 =9
= = 064 =
L]
04 | .
L]
0.2 { mgfum
0.0
0 6e+d le+5 2e+5 2e+5 3e+5
14
£ E
= =
= =
= =
0.0 . . ‘ ‘ X
0.0 9.5e+4 1.9e+5 2.9e+5 3.8e+5 0.0 25e+5 5.0e+5 7.5e+5 1.0e+6
14 14
o
124 23°C 1.2 23°C
L]
[] )
L]
E
=
=
=
0.2 4 ®  Experimental 0.2 W Experimental
—— Best fit line to the experimental values —— Best fit line to the experimental values
0.0 0.0
0.0 7.0e+5 1.4e+6 2.1e+6 0.0 4.5e+5 9.0e+5 1.4e+6 1.8e+6
14 14
12 . 121
L]
0] ° H . .
S o . . . °
- e o .
£ 08 . .
§ £
= o6 =
: =
04
02
10°C 021 10°C
0.0 0.0
00 S0eta  6Oerd  90erd  12e+S 0.0 18e+6  36et6  Gaetb  7.2e+6
Time (s) Time (s)
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ABSTRACT

The diffusion of carotenoids from a monolayer low-density polyethylene film (MM) and
a two-layer high-density polyethylene/low-density polyethylene film (BM) was evaluated
by immersion in soybean oil; in addition, the effect of temperature on the diffusion rate
was assessed. The diffusion coefficients were 8.81-28.66 and 3.99-21.30 x10! cm?/s for
the MM films at 30 and 40 °C. Meanwhile, the diffusion coefficients were <1.56,
1.56+0.43, 6.75+0.45, and 17.70+6.66 x 101! cm?/s at 10, 25, 30, and 40 °C, respectively,
for the BM films. The effect of temperature on the diffusion coefficients followed an
Arrhenius-type model with activation energies of 118.97 kJ/mol for the BM films. These
findings demonstrated that carotenoids may be applied as active compounds in multilayer
packaging for fatty food stored or commercialized in regions with a temperate to hot

climate.

KEYWORDS: carotenoids, antioxidants, active packaging, polyethylene, diffusion,

activation energy.



INTRODUCTION

Antioxidant active packaging may be able to prevent or slow the oxidation of easily
oxidizable food components. This approach requires the deliberate incorporation of
antioxidants into packaging materials and the further migration of antioxidants to the food.
Therefore, the food shelf life is extended and safety is improved while quality is
maintained.’ 2 There are different interactions between food and packaging. Migration is
one of them and consists of transferring components from the packaging material to the
food. It is a molecular diffusion process explained by the Fick’s second law, and there are
two basic parameters derived from this process. The first is the diffusion coefficient (D),
which dictates how fast the antioxidant is diffused. The second is the partition coefficient
(Kps), which dictates how much migrant is diffused when diffusion reaches the
equilibrium between the packaging and food.®

Vegetable oils are composed principally of triglycerides of fatty acids with some degree
of unsaturation. They can be used for cooking, as ingredient of foods and directly as food.
The unsaturated fatty acids present in oils are susceptible to oxidation that causes quality
deterioration. Thus, oils must be adequately protected and one alternative is by the use of
antioxidant active packaging.* Many reports on antioxidant active packaging have focused
on the migration of synthetic antioxidants, such as butylated hydroxytoluene (BHT) and
butylated hydroxyanisole (BHA).>® Currently, research is focused on the use of natural
antioxidants. This trend has two branches, the use of pure antioxidants or the use of natural
extracts rich in antioxidants. Different antioxidant packaging combined with flavonoid-
cocoa extract,'® astaxanthin-marigold extract,!! rosemary extract,*? oregano extract,*®
citronella essential oil,'* and barley husks'* have been developed. As a result, natural

antioxidants are becoming a valid alternative for food protection and recent efforts have



focused on the extraction, identification and application of natural antioxidants in the form
of extracts.

Carotenoids constitute a family of pigmented lipophilic compounds which are widely
distributed in green plants, fruits, and vegetables. The backbone of the carotenoid
molecule consists in a polyene chain that may be terminated by cyclic end groups that
contain oxygen-bearing substitutes. The polyene chain is responsible for antioxidant
activities of carotenoids that depend upon its ability to quench singlet oxygen and
scavenge free radicals. This family is composed by more than 700 members, but no more
than 10 have been applied commercially in food and feed industry as pigments.t® In the
food packaging industry there are few publications about the use of carotenoids as
polymer stabilizers or active compounds. Azteca marigold (Tagetes erecta) flowers are a
common source of carotenoids. It is possible to find commercial Azteca marigold extracts
which are used as pigments in poultry feed (for pigmentation of skin and egg yolks),
shrimp farming, and commercial/ornamental fish culture. Also, indirectly applying
marigold extract containing 1.81% of astaxanthin in polyethylene films protected soybean
oil from oxidation.!!

Polyethylene is the most widely used single polymer in food packaging. Polyethylene has
the simplest possible structure based on —CHp— units.? There several types of
polyethylene, including low-density polyethylene (LDPE) and high-density polyethylene
(HDPE). Both materials have different crystallinities. LDPE has a structure with many
branched chains that interrupt the regular arrangement of the atoms, generating a low
degree of crystallinity (50-70%) and introducing amorphous zones. HDPE has a linear,

ordered structure with few short-chain branches, favoring a parallel chain configuration,



a higher degree of crystallinity (90%) and fewer amorphous zones. Thus, combining
diverse layers of polyethylenes may provide defined properties for specialized food
packaging applications.!

The present work aims to study the migration of carotenoids from monolayer and
coextruded films, including polyethylenes with different densities to soybean oil at
different temperatures and to evaluate the effects of temperature on the diffusion of

carotenoids.

MATERIALS AND METHODS

Chemical and Reagents

LDPE resin (LBA253) was obtained from Muehlstein (Wilton, CT) and HDPE resin
(HD7960) was acquired from ExxonMobil Chemical (New York, NY). Marigold extract
was provided by Industrias Vepinsa S.A. de C.V. (Los Mochis, Sin, México). The
astaxanthin (>97%) HPLC standard was obtained from Alexis® Biochemicals (Enzo Life
Science, Inc. New York, NY). BHT (99%) was purchased from TCI America (Portland,
OR). Deodorized soybean oil was obtained from Industrializadora Oleofinos S.A. de C.V.
(Zapopan, Jal, México). All solvents to quantify total carotenoids were HPLC grade (J.T

Baker, Toluca, Edomex, México).

Film fabrication
The films used in this study were produced using the blown extrusion process and details
about fabrication were reported in a previous work.!! Two films were fabricated, a

monolayer film of LDPE added with 2.90% of marigold extract (MM film) and a bilayer



film of HDPE/LDPE added with 3.59% of marigold extract in the LDPE layer (BM films).
Two more films with the same structure but without addition of marigold extract were

fabricated and used as controls. Table 1 lists some characteristics of these films.

Quantification of total carotenoids in the marigold extract and films

A spectrophotometric method for total carotenoids quantification was established using
astaxanthin as standard. Standard solutions of astaxanthin in acetone at concentrations
between 0.50 and 6.0 ug/mL were used to produce a calibration curve. Carotenoids were
quantified using a spectrophotometer Cary 50 Bio (Varian, Victoria, Australia).
Absorbance was measured at 474 nm in 4.5-cm cuvettes.’® Acetone was used as a blank
and a linear plot (R?=0.99) was obtained. The limit of quantification (LOQ) of the method
was established when a standard solution of astaxanthin gave an absorbance < 0.0047
which corresponded to 0.033 pug/mL of carotenoids.

The marigold extract (25.40 mg) was dissolved in 25 mL of acetone and proper dilutions
were performed to quantify total carotenoids. The MM and BM films were cut into 0.25
cm? pieces and stirred in acetone at 40 °C for 24 h in the dark to extract carotenoids, proper
dilutions were performed when it was necessary. To protect carotenoids from degrading
during the extraction period, BHT was added to the solution (100 pg/mL). Total
carotenoid content was expressed in pg astaxanthin per mL of acetone. Three replicates

were performed for each sample.

Diffusion of total carotenoids from MM and BM films into the soybean oil
Refined and deodorized soybean oil without addition of commercial antioxidants was used

as the liquid phase of the system. The oil was kept at -20 °C since its production to avoid



oxidation. To protect the oil and carotenoids from degradation during the diffusion period
BHT (5%) was added to soybean oil.

The migration cell consisted of a 40 mL amber glass vial containing 35 mL of soybean
oil. MM films samples measuring 4.5 x 24 cm were immersed in the soybean oil. To
perform both experiments using immersion, two 3.6 x 15 cm rectangles of the BM films
were adhered together such that the LDPE layers were exposed on both sides; the
rectangles were immersed in the soybean oil using the same protocol as for the MM films.
The LDPE layer was considered to be twice as thick when determining the diffusion
constants for the BM films. The liquid volume/area ratios were 0.32 and 0.65 mL/cm?for
the MM and BM films, respectively. These ratios complied with the ASTM D4754-98,
which establishes a ratio between 155 and 0.31 mL/cm? for diffusion experiments.*” The
diffusion experiments were performed under darkness at temperatures of 10, 25, 30, and
40 °C. Four replicates were performed for each experiment. Soy bean oil samples were
collected at different times to quantify the total carotenoids until the concentration was

constant. The soybean oil removed during sampling was replaced with soybean oil.

Quantification of total carotenoids in the soybean oil

Carotenoids were quantified using the spectrophotometer described above by measuring
absorbance at 463 nm in 4.5-cm cuvettes.'® Wavelength was determined by performing a
wavelength scan from 200 to 800 nm in samples obtained from the migration experiments.
Standard solutions of astaxanthin in soybean oil at concentrations between 0.12 and 80
ug/mL were used to produce a calibration curve. Soybean oil was used as a blank and a

linear plot (R?=0.99) was obtained. The LOQ of the method was established when a



standard of astaxanthin in oil gave an absorbance < 0.0055 which corresponded to 0.12

ug/mL of carotenoids.

Carotenoids release models

The migration process is described by the diffusion kinetics of the migrant in the film, and
it is expressed by D. To determine D, an analytical solution of Fick’s second law equation
was used. When the diffusion is in one dimension for a limited volume of film in a finite

volume of liquid,*® ° the analytical solution is as follows

M _
Mo s 1+oc +ot g7 P

n=

€y

2 « (14+x) { Dq%t}
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where M¢/Mwis the concentration of the carotenoids diffused at time t, divided by the
concentration of the carotenoids diffused at equilibrium; 1 is the thickness of the film, and
the gn values are the nonzero positive roots of tan g, = agn and « is

Vs
Kp.sVp

xX=

(2)

where Vsand Vpare the volume of the soybean oil and the polymer, respectively; Ky sis the
partition coefficient of the carotenoids between the LDPE and the soybean oil, which is
assumed to be constant at low concentrations and was calculated from the ratio of the
concentration of carotenoids in LDPE (Cp,-) and the soybean oil (Cs,) at equilibrium.

CP,OO
Kps =2 (3)
S,00

To fit the data to Eq. (1), M/M=was plotted versus time t. D (cm?/s) was calculated for

each film at the different experimental temperatures. To determine the fit of the



experimental data to Eqg. (1), a non-linear regression (nlin-fit) function in MATLAB

R2010b (MathWorks, Natick, MA, US) was applied to the data.!® %0

Activation energy for the diffusion (Ez) of total carotenoids.
To determine the effects of temperature on the diffusion of carotenoids from the films into

the soybean oil, the Ea was calculated using the Arrhenius equation for diffusion:

D = D,. el (4)
where D is the diffusion coefficient, Do is the pre-exponential factor of diffusion, Ea is the
activation energy of diffusion, R is the ideal gas constant (8.3145 J/K mol), and T is the
temperature in K. Ea was obtained from the slope of a plot of the reciprocal of temperature

(1/T) vs the logarithm of D (Ea= -slope x 2.303R).%°

Statistical analysis
For the diffusion of carotenoids, descriptive statistics and simple linear regression

analyses were used at each temperature.

RESULTS AND DISCUSSION

MM and BM were previously developed by our research group and details were published
by Colin-Chavez, et al. ! The concentration of carotenoids quantified in the marigold
extract was 37.32+0.56 mg/g (Table 1). Meanwhile, the concentration of carotenoids in
the films was 647.59+41.29 and 426.22+20.30 pg/g in the LDPE layer for MM and BM,
respectively. About 30% of the carotenoids quantified in the films was astaxanthin
(188.97+15.85 and 135.82+0.16 ug/g for MM and BM films, respectively).! More than

60% of carotenoids contained in the extract were lost during the extrusion process. These



values are lower than the concentration of astaxanthin lost by the extrusion process for the
BM films (78.45%)! because other carotenoids present in the extract could have been
more resistant to the processing temperatures.?* There are only three publications about
the incorporation of carotenoids to polymers. Two papers reported the incorporation of -
carotene? and lycopene?® in poly(lactic acid) and polypropylene, respectively, as polymer
stabilizers. The third report is our previous paper, which describes the effect of the
marigold extract on the properties of the films studied in the present work.** This report
also showed a positive effect of the films on the soybean oil oxidative stability as a

consequence of the migration of carotenoids, astaxathin among them.

Carotenoids release

Figure 1 presents the migration of carotenoids toward soybean oil in the MM films. At 40
°C the equilibrium was obtained at 8 h (0.33 d) with a release of 58.75% of carotenoids.
At 30 °C the equilibrium was obtained at 9 h (0.38 d) with a release of 33.93% of
carotenoids. In both scenarios the release was gradual; however, at 25 and 10 °C
apparently, no diffusion had occurred; only the dissolution of the carotenoids located on
the surface of the films were detected. In these cases the levels of carotenoids kept constant
or decreased in the soybean oil during the contact with the MM films. A similar behavior
was observed during the diffusion of a-tocopherol from poly(lactic acid) films in coconut
oil at 20, 30, and 40 °C.?° In the present work, the release at 10, 25, and 40 °C showed that
there was a decrease in carotenoids concentration, which was evident after the diffusion
reached the equilibrium. It was not possible to observe this behavior at 30 °C because the
experiment was stopped when the maximum carotenoid concentration was achieved. Even

soybean oil was added with enough BHT to avoid oxidation, carotenoids suffered



degradation at these temperatures. Commonly, carotenoids degradation is associated with
high temperatures (>70 °C). However, some authors have observed that this phenomenon
occurred at temperatures as low as 4 °C. Franco-Zavaleta, et al. 2* reported that carotenoids
concentration in shrimp wastes extract incorporated to sunflower oil suffered degradation
at 4 and 20 °C and there was effect of time. Additionally, Anarjan and Tan? found that
after 8, 6, and 1 week of storage at 5, 10, and 25° C, about 37, 37, and 46%, of the
astaxanthin present in a nanodispersion of polysorbate 20 (29%), sodium caseinate (65%)
and gum Arabic (6%) decayed, respectively. Figure 2 presents the migration of
carotenoids into soybean oil from the BM films. At 40 °C the equilibrium was obtained at
22 h (0.92 d) with a release of 46.75% of the carotenoids. At 30 °C the equilibrium was
achieved at 191 h (7.99 d) with a release of 66.22%. At 25 °C the equilibrium was obtained
at 357.5 h (14.90 d) with a release of 41.20%. Finally, at 10 °C the equilibrium was
obtained at 936 h (39 d) with a release of 18.9% of the carotenoids. According to these
results carotenoids release increased with temperature in a range of 10-30 °C. Surprisingly,
the percentage of carotenoids released was lower at 40 °C than at 30 °C, probably due to
degradation of these compounds at such high temperature. Yuan, et al.?® reported that at
4 °C astaxanthin reached a degradation percentage of 68.50% in 120 h, whereas at 25 and
50 °C, the pigment was degraded totally in 80 and 32 h, respectively. Degradation of
carotenoids could have occurred in all the migration experiments. However, it was not
possible to determine the extent at which it occurred. Then, it is important to figure out
that diffusion coefficients could be influenced by this process.

The release of carotenoids from BM films took 2.75 and 21.22 times to reach the

equilibrium at 30 and 40 °C relative to the monolayer films, respectively. Then, the



presence of the HDPE layer in BM films allowed a more gradual release of carotenoids
and extended the time to reach the equilibrium. Microscopic observations of the BM films
(not shown) revealed that after processing the bilayer films and before the diffusion
experiments, marigold extract molecules (composed by oil and carotenoids) diffused into
the HDPE layer. Then, the gradual release of carotenoids in the BM films could be the
result of two facts, the first is the diffusion of marigold molecules into the HDPE layer
and the second is the penetration of soybean oil molecules in the LDPE layer. Schwope,
et al.?’ reported that LDPE was penetrated by oily components of the food, which
promoted the migration of antioxidants such as BHT. In the second case, if the soybean
oil molecules penetrated the LDPE layer, some carotenoids molecules could have been
dissolved and easily diffused towards the liquid. Probably these carotenoids were the first
to arrive to the soybean oil. Meanwhile, other molecules of soybean oil penetrating the
LDPE layer could have arrived to the interphase HDPE/LDPE finding a barrier, which
slowed dawn the mobility. This barrier is the crystallinity of HDPE. Then, soybean oil
molecules could swell and plasticize the crystalline phase of interphase HDPE/LDPE

helping the release of the carotenoids molecules in a later stage.

Carotenoids partition coefficients

The Ky for the diffusion of carotenoids in every system was > 1 (Table 2). A Kps >1
indicates that a higher concentration of migrant remained in the packaging relative to the
food (soybean oil in this case) after reaching the equilibrium. The polarity of the migrant,
packaging and food as well as the solubility of the migrants in the food determine the Ky
for a diffusion process.?® Molecules with similar polarities tend to be attracted to each

other, while molecules with dissimilar polarities exhibit a much weaker attraction. Even



when the three elements of our systems, carotenoids, LDPE and soybean oil are relatively
non polar compounds, the Kps showed that carotenoids interaction with LDPE was not
easily broken by the soybean oil. Then, in these systems, solubility and polarity did not
determine the Ky values. Because marigold extract molecules diffused into the HDPE
layer, some carotenoids molecules might have been retained in the HDPE layer, affecting
the process of diffusion as explained before. Consequently, the coextrusion of the HDPE
and LDPE layers promoted a more gradual release of carotenoids to the soybean oil. On
the other hand, the results did not show a clear relationship to temperature. This might be
attributed to thermal degradation of carotenoids. Then, not only polarity and solubility but
also the coextrusion of a HDPE layer to the LDPE and thermal degradation of carotenoids

could influence the magnitude of the K.

Diffusion coefficients

The diffusion of carotenoids exhibited a Fickian behavior, except for MM film at 10 and
25 °C (Figure 3). The D values were 8.81-28.66 and 3.99-21.30 x 10"** cm?/s at 30 and 40
°C, respectively, for the diffusion in the MM films. There was a high variation within the
D values at these temperatures; therefore, the values are presented as ranges. The variation
can be attributed to a combination of the thermal degradation that carotenoids
experimented and the oil penetration into the LDPE films. However, the D values were
<1.56, 1.56+0.43, 6.75+0.45, and 17.7046.66 x 10™** cm%s at 10, 25, 30, and 40 °C,
respectively, for diffusion in the BM films (Table 2). It is important to figure out that in a
previous publication, a delayed of lipid oxidation of soybean oil packaged in the BM films
was tested at 25 °C.1! As expected, the D values increased as the temperature increased.

In general, the magnitude of the reported D values falls in the acceptable range of



published data for other compounds, such as a-tocopherol (1.3 x 10t cm?/s, 10 °C; 9.6 x
101t cm?/s, 20 °C; 51.10 x 101t cm?/s, 30 °C),?° carvacrol (23.70 x 101! cm?/s, 40 °C),*°
and Irganox 1010 (2.00 x 101t cm?/s, 49 °C),%’ that were incorporated in polyethylene
films and diffused into vegetable oils. Then, in MM films thermal degradation of
carotenoids and oil penetration influenced the diffusion behavior, while in BM films the
coextrusion of a HDPE layer to the LDPE promoted a gradual release of carotenoids

maintaining the Fickian behavior of the diffusion.

Activation energy for the diffusion (Ea) of carotenoids

Figure 4 shows the dependence of D on temperature according to the Arrhenius equation.
The Ea obtained for the diffusion of total carotenoids from BM films was 118.97 kJ/mol
(R?=0.92) in a temperature range of 25 and 40 °C. According to Limm and Hollifield
this can be interpreted as a the energy required to open the LDPE chains and allow the
diffusion of carotenoids into oil. This value is similar to the reported for the diffusion of
a-tocopherol from two films made of LDPE into corn oil at 5 — 30 °C: 105.90 and 126.5
kJ/mol, with positive effects on the oxidative stability of the corn 0il.?® Also, an E, of 11.3
kJ/mol was reported for diffusion of a-tocopherol from LDPE into whole milk powder at
20 — 40 °C.3%2 1t is important to figure out that the Ea is influenced by the range of
temperatures tested, and when the purpose is to predict D values it is applicable only in
that range. Consequently, the wider the range tested, the better the calculation of the Ea.%!
In the present work, temperature has moderate effect on carotenoids diffusion to soybean
oil from 25 to 40 °C which represents the transport, storage and commercialization

conditions for food such as vegetable oils in regions with a temperate to hot climate.



In conclusion the diffusion of natural carotenoids from MM films into soybean oil
exhibited typical Fick’s behavior at 30 and 40 °C; however, diffusion of carotenoids from
BM films exhibited Fick’s behavior at 10 - 40 °C. Adding a HDPE layer as a coextruded
film delayed the release of carotenoids and the time to reach the equilibrium.
Consequently, when designing multilayer films for active packaging it has to be
considered that additional layers can modify the release properties of other layers. The
behavior obtained from the bilayer system assured the release of carotenoids from BM
films into vegetable oils during the stages of commercialization without the risk of
interruption for fluctuations in temperature. These findings revealed that carotenoids have
potential applications as active compounds in release devices like active packaging,

membranes and capsules.
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Table 1. Effect of processing on the concentration of carotenoids and astaxanthin in the
films added with the marigold extract.

Carotenoids Carotenoids Astaxanthin
added initially quantified after quantified after
in the LDPE extrusion in extrusion in
Film Polymer layer the LDPE the LDPE
layer layer
mg/g ng/g ng/g
MC=Monolayer LDPE 0 0 0
Control
MM=Monolayer
+ Marigold LDPE 1.08 647.59+41.29  188.97+15.85
Extract
BC=Bilayer  HDPE/LDPE 0 0 0
Control
BM=Bilayer +
Marigold HDPE/LDPE 1.34 426.22+20.30  135.82+0.16
Extract

The percentage of marigold extract incorporated to MM and BM films was 2.90 and
3.59%, respectively.!! The concentration of carotenoids and astaxanthin in the marigold
extract was 37.32+0.56 and 18.15+2.84 mg/g, respectively.



Table 2. Values for the alpha (o), partition (Kps) and diffusion (D) coefficients for the
diffusion of carotenoids from MM and BM films into soybean oil at different
temperatures.

T,°C Kps o D x10 (cm?/s)?
MM BM MM BM MM BM
10  179.61+13.38*A 293.03+16.80%B 0.41+0.04*A 0.23+0.022B — <1.56
25 95.85+12.76°A  92.97+12.45>A  0.71+0.07*A 0.70+0.10°A — 1.56+0.43?

30 165.58+20.68*4  30.78+1.01%B  0.52+0.05*4 1.96+0.12°B 8.81-28.66 6.75+0.45°

40  53.33+15.86°A  62.98+2.83%B  1.53+0.65"A 0.89+0.15°A 3.99-21.30 17.70+6.66°

%Values are expressed as the best fit values for four replicates + standard deviations.
Different superscript lower case letters within the same columns indicate statistically
significant differences (p<0.05).

Different superscript capital letters between columns (MM and BM) indicate statistically
significant differences (p<0.05).
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Figure 1. Carotenoids released from MM films. The graphs display the percentage of

carotenoids released by weight of the LDPE in the MM films (%) vs time (h).
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Figure 3. Diffusion of carotenoids from MM (triangles) and BM (circles) films into

soybean oil at different temperatures in accordance to the second Fick’s law. The y axis

represents the mass of carotenoids diffused at time t divided by the mass of carotenoids

diffused at equilibrium. The x axis describes t as time in s.
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Figure 4. Activation energy (Ea) for the diffusion of carotenoids from BM films into

soybean oil. The temperature ranged from 25 to 40 °C for the BM films.
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RESUMEN

Se elaboraron peliculas bicapa de polietileno de alta densidad/polietileno de alta densidad.
La capa externa se adiciond con 2% de TiO2 y la interna con 2.19% de extracto de flor de
cempasuchil (Tagetes erecta) como fuente natural de astaxantina. La adicion de TiOz tuvo
un efecto positivo en el control de la fotodegradacion de astaxantina y el color de las
peliculas. La cinética de degradacion fue de primer orden tanto para los carotenoides como
para el color. Las constantes de velocidad obtenidas fueron de -0.035 dias™* (R?>= 0.93) y -
0.056 dias™ (R?=0.84) para la degradacion de astaxantina y color, respectivamente. La
migracion de astaxantina y de todos los carotenoides presentes en las peliculas tuvo un
efecto positivo en el control de la oxidacion lipidica de aceite de soya. Se obtuvieron
coeficientes de difusion de 2.10+0.33, 2.54+0.14 y 19.26+0.80x10** cm?/s a 10, 25 y 40
°C. El efecto de la temperatura en la difusion de carotenoides sigui6 un modelo tipo
Arrhenius con una energia de activacion 53.66 kJ/mol. Estos resultados muestran el
potencial de extractos naturales ricos en carotenoides como ingredientes activos en el

envasado de alimentos lipidicos.

Palabras clave: astaxantina, carotenoides, dioxido de titanio, polietileno, envases

activos.



INTRODUCCION

Los envases activos antioxidantes son una alternativa en el control de la oxidacion lipidica
de los alimentos. Las funciones principales de los envases alimenticios son contener,
proteger, preservar e informar.! Cuando ademas de cumplir con estas funciones el envase
se le adicionan antioxidantes, los cuales se liberan al alimento o al espacio de cabeza para
mejorar su funcionamiento, se convierte en un envase activo.? Si el aditivo tiene
propiedades antioxidantes, el envase se conoce como envase activo antioxidante, el cual
tiene como objetivo fundamental prolongar la estabilidad oxidativa del alimento y por
ende prolongar su vida en anaquel.® La investigacion y desarrollo de envases activos
antioxidantes va a la par con las demandas del consumidor. En la actualidad el consumidor
demanda cada vez mas la presencia en el mercado de alimentos naturales y saludables con
reducida o nula adicién de aditivos sintéticos.* Ante esto, el desarrollo de envases activos
antioxidantes esta concentrado en el uso de antioxidantes naturales. Esta tendencia tiene
dos directrices, el uso de antioxidantes puros o el uso de extractos ricos en antioxidantes.
A nivel investigacion se estan desarrollando diferentes peliculas adicionadas con extractos
de cacao ricos en flavonoides, aceite de albahaca, orégano y romero, ricos en terpenoides
y compuestos fenolicos, asi como extractos de cascara de cebada, ricos en compuestos
fendlicos.>” El uso de antioxidantes naturales esta creciendo como alternativa valida en la
proteccién de los alimentos. Esfuerzos recientes se han concentrado en la extraccion,
identificacion y aplicacion de antioxidantes naturales en forma de extractos, tal es el caso

de los carotenoides como la astaxantina (Asta, Figura 1).

La Asta es un antioxidante natural y pertenece a la familia de los carotenoides. Este
compuesto es el responsable del color rojo o rosa caracteristico de los caparazones de los
crustaceos, de la piel de los teledsteos, de los musculos de los salmones, ovarios de peces
y bivalvos. EI nombre sistemético de este carotenoide es el 3,3"-dihidroxi-f-f-caroteno-
4,4"-diona, su férmula molecular condensada es CaoHs204 (596.9 g/mol). Existen tres
formas en las cuales la Asta al igual que el resto de los carotenoides ejercen su funcion
antioxidante: desactivando al oxigeno singlete (*O2) desactivando estados excitados de
fotosensibilizadores y neutralizando radicales libres (ceder protones, ceder electrones,



adicion con radicales libres).8!! La aplicacion de Asta en la conservacion de alimentos
comienza a diversificarse y ahora es posible utilizarla como un aditivo antioxidante en los
envases activos.® No obstante, esta molécula es susceptible a degradarse por efecto de la
luz y generalmente su cinética de degradacion es de primer orden.'? ** Por lo tanto, a
medida que se encuentren diferentes alternativas para proteger a la molécula de la luz se

ampliarén sus aplicaciones.

El polietileno es el plastico mas utilizado en el envasado de alimentos. Este polimero tiene
una estructura simple basada en unidades —CH>—. El polietileno de alta densidad (PEAD)
es un polimero semicristalino, es decir, algunos de sus atomos estan ordenados (regiones
cristalinas) mientras que otros estan desordenados (regiones amorfas). La cristalinidad del
PEAD es del 90%.2 Esta caracteristica influye directamente en sus propiedades mecanicas
y de transporte de masa, las cuales le proporcionan aplicaciones especificas.** El PEAD
no posee barrera a la luz, entonces los aditivos activos incorporados en su interior y los
alimentos contenidos en envases de este polimero que son susceptibles a la fotodegracion
practicamente estan sin proteccion.® Colin-Chavez, et al. * adicionaron extracto de flor de
cempasuchil como fuente de Asta a polietileno de baja densidad (PEBD) en una pelicula
monocapa de PEBD vy otra bicapa de PEAD/PEBD. Estos autores reportaron un efecto
positivo de estas peliculas en la estabilidad oxidativa de aceite de soya. Sin embargo, el
atributo antioxidante de esta molécula esta limitado por su susceptibilidad a ser degradada
por efecto de la luz al igual que el resto de los carotenoides.® Ante esto es necesario buscar
alternativas que eviten la fotodegradacion de la Asta y le permitan ejercer su capacidad

antioxidante.

El dioxido de titanio (TiO2) es el pigmento blanco mas utilizado en la industria de los
plasticos. Este compuesto presenta un elevado indice de refraccién en comparacion con
otros pigmentos blancos y ademas posee buena estabilidad quimica.l® El TiO, esta
aprobado por la FDA para usarse como aditivo alimentario. Este pigmento se ha utilizado
en una amplia gama de alimentos como gomas de mascar, chocolates y reposteria.l’ El
actuar como pigmento no es la Gnica funcién que desempefia esta molécula, debido a su

capacidad para absorber y reflejar la luz UV se utiliza como absorbedor o estabilizador de



luz UV en plasticos. EI TiO absorbe radiacion a longitudes de onda < 387 nm,*8 éstas
corresponden a la region ultravioleta. Esta propiedad se puede utilizar no solo para
proteger al polimero sino también a todos los compuestos que intencionalmente fueron
adicionados al plastico y que son susceptibles a degradarse por efecto de la luz como es

el caso de los carotenoides.

El objetivo del presente trabajo fue elaborar peliculas bicapa activas antioxidantes a base
de PEAD adicionadas con extracto de flor de cempasuchil y TiO,. El extracto de flor de
cempasuchil se utilizé como fuente natural de Asta y el TiO2 como agente fotoprotector
del antioxidante. También se evalud el efecto antioxidante de las peliculas sobre la
estabilidad oxidativa de aceite de soya. Finalmente, se estudié la migracion de los

carotenoides presentes en las peliculas hacia aceite de soya.

MATERIALES Y METODOS

Materiales

Resina de PEAD (HD7960) obtenida de ExxonMobil Chemical (New York, USA).
Extracto de flor de cempasuchil (37.33 mg/g de carotenoides y 18.15 mg/g de Asta)
proporcionada por Industrias Vepinsa S.A. de C.V. (Sinaloa, México). Dioxido de titanio
procedente de Dupont (Delaware, USA). Estandar de Asta (99.5% de pureza) obtenida de
Alexis® Biochemicals (Enzo Life Science, Inc. New York, USA). Butil hidroxitolueno
(BHT, 99% de pureza) de TCI América (Oregon, USA). Aceite de soya deodorizado y sin
adicién de antioxidantes, proporcionado por Industrializadora Oleofinos S.A. de C.V.
(Zapopan, Jal, México). Acetona (Fermont, México). Todos los reactivos utilizados para

la cuantificacién de Asta fueron grado HPLC.

Elaboracién de peliculas

Se elaboraron cuatro rollos de peliculas coextruidas bicapa de PEAD utilizando un
extrusor Beutelspacher (Ciudad de México, México). Las peliculas se denominaron BC:
PEAD/PEAD; BCD: 98% PEAD-2% TiO2/PEAD; BE: PEAD/97.81% PEAD-2.19% de
extracto de flor cempasuchil (Tagetes erecta L) y BDE: 98% PEAD -2% Ti0,/97.81%



PEAD-2.19% de extracto de flor cempasuchil (Tagetes erecta L.). Para el procesamiento
de la capa externa las temperaturas de las zonas de la alimentacion, tornillo 1, tornillo 2 'y
dado fueron: 120, 130, 130y 130°C respectivamente. Para la capa interna las temperaturas
de alimentacion, tornillo 1, tornillo 2 y dado fueron 125, 125, 130y 130 °C.

Extraccion de Asta

La extraccion de Asta y carotenoides totales en las peliculas se realizé colocando 0.3 g de
las peliculas BE y BDE trituradas en 20 ml de acetona. Las muestras se mantuvieron en
agitacion a 40 °C por 24 h. Este proceso se repitid tres veces para lograr extraer toda la
Asta y carotenoides presentes. En la segunda y tercera extraccion el volumen de acetona
se redujo a 5 ml. Debido a que la cantidad de Asta extraida y cuantificada era baja con
respecto a lo que se habia incorporado inicialmente se decidié implementar un nuevo

método de extraccion utilizando ultrasonido.

Para establecer las condiciones de extraccion de Asta y carotenoides totales se realizaron
diversos estudios preliminares. Estos estudios consistieron en realizar extracciones de 0.3
g de pelicula BE y BDE en 10 ml de acetona. Las peliculas se sometieron a extraccion en
un bafio ultrasonico (Bransonic Ultrasonic Cleaner, Danbury, Connecticut, USA) a 100W
y 42KHz durante 105 y 75 minutos a 5 y 25 °C, respectivamente. Cada 15 min se tomaron
0.7 ml de las extracciones y se cuantificd el contenido de carotenoides totales en un
espectrofotometro (Cary 50 Bio; Varian, Victoria, Australia) a una longitud de onda de
474 nm. Debido a que la cantidad de carotenoides totales extraidos presentd un
comportamiento similar en ambas temperaturas se selecciond la temperatura de 25 °C
como temperatura de extraccion. A esta temperatura se repitié el experimento pero en
lugar de cuantificar carotenoides totales se cuantifico el contenido de Asta por HPLC. Se
realizd un experimento de recuperacion para determinar si el antioxidante sufria algin tipo
de degradacion durante las extracciones y se encontro que se recuperaba completamente.
En base a estos estudios se establecieron las siguientes condiciones de extraccion: 0.3 g
de pelicula en 1.5 ml, 25 °C durante 45 minutos bajo ultrasonido (42 KHz, 100W). Las

extracciones se realizaron por triplicado.



Cuantificacion de Asta

La cuantificacion de Asta se realizé mediante HPLC en los extractos obtenidos con ayuda
de ultrasonido. Las condiciones cromatograficas utilizadas fueron las siguientes:
cromatografo de liquidos Varian modelo 9012 (Ciudad de México, México), detector de
arreglo de diodos Varian ProStart modelo 335 (474 nm), loop de 20 pL y columna: 2.0 x
250 mm YMC™™ Carotenoid C30 (3um). Fase movil: para las peliculas BE se utilizé un
flujo isocratico (0.30 ml/min) de 80% metanol, 16% tert-butil metil éter y 4% agua
acidificada (5% éacido férmico). En cambio para las peliculas BDE se utilizdé un flujo
isocratico compuesto de 95% de metanol y 5% de tert-butil metil éter. Se elaboraron
curvas de calibracion de Asta para cada fase movil en un rango de concentraciones de 0.5

a4 pg /ml. El limite de cuantificacion fue de 0.12 ug/ml.

Estudio de vida de anaquel de peliculas activas

Rectangulos de pelicula sencilla de BE y BDE de 10 x 6.5 cm se expusieron a una
intensidad de luz (lamparas TCPHS23DL4MX, modelo EDXO-23. Aurora OH, USA)
entre 594-1896 Ix (luxémetro SP-840020, Neurtek Instruments, Guipuzcoa, Espafia) a 25
°C por 52 dias. Cada 4 dias se muestrearon trozos de cada pelicula para evaluar color y el

contenido de Asta. Cada analisis se realizo por triplicado.

Degradacion de color

En cada muestreo se evaluaron las coordenadas cromaticas (L, a*, b*) y cromaticidad
(croma) de las peliculas utilizando un colorimetro (CR-300, Konica Minolta, México).
Las mediciones se realizaron en la parte interna de ambas peliculas debido a que el
extracto de flor de cempasuchil se adicioné en esta capa. Todas las mediciones se hicieron

sobre una hoja blanca.

Degradacion de Asta
En cada muestreo las peliculas se extrajeron con acetona y la Asta se cuantific6 mediante

HPLC de acuerdo a la metodologia antes mencionada.



Cinética de degradacion
Modelos de primer orden se han utilizado para la degradacion de color y carotenoides.®
1921 ‘Una cinética de degradacion de primer orden se expresa mediante la siguiente

ecuacion:

In(C — C,,) = —kt (D

Tanto para la degradacion de color como para la degradacion de Asta se determino la
constante de velocidad (k). Para la degradacion de color C es el valor de croma en las
peliculas en cualquier tiempo, C es el valor de croma en las peliculas después de que no
se observan cambios en este valor (valor de croma para la pelicula control méas productos
de degradacion del extracto de flor de cempasuchil), k es la constante de velocidad
(tiempo™) y t el tiempo. Para la degradacion de Asta C es la concentracion de Asta en las
peliculas en cualquier tiempo vy, considerando que al final de la exposicion se degrada

completamente, C- es cero.

Efecto activo de las peliculas antioxidantes

Para determinar el efecto activo de las peliculas se realizd un estudio de estabilidad
oxidativa. Como sustrato oxidable se utilizé aceite de soya libre de cualquier antioxidante
comercial. Se elaboraron bolsas de aproximadamente 98 cm? con las peliculas BC (dos
pliegos de 7.0 x 7.0 cm), BDC (dos pliegos de 6.5 x 7.5 cm), BE (dos pliegos de 5.8 x 8.4
cm) y BDE (dos pliegos 6.0 x 8.2 cm). Se envasaron 40 ml (36.4 g) de aceite de soya. Las
bolsas se almacenaron a 25 °C bajo una intensidad de luz en un rango entre 594-1896 Ix
durante 16 dias. Las bolsas se rotaron y voltearon periédicamente para homologar el efecto
de la iluminacién. De manera periodica se tomaron muestras de aceite y se les evaluo el
indice de peroxidos (IP) de acuerdo al método Cd 8b-90 AOCS.?? El Codex Alimentarius

establece que un aceite apto para el consumo humano debe presentar un IP menor a 10
meqg/kg. Se calculé el % de reduccion del IP expresandose como la relacion entre el IP

envasado con las diferentes peliculas (BE, BDC y BDE) y el IP del aceite envasado con

las peliculas BC cuando este indice alcanzé los 10 meqg/kg. El tiempo que tardd el aceite



envasado con las diferentes peliculas en llegar al valor de referencia establecido por el
Codex Alimentarius se utiliz6 también para determinar el % de sinergismo entre el TiO>

y el extracto de flor de cempastchil mediante la siguiente relacion:?*

t -t —(tgg — t —(t -t
% Sinergismo = (tepe BC) ((t BE :c)) (tepc BC) %100 2)
BDE ~ 'BC

En donde t es el tiempo en el cual el IP del aceite envasado en las peliculas BC, BE, BCD

y BDE alcanzé el nivel de 10 meg/kg.

Migracion de carotenoides totales desde peliculas activas (BDE) hacia aceite de soya

Se utilizé aceite de soya (refinado, deodorizado y libre de cualquier antioxidante
comercial), el cual se mantuvo a -20 °C desde su produccién para prevenir su oxidacion.
Para proteger al aceite y los carotenoides de degradacion durante el estudio de migracién
se adicion6 BHT (5%). Se cortaron rectangulos de pelicula de 10.0 x 5.6 cm, después dos
rectangulos se unieron mediante sellado, de tal manera que la capa interna quedd expuesta.
Los rectangulos se sumergieron en 35 ml de aceite de soya en viales &mbar de 40 ml. La
relacion volumen érea fue de 0.65 ml/cm.? Esta relacion esta dentro del rango de 155 a
0.31 ml/cm? establecido por la ASTM DA4754-9 para estudios de migracion.?® Los
experimentos se realizaron a tres temperaturas (10, 25 y 40 °C) y con cuatro réplicas cada
uno. Peridédicamente se tomaron muestras del aceite (3 ml) para cuantificar carotenoides
totales hasta que la concentracion permanecio constante. El aceite extraido durante cada

muestreo fue reemplazado por aceite puro.

Cuantificacién de carotenoides totales en aceite de soya

Se utilizd6 un espectrofotometro (Cary 50 Bio; Varian, Victoria, Australia) y las
absorbancias de las muestras se midieron en una celda de poliestireno desechables de 4.5
cm. La longitud de onda se establecié como 463 nm.?8 Como blanco se utilizé aceite de
soya y el contenido de carotenoides totales se expreso en equivalentes de Asta (ug/ml)

usando una curva estandar preparada en aceite de soya (0.12-8.0 ug/ml de Asta).



Modelos de liberacion de carotenoides

El proceso de liberacion se explica por la cinética de difusion de los carotenoides en las
peliculas y se expresa como coeficiente de difusion (D). Para determinar el D se dio
seguimiento a la concentracion de carotenoides en el aceite de soya y se aplicé un modelo
obtenido a partir de la segunda Ley de Fick desarrollado para sistemas en los que la
difusion se lleva a cabo en una sola direccion y existe un volumen limitado de pelicula 'y

un volumen limitado del alimento,?” 28

M _
My s 1+oc o g ex

n=

lz 3

2 o (1+) { Dq%t}
Donde Mi/Mes la concentracion de carotenoides liberados en el tiempo t dividida por la
concentracion de carotenoides liberados en el equilibrio, | es el espesor de la capa de

PEAD que contenia el extracto y gn corresponde a las raices positivas no cero de tan gn =

afny a€s

(4)

Vs y Vp son los volumenes del aceite de soya y la capa de PEAD que contenia el extracto,
respectivamente. Kps es el coeficiente de particion entre la capa de PEAD Yy el aceite de
soya, el cual a bajas concentraciones se puede asumir como constante y es calculado a
partir de la relacion entre la concentracion de carotenoides en la capa de PEAD (Cp,) Y

en el aceite de soya (Cs,«) cuando la difusion ha llegado al equilibrio.

K,s =22 (5)




Para ajustar los datos a la ecuacion (3), se graficd M/M., contra tiempo t. D (cm?/s) fue
calculado para cada temperaturas de estudio. Para determinar el ajuste de los datos
experimentales a la Ecuacion (3) se utilizo la funcion de regresion no lineal en MATLAB
R2010b (MathWorks, Natick, MA, US).?°

Energia de activacion (Ea) para la difusion de carotenoides totales
Para determinar el efecto de la temperatura en la difusion de carotenoides desde las
peliculas hacia el aceite de soya se calculo la Ea usando la ecuacion de Arrhenius para la

difusion.
[_2
D = Do_e RT (6)

En donde D es el coeficiente de difusion, Do es el factor pre exponencial de la difusion, Ea
es la energia de activacion, R es la constante de los gases ideales (8.3145 J/Kmol) y T es
la temperatura absoluta en Kelvin. La energia de activacion se calculé a partir de la
pendiente obtenida al graficar el reciproco de la temperatura vs el logaritmo de D (Ea = -
pendiente x 2.303 x R).

Anélisis Estadistico

Para determinar el efecto activo antioxidante de las peliculas sobre el aceite de soya se
aplico un disefio completamente al azar en bloques siendo el tiempo el factor de bloqueo.
Por otro lado, para determinar el efecto de la temperatura sobre el Ky, @, y D se realiz6
un andlisis de varianza simple (ANOVA). En ambos casos se hicieron comparaciones de
medias. El nivel de significancia de las pruebas fue del 0.05. El paquete estadistico
utilizado fue el NCSS, afio 2007.



RESULTADOS Y DISCUSION

Extraccion y cuantificacion de Asta en las peliculas

La concentracion de Asta en las peliculas BE y BDE fue de 35.28 y 64.75 ug/g,
respectivamente. Inicialmente a las peliculas se les agregd 2.19% de extracto de flor de
cempasuchil en la capa interna de PEAD. Este porcentaje de extracto equivale a Asta a
396.39 ug/g de pelicula de Asta. Después del procesamiento se conservé el 8.90y 16.33%
de Asta, perdiéndose méas del 83.67%. En general el contenido de Asta es bajo y las
pérdidas coindicen con lo reportado por Colin-Chavez, et al. ® quienes reportaron una
degradacion de mas del 64% de Asta durante la extrusion de extracto de flor de
cempasuchil con PEBD. En el presente estudio se perdié mas Asta que lo reportado por
estos autores ya que ellos reportaron que el tiempo de procesamiento de sus peliculas fue
de 12 min mientras que el del presente estudio fue de 15 min Este incremento en el tiempo
de procesamiento puede ser el causante del incremento en la pérdida de Asta. Sin duda las
temperaturas y el tiempo de procesamiento utilizadas en la extrusion son criticas para la

estabilidad de la molécula de Asta.

La exposicion de la molécula de Asta a factores como el calor provoca su degradacion.®
30 Aunque no existe un mecanismo propuesto para la degradacion térmica de Asta se
piensa que al igual que otros carotenoides su exposicion a un tratamiento térmico en
presencia del oxigeno resulta en la formacion de compuestos volatiles y no volatiles.
Marty and Berset 3! estudiaron la degradacién térmica del B-caroteno en un proceso de
extrusion de alimentos. Ellos encontraron que la temperatura en combinacion con el
mezclado mecanico provoco grandes pérdidas de antioxidante. Estos autores sugieren que
la degradacion se lleva a cabo por el ataque del oxigeno a las dobles ligaduras de la cadena
de polieno del B-caroteno con la subsecuente formacion de isomeros, derivados
diepdxidos, apocarotenales y cetonas. Se ha reportado incluso que el calentamiento de
extracto de flor de cempasuchil a 50 °C provoca su degradacion térmica y la formacion de
compuestos volatiles como el tolueno y m-xileno.? Asi mismo, Rao, et al. 3* determinaron
que el calentamiento de soluciones en aceite (palma y jengibre) con extracto de alga rico
en Asta provoca la degradacion del 75% del antioxidante después de 2 h a 150 °C. Como

es posible observar, la susceptibilidad térmica de la Asta es un factor limitante para su



utilizacion como agente activo en tecnologias que impliquen el uso de elevadas

temperaturas.

Estudio de vida de anaquel de peliculas activas

Color en peliculas

En la Figura 2 se observa una fotografia de las peliculas elaboradas. En el Cuadro 2
encontramos las coordenadas cromaticas, Croma y Hue de las peliculas. Es importante
sefialar que la descripcion de las peliculas BDE corresponden a la capa interna, capa
adicionada con el extracto de flor de cempasuchil. La adicion del extracto de flor de
cempasuchil al PEAD provocd que la luminosidad decreciera de 91.67+0.02 a 77.98+0.71
en las peliculas BE mientras que de 94.41+0.03 a 74.00+0.60 en las peliculas BDE. La
coordenada cromatica a* aument6 de 1.67+0.01 a 13.00£0.37 en BE y de 0.42+0.01 a
26.38+1.29 en BDE, en ambas peliculas el cambio fue en direccién de los rojos. En cuanto
a la coordenada cromatica b*, se mostr6 un incremento de -3.76+0.01 a 35.11+0.49 y de
-0.34+0.04 a 58.68+1.94 para las peliculas BE y BDE, respectivamente. Los cambios en
la coordenada cromatica b* fueron en direccién de los amarillos. De acuerdo al &ngulo
Hue ambas peliculas presentaron un tono anaranjado para BE y BDE, siendo el tono de
BDE mas intenso que el de BE. Los Hue reportados para estas peliculas coinciden con los

Hues caracteristicos de los carotenoides, rojos, naranjas y amarillos.

Degradacion de color

En la Figura 3 se muestra la cinética de degradacion de croma para las peliculas BE y
BDE. Se observé un valor inicial de croma de 37.82+0.28 y 64.66+2.00 para BE y BDE,
respectivamente. De acuerdo a estos valores de croma, las dos peliculas tienen un tono
naranja, pero en las peliculas BE el color es mas apagado que en las peliculas BDE.
Después de 20 dias de almacenamiento, las peliculas BE perdieron el 80% de su croma y
su color se volvio rojo apagado. Por otro lado, las peliculas BDE después de 48 dias de
almacenamiento perdieron el mismo porcentaje de croma y su color se volvio naranja
apagado. De acuerdo a la cinética de degradacion de primer orden, la degradacion de
croma en las peliculas BE present6 una k de 0.12 dias™ (R?=0.98) mientras que en las

peliculas BDE fue de 0.035 dias™ (R?=0.93). La presencia del TiO2 en la capa externa de



las peliculas atenud la velocidad de degradacion del color impartido por el extracto de flor
de cempasUchil. Colin-Chavez, et al. ® adicionaron extracto de flor de cempastchil a la
capa de PEBD en una monocapa y otra bicapa de PEAD/PEBD. Estos autores encontraron
que después de someter las peliculas a 697-1945 Ix a 25 °C, la degradacion de color
obedeci6 una cinética de degradacion de primer orden con una k de 0.25 y 0.13 dias™
respectivamente. La k reportada en esta investigacion para las peliculas BE es muy similar
a la reportada por estos autores para las peliculas de PEAD/PEBD, mostrando que el
PEAD afecta el paso de la radiacion que degrada los carotenoides cuando se compara con
la monocapa de PEBD. Sin embargo, fue el TiO2 el responsable de una considerable
disminucion de la velocidad de degradaciéon. En general este comportamiento en la
degradacion de croma concuerda con lo reportado para la pérdida de color en chabacanos

deshidratados,®* azafran®® y B-caroteno encapsulado en almidon.*®

Degradacion de Asta

La Figura 4 muestra la degradacion de Asta en las peliculas BE y BDE por efecto de la
luz. Los materiales de envase protegen a los alimentos de la de fotooxidacion blogueando
o reduciendo la transmision de la luz a ciertas longitudes de onda. En la mayoria de los
materiales de plastico existe una longitud de onda (cutoff) especifica por debajo de la cual
éstos impiden completamente el paso de la luz hacia a un alimento.? En el caso del
polietileno esta longitud de onda corresponde a los 180 nm. De tal manera que la Asta
incorporada al PEAD quedd expuesta a longitudes de onda superiores a los 180 nm. Estas
longitudes de onda pueden tener efectos adversos en la estabilidad de la molécula de este
carotenoide. Las peliculas BE presentaron inicialmente una concentracion de Asta de
35.28+1.96 pg/g de capa interna de PEAD. Después de 16 dias de exposicién a la luz el
contenido de Asta disminuyé en un 90.93%. La cinética de degradacién mostré una k de
0.16 dias™ (R?=0.97). Los carotenoides tienen la propiedad de absorber luz en una region
visible (400 a 500 nm) del espectro electromagnético, el resto la reflejan o transmiten.
Esta propiedad se atribuye a transiciones electronicas permitidas en el sistema doble
conjugado de la cadena de polieno.*? Christophersen, et al. 1% propusieron un mecanismo
para la fotodegradacion de Asta en tres etapas. Primero el carotenoide absorbe la luz

visible y pasa de un estado basal (So) a un estado excitado (Sz). Después se da un



alargamiento de los dobles enlaces del centro de la cadena de polieno del carotenoide,
brindando en esta posicion un caracter parcial de dirradical a la molécula. Finalmente, el
dirradical reacciona con el oxigeno triplete (autoxidacion). Es en esta etapa cuando la
molécula del carotenoide comienza a degradarse debido a que la cadena de polieno se
rompe. A la par se lleva cabo una competencia entre esta reaccion y la transicion
electronica del carotenoide del estado S, hacia un estado energético menor, S1 0 Sp. La
exposicion de la molécula de Asta a la luz deriva en su degradacion, lo cual limita la
disponibilidad del carotenoide para su migracion al alimento. La degradacion de la Asta
origina la formacion de compuestos de peso molecular mas bajo como las
apoastaxantinonas (9-apoastaxantinona y 13-apoastaxantinona) y apoastaxantinales (11-
apoastaxantinal), los cuales si fuesen solubles en el aceite de soya también podrian migrar
hacia éste.>” En la pelicula BDE el contenido inicial de Asta fue de 64.75+8.51, el cual
después de 16 dias de exposicion a la luz disminuyé en un 13.34%. Tuvieron que pasar
32 dias para que se degradara el 82% de la Asta presente inicialmente en las peliculas
BDE. La cinética de degradacion para las peliculas BDE también fue de primer orden con
una k de 0.056 dias™ (R?=0.84). Como se puede observar la adicion del TiOz no evito la
fotodegradacion de los carotenoides, entre ellos la Asta. Sin embargo, retard6 el tiempo
en que se llevo cabo este proceso ya sea reflejando/refractando o absorbiendo la luz.38 %
Entonces, la adicion de TiO> al PEAD tuvo un efecto positivo al retardar la
fotodegradacion de los carotenoides, lo cual repercute directamente en el efecto

antioxidante que puedan brindar estas peliculas.

Efecto activo de las peliculas antioxidantes en la estabilidad oxidativa del aceite de soya
En la Figura 5 se observa el comportamiento del IP del aceite de soya envasado en las
peliculas desarrolladas. ElI IP mostré un incremento de 1.84+0.22 a 58.76+1.63,
50.58+1.99, 32.62+0.78 y 19.78+0.61 meq/Kg para el aceite envasado en las peliculas
BC, BE, BDC y BDE, respectivamente, durante 16 dias de almacenamiento a 25°C y 594-
1896 Ix. Inesperadamente, el comportamiento del IP en el aceite envasado en las peliculas
BE y BDC fue similar en una fase inicial de 0 a 4 dias, sin embargo, después de este

tiempo la oxidacion en cada muestra tomé una velocidad diferente. De acuerdo al Codex



Alimentarius, un aceite se considera apto para el consumo humano cuando su IP es menor
a 10 meg/kg.?® En los primeros 2.5 dias el IP del aceite envasado con las peliculas BC
estaba por debajo de este limite. Este tiempo de vida de anaquel es muy reducido pero se
debe tener presente que el aceite estaba libre de cualquier antioxidante comercial.
Entonces, el aceite estaba protegido solo por el PEAD. Este polimero no tiene buena
barrera al oxigeno ni al paso de la luz (>180 nm).? De tal manera que la presencia de
oxigeno y la incidencia de la luz en el aceite aceleran su oxidacion. Con la adicion del
extracto de flor de cempasuchil a las peliculas, el aceite tardé 3.5 dias en llegar a 10
meg/kg con una disminucion del IP de 26.85%. Entonces, la presencia del extracto en el
PEAD brind6 un dia méas de proteccion al aceite con respecto a las peliculas BC. Se puede
asumir que al incidir la luz en las peliculas, una parte de la luz fue absorbida por los
carotenoides presentes en las peliculas y como consecuencia éstos se degradaron. De los
carotenoides que no se degradaron una proporcion pudo haber migrado hacia el aceite de
soya y otra permanecio en las peliculas. La luz que no fue absorbida por los carotenoides
incidio en el aceite de soya y contribuyd en su oxidacion. En las peliculas en la cuales se
encontraba presente el TiO, (BDC) y ausente el extracto de flor de cempasuchil, el aceite
tardd 4 dias en llegar al IP limitante con una disminucién del 37.13% del IP. Ante esto, el
TiO2 brindé un dia y medio mas de proteccion al aceite respecto a las peliculas BC.
Entonces las peliculas adicionadas solamente con TiO2 protegieron més al aceite de soya
que aquellas adicionadas solamente con extracto de flor de cempasuchil. EL TiO filtro el
paso de la luz a longitudes de onda < 387 nm, la luz que paso a través de estas peliculas
contribuy6 a la oxidacion lipidica del aceite de soya. Finalmente, en las peliculas
adicionadas con TiO2 y extracto de flor de cempasuchil, el aceité tardo 8 dias en llegar al
IP limitante con una disminucion del 66.21 % del IP. Por lo tanto la combinacion del TiO>
y el extracto de flor de cempasuchil, brindé cinco dias y medio de proteccion al aceite.
Aplicando la ecuacion 2 se presentd un 54.55% de sinergia entre el TiO; y el extracto de
flor de cempasuchil. De tal manera que el TiO> filtro el paso de la luz protegiendo tanto a
los carotenoides como al aceite. Una parte de la luz que no fue filtrada fue absorbida por
los carotenoides presentes la capa interna, otra parte incidio en el aceite y contribuy6 en
la oxidacién lipidica. Los carotenoides que no se degradaron permanecieron en las

peliculas y pudieron migrar al aceite de soya para ejercer su funcion antioxidante. En



conclusion, se observo un efecto significativo de las peliculas BE, BDE y BDE sobre la
estabilidad oxidativa de aceite de soya. Si el aceite se envasa con peliculas que contengan
solamente extracto de flor de cempasuchil o TiOz se logra un incremento en la estabilidad
oxidativa. Sin embargo, si el aceite se envasa con peliculas que contengan a estos dos

elementos, el efecto en la estabilidad oxidativa es aditivo.

Migracion de Carotenoides totales desde peliculas activas (BDE) hacia aceite de soya

Liberacion de carotenoides

La Figura 6 muestra la liberacion de carotenoides desde las peliculas BDE hacia aceite de
soya a diferentes temperaturas. A 40 °C el equilibrio se logré a 25 h (1.04 d) con una
liberacion del 44.60% de los carotenoides. A 25 °C la liberacion llegé al equilibrio después
de 602.5 h (25.10 d) y se liberaron 42.17% de los carotenoides. Finalmente, a 10 °C el
equilibrio se consiguié a las 1104.5 h (46.02 d), liberandose s6lo el 13.42% de los
carotenoides. A medida que aumenta la temperatura el tiempo en lograr el equilibrio se
redujo. Colin-Chavez, et al. 2 reportaron que la liberacion de carotenoides desde el PEBD
de una pelicula bicapa de PEAD/PEBD alcanzo el equilibrio a las 22, 191, 357 y 936 h.
El tiempo en llegar al equilibrio en esta investigacion se incrementd 13.00, 68.53 y 17.95%
a 40, 25 y 10 °C, respectivamente. Lo anterior se debe a que el PEAD posee una
cristalinidad del 90%, mientras que el PEBD de 55 a 70%.2 La region cristalina del PEAD
tiene un arreglo ordenado debido a que las cadenas moleculares del polietileno estas
acomodadas de forma paralela y muy cercanas unas de otras. Los carotenoides no
recorrieron un camino tan libre como en el PEBD para poder llegar al aceite. Aquellas
moléculas que migraron recorrieron un camino tortuoso parecido a un laberinto y las que
no migraron se quedaron retenidas entre las cadenas lineales que forman los cristales, sin
que hubiera ramificaciones que le diera espacio libre. El porcentaje de liberacion de
carotenoides solo se increment6 de 10 a 25 °C. A 40 °C la liberacién fue muy similar a la
obtenida a 25 °C debido probablemente a la degradacion de los carotenoides a estas
temperaturas. Yuan, et al. *° reportaron que a 4 °C la Asta se degradaba en un 68% en 120
h mientras que a 25 y 50 °C se degrado totalmente en 80 y 32 h, respectivamente. La

degradacion de los carotenoides pudo haber ocurrido en todos los experimentos de



migracion. Sin embargo, no fue posible determinar el momento preciso en que esto
ocurrio. En consecuencia, es necesario considerar que los coeficientes de difusion pueden

estar influenciados por este fenémeno.

El porcentaje de liberacion maximo de carotenoides no fue superior al 50%. Sin embargo,
las diferentes concentraciones de carotenoides liberados impartieron una ligera coloracion
naranja en el aceite de soya. Esta coloracion contrasta con la coloracion amarilla de un
aceite comercial de maiz. No se sabe con exactitud cual podria ser la respuesta del
consumidor ante esto. Warner y Frankel ! indican la adicion del B-caroteno a aceites y
grasas procesadas para impartir una coloracion amarilla en alimentos como margarinas y
aceites para freir, para ensaladas y para hacer palomitas de maiz. De tal manera que el
color caracteristico del aceite de soya producto de la liberacion de carotenoides podria

considerarse una caracteristica positiva para ciertos alimentos.

Coeficientes de particion

Los coeficientes de particion obtenidos en este estudio son mayores que 1 (Cuadro 3). Los
coeficientes de particion son un pardmetro fisicoquimico que describe la distribucion de
los migrantes, en este caso los carotenoides, entre dos fases en contacto en el equilibrio,
PEAD/aceite de soya. Ky s mayores que la unidad nos indican mayor concentracion de
carotenoides retenidos en el PEAD con respecto a los que migraron al aceite de soya. El
Kp,s mas grande se obtuvo a 10 °C y coincide con que a esta temperatura se obtuvo también
el porcentaje menor de liberacion. A 25 y 40 °C los Kps no presentaron diferencia
significativa siendo sus porcentajes de liberacion muy similares. Los Kps de esta
investigacion muestran una tendencia a decrecer con el incremento de la temperatura en

un rango de 10 a 25 °C.

Coeficientes de difusién
La difusion de carotenoides mostré un comportamiento Fickiano en todas las temperaturas
de estudio (Figura 7). Se obtuvieron valores de 2.10+0.33, 2.54+0.14, y 19.26+0.80x10

cm?/s a 10, 25 y 40 °C (Cuadro 3). De acuerdo a modelos propuestos por Piringer, Dole y



Limm y Hollifield el proceso de difusion esta influenciado por el tipo de polimero, peso
molecular de la molécula que se difunde y la temperatura.*? Es bien sabido que la difusion
se lleva a cabo a través de las regiones amorfas y no cristalinas de un polimero. El PEAD
es un polimero con una cristalinidad de alrededor del 90%, entonces la difusiéon de
carotenoides se llevd a cabo en las pocas regiones amorfas que presenta el PEAD. Las
regiones cristalinas del polimero se convierten en barreras para la difusion de los
carotenoides, los cuales para poder llegar hasta el aceite de soya tuvieron que rodear estas
regiones en busca de las amorfas. Con base en esto se esperaban valores de D mas bajos
que los reportados para polimeros con menos cristalinidad como el PEBD. Colin-Chavez,
et al. 2® publicaron coeficientes de difusion de <1.56, 1.56, 6.75 y 17.70x10** cm?/s para
la difusién de carotenoides desde la capa interna de PEBD de una pelicula bicapa
(PEAD/PEBD) hacia aceite de soya a 10, 25, 30 y 40 °C. Sin embargo, los D reportados
en este trabajo fueron muy similares a los publicados por estos autores. Este
comportamiento se puede atribuir a que los Kps y a en ambas investigaciones fueron muy
similares. En general, el orden de magnitud de los D reportados en este estudio se encontrd
en el orden de magnitud reportado para otros antioxidantes. Por ejemplo, Peltzer et al., 3
reportaron un D de 2.08x10** cm?/s para la difusion de carvacrol (155.22 g/mol) desde
PEAD hacia aceite de oliva a 25 °C. Till, et al. * publicaron un D de 3.7x10"** cm?/s para
la difusion de BHT (220.35 g/mol) desde PEAD hacia aceite de maiz a 40 °C. Finalmente,
Lim y Hollifield *° encontraron un D de 2.0x10™** cm?/s para Irganox-1076 (530.50 g/mol)
desde PEAD hacia aceite de maiz a 50 °C. La temperatura es un factor fundamental en la
difusion, tedricamente a medida que se incrementa la temperatura es mayor la velocidad
de liberacién de los compuestos incorporados en un polimero. De acuerdo a lo anterior se
esperaba un incremento en los D a medida que la temperatura aumentaba. Sin embargo,
los D obtenidos presentaron diferencias significativas solo entre 25y 40 °C,a 25y 10 °C

no hubo diferencia significativa. Este comportamiento se ve reflejado en la E..

Energia de activacion (Ea) para la difusion de carotenoides totales
La Figura 8 muestra la dependencia de D con la temperatura de acuerdo a la ecuacion de
Arrhenius. Con base en esta ecuacion se tuvo una Ea de 53.66 kJ/mol con una R? de 0.79.

Esta Ea nos indica que la difusion de carotenoides desde PEAD hacia aceite de soya es



poco sensible a los cambios de temperatura debido a que los coeficientes de difusion a 10
y 25 °C fueron muy similares. La Ea depende siempre del rango de temperatura evaluado
y si el objetivo de obtener un valor de Ea es predecir valores de D entonces solo es
aplicable en este rango de temperaturas. Granda-Restrepo, et al. %6 obtuvieron una Ea de
11.3 kd/mol para la difusién de a-tocoferol desde PEBD hacia leche en polvo en un rango
de temperatura de 20 a 40 °C, encontrando poco efecto de la temperatura en la difusion.
Por otro lado, Graciano-Verdugo, et al. *’ reportaron valores de E, de 126.5 y 105.9 kJ/mol
para la difusion también de a-tocoferol desde PEBD hacia aceite de soya en un rango de
temperaturas de 5 a 30 °C. En el presente trabajo, la temperatura tiene un efecto moderado
en la difusion de carotenoides en un rango que representa condiciones de transporte,
almacenamiento y comercializacion de alimentos en regiones con clima frio, templado y
caliente. En consecuencia, con estas peliculas es posible envasar alimentos que pueden
ser almacenados en el rango considerado de temperaturas sin el riesgo de que se

interrumpa la liberacion de carotenoides.

CONCLUSIONES

La adicion de TiO2 al PEAD contribuyé a disminuir la velocidad de fotodegradacion de
la Asta y color (impartido por los carotenoides) de las peliculas bajo condiciones de
almacenamiento comercial. Ademas, el TiO2 mostré sinergia con los carotenoides, entre
ellos la Asta, presentes en las peliculas incrementando considerablemente la estabilidad
oxidativa del aceite de soya. La difusion de carotenoides desde PEAD hacia aceite de soya
presentd un comportamiento de acuerdo a la 22 ley de Fick en un rango de temperatura de
10-40 °C. La difusion de carotenoides mostr6 una dependencia moderada en la
temperatura. Estos resultados muestran el potencial de extractos naturales ricos en
carotenoides como ingredientes activos en el envasado de alimentos lipidicos y puede ser

extrapolado a otras areas como la industria farmacéutica y cosmética.



REFERENCIAS

(1) Marsh, K.; Bugusu, B., Food Packaging—Roles, Materials, and Environmental
Issues. Journal of Food Science. 2007, 72, R39-R55.

(2) Robertson, G. L., Food Packaging: Principles and Practice. 3rd ed.; CRC press:
United States of America, 2012; p 703.

(3) Colin-Chavez, C.; Soto-Valdez, H.; Peralta, E.; Lizardi-Mendoza, J.; Balandran-
Quintana, R. R., Fabrication and Properties of Antioxidant Polyethylene-based Films
Containing Marigold (Tagetes erecta) Extract and Application on Soybean QOil Stability.
Packag. Technol. Sci. 2012, DOI:10.1002/pts.1982.

4) Markarian, J., Consumer Demands Push Growth in Additives for Active
Packaging. Plastics Additives and Compounding. 2006, 8, 30-33.

(5) Calatayud, M.; Lopez-de-Dicastillo, C.; Lopez-Carballo, G.; Vélez, D.; Mufioz, P.
H.; Gavara, R., Active Films Based on Cocoa Extract with Antioxidant, Antimicrobial
and Biological Applications. Food Chem. 2013.

(6) Pereira de Abreu, D. A.; Paseiro Losada, P.; Maroto, J.; Cruz, J. M., Evaluation of
the Effectiveness of a New Active Packaging film Containing Natural Antioxidants (from
Barley Husks) that Retard Lipid Damage in Frozen Atlantic Salmon (Salmo salar L.).
Food Res. Int. 2010, 43, 1277-1282.

(7) Licciardello, F.; Muratore, G.; Mercea, P.; Tosa, V.; Nerin, C., Diffusional
Behaviour of Essential Oil Components in Active Packaging Polypropylene Films by
Multiple Headspace Solid Phase Microextraction—Gas Chromatography. Packaging
Technology and Science. 2012.

(8) Choe, E.; Min, D. B., Mechanisms of Antioxidants in the Oxidation of Foods.
Comprehensive Reviews in Food Science and Food Safety. 2009, 8, 345-358.

9) Britton, G., Functions of Intact Carotenoids. In Carotenoids, Britton, G.; Liaaen-
Jensen, S.; Pfander, H., Eds. Birkhauser Basel: 2008; Vol. 4, pp 189-212.

(10) Stahl, W.; Sies, H., Physical Quenching of Singlet Oxygen and cis-trans
Isomerization of Carotenoids. Annals of the New York Academy of Sciences. 1993, 691,
10-19.

(11) Skibsted, L. H., Carotenoids in Antioxidant Networks. Colorants or Radical
Scavengers. Journal of Agricultural and Food Chemistry. 2012, 60, 2409-2417.

(12) Christophersen, A.; Jun, H.; Jegrgensen, K.; Skibsted, L., Photobleaching of
astaxanthin and canthaxanthin. Zeitschrift fiir Lebensmittel-Untersuchung und Forschung.
1991, 192, 433-4309.

(13) Niamnuy, C.; Devahastin, S.; Soponronnarit, S.; Vijaya Raghavan, G. S., Kinetics
of astaxanthin degradation and color changes of dried shrimp during storage. Journal of
Food Engineering. 2008, 87, 591-600.

(14) Hernandez, R. J.; Selke, S. E.; Culter, J. D., Plastics packaging: properties,
processing, applications, and regulations. Hanser Munich, Germany: 2000.

(15) Boon, C. S.; McClements, D. J.; Weiss, J.; Decker, E. A., Factors Influencing the
Chemical Stability of Carotenoids in Foods. Crit. Rev. Food Sci. Nutr. 2010, 50, 515-532.
(16) Man, C.; Zhang, C.; Liu, Y.; Wang, W.; Ren, W.; Jiang, L.; Reisdorffer, F.;
Nguyen, T. P.; Dan, Y., Poly (lactic acid)/titanium dioxide composites: Preparation and
performance under ultraviolet irradiation. Polymer Degradation and Stability. 2012, 97,
856-862.



(17)  Weir, A.; Westerhoff, P.; Fabricius, L.; Hristovski, K.; von Goetz, N., Titanium
Dioxide Nanoparticles in Food and Personal Care Products. Environmental Science &
Technology. 2012, 46, 2242-2250.

(18) Hong, X.; Wang, Z.; Cai, W.; Lu, F.; Zhang, J.; Yang, Y.; Ma, N.; Liu, Y., Visible-
Light-Activated Nanoparticle Photocatalyst of lodine-Doped Titanium Dioxide. Chem
Mater. 2005, 17, 1548-1552.

(19) Chutintrasri, B.; Noomhorm, A., Color degradation kinetics of pineapple puree
during thermal processing. LWT - Food Science and Technology. 2007, 40, 300-306.
(20)  Villalobos-Castillejos, F.; Cerezal-Mezquita, P.; Herndndez-De Jesus, M. L.;
Barragan-Huerta, B. E., Production and stability of water-dispersible astaxanthin
oleoresin from Phaffia rhodozyma. International Journal of Food Science & Technology.
2013, 48, 1243-1251.

(21) Saxena, A.; Maity, T.; Raju, P. S.; Bawa, A. S., Degradation Kinetics of Colour
and Total Carotenoids in Jackfruit (Artocarpus heterophyllus) Bulb Slices During Hot Air
Drying. Food and Bioprocess Technology. 2012, 5, 672-679.

(22) AOCS, Peroxide Value Acetic Acid-lsooctane Method. Method Cd 8b-90. AOCS
Press. 2009.

(23)  Alimentarius, C., Codex standard for named vegetable oils. Codex Stan. 1999, 210,
1999.

(24)  Hras, A. R.; Hadolin, M.; Knez, Z.; Bauman, D., Comparison of antioxidative and
synergistic effects of rosemary extract with a-tocopherol, ascorbyl palmitate and citric
acid in sunflower oil. Food Chemistry. 2000, 71, 229-233.

(25) ASTM Standard D4754, Standard Test Method for Two-Sided Liquid Extraction
of Plastic Materials Using FDA Migration Cell. ASTM International: West
Conshohocken, PA, United States of America, 2011.

(26) Colin-Chavez, C.; Soto-Valdez, H.; Peralta, E., Diffusion of Carotenoids from
Bilayer Polyethylene Active Packaging Films into Soybean Oil. J Agr Food Chem. 2013.
(27) Crank, J., The Mathematics of Diffusion. 2nd ed.; Oxford University: Great
Britain, 1975; p 414.

(28) Iiiguez-Franco, F.; Soto-Valdez, H.; Peralta, E.; Ayala-Zavala, J. F.; Auras, R.;
Gamez-Meza, N., Antioxidant Activity and Diffusion of Catechin and Epicatechin from
Antioxidant Active Films Made of Poly(l-lactic acid). J. Agr. Food Chem. 2012, 60, 6515-
6523.

(29) Manzanarez-Lopez, F.; Soto-Valdez, H.; Auras, R.; Peralta, E., Release of a-
Tocopherol from Poly(Lactic Acid) Films, and its Effect on the Oxidative Stability of
Soybean Oil. J. Food Eng. 2011, 104, 508-517.

(30)  Tachaprutinun, A.; Udomsup, T.; Luadthong, C.; Wanichwecharungruang, S.,
Preventing the thermal degradation of astaxanthin through nanoencapsulation.
International Journal of Pharmaceutics. 2009, 374, 119-124.

(31) Marty, C.; Berset, C., Factors affecting the thermal degradation of all-trans-.beta.-
carotene. Journal of Agricultural and Food Chemistry. 1990, 38, 1063-1067.

(32) Rios, J. J.; Fernandez-Garcia, E.; Minguez-Mosquera, M. |.; Pérez-Géalvez, A.,
Description of volatile compounds generated by the degradation of carotenoids in paprika,
tomato and marigold oleoresins. Food Chemistry. 2008, 106, 1145-1153.

(33) Rao, A. R.; Sarada, R.; Ravishankar, G. A., Stabilization of astaxanthin in edible
oils and its use as an antioxidant. Journal of the Science of Food and Agriculture. 2007,
87, 957-965.



(34) Fratianni, A.; Albanese, D.; Mignogna, R.; Cinquanta, L.; Panfili, G.; Matteo, M.,
Degradation of Carotenoids in Apricot (Prunus armeniaca L.) During Drying Process.
Plant Foods for Human Nutrition. 2013, 1-6.

(35) Selim, K.; Tsimidou, M.; Biliaderis, C. G., Kinetic studies of degradation of
saffron carotenoids encapsulated in amorphous polymer matrices. Food Chemistry. 2000,
71, 199-206.

(36) Spada, J. C.; Norefia, C. P. Z.; Marczak, L. D. F.; Tessaro, I. C., Study on the
stability of B-carotene microencapsulated with pinhdo (Araucaria angustifolia seeds)
starch. Carbohydrate Polymers. 2012, 89, 1166-1173.

(37) Etoh, H.; Suhara, M.; Tokuyama, S.; Kato, H.; Nakahigashi, R.; Maejima, Y.;
Ishikura, M.; Terada, Y.; Maoka, T., Auto-Oxidation Products of Astaxanthin. Journal of
Oleo Science. 2012, 61, 17-21.

(38) Lahtinen, K.; Maydannik, P.; Seppanen, T.; Cameron, D. C.; Johansson, P.;
Kotkamo, S.; Kuusipalo, J., Protecting BOPP film from UV degradation with an atomic
layer deposited titanium oxide surface coating. Applied Surface Science.

(39) Yang, H.; Zhu, S.; Pan, N., Studying the mechanisms of titanium dioxide as
ultraviolet-blocking additive for films and fabrics by an improved scheme. Journal of
Applied Polymer Science. 2004, 92, 3201-3210.

(40)  Yuan, C.; Jin, Z.; Xu, X.; Zhuang, H.; Shen, W., Preparation and Stability of the
Inclusion Complex of Astaxanthin with Hydroxypropyl--Cyclodextrin. Food Chem.
2008, 109, 264-268.

(41) Warner, K.; Frankel, E. N., Effects of p-Carotene on Light Stability of Soybean
Qil. J. Am. Qil Chem. Soc. 1987, 64, 213-218.

(42) Pinte, J.; Joly, C.; Dole, P.; Feigenbaum, A., Diffusion of homologous model
migrants in rubbery polystyrene: molar mass dependence and activation energy of
diffusion. Food Additives & Contaminants: Part A. 2010, 27, 557-566.

(43)  Peltzer, M.; Wagner, J.; Jiménez, A., Migration Study of Carvacrol as a Natural
Antioxidant in High-Density Polyethylene for Active Packaging. Food Addit. Contam A.
2009, 26, 938-946.

(44) Till, D. E.; Ehntholt, D. J.; Reid, R. C.; Schwartz, P. S.; Sidman, K. R.; Schwope,
A. D.; Whelan, R. H., Migration of BHT antioxidant from high density polyethylene to
foods and food simulants. Industrial & Engineering Chemistry Product Research and
Development. 1982, 21, 106-113.

(45) Limm, W.; Hollifield, H. C., Effects of Temperature and Mixing on Polymer
Adjuvant Migration to Corn Oil and Water. Food Addit. Contam A. 1995, 12, 609-624.
(46) Granda-Restrepo, D. M.; Soto-Valdez, H.; Peralta, E.; Troncoso-Rojas, R.;
Vallejo-Cérdoba, B.; Gamez-Meza, N.; Graciano-Verdugo, A. Z., Migration of a-
Tocopherol from an Active Multilayer Film into Whole Milk Powder. Food Res. Int. 2009,
42, 1396-1402.

(47) Graciano-Verdugo, A. Z.; Soto-Valdez, H.; Peralta, E.; Cruz-Zarate, P.; Islas-
Rubio, A. R.; Sanchez-Valdes, S.; Sanchez-Escalante, A.; Gonzalez-Méndez, N.;
Gonzélez-Rios, H., Migration of a-Tocopherol from LDPE Films to Corn QOil and its
Effect on the Oxidative Stability. Food Research International. 2010, 34, 1073-1078.



Cuadro 1. Coordenadas cromaticas, Croma y Hue de peliculas

Pelicula L ax b* Croma (C) Hue (h)

BC 91.67+0.02 1.67+0.01 -3.76£0.01 4.16+0.01 294.05+0.21
BCD 94.41+0.03 0.42+0.01 -0.34+0.04 0.64+0.04 315.95+1.63
BE 7798 +0.71 13.00+0.37 35.11+0.49 37.82+0.28 69.70+0.85
BDE 74.00 £ 0.60 26.38+1.29 58.68+1.94 64.66+2.00 65.80+0.28

Media + desviacion estandar de tres repeticiones.



Cuadro 2. Coeficientes de particion (Kps), alfa (o) y coeficientes de difusion (D) de
carotenoides en peliculas de BDE vy aceite de soya.

T,°C Kp.s a D x10%, cm?/s
10 342.72+4.312 0.18+0.012 2.10+0.33?
25 71.82+7.27° 0.73+0.04° 2.54+0.14
40 78.20+13.05° 0.81+0.12° 19.26+0.80°

Media + desviacion estandar de dos repeticiones.
Medias con diferente literal en la misma columna indican diferencias (p<0.05).



Figura 1. Estructura de astaxantina.



Figura 2. Peliculas BE y BDE expuestas a 594-1896 Ix y 25°C, dia 0.
Tomando como referencia la primera fila de las peliculas, las peliculas
BE son el segundo pliego (naranja) de pelicula y el primero corresponde
a las peliculas BDE (blancas).
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Figura 3. Cinética de degradacion de color en peliculas BE y BDE almacenadas a 25 °C

y expuestas a 594-1896 Ix.
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Figura 4. Cinética de degradacion de Asta en peliculas BE y BDE almacenados a 25 °C

y expuestas a 594-1896 Ix.
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Figura 5. Cambios en el indice de peroxidos de aceite de soya envasado en las peliculas
BC, BE, BDC y BDE. El aceite se almaceno a 25 °C con 594-1896 Ix de iluminacion.
Diferente literal indica diferencias (p<0.05).
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Figura 6. Liberacion de carotenoides desde las peliculas BDE. Las gréaficas
muestran el porcentaje de carotenoides liberados por peso de capa interna de PEAD
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Figura 7. Difusion de carotenoides desde las peliculas BDE hacia aceite de soya a
diferentes temperaturas de acuerdo a la segunda ley de Fick. El eje de las y muestra la
masa de carotenoides difundida en el tiempo t dividida por la masa de carotenoides
difundida al equilibrio. El eje de las x muestra el tiempo t en segundos (5).
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Figura 8. Energia de activacion (Ea) para la difusion de carotenoides desde las peliculas
BDE hacia aceite de soya en un rango de temperatura de 10 a 40 °C. La pendiente de la
recta es igual a —Ea/2.303R



DISCUSION GLOBAL

Durante el procesamiento de las peliculas monocapa de PEBD y bicapa coextruidas con
PEAD con 2.90 y 3.59% de extracto de flor de cempasuchil se degradé méas del 64% de
la astaxantina incorporada inicialmente en las peliculas. Lo anterior evidencio la
susceptibilidad del carotenoide a ser degradado por efecto de la temperatura utilizada
durante la extrusién. Por otro lado, las propiedades espectroscopicas y Opticas fueron las
mas afectadas por la presencia del extracto de flor de cempasuchil presentando un color
amarillo-naranja caracteristico de los carotenoides. Durante el estudio de vida de anaquel
de las peliculas en condiciones de almacenamiento comercial (25 °C y bajo iluminacion),
estas presentaron susceptibilidad a ser degradadas por efecto de la luz y perdieron su color
a los 13 (monocapa) y 20 dias (bicapa) de almacenamiento. Esta caracteristica resulto ser
una limitante para su aplicacion como material de envase. Aun asi, las peliculas
presentaron un efecto positivo sobre el control de la oxidacion lipidica de aceite de soya
almacenado bajo iluminacién. El efecto activo de las peliculas puso de manifiesto la
migracion de los componentes del extracto de flor de cempasuchil desde las peliculas
hacia el aceite de soya, entre los que se encontraba presente la astaxantina. Sin embargo,
ésta no se encontraba sola sino acompafiada de mas carotenoides que, en conjunto, al

migrar al aceite de soya ejercieron su funcion antioxidante y protegieron al aceite.

Para confirmar la liberacion de compuestos activos de las peliculas, se realizaron estudios
de migracién de astaxantina hacia etanol al 95% y de carotenoides hacia aceite de soya.
Se obtuvieron coeficientes de difusion con un orden de magnitud en el rango reportado
para otros antioxidantes incorporados a polietileno, presentando ambos una cinética de
difusion de acuerdo a la segunda ley de Fick. Se esperaba que la cinética de difusion y los

parametros derivados de ésta fuesen muy similares entre ambas peliculas. No obstante, se



observo que la coextrusion de la capa de PEAD modifico la liberacién de los compuestos,
limitando la cantidad de astaxantina o carotenoides disponibles para migrar y volvidé méas

gradual la liberacion.

Con base en los resultados anteriores, se decidio redisefiar los envases elaborando una
nueva pelicula en la cual el extracto de flor de cempasuchil estuviera protegido de la luz.
Ademas, se deseaba que el extracto se liberara de forma més gradual hacia el aceite de
soya para asi brindar proteccion por mas tiempo. De acuerdo a esto se elabord una pelicula
bicapa a base de polietileno de alta densidad (PEAD/PEAD). En la capa externa se
adiciond TiO2 como barrera al paso de la luz y en la capa interna se incorpord el extracto
de flor de cempasuchil. La presencia del TiO2> cumplié su objetivo porque retardo la
velocidad de degradacion del color en las peliculas. Sin embargo, es necesario buscar
diferentes alternativas para el almacenamiento de las peliculas a fin de evitar la
degradacidn de su color. EI cambio de polimero base logré una liberacion més gradual del
extracto de flor de cempasuchil, que, en sinergia con el TiOz, brindé mayor estabilidad

oxidativa al aceite de soya.

Con respecto al efecto de la temperatura en la migracion de astaxantina y carotenoides,
los estudios de migracién de esta investigacion se realizaron a temperaturas que
representan condiciones reales de distribucion almacenamiento y comercializacion de
alimentos en regiones con climas frios, templados y calientes. Asi, por medio del calculo
de las energias de activacion de la difusion se descubrid que la temperatura presentaba un
efecto moderado sobre este proceso. Estos resultados implican que al envasar alimentos
en envases fabricados con las peliculas bicapa desarrollados y sometidos a fluctuaciones
de temperaturas tipicas para climas de templados a calidos, no existe el riesgo de que la

difusion de astaxantina y carotenoides se interrumpa y el alimento quede sin proteccion.



CONCLUSIONES

Se logré fabricar mediante el proceso de extrusion soplo peliculas monocapa de PEBD y
bicapa de PEAD/PEBD adicionadas con extracto de flor de cempastchil como fuente
natural de carotenoides y en especial de astaxantina. La resistencia a la tension y al rasgado
fueron las propiedades mecanicas que se afectaron negativamente por la presencia del
extracto en las peliculas bicapa. La adicién del extracto en las peliculas afecté también las
propiedades Opticas y espectroscopicas con una coloracion amarillo-naranja y
absorbiendo luz de 400 a 550 nm, lo cual protege alimentos susceptibles a degradarse por
efecto de la luz. El extracto incorporado a ambas peliculas resultd ser susceptible a la
degradacion por efecto de la luz. No obstante, ambas peliculas impartieron estabilidad

oxidativa a aceite de soya en condiciones de comercializacion.

Las peliculas mono y bicapa liberaron astaxantina hacia etanol al 95% y carotenoides
totales hacia aceite de soya. La migracién de astaxantina y carotenoides se llevé a cabo
por un proceso de difusién molecular acorde a la segunda ley de Fick en rangos especificos
de temperatura. La temperatura tuvo un efecto moderado en la difusion de astaxantina y

carotenoides en las peliculas elaboradas siguiendo un modelo tipo Arrhenius.

La fabricacion de peliculas coextruidas con dos capas de polietileno permitié la liberacion
de astaxantina y carotenoides totales en un rango mas amplio de temperatura que las
peliculas monocapa revelando la importancia de considerar las propiedades de cada capa

en el disefio de peliculas multicapa destinadas para envases activos.

La adicion de TiO2 a PEAD provoco una disminucion en la velocidad de degradacion de

la astaxantina y en la pérdida de color de las peliculas. Aunado a lo anterior, la sinergia



desarrollada con el extracto de flor de cempasuchil brindé mayor estabilidad oxidativa al

aceite de soya.

Debido a que la temperatura tuvo un efecto moderado en la difusion de astaxantina y
carotenoides en un rango que representa condiciones de transporte, almacenamiento y
comercializacion de alimentos en regiones con clima frio, templado y caliente, existe un
potencial del extracto de flor de cempasuchil como compuesto activo en envases activos
antioxidantes para alimentos grasos. En consecuencia, con estas peliculas es posible
fabricar envases para alimentos que pueden ser manejados sin el riesgo de que

fluctuaciones en temperatura interrumpan la liberacion de astaxantina/carotenoides.



RECOMENDACIONES

Buscar diferentes alternativas que disminuyan la degradacion térmica de los carotenoides

y la astaxantina durante los procesos de extrusién/coextrusion.

Implementar otros aditivos o tecnologias que disminuyan la fotodegradacion durante el

almacenamiento comercial de las peliculas.

Hacer una caracterizacion profunda del extracto de flor de cempasuchil que incluya la

composicion quimica y la identificacion de otros carotenoides.

Redisefiar las peliculas variando la relacion de los espesores tanto del PEAD como del

PEBD vy evaluar el efecto en el proceso de migracion.

Realizar mas estudios de difusion en peliculas bicapa que ayuden a explicar como la
presencia de un polimero de la misma naturaleza puede influir en la liberacion de

carotenoides.

Disefar los materiales con extractos ricos en carotenoides utilizando otros polimeros,

incluyendo aquellos utilizados en envases rigidos.

Incluir en la formulacién de las peliculas aditivos que ayuden a incrementar el porcentaje

de liberacién de carotenoides en las peliculas bicapa.
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