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RESUMEN

Se desarrollaron peliculas, con caracteristicas antioxidantes y
antimicrobianas, empleando Poli(acido Lactico) (PLA) como matriz
polimérica e incorporando un 20 % en peso de oligobmero de &cido lactico
(OLA) como plastificante y carvacrol como aditivo activo a tres
concentraciones diferentes: 4, 6 y 8 % en peso. Se determind la cantidad de
carvacrol presente en las formulaciones tras el procesado y se demostro, por
un lado, su actividad antioxidante y, por otro, su capacidad antimicrobiana
frente a S. aureus. Se estudiaron las propiedades térmicas de cada una de
las peliculas, asi como, las propiedades estructurales, morfoldgicas,
mecanicas y opticas. Las peliculas de PLA sufrieron una disminucion de su
estabilidad térmica a medida que se incrementd la concentracion de aditivos
en la matriz. Por otro lado, el plastificante disminuyé la rigidez del PLA vy,
junto con el carvacrol, hizo descender el médulo elastico y aumentar la
elongacién a rotura, aportando ductilidad al material. Las micrografias SEM
mostraron la homogeneidad de todas las muestras y se confirmé la
naturaleza amorfa del material con los analisis mediante DSC y DRX.
Finalmente, los estudios de permeabilidad, tanto al oxigeno como al vapor
de agua, permitieron valorar la funcionalidad de las peliculas como envase
activo alimentario.

PALABRAS CLAVE: PLA, plastificante, carvacrol, caracterizacion, film
antioxidante, antimicrobiano, envase activo.

RESUM

Es van desenvolupar pel-licules, amb caracteristiques antioxidants i
antimicrobianes, utilitzant Poli(acid Lactic) (PLA) com a matriu polimérica i
addicionant un 20 % en pes d'oligomer d'acid lactic (OLA) com a plastificant
I carvacrol com a additiu actiu a tres concentracions diferents: 4, 61 8 % en
pes. Es va determinar la quantitat de carvacrol present en les formulacions
després del processament i es va demostrar, la seua activitat antioxidant i la
seua capacitat antimicrobiana enfront de S. aureus. Es van estudiar les



propietats termiques de cadascuna de les pel-licules, aixi com, les propietats
estructurals, morfologiques, mecaniques i optiques. Les pel-licules de PLA
van sofrir una disminucio de la seua estabilitat termica a mesura que es va
incrementar la concentracid d'additius en la matriu. D'altra banda, el
plastificant va disminuir la rigidesa del PLA i, juntament amb el carvacrol, va
fer disminuir el modul elastic i augmentar I'elongacié a trencament, aportant
ductilitat al material. Les micrografies SEM van mostrar I'homogeneitat de
totes les mostres i es va confirmar la naturalesa amorfa del material amb les
analisis DSC i DRX. Finalment, els estudis de permeabilitat, tant a l'oxigen
com al vapor d'aigua, van permetre valorar la funcionalitat de les pel-licules
com a envas actiu alimentari.

PARAULES CLAU: PLA, plastificant, carvacrol, caracteritzacido pel-licula
antioxidant, antimicrobia, envas actiu.

ABSTRACT

Antioxidant and antimicrobial active films based on Poly(lactic acid) (PLA)
were prepared by incorporating 20 wt% of lactic acid oligomers as
plasticizers and carvacrol as active additive at three different concentrations:
4, 6 and 8 wt%. The amount of carvacrol in the PLA films after processing
was determined and it was confirmed, on one hand, their antioxidant activity
as well as their antimicrobial activity against S. aureus. The thermal,
structural, morphological, mechanical and optical properties were studied for
each film. PLA films suffered a decrease in their thermal stability as the
concentration of additives increased in the matrix. In addition, plasticizers
reduced stiffness of PLA films by reducing the elastic modulus and increasing
the elongation at break, providing ductility to those films with carvacrol. SEM
micrographs showed the homogeneity of all samples and the amorphous
structure of the material was confirmed by DSC and XRD analyses. Finally,
oxygen barrier properties and water vapor permeability analysis allowed to
assess the functionality of the active films in food packaging applications.

KEYWORDS: PLA, plasticizer, carvacrol, characterization, antioxidant,
antimicrobial film, active packaging.

INTRODUCCION

Para proteger adecuadamente los alimentos, ya sea de las influencias
externas (oxigeno, vapor de agua, microorganismos...) o de las pérdidas en
sus propiedades organolépticas, es necesario emplear envases que cumplan
con unas caracteristicas mecanicas, opticas y de barrera que satisfagan las
expectativas de todos los sectores implicados (consumidores, productores
de alimentos, fabricantes de envases y distribuidores). Aproximadamente el
50% de los alimentos envasados en Europa utilizan envases de plastico,
compitiendo principalmente con el vidrio, el papel y el metal. A pesar de que



la mayoria de los productos plasticos y polimeros sintéticos derivados del
petréleo garantizan buenas prestaciones en términos de coste, comodidad,
formatos, marketing y proteccion fisica, tienen la desventaja de no ser
biodegradables, por lo que son responsables de parte de los residuos
contaminantes que se acumulan en la Naturaleza. Los consumidores de los
paises industrializados se interesan cada vez méas por los temas de salud y
de medio ambiente (Gonzalez y Alvarez, 2013). Es por todo ello que los
envases activos biodegradables, capaces de mejorar las propiedades de los
alimentos en base a su interaccion positiva con el envase, son considerados
una solucién potencial con gran posibilidad de desarrollo en la sociedad
actual (Ramos et al., 2012; Burgos et al., 2013; Arrieta et al., 2013).

El Poli(acido lactico) (PLA) es un biopolimero obtenido exclusivamente de
recursos renovables, como el maiz y el azlcar, tras un proceso de
polimerizacion controlada de &cido lactico. Sus caracteristicas de
transparencia, inocuidad, biodegradabilidad y facilidad de procesado lo
hacen un polimero idéneo para el envasado alimentario. Sin embargo,
presenta el inconveniente de que requiere de la adicion de un plastificante
para aumentar su flexibilidad, de forma que sea mas manejable para la
industria en la elaboracién de films. La utilizacion de oligdbmeros de acido
lactico (OLA), altamente compatibles con PLA, permiten obtener un material
procedente de fuentes renovables y con caracteristicas biodegradables
(Burgos et al., 2013; Ramos et al., 2014). Se han publicado numerosos
estudios que persiguen desarrollar un envase activo con la finalidad de
atender las necesidades del consumidor para adquirir alimentos cada vez
mas frescos y seguros. El carvacrol es un compuesto de naturaleza fendlica
presente en el aceite esencial extraido del orégano, que presenta
propiedades tanto antioxidantes como antimicrobianas (Burt, 2004).

El desarrollo de peliculas de PLA plastificadas con OLA y aditivadas con
carvacrol permitirian obtener un envase activo que, ademas de ser
sostenible con el medioambiente, podria adaptarse a las necesidades de
procesado de la industria y, finalmente, ofreceria al consumidor un producto
de mayor vida util al actuar el carvacrol sobre la oxidacion e impedir el
crecimiento de bacterias potencialmente patégenas.

MATERIALES Y METODOS
Materiales

Para preparar las biopeliculas se utilizaron los siguientes materiales:
como matriz polimérica se utilizé Poli (acido lactico) (PLA Ingeo™ 2003D; 4
% en peso de isémero D-Lactida) fabricado por NatureWorks LLC
(Minnetonka, USA); como plastificante oligobmeros de acido D, L-lactico (90
% en peso de isomero L-Lactida) (OLA 00A/8, sintetizado y suministrado por
Condensia Quimica S.A. (Barcelona, Espafia) siguiendo un método de
polimerizacion previamente descrito (Fiori y Ara, 2009); como aditivo activo
el Carvacrol (97 % pureza) de Sigma-Aldrich (Madrid, Espafia). Las
caracteristicas quimicas de todos ellos se muestran en la Tabla 1. Por otro
lado, se utilizaron otros reactivos durante los ensayos como, el 1,1-difenil-2-



picrilhidrazil (DPPH) (95 %), metanol (grado HPLC = 99,9 %) y acetonitrilo
(grado HPLC) suministrado por Sigma-Aldrich. ElI material microbiologico
utilizado fue: tubos de agua de peptona tamponada (9 mL), caldo de triptona-
soja (TSB), placas Nutritivo Agar triptona-soja (TSA) y placas Agar Mueller-
Hinton (MHA). Finalmente, las cepas certificadas sembradas fueron: la
bacteria Escherichia coli (E. coli CECT 434) y la bacteria Staphilococus
Aureus (S. aureus CECT 239), ambas suministradas por la Coleccion
Espafiola de Cultivos Tipo (CECT), Universidad de Valencia.

TABLA 1. Propiedades quimicas de los materiales empleados en la
fabricacion de las biopeliculas.

Propiedad PLA OLA 00A/8 Carvacrol

Masa molar. Mn (g-mol™) 108-10° 957 150

Densidad a 25°C (g-cm?®) 1,24 1,10 0,98

o Tl) CHs

I RMNO —CH —C
Estructura quimica O = CH —C !
CHj OH
CH;

n
R=CH3-(CHy)618-CH,- | M€ CHs

Preparacion de las peliculas

Los pellets de PLA se secaron a 70 °C en estufa de vacio durante 24
horas a fin de evitar la hidrélisis del PLA durante el procesado. Para
asegurar una mayor zona de contacto y una incorporacion adecuada de la
matriz polimérica con el plastificante, los pellets se molieron a un tamafio de
particula < 1 mm usando un molino RETSCH ZM200 Ultra centrifuga Mill
(Haan, Germany). Debido a la fricciobn generada durante el procesado, el
PLA sufria un aumento de temperatura por lo que se sumergieron
previamente los pellets en nitrégeno liquido antes de introducirlos en el
molino. Una vez obtenido el PLA en polvo se mantuvo en un secador a vacio
a unos 70 °C y el plastificante (OLA) en estufa a 32 °C. Pasadas 24 horas se
procedio a la premezcla manual de las formulaciones estudiadas siguiendo
las cantidades que aparecen en la Tabla 2. Tras 1 hora a temperatura
ambiente, los materiales premezclados se introdujeron en una mezcladora
Haake Polylab QC, ThermoFischerScientific (Walham, EEUU), equipada con
un par de rotores que giraban a 50 rpm durante 8 minutos a una temperatura
fija de 170 °C. Las mezclas obtenidas se llevaron a una prensa hidraulica de
platos calientes (Carver Inc, Model 3850, USA) donde se moldearon a 160
°C por compresién. La cantidad de muestra utilizada para cada pelicula fue 5
g Yy se colocaron entre 2 placas de acero inoxidable con 2 films de PET para
impedir que la pelicula resultante se adhiriese a ellas. En primer lugar, se
dej6é el material entre las placas 5 min a presion atmosférica para que funda
y, a continuacién, se subié gradualmente la presién cada 2 minutos hasta
mantenerlo 5 minutos a 5 MPa. El espesor final de las peliculas fue de unos



220 um de espesor y un area de 14 cm?, almacenandose en nevera hasta
ser caracterizadas para evitar su envejecimiento.

TABLA 2. Cantidad de polimero, plastificante y aditivo activo presente en
cada formulacion y la nomenclatura de la mezcla.

Formulacién Cantidad Cantidad Cantidad de Nomenclatura
de PLA (g) | de OLA (g) | Carvacrol (g)

PLA-puro 50 - - PLA
PLA-OLA al 20 % 40 10 - PLA-OLA
PLA-Carvacrol 4% 48 - 2 P-C-4%
PLA-Carvacrol 6% 47 - 3 P-C-6%
PLA-Carvacrol 8% 46 - 4 P-C-8%

PLA-OLA-Carvacrol 4% 38,4 9,6 2 P-O-C-4%
PLA-OLA-Carvacrol 6% 37,6 9,4 3 P-O-C-6%
PLA-OLA-Carvacrol 8% 36,8 9,2 4 P-O-C-8%

Caracterizacion del material
CUANTIFICACION DE CARVACROL (HPLC-UV)

La cantidad de carvacrol presente en las peliculas de PLA tras su
procesamiento fue determinada por extraccion sélido-liquido seguida de
analisis mediante un cromatografo de liquidos con deteccion por
espectrofotometria ultravioleta (HPLC-UV). Para ello, las muestras de cada
pelicula se tomaron por secciones rectangulares de 0.05 = 0.01 g, que se
extrajeron con 10 mL de metanol en estufa a 40 °C durante 24 horas. Cada
formulacién se extrajo por triplicado donde el tercer triplicado se mantuvo 24
horas mas a 40 °C para asegurar la total extraccién del carvacrol
(Manzanares-LOpez et al., 2011; Ramos et al., 2012).

La cuantificacion de carvacrol se realiz6 con un cromatografo de liquidos
Agilent 1260 Infinity equipado con un detector UV a 274 nm y una columna
C18 (100 mm x 4.6 mm x 3.5 um, Zorbox Eclipse Plus). La fase movil estuvo
compuesta de acetonitrilo y agua (40: 60) a una velocidad de flujo de 1
mL/min. Se inyectaron 0,02 mL de cada extraccion.

La cuantificacion del aditivo activo se realiz6 comparando las areas de los
picos cromatograficos de las muestras, correspondientes al carvacrol, con
las areas de los picos resultantes de la curva de calibrado. Dicha curva se
obtuvo diluyendo carvacrol al 98 % en metanol a 6 concentraciones
conocidas en un intervalo entre 100 y 700 ppm, que se calcularon en base a
la concentracion aproximada que debian tener las muestras. La cantidad
final de carvacrol extraido se calculo en % en masa de carvacrol en el film.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE (DPPH)

Se analizé la actividad antioxidante del carvacrol extraido de los films en
base a su capacidad de reducir un radical estable. Esta técnica, propuesta
por Byun et al., 2010, con algunas modificaciones, se basa en la disminucién
de la intensidad del color producido cuando se reduce el electron impar del



radical DPPH al recibir un atomo de hidrégeno del compuesto antioxidante,
en este caso del carvacrol (Scherer y Godoy, 2009).

Se mezclé una alicuota de 500 mL del extracto anteriormente obtenido
con 2 mL de una solucion de DPPH con metanol (0,06 mM) en tubos de
polipropileno cerrados y envueltos en papel de aluminio para resguardarlos
de la luz. EI DPPH en su forma radical adquiere una coloracion violacea con
un valor de absorcidbn maximo a 517 nm pero a medida que queda reducido
por el antioxidante va perdiendo su color y dicho valor decae hasta que la
reaccion se estabiliza. Se tomo6 la mezcla con el extracto de PLA-Carvacrol
al 4% vy tras sacudirla vigorosamente se midié su absorbancia a 517 nm en
intervalos de 1 min utilizando un espectrofotometro UV-VIS Biomate-3
(Thermospectronic, EE.UU.). El valor de absorbancia quedo estabilizado a
las 4 horas y ese fue el tiempo al que se mantuvieron las muestras
reaccionando, resguardadas de la luz, hasta la medida.

Se analiz6 cada una de las extracciones anteriormente cuantificadas
mediante HPLC por triplicado. La capacidad antioxidante del carvacrol se
calculé como el porcentaje de inhibicidn (1%) utilizando la siguiente ecuacion

(1):

(%) = (Acontrol - Amuestra)/AcontTOZ +* 100 1)

donde Acontrol €S la absorbancia del control (0,5 mL MeOH + 2 mL DPPH)
tomada en t = 0 minutos y Awwestra €S la absorbancia de muestra a t= 240
minutos.

ANALISIS TERMOGRAVIMETRICO (TGA)

Se obtuvieron datos del analisis termogravimétrico, TGA, en un
analizador  térmico  Mettler Toledo, modelo TGA/SDTA 85le
(Schwarzenbach, Suiza) con la finalidad de estudiar la estabilidad térmica de
los materiales. Muestras de unos 7 mg fueron calentadas gradualmente a 10
°C/min desde temperatura ambiente hasta 700 °C bajo atmosfera de
nitrogeno (flujo de 50 mL/min). Se tomd como la temperatura inicial de
degradacion (Tp) aquella a la que la muestra perdia un 5 % respecto a su
masa inicial (curva TGA), mientras que la temperatura de degradacion
méaxima (Tmax) Se calculé en base al pico obtenido de la 12 derivada (curva
TGA) que se corresponde con la maxima velocidad de degradacion del
material.

CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO (DSC)

Se sometieron las muestras a ensayos de calorimetria diferencial de
barrido (DSC) en un TA Instruments DSC Q2000 (New Castle, DE, USA)
bajo un caudal de nitrogeno a 50 mL/min. Muestras de unos 3 mg (x 1 mg)
de film se sellaron en crisoles de aluminio (40 pL) y se sometieron al
siguiente programa térmico: primer ciclo de calefaccion de -90 °C a 170 °C a



una velocidad de 10 °C/min (para borrar el historial térmico del material), a
continuacion se enfrié hasta -90 °C y finalmente tuvo lugar un segundo ciclo
de calentamiento hasta 170 °C a 10 °C/min. Las peliculas de PLA con
carvacrol se analizaron hasta 150 °C para evitar la degradacion del aditivo.
Durante el primer ciclo se muestran los posibles cambios en la cristalizacion
y fusion del material debido al envejecimiento y durante el segundo
calentamiento se determina la temperatura de transicion vitrea (Ty) como el
punto de inflexion de la region donde se detecta un cambio en la linea base
de la sefal.

Caracterizacion estructural y morfolégica
DIFRACCION DE RAYOS X (DRX)

La difraccion de rayos X constituye una técnica eficaz para el estudio de
polimeros en estado solido. Los experimentos realizados con DRX pueden
generar la siguiente informacién: Estimacion del grado de cristalinidad de la
muestra, determinacion de la orientacién de los cristales y analisis de la
“macroestructura” del polimero (forma en la que se empaquetan los cristales
y los bucles de las cadenas) entre otros (Llorente U. y Horta Z., 1991).

Es por ello que, se analizd la estructura cristalina de los materiales
mediante difraccion de rayos X con un difractometro Bruker D8-Advance
(EEUU), equipado con una fuente de radiacion Cu Kq (A: 1,546 A), operando
a 40 kV de voltaje y aplicando una corriente de 40 mA. El angulo de
incidencia (20) fue variando gradualmente de 2° a 90° a una velocidad de
barrido de 2°/min (0,1°%3 segundos).

MICROSCOPIO ELECTRONICO DE BARRIDO (SEM)

Se examind la morfologia superficial y transversal de los films utilizando
un microscopio electrénico de barrido (SEM) modelo JEOL JSM-840 (Jeol
USAInc., Peabody, Estados Unidos). Secciones de 10 mm? se metalizaron
con una capa de oro para aumentar su conductividad eléctrica (con un
metalizador (Au) / Evaporador (C) Balzers, SCD 004). Los films plastificados
con OLA se sumergieron en nitrégeno liquido antes del corte para obtener
una fractura limpia. Se oper6 a 10 kV y las imagenes, tanto transversales
como superficiales, se registraron a 500 aumentos.

Propiedades mecanicas

Se realizaron ensayos de traccion utilizando una maquina universal de
ensayos l|bertest ELIB 30 (Madrid, Espafia) equipada con una célula de
carga de 5 kN. Las pruebas se realizaron sobre tiras rectangulares (10-100
mm?) previamente acondicionadas durante 2 horas a 23 °C y 50 % de HR en
una camara climatica modelo Dycometal-CM81 (Barcelona, Espafia). La
separacion inicial entre mordazas fue 50 mm y se estir6 hasta la rotura a una
velocidad de 25 mm/min. El porcentaje de elongacion a la rotura (¢ %),
modulo de elasticidad (E) y resistencia a la traccion (TS) se calcularon a



partir de los resultados obtenidos de las curvas de tension-deformacion, tal
como indica la Norma ASTM D882-01, 2001. Todos los valores
corresponden al promedio de 5 mediciones de diferentes peliculas de cada
composicién (+ desviacidén estandar).

Propiedades 6pticas

La transparencia de las peliculas fue determinada a través de los
espectros de reflexion, aplicando la teoria Kubelka-Munk (Hutchings, 1999)
de dispersion mudltiple. Los espectros de reflexion de las peliculas se
determinaron entre 360 y 740 nm con un Espectrocolorimetro CM-3600d
(Minolta Co., Tokio, Japon) sobre fondo blanco y fondo negro. La
transmitancia interna (Ti) de las peliculas fue cuantificada usando la
ecuacion (2). En esta ecuacién Rq es la reflectancia de la pelicula sobre un
fondo negro. Los parametros a y b fueron calculados a través de las
ecuaciones (3) y (4), donde R es la reflectancia de la muestra sobre una
superficie blanca 'y Rg es la reflectancia de la superficie blanca usada como
referencia. Las medidas fueron tomadas sobre 3 peliculas de cada
formulacion.

T; = (a—Rp)? — b? (2

1 (p Ro-R+ER
72 Ry Ry 3
b= (- 1)"? @

El brillo se midié sobre la superficie del film usando un brillbmetro de
superficie plana (modelo 268 Multi.Gloss, Minolta, Alemania). Se establecio
el angulo de 20° para tomar los valores de luz reflejada por la superficie de la
muestra, tal como recomienda el método D523 de la Norma ASTM (ASTM,
1999) para muestras de brillo alto. La medida se tomdé por triplicado
considerando tres peliculas de cada formulacion. Todos los resultados se
expresan como unidades de brillo, en relacién con una superficie de vidrio
negro estandar altamente pulido cuyo valor esta proximo a 100.

Propiedades de barrera
VELOCIDAD DE TRANSMISION DE OXIGENO (OTR)

OTR es definido como la cantidad de oxigeno que pasa a través de un
area determinada de una pelicula plastica por unidad de tiempo. Se utilizd un
analizador de permeabilidad de oxigeno Systech modelo 8500 (Metrotec
S.A, Espafia). Las pruebas se llevaron a cabo introduciendo oxigeno puro
(99,9%) en la parte superior de la camara de difusion mientras el nitrégeno
fue inyectado en la parte inferior donde se encuentra localizado el sensor de
oxigeno. Tres peliculas de cada formulacion, con un espesor medio de 200 +
50 pm, se cortaron en circulos de 14 cm de diametro. Se monitorizé el



caudal volumétrico de oxigeno por unidad de superficie de pelicula y por
unidad de tiempo (OTR, cm®*m?.dia?) hasta que se alcanzé el estado
estacionario. El coeficiente de permeabilidad (OP) es proporcional al valor
OTR-e (e = espesor, mm). De esta manera, se han calculado los valores de
OTR-e para comparar las propiedades de barrera al oxigeno de los
diferentes films.

PERMEABILIDAD AL VAPOR DE AGUA (WVP)

La permeabilidad al vapor de agua (WVP) de las peliculas se determiné
por triplicado siguiendo el método gravimétrico del desecante de la Norma
ASTM E96-96M, 2005 (Gonzéalez y Alvarez, 2013)

La "Permeabilidad al vapor de agua” se define como la cantidad de vapor
de agua que penetra por unidad de tiempo y area a través del material,
inducida por la diferencia de presion de vapor a ambos lados de la pelicula,
bajo condiciones de temperatura y humedad especificadas. En el método del
desecante la muestra estudiada se sell6 con parafina en capsulas de
aluminio que contienen CaCl, anhidro (previamente desecado a 200 °C
durante 2 horas) dejando un espacio entre film y desecante. Estas capsulas
se pesaron y se introdujeron en una camara climatica a 23 °C y 50 % HR
durante un tiempo suficiente para alcanzar el estado estacionario. Las
masas se determinaron cada 24 horas y estos valores se trazaron como
variacion de peso frente al tiempo, obteniéndose un gréfico lineal cuya
ecuacion permitio el calculo de la velocidad de transmision de vapor de agua
(WVT) siguiendo la ecuacion (5):

wvT = (6/,)/4A (5)

donde (G/t) es la pendiente de la linea recta (variacion de peso
(gramos)/tiempo (horas)) y A es la superficie expuesta (m?. La
permeabilidad al vapor de agua (WVP) se calcul6 siguiendo la ecuacion (6):

WVP = WVT/AP = WVT/S - (R, — R,) (6)

donde S es la presion de vapor de saturacion (Pa) a la temperatura del
ensayo (23 °C) y (R: - Ry) es la diferencia en la humedad relativa (RH) entre
el interior y exterior de la capsula. Los resultados se han expresado como
permeabilidad media, calculado multiplicando el valor de WVP por su
espesor.

Actividad antimicrobiana de las peliculas

Se evaluo la capacidad antimicrobiana de las peliculas de PLA y PLA-
OLA como control, y las formuladas con carvacrol frente a dos
microorganismos diferentes: E. coli (bacteria gram-negativa) y S. aureus
(bacteria gram-positiva). El método empleado fue el de difusion en disco de
agar de la Norma NCCLS M2-A9, 2006 (Suppakul et al., 2011) que consiste
en depositar una seccion de la pelicula (6 cm?) sobre el centro de una placa
de agar Mueller-Hinton (MHA), previamente inoculado con 0,1 mL del cultivo



microbiano. La concentracién de los inéculos para ambas cepas fue 10°
UFC-mL™, correspondiendo a la concentracién que podria encontrarse en un
alimento contaminado, obtenida cuando la turbidez del caldo de cultivo
alcanzo el valor de 0,5 en la escala McFarland. Se diluy6é posteriormente y
de forma consecutiva (1:10) en agua de peptona tamponada (Ramos et al.,
2012). Las placas sembradas se incubaron a 37 °C durante 24 horas. La
capacidad antimicrobiana de cada pelicula se evalud, por duplicado para
cada formulacion, observando el didmetro del halo de inhibicién formado
alrededor de la muestra.

Analisis estadistico

El analisis estadistico de los datos se realizd mediante el andlisis de la
varianza (ANOVA) utilizando el programa Statgraphics Centurion XVI. Para
discernir entre las medias se utiliz6 el procedimiento de las menores
diferencias significativas de Fisher con un nivel de confianza del 95 %.

RESULTADOS Y DISCUSION

Determinacion de carvacrol y de la capacidad antioxidante en las
peliculas formuladas

Con la finalidad de cuantificar la cantidad de carvacrol perdido durante el
procesado y, de esta manera, conocer la concentracion real del mismo en
las diferentes peliculas desarrolladas, se ha procedido a su andlisis
mediante HPLC-UV y los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 3. A
las 48 horas no se detect6 carvacrol en los extractos por lo que se concluye
que a las 24 horas la extraccion es completa. A la vista de los resultados se
aprecia que todas las formulaciones a las que se les incorporé el carvacrol
sufrieron una pérdida alrededor del 1 %, segun la formulacion, del
compuesto activo. Los datos obtenidos tras el analisis termogravimétrico
(TGA) mostraron que el carvacrol inicia su degradacion a unos 120 °C. Por
tanto, la pérdida durante el procesamiento podria deberse a la evaporacion
del compuesto al ser sometido a las temperaturas empleadas en la
mezcladora y en el prensado, ya que se alcanzan los 170 y 160 °C
respectivamente. Otros estudios han atribuido estas pérdidas a factores tales
como una pobre mezcla, evaporaciéon, degradacion térmica o por la propia
actividad antioxidante del compuesto activo al proteger al polimero de
oxidaciones durante el procesado (Ortiz-Vazquez et al., 2011; Ramos et al.,
2014).

Se observd que las muestras de PLA plastificadas con OLA retuvieron
menos carvacrol en la matriz que las peliculas que Unicamente contenian
PLA y carvacrol. Esto podria deberse a que los oligdmeros de acido lactico
interaccionan con las cadenas poliméricas de PLA generando ramificaciones
gue abren la estructura. Como consecuencia, el carvacrol dispone de menos
puntos activos para enlazarse con el polimero (ya que estan ocupados por
los oligbmeros), teniendo asi mayor facilidad para escapar y mayor
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susceptibilidad de ser degradado. Si se observa la cantidad final de carvacrol
en las peliculas PLA-OLA-Carvacrol 8 % y PLA-OLA Carvacrol 6 % se ve
que la pérdida fue mas acusada para la primera formulacion que, debido a
las causas anteriormente citadas, no consigue retener de la misma manera
gue los otros films el compuesto activo.

TABLA 3. Cuantificacion mediante HPLC-UV de carvacrol extraido y
actividad antioxidante expresado como porcentaje de inhibicion (1%), de las
diferentes formulaciones.

. C;qrvacrol Carvacrol ibicié
inicialmente ; Inhibicién
Muestras afiadido extraido (%)*
(% p/p)*
(% p/p)

- n.d. 8,9+1,9"
4 3,2+0,3" 51,0 + 4,4M2°
PLA 6 50+0,2"2 60,3+ 12,3""
8 73+0,5 64,3 +7,9""°

- n.d. 7,7 +2,0%°

BLA + 20% OLA 4 3,0+0,6™° 29,3+7,5™"
6 4,9 +0,4°° 41,6 + 4,67°

8 5,6 +0,6°" 42,9 +53°°

n.d.: no detectado; *(n=3, media + SD); **(n=9, media + SD)

Diferentes numeros superindices dentro de la misma columna indican diferencias significativas
entre formulaciones con y sin OLA (p < 0.05).

Diferentes letras superindices dentro de la misma columna indican diferencias significativas entre
formulaciones con distinto % de carvacrol (p < 0.05).

Para la evaluacion de la capacidad antioxidante del carvacrol se
selecciond el ensayo basado en la utilizacion de DPPH por su simplicidad y
aceptacion con fines comparativos. Este método se basa en la afinidad de
los antioxidantes para actuar como aceptores de radicales libres
interrumpiendo el mecanismo de oxidacién (Pereira et al., 2012).

La actividad antioxidante de los extractos se calculé a partir del valor de
absorbancia, tomado a t = 240 minutos, con el fin de evaluar si la cantidad
restante de carvacrol presente en la matriz del polimero resulta suficiente
para actuar reduciendo los radicales de DPPH de manera eficaz. Los
resultados obtenidos para las distintas formulaciones se muestran en la
Tabla 3. Como se puede observar, todos los extractos que contienen
carvacrol presentaron valores de porcentaje de inhibicién (I %), lo cual indica
que, independientemente de las pérdidas encontradas durante el
procesamiento, existe una actividad antioxidante apreciable. Dicha actividad
viene ligada a la cantidad de carvacrol que tiene la pelicula, esto es, a
medida que el porcentaje de carvacrol aumenta también lo hace la actividad
antioxidante. Por otro lado, las peliculas de PLA-OLA presentaron menor
capacidad antioxidante que las peliculas sin plastificar, que podria asociarse
al hecho de que son aquellas que han sufrido mayor pérdida de compuesto
activo durante el procesado, tal y como se observé al cuantificar la cantidad
real de carvacrol (Tabla 3). Se observo que las peliculas sin el compuesto
activo mostraban un ligero porcentaje de inhibicién del radical DPPH lo que
indicaria que el PLA y el OLA presentan, en cierta medida, caracter
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antioxidante. Esta aparente capacidad antioxidante del PLA podria deberse
a que, durante el procesado, el polimero ha sufrido un cierto grado de
degradacion termodinamica, dando lugar a la rotura de cadenas y a la
formacién de &cido lactico, el cual aportaria cierto caracter antioxidante a la
pelicula.

Caracterizacion térmica (TGA y DSC)

El efecto de la adicion de OLA y carvacrol en la estabilidad térmica de las
peliculas de PLA fue estudiado mediante TGA en atmédsfera de nitrogeno. La
Figura 1 muestra las curvas de TGA obtenidas para todas las muestras,
observandose en todos los casos una Unica etapa de degradacién asociada
a la pérdida de masa de la matriz polimérica. A medida que la concentracion
de carvacrol aumenta en estas muestras, la temperatura a la que inicia esa
pérdida de masa disminuye de acuerdo con lo observado por Martino et al.,
2009; Carrasco et al., 2010 y Burgos et al., 2013 para otras formulaciones en
base a PLA.

—— PLA film)
—— PLAC-4%
—— PLAC-E%
—— PLAC-8%
e PLA O L
e PLAO-C-4%
e PLAO-C-B %
woeee PLA O -C-8%

100 4
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Pérdida de Masa (%)

20 o
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1] 100 200 300 400 00 GO0 o0 ann
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FIGURA 1. Curvas obtenidas de TGA

Estos resultados quedan confirmados con los valores mostrados en la
Tabla 4, donde se observa que tanto la adicion de OLA como de carvacrol
disminuyeron la temperatura inicial de degradacion (Ti) de las peliculas de
PLA. En este sentido, las muestras de PLA-OLA presentaron una Ti inferior
a las de PLA y a medida que se incrementd el porcentaje de carvacrol el
descenso se acentuaba. La Ti del carvacrol es 120 °C, lo que explicaria las
pérdidas producidas del mismo al someterse a las temperaturas del
procesado (Ramos et al., 2012).

En lo que respecta a la temperatura de maxima velocidad de degradacion
(Tmax), las peliculas de PLA-OLA presentaron una Tmax inferior a las de PLA,
sin embargo, a medida que el porcentaje de carvacrol aumentaba la T Se
incrementd. De manera general, tanto los valores de Ti como los de Tmax
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muestran que el plastificante y el carvacrol disminuyen la estabilidad térmica
de las peliculas de PLA.

Los valores de temperatura de transicion vitrea (Tg), temperatura de
cristalizacion (T.) y temperatura de fusién (Ty) se obtuvieron durante el
segundo calentamiento mediante DSC (Tabla 4). Los resultados mostraron
que, tanto la adicién de carvacrol como la de OLA, disminuyeron los valores
de Ty del PLA debido al aumento de la movilidad de las cadenas al
introducirse en la matriz polimérica. A medida que se incrementaba la
concentracion de carvacrol aumento el efecto plastificante reduciendo los
valores de Tg. Estos resultados concuerdan con los observados por otros
autores (Hwang et al., 2012; Byun et al., 2010; Burgos et al., 2013; Ramos et
al., 2014).

TABLA 4. Parametros obtenidos en el andlisis de TGA y DSC.

Muestras: T; (°C) Tmax (°C) T, (°C) T (°C) Tm (°C)

PLA (pellet) 316,0 355,1 57,4 - -
Carvacrol 120,5 185,8 -61,2 -17,2 2,5
PLA (film) 324,2 357,8 59,1 129,9 150,0
PLA-Carva 4% 303,7 355,6 51,0 124,3 146,3
PLA-Carva 6% 284,2 357,0 47,4 123,3 1445
PLA-Carva 8% 216,7 363,9 41,4 117,8 141,7
OLA 183,7 270,5 -33,2 - -
PLA-OLA 245,8 342,5 31,6 103,6 146,2
PLA-OLA-Carva 4% 209,4 341,6 24,6 101,0 141,8
PLA-OLA-Carva 6% 192,5 342,1 22,5 102,8 141,2
PLA-OLA-Carva 8% 179,0 358,4 21,8 98,1 140,3

La entalpia total, determinada entre 70 y 160 °C durante el primer
calentamiento, fue cercana a cero en todas las muestras analizadas. Este
resultado indica que los procesos de cristalizacion y de fusién tenian
entalpias similares y que, por tanto, las peliculas procesadas tenian una
estructura amorfa (Martino et al., 2009; Burgos et al., 2013).

Las Figuras 2 y 3 corresponden a las curvas DSC de las peliculas de PLA
y PLA-OLA, respectivamente, obtenidas durante el segundo calentamiento.
El aumento en la movilidad molecular por la presencia de OLA y carvacrol
favorece la formacién de cristales durante el -calentamiento que
posteriormente funden. Se observé que al aumentar la cantidad de carvacrol
en las peliculas disminuyé el valor de T y de T, lo que es indicativo de la
formacion de cristales de distintos tamafos que se traducen en picos mas
anchos (Burgos et al., 2013).
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FIGURA 2. Curvas DSC de las peliculas de PLA durante el segundo
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FIGURA 3. Curvas DSC de las peliculas de PLA-OLA durante el segundo
calentamiento.

Caracterizacion estructural y morfolégica (DRX y SEM)

La difraccion de rayos X (DRX) permite determinar el porcentaje de
cristalinidad, que a menudo se relaciona con métodos de procesamiento y es
de gran importancia en la quimica de polimeros. La Figura 4 muestra los
difractogramas de las peliculas de PLA y carvacrol con y sin plastificante.
Todos los materiales presentaron una estructura amorfa después del
procesado, indicado por la formacion de un halo en la sefal y la ausencia de
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picos de cristalinidad. De esta manera, se

observados en el analisis DSC.

confirman los resultados
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FIGURA 4. Difractograma de las peliculas de PLA formuladas.

En la Figura 5 se muestran varias micrografias SEM tomadas de la
seccion transversal y de la superficie de las peliculas. Se observé que
superficialmente los films son bastante homogéneos y lisos. En general, no
se aprecio separacion de fases ni oquedades producidas por la evaporacion
de los compuestos durante el proceso de fusion, lo cual indica que,
independientemente de la presencia o no de plastificante, el carvacrol, a
pesar de su hidrofobicidad, esta bien incorporado a la matriz polimérica.
Otros autores también observaron superficies homogéneas y lisas en
peliculas de PLA plastificado (Martino et al., 2009; Burgos et al., 2013).
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FIGURA 5. Micrografias de SEM tomadas a 500 aumentos de las peliculas
de PLAy PLA-OLA

Propiedades mecanicas

Con el fin de evaluar la influencia del plastificante y del compuesto activo
sobre el comportamiento mecanico de las peliculas de PLA, se llevaron a
cabo ensayos de traccion donde se obtuvieron los siguiente parametros:
moddulo de elasticidad (E), elongacién a la rotura (% ¢€) y resistencia a la
traccion (TS) (Tabla 5).

TABLA 5. Resultados obtenidos del médulo de elasticidad (E), elongacion a
la rotura (%e¢) y resistencia a la traccion (TS) de las peliculas formuladas.

Formulacién E (MPa)* € (%)* TS (MPa)*
PLA 2444 + 552 54+0,47° 62,8 + 4,42
PLA-Carvacrol 4% 2409 + 80™? 5,0+0,3" 52,9+ 4,0"?
PLA-Carvacrol 6% 2331 + 78 50+0,6™ 41,1+55™
PLA-Carvacrol 8% 1995 + 81 5,0+0,8" 40,9 + 2,7
PLA-OLA 875 + 139°° 247,6 + 20,2°° 16,5+ 1,6°°
PLA-OLA-Carva 4% 226 + 83°P° 290,9 + 30,9°° 14,8 +1,2°°
PLA-OLA-Carva 6% 99 + 25°° 247,0 + 43,2°° 11,9+ 2,6°°
PLA-OLA-Carva 8% 14 + 5°° 374,9 + 16,5°° 9,4+1,8°"

*(n=5, media £ SD)

Diferentes numeros superindices dentro de la misma columna indican diferencias significativas entre
formulaciones con y sin OLA (p < 0.05).

Diferentes letras superindices dentro de la misma columna indican diferencias significativas entre
formulaciones con distinto % de carvacrol (p < 0.05).

El PLA puro presentd un bajo valor de % ¢ (alrededor del 5 %) y un valor
alto del modulo de elasticidad (E= 2,4 GPa), lo que muestra la alta rigidez
del polimero (Gonzalez y Alvarez, 2013). Como era de esperar, el proceso
de plastificacion con OLA causé una disminucién del 67 % en el mdodulo
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elastico y un aumento de hasta un 250 % en el porcentaje de elongacion, lo
que evidencia la disminucion de la rigidez. Este comportamiento también
viene reflejado en los valores de TS, donde la incorporacion de OLA redujo
un 75 % la resistencia a la traccion, hecho que podria explicarse por la
reduccion de la cohesion de las cadenas macromoleculares cuando el
plastificante penetra a través de la matriz de polimero (Burgos et al., 2013).

Por otro lado, aunque la adicion de OLA modificé de forma significativa
las propiedades mecanicas, también se aprecid el efecto plastificante del
carvacrol al reducir los valores de E conforme aumenta su concentracion en
las peliculas de PLA-OLA. Estos resultados fueron observados también por
otros autores en formulaciones de PLA con carvacrol (Persico et al., 2009;
Hwang et al, 2012; Arrieta et al., 2013; Ramos et al., 2014).

Se sabe que, en términos generales, las peliculas para embalaje
requieren alta flexibilidad a temperatura ambiente para evitar la rotura tanto
durante el procesado como durante su uso (Martino et al., 2006). En este
sentido, todas las formulaciones plastificadas demostraron tener una
respuesta mecanica adecuada ya que presentan una flexibilidad adecuada
para ser utilizado en formulaciones de envasado alimentario (Arrieta et al.,
2013).

Propiedades Opticas
La Tabla 6 muestra los valores de trasmitancia interna, brillo a 20°,
coordenadas de color L*a*b*, y las diferencias de color (AE) de las peliculas

tomando como referencia control la pelicula de PLA pura.

TABLA 6. Transmitancia interna (Ti), brillo a 20°, Coordenadas L*a*b* y
diferencias de color de las peliculas estudiadas.

Ti Brillo . . .
(620nm) | 200% L a b AE
PLA W0 | eseze | AT | 22T | BTOT -
bC 4% 87.0 s | 761% | 001z 814+ 21+
0,32 95+3 1.4 0,02%2 0,642 0,612
bC 6% 872+ s | 767+ | 007 878+ 27+
0,212 93+3 0,742 0,16" 0,462 0,112
bC 8% 87,1+ 91 + 76,6+ | -018% 870+ 20+
0,442 11420 1,82 0,124 0,562 0,42
+ + + + +
PLAOLA | 8782 | g7eew | 083 | 2285 | BITT | ook
7.7+ 7 + 23 + + 49+
ocm | UL | wa | Ber | 9ms | dms | 1s:
74= 772+ 22+ 1012 + 20z
P-O-C 6% %,’2“‘ 78117 | Y e 0?631'6"'” o(,)’szl'a o,'gl'a
+ + - + + +
P-0-C8% | 8TAF | egror | B04F | 0% | 200% | 273

**(n=3, media £ SD)
Diferentes numeros superindices dentro de la misma columna indican diferencias significativas entre
formulaciones con y sin OLA (p < 0.05).

Diferentes letras superindices dentro de la misma columna indican diferencias significativas entre
formulaciones con distinto % de carvacrol (p < 0.05).
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No se observan diferencias significativas en los valores de Ti, lo que
indicaria que su nivel de transparencia es bastante constate en todos ellos
(Jiménez et al., 2013). Similares resultados han observado otros autores
(Gonzélez y Alvarez, 2013) trabajando con mezclas de PLA y proteina de
soja. Donde si se observan diferencias significativas es en los valores de
brillo. Siguiendo la norma ASTM D523 (1999), la Tabla 6 presenta las
medidas a un angulo de 20° ya que se trata de materiales con brillo alto. Se
observa una tendencia a disminuir el brillo para las mezclas PLA
plastificadas con OLA y con las concentraciones mayores de carvacrol (6 y 8
% en peso). La presencia de carvacrol (a las distintas concentraciones) y la
incorporacion de OLA, de forma general, no parece modificar demasiado
esta propiedad.

En cuanto a las diferencias de color, la mayor diferencia se alcanza en la
muestra de PLA plastificado con un 8 % de carvacrol el cual alcanza un valor
de AE = 5,7. A partir de un valor de diferencia de 5 puede llegar a percibirse
diferencias visualmente. Sin embargo, viendo el resto de valores, no parece
que el carvacrol por si solo llegue a afectar a la apariencia global de la
pelicula, incluso a altas concentraciones. Similares resultados se han
observado por otros autores trabajando con carvacrol (Ramos et al., 2012;
Arrieta et al., 2013).

Propiedades de barrera (OTR y WVP)

Una de las propiedades mas importantes de los materiales para
envasado de alimentos es la permeabilidad al oxigeno, ya que, a menudo es
necesario controlar este parametro en envases alimentarios bajo
condiciones controladas que protegen al alimento de la degradacion
oxidativa. Esta permeabilidad puede ser determinada a través de la
velocidad de transmisién de oxigeno (OTR). En este estudio se multiplico el
valor de OTR por el espesor promedio de cada pelicula (OTR-e) para poder
compararlos entre si. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 6.
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FIGURA 6. Resultados obtenidos de OTR y WVP de los diferentes
films.*(n=3, media £ SD)
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Como puede observarse, la incorporacion de plastificante a la matriz de
PLA increment6 la velocidad de transmision de oxigeno. Sin embargo, la
presencia de carvacrol no afecta a las propiedades barrera del film de PLA,
aunque si se aprecia una tendencia a aumentar el valor de OTR-e a
concentraciones altas en la matriz de PLA-OLA. Uno de los pardmetros que
afectan al paso de oxigeno a través de las matrices poliméricas es la
cristalinidad, ya que dificulta el paso de pequefias moléculas de gas, las
cuales pasan a través de la region amorfa del polimero (George y Thomas,
2001; Jamshidian et al., 2012). Por otro lado, ciertos autores vieron que
existe una correlacion lineal entre la permeabilidad al oxigeno y el volumen
libre (Byun et al., 2010). El plastificante y el carvacrol unidos a la red
polimérica deben ocupar un espacio que dificulta la orientacion de las
cadenas de PLA de forma que aumenta el volumen libre y, por consiguiente,
la transmisidn al oxigeno. Esto explicaria que las peliculas de PLA con OLA
y carvacrol hayan aumentado su velocidad de transmision al oxigeno (un 51
% en P-O-C-4 %, un 62 % en P-O-C 6 % y un 68 % en P-O-C-8 %). Este
fendmeno también se observd en otros estudios (Jamshidian et al., 2012;
Ramos et al., 2014). Finalmente, Burgos et al., 2013 compararon peliculas
de PLA-OLA con otras peliculas poliméricas que se emplean actualmente
para el envasado de alimentos, polietiieno de baja densidad (LDPE) (160
cm® mm-m?.dia?) y tereftalato de polietieno (PET) (3 cm®mm-m2.dia™?),
observando que los valores de OTR-e para los fiims de PLA-OLA se
encuentran entre ambos, por lo que se podrian considerar aceptables para
esta aplicacion.

En cuanto a WVP, en general, los resultados mostraron valores bajos de
permeabilidad al vapor de agua para todas las formulaciones, lo que
concuerda con los obtenidos por otros autores (Gonzalez y Alvarez, 2013).
No se observaron diferencias significativas en el valor de WVP entre la
pelicula de PLA y la de PLA-OLA. Sin embargo, la presencia de carvacrol
incrementd la permeabilidad de las peliculas plastificadas, probablemente
por el aumento en el volumen libre en la matriz (Byun et al.,, 2010;
Jamshidian et al., 2012).

Determinacion de la capacidad antimicrobiana de las peliculas

Diversos estudios han comprobado la capacidad antimicrobiana del
carvacrol, el cual actia sobre la pared bacteriana afectando a su
permeabilidad y a su integridad (Burt, 2004). La Figura 7 muestra los
resultados obtenidos en el test antimicrobiano, mediante el método de
difusién en disco de agar sobre S. aureus y E. coli, de los films de PLA-OLA
con una concentracion del 6 y 8% en peso de compuesto activo. Este
método esta basado en la medida del halo generado por la inhibicion del
crecimiento debido al contacto del cultivo bacteriano con el agente
antimicrobiano del film (Ramos et al., 2012)
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FIGURA 7. Actividad antimicrobiana de los films de PLA plastificados y
aditivados con carvacrol. (a) E. coli; (b) S. aureus.

Los resultados muestran un halo de inhibicion para el crecimiento de S.
aureus en las peliculas de PLA-OLA con un 6 y un 8% en peso de carvacrol,
siendo mayor en el segundo caso, lo que indica la accion antimicrobiana del
carvacrol sobre dicha bacteria. Para peliculas no plastificadas o con un
porcentaje inferior al 6 % no se observé halo. Esto puede ser debido a que el
OLA ejerce una clara influencia sobre la disposicion de las cadenas de la
matriz polimérica de forma que, al quedar una estructura abierta, el carvacrol
tiene mayor facilidad para difundir hacia el agar actuando como agente
antimicrobiano. Sin embargo, para E. coli no se observé inhibicién del
crecimiento para ninguna de las formulaciones, por lo que el agente
antimicrobiano estudiado parece ser mas efectivo contra determinadas
bacterias. Estos resultados coinciden con otro estudio en el que se trabajé
con un 4, 6y 8% en peso de carvacrol sobre estos mismos microorganismos
y concluyé que bacterias gram negativas, como E. coli, han adquirido cierta
resistencia a estos compuestos haciendo necesario incrementar la
concentracion del mismo a mas de un 8% en peso en el film (Ramos et al.,
2012)

CONCLUSIONES
En este estudio se han obtenido peliculas de PLA plastificadas con OLA 'y

aditivadas con un 4, 6 y 8 % en peso de carvacrol, asi como, peliculas de
PLA sin plastificar a las mismas concentraciones de aditivo activo. Estas
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peliculas han resultado transparentes, homogéneas y con estructura amorfa
en todos los casos. Los resultados han mostrado que la plastificacion de la
matriz disminuye la estabilidad térmica del material (a tener en cuenta a lo
largo del procesado), mejora la ductilidad de las peliculas obtenidas,
incrementa la velocidad de paso de oxigeno en las formulaciones con
carvacrol y mantiene unas adecuadas propiedades de barrera al vapor de
agua, lo que constituye una ventaja, principalmente por el papel significativo
del agua en reacciones de deterioro y en el crecimiento microbiano
(Jamshidian et al., 2012). Por otro lado, las peliculas de PLA-OLA, por tener
una estructura mas abierta, han retenido menos carvacrol durante el
procesado, por lo que la capacidad antioxidante se ha visto reducida,
aunque han permitido una mayor difusién del compuesto activo gracias a lo
cual ha quedado reducido el crecimiento de ciertos microorganismos. Como
conclusion final todas las peliculas desarrolladas son validas para su
aplicacion en sistemas de envase activo, resultando unas mas convenientes
que otras segun la funcionalidad que se pretenda sobre el alimento a
comercializar. La formulacion de PLA-OLA-Carvacrol al 6 % permite obtener
un envase flexible con propiedades antioxidantes y antimicrobianas.
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