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RESUMEN

Se han estudiado las propiedades funcionales de films multicapa activos
biodegradables de almidon, con incorporacion de Carvacrol (CA) encapsulado en fibras
de Policaprolactona (PCL) obtenidas mediante Electrospinning (ES). Los films de
almidon se obtuvieron mediante mezclado en fundido y moldeo por compresién y sobre
estos films se electro-deposité una disolucion de PCL con o sin CA durante diferentes
tiempos. Los films con nanofibras se cubrieron con otra capa de almidén para obtener los
films multicapa por termocompresién. Asi, se obtuvieron 5 formulaciones, dos de ellas
con solo PCL entre las capas almidon (con 60 y 90 minutos de electrodeposicion), SP;S'y
SP,S respectivamente y dos formulaciones incorporando CA para los mismos tiempos,
SP(CA,)S y SP(CA,)S, respectivamente. También se obtuvo un film control con doble
capa de almiddn (SS). Los films multicapa acondicionados a 53% de humedad relativa se
estudiaron en cuanto a sus propiedades Opticas, barrera al oxigeno y al vapor de agua y
propiedades mecanicas.

Las fibras obtenidas por ES se analizaron en cuanto a su cinética de liberacion del
compuesto activo en diferentes simulantes alimentarios con distinta polaridad. Las fibras
mostraron una velocidad de liberacion del CA mayor, con liberacion casi total, en los
simulantes menos polares, D1 (etanol 50%) y D2 (Isooctano) (que emulan alimentos
grasos), debido a la mayor afinidad del compuesto con estos liquidos apolares. Los films
con electrodeposicion de PCL, con o sin CA, mostraron valores menores de
permeabilidad al vapor de agua, debido a la naturaleza hidrofobica de la capa de fibras y
su efecto barrera en la multicapa. No obstante, no mostraron reduccion en permeabilidad
al oxigeno, que ya fue baja en los films con solo almidén. Con respecto a las propiedades



Opticas, las multicapas presentan valores de brillo relativamente bajos (aspecto mate),
una claridad (L) media y tonalidad (h) ligeramente amarilla. En cuanto a las propiedades
mecanicas, la presencia de la capa electrodepositada dio lugar a una disminucién de la
rigidez y resistencia a la rotura de las multicapas. La extensibilidad se vio afectada con la
presencia de las capas con CA, reflejando la migracion del activo a la capa de almidon, lo
gue debilité la matriz.

Palabras clave: Propiedades funcionales, biodegradable, Carvacrol,
Policaprolactona, almidén, Electrospinning, activo, alimento, polaridad.

ABSTRACT

The present work studies the functional properties of active biodegradable starch films
with encapsulation of Carvacrol (CA) by the Electrospinning (ES) technique. For this,
starch films were obtained by melt mixing to obtain the pellet and compression molding
using a hydraulic press to obtain the films. On these films, a solution of the biodegradable
polymer Polycaprolactone (PCL) with and without Carvacrol was electro-deposited by
means of ES and with different times of electro-deposition to obtain the different
formulations with which to work in the subsequent tests. Thus, 5 formulations were
obtained, two of them with only PCL and starch, at ES duration of 60 and 90 minutes,
SP;S and SP,S respectively and two formulations incorporating Carvacrol for the same
times, SP (CA;) S and SP (CA,) S, respectively. A control film was also obtained for the
tests based on only starch (SS). Once the films were obtained incorporating of the active
components, they were thermo-sealed in a hydraulic press in order to obtain the multilayer
material.

The fibers generated by ES were analyzed in terms of their kinetics of release of the
active compound in different food simulants with different polarities. The fibers showed a
higher rate of release in the less polar simulants, D1 (ethanol 50%) and D2 (Isooctane)
(related to fatty foods) and, on the other hand, in these simulants an almost complete
release of the CA was noted, due mainly to the affinity of monoterpene with these
nonpolar substances.

The starch films carrying electrospun fibers were studied in terms of their optical
properties, oxygen barrier, water vapor barrier property, moisture content and mechanical
properties. With the addition of the electro-deposited layer of PCL and CA, a reduction of
water vapor permeability values against the starch-only film was observed, due to the
hydrophobic nature of these two compounds in the films. Regarding oxygen permeability,
the presence of PCL did not significantly modify this property that was already exhibited
by the thermoplastic starch. With regard to the optical properties, the multilayers have
brightness values less than 40 which can be considered matt, have an average lightness
(L) and a slightly yellow hue (h). Regarding the mechanical properties, the presence of the
PCL layer generated a decrease in the rigidity and breaking strength of the multilayers.
The extensibility was affected with the presence of the layers containing the CA,



observing less elasticity, perhaps due to the migration of the active, with weakening
effect, in the starch layer.

Key words: Functional properties, biodegradable, Carvacrol, Polycaprolactone,
starch, Electrospinning, active, foodstuff, polarity.
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1. Introduccion

En la actualidad, mas de un 40% del plastico que se obtiene del petréleo se destina a la
fabricacion de envases y embalajes para uso alimentario. Desde hace varios afos, este
material se ha convertido en uno de los més utilizados por las industrias debido a sus
caracteristicas que lo hacen muy apto para el transporte y otros usos como la fabricacion
de maquinaria y/o piezas de construccion, aislantes o incluso en el a&mbito sanitario
(fabricacion de jeringuillas, cipsulas, bolsas de suero etc.), entre otros muchos usos.
Entre las buenas cualidades de los plasticos sintéticos puede destacarse su ligereza,
versatilidad de formas y presentaciones, bajo coste, inercia quimica (compatibilidad con
alimentos), compatibilidad con microondas, facilidad de impresion y larga vida atil. Con
todo esto, no es dificil esperar que, de las 592.353 toneladas de residuos recogidos de
forma separada en Espafia durante el afio 2015, se clasificara como plastico en las
instalaciones de clasificacion de envases ligeros mas de un 38%, por delante del
papel/cartén y del vidrio. (Ministerio de agricultura y pesca, alimentacién y medio
ambiente MAPAMA, junto con INE, Instituto Nacional de estadistica). En este ultimo
aspecto, el uso de envases plasticos tiene un fuerte impacto medioambiental ya que la
parte de estos materiales que no se consigue reciclar o reutilizar, termina en espacios
naturales como mares, océanos 0 bosques, contribuyendo a la contaminacién
medioambiental, afectando a animales y habitats donde estos se desarrollan. La principal
probleméatica de este material es su dificil reutilizacién y/o reciclado lo que conlleva a la
generacion de residuos de dificil eliminacion.

Por este motivo, se esta estudiando como alternativa a los materiales de envasado
derivados del petréleo, el uso de polimeros biodegradables provenientes de fuentes
renovables que favorezcan ademdas un desarrollo sostenible. Estos son los llamados
bioplasticos. Estos estan formados por polimeros derivados de recursos renovables
(biopolimeros) como por ejemplo el almidén o la celulosa, extraidos de biomasa,; el acido
polilactico (PLA), producido por sintesis clasica de monémeros obtenidos de biomasa; o
el PHBV, un polihidroxialcanoato producido por microorganismos vivos. Con el uso de
estos materiales se podria conseguir reducir el impacto medioambiental de los envases
clasicos, al ser biodegradables, y promover el uso de materiales de fuentes renovables,
reduciendo emisiones y aumentando la calidad de vida del planeta.

Al mismo tiempo con el cuidado por el bienestar medioambiental, hay también una
constante preocupacion del consumidor para alimentos por una parte inocuos y seguros,
y, por otra parte, saludables y lo mas naturales posible. Como consecuencia de esto,
existe un creciente interés en desarrollar productos que sean beneficiosos para la salud y
que aporten un bienestar fisico, a poder ser, sin aditivos de dudosa inocuidad, ni
ingredientes que no sigan los estandares de “natural’. Por otra parte, en contra de esto,
existen ciertos factores que pueden afectar la calidad de un alimento, dependiente sobre
todo de la naturaleza de éste y las condiciones a las que sea sometido durante su
procesado. Los agentes que provocan la alteracion a lo largo del tiempo son



principalmente agentes fisicos, generalmente atmosféricos, tales como la humedad,
actividad del agua y la temperatura; agentes quimicos, como el oxigeno del aire y la luz,
que provocan fendmenos de oxidacién, o la acidez (Elika, Fundacion Vasca para la
seguridad agroalimentaria) y fendmenos bioldgicos que son los causados por accion de
microorganismos.

Como solucién o alternativa a este problema, existe una tendencia actual de usar
compuestos naturales conocidos por su actividad antimicrobiana y/o antioxidante para
mejorar la vida util de los alimentos. En concreto, la incorporacion de estos compuestos
en materiales de envasado para su liberacién controlada, permitiria alargar la vida util de
los productos envasados. En este contexto se encuentran ciertos componentes de
aceites esenciales provenientes de plantas aromaticas como es el orégano, el tomillo o el
clavo. A pesar de su efectividad antimicrobiana y/o antioxidante, una de las desventajas
gque presentan estos compuestos es su alta volatilidad por lo que surge la necesidad de
encapsularlos en diferentes matrices, con el fin de disminuir las posibles pérdidas durante
la obtencion de material de envasado que los contiene.

Las tecnologias de encapsulacion permiten proteger determinados compuestos
(microorganismos, vitaminas, minerales, compuestos terapéuticos, antimicrobianos,
antioxidantes, etc.) de forma que se pueda controlar la liberacion en el tiempo o bajo
situaciones determinadas. Se han desarrollado diferentes procesos de encapsulacion de
estas sustancias mediante diferentes técnicas, entre las que cabe destacar la técnica de
electrospinning (ES), una eficiente tecnologia de fabricacibn de estructuras a escala
nanométrica, que permite la creacién de materiales para la aplicacion en diferentes
campos.

Las notables aplicaciones del ES incluyen industrias como la ingenieria de tejidos,
biosensores, filtracion, liberacion de sustancias y/o inmovilizacion de enzimas (Bhardwaj
and Kundu, 2010). Entre las notables ventajas de esta técnica se puede destacar que
trabaja a temperatura ambiente (evitando perdidas de compuestos termolabiles), permite
el uso de una gran variedad de soluciones poliméricas, tanto naturales como sintéticas vy,
ademas, ofrece una mas alta superficie de contacto que las técnicas convencionales
debido a la generacién de micro- y nano-estructuras. La variacién en las condiciones del
proceso permite conseguir los resultados deseados en lo que se refiere a propiedades de
las fibras y a su funcionalidad (Bhardwaj and Kundu, 2010).

En la ingenieria de tejidos, por ejemplo, se ha utilizado el electrospinning para un gran
namero de polimeros tales como &cido polilactico, fibra de seda, colageno, celulosa, entre
otros. Aungque se presenta como una técnica muy interesante, la técnica todavia esta
siendo objeto de investigacion con el fin de solucionar algunos problemas tales como el
rendimiento en la fabricacion de la fibra, que limita su aplicacién, o la falta de uniformidad
en su distribucién en el colector.



Los componentes basicos de un equipo de ES son, en primer lugar, una jeringuilla,
conectada a una bomba, donde se coloca la solucién polimérica que posteriormente es
electroestirada, una fuente de alto voltaje y un colector. La solucién es impulsada desde
la jeringuilla a través de la aguja y se seca atravesando una zona donde actda el campo
eléctrico, para depositarse seca sobre la placa metalica del colector enfrentado a la
aguja. La aplicacién del campo eléctrico produce el estiramiento de la solucién, que
inicialmente emerge de la aguja como una gota. Con el aumento del voltaje aplicado, la
gota va cambiando su geometria desde curva hacia conica, generando el llamado “cono
Taylor’. Cuando el campo eléctrico aplicado alcanza un valor critico, se supera la fuerza
de tension superficial del liquido y desde el pico del cono Taylor se estira el chorro fino
que se acelera con el campo eléctrico hacia el colector conectado al polo de entierro.
Debido a la carga inducida por el campo eléctrico en las cadenas poliméricas, se van
generando formaciones fibrilares o esféricas, en funcion de la naturaleza del polimero.

Con esta técnica se puede obtener un material polimérico que, a su vez, puede tener un
efecto encapsulante de compuestos activos cuando estos se introducen también en la
disolucion de partida. Estos materiales encapsulantes portadores de compuestos activos
pueden depositarse en forma de fibras o particulas sobre los materiales usados en el
envasado, para posteriormente aplicarlos en el envasado de alimentos. Entre los
compuestos activos que se pueden encapsular, estan los aceites esenciales de diferentes
plantas aromdticas, y sus componentes activos como el Carvacrol, compuesto
mayoritario del aceite esencial de orégano. Este compuesto natural destaca por su
demostrada capacidad antioxidante y antimicrobiana (Guarda et al., 2011; Ramos et al.,
2014; Tomaino et al., 2005) lo que permite su uso en el &mbito del envasado activo con la
finalidad de alargar la vida util de los alimentos protegiéndolo de fenémenos de deterioro
tales como accion de ciertos microorganismos o la oxidacion provocada por el oxigeno.

El Carvacrol (CA) es un monoterpenoide fendlico con demostrada efectividad contra
microorganismos como Escherichia Coli y Listeria (Requena et al., 2016), propensos a la
proliferacibn en productos alimentarios. La efectividad del Carvacrol contra
microorganismos alimentarios se atribuye a la naturaleza fendlica de este compuesto y su
caracter lipofilico (Burt, 2004; Ramos et al., 2011). Con esta estructura molecular, el
Carvacrol es capaz de actuar en la membrana exterior de las bacterias Gram-negativa,
liberando el LPS (Lipopolisacaridos), aumentando la permeabilidad del ATP en la
membrana citoplasmatica y consecuentemente cambiar la permeabilidad pasiva en la
célula (Guarda et al., 2011). De esta forma se podria conseguir alterar el ciclo vital de la
bacteria, y con ello su crecimiento y/o proliferaciéon, alterando sus funciones y asi
evitando que lleve a cabo mecanismos de degradacion. (Guarda et al., 2011)

Con todo esto, surge la necesidad de estudiar la liberacion del compuesto activo
Carvacrol en varios simulantes alimentarios para poder conocer su efectividad frente a
microorganismos en alimentos dependiendo de su naturaleza, con el objetivo de predecir
en qué productos funcionarian mejor las matrices que lo encapsulan. Estos ensayos son



utiles también para conocer cémo influye la afinidad del compuesto antimicrobiano con
los materiales poliméricos encapsulantes en su liberacion en diferentes tipos de alimentos
(Requena et al., 2017)

Para obtener materiales de envase biodegradables activos es necesario combinar
diferentes tipos de polimeros con propiedades complementarias que permitan optimizar
en conjunto las propiedades barrera y mecanicas del film. En este sentido, la estrategia
de obtencién de films multicapa combinando polimeros hidrofilicos, como el almidén, e
hidrofébicos como los poliésteres biodegradables, como el PLA, ha resultado muy
efectiva (Muller et al, 2017a y b). La capa de almidon aporta una alta barrera al oxigeno
mientras que el poliéster aporta mayor barrera al vapor de agua y resistencia mecanica.
El almidon es el polisacérido de reserva mas abundante en las plantas, por lo que tiene la
ventaja de ser obtenido de fuentes facilmente renovables, ademas y es producido en
abundancia a bajo coste (Lourdin et al 1995). No obstante, los plasticos basados en
almidén presentan algunos aspectos negativos tales como limitada estabilidad causada
por la absorcién de agua, lo que conduce a un valor alto de permeabilidad al vapor de
agua, envejecimiento inducido por su retrogradacién y relativamente pobres propiedades
mecéanicas. Para superar estas limitaciones, se han propuesto mezclas con otros
biopolimeros (Placket, 2011) o la obtencion de films multicapa (Muller et al, 2017a,
Ortega et al., 2015; Tampau et al. 2018). Ortega et al., 2015 obtuvieron films bicapa de
almidon- poli-e-caprolactona (PCL) con propiedades barrera al vapor de agua mejoradas,
debido al caracter hidroéfobo de la capa de PCL de alta flexibilidad, y con alto poder
barrera al oxigeno asociado con la capa de almidén. La PCL es un poliéster alifatico
obtenido por sintesis quimica a partir de compuestos de origen petroquimico, que tiene
propiedades termoplasticas y es biodegradable, biocompatible y semicristalino, con muy
bajo punto de fusién (58-60 °C), baja viscosidad y facilmente procesable (Ortega et al.,
2015). La PCL es ademas electro-estirable mediante la técnica de electrospinning y
puede actuar como encapsulador de compuestos activos.

2. Objetivos
2.1 Objetivo general

El objetivo general de este trabajo es evaluar el proceso de obtencion de films multicapa
de almidén con una capa electrodepositada de PCL, portadora o no de carvacrol, para
mejorar las propiedades barrera de los films, a la vez que se incorpora el compuesto
activo, obteniendo materiales antimicrobianos.



2.2 Objetivos especificos
Los objetivos especificos propuestos para alcanzar el objetivo general son:

-Obtencion de las matrices de fibras electrospunadas de PCL encapsulando el
compuesto activo CA,;

-Andlisis de la cinética de liberacion del CA desde la fibra de PCL en diferentes
simulantes alimentarios, emulando cuatro tipos de alimentos mas frecuentes;

-Obtencion de los films multicapa de almidon de maiz termoprocesado con una capa
central de PCL que encapsula el CA, aplicada mediante electrospinning;

-Evaluacioén de los films multicapa en cuanto a sus propiedades de barrera al vapor de
agua y al oxigeno, propiedades mecénicas y opticas.

3. Materiales y métodos
3.1 Materiales

El Carvacrol (CA) y poly-(e-caprolactona) (PCL) fueron suministrados por Sigma (Sigma-
Aldrich Chemie, Steinheim, Alemania). El almidén de maiz (con 21% contenido en
amilosa) se compr6 a Roquette (Roquette Laisa Espafia, Benifaié (Valencia), Espafia). El
acido acético glacial (AAG), el etanol absoluto de grado UV, el glicerol, el Nitrato de
Magnesio (Mg(NOs),), el Pentoxido de difésforo (P,Os) y el Isooctano fueron obtenidos de
Panreac (Panreac Quimica S.L.U., Castellar del Vallés (Barcelona), Espafa).

3.2 Fibras electrodepositadas de PCL
3.2.1 Obtencién por la técnica de electrospinning

Para la obtencion de las diferentes formulaciones, se prepararon disoluciones de PCL al
15 % (p/p) en AAG, una con CA al 15%(p/p) con respecto al polimero (P(CA)), y otra sin
el activo (P) para su comparacion. Las disoluciones se mantuvieron 24 h en agitacion a
temperatura ambiente hasta la disolucién completa del polimero.

Para la obtencion de las fibras de PCL encapsulando CA se usé la técnica de
electrospinning, empleando el equipo Fluidnatek (Bioinicia, Valencia, Espafia) (Figura 1).
Las condiciones de operacion utilizados fueron: caudal de 1200 uL/h, voltaje de 12,0 kV y
una distancia aguja-colector de 20 cm. Para colectar sin dafiar las fibras para su andlisis,
se usO papel de aluminio recortado en circulos con diametro de 13 cm y posicionado
sobre el colector.



Figura 1. Equipo Electrospinning.

3.2.2 Caracterizaciéon del material electrodepositado

Las estructuras obtenidas por electrospinning se observaron con un Microscopio
Electronico de Barrido de Emision de Campo (FESEM) modelo ULTRA 55 (Zeiss, Oxford
Instruments). Para eso, las muestras se montaron con cinta carbénica sobre soportes
metalicos, y después se recubrieron con una capa de platino. Se observaron usando un
voltaje de 1kV. El tamafo de las fibras se obtuvo del analisis de imagen de las
micrografias con el programa ImageJ software (National Institutes of Health, USA).

El material también fue analizado en cuanto a su contenido en activo, mediante
extraccion con etanol absoluto durante 24 horas con agitacion, y lectura
espectrofotométrica a 275 nm, tal como describen Tampau et al. (2017).

3.3 Estudio de la cinética de liberacién en simulantes alimentarios

La cinética de liberacion del CA se analiz6 en cuatro simulantes alimentarios de
diferentes polaridades (conforme a la Regulacion 10/2011/EC): etanol al 10 % v/v
(simulante A), acido acético al 3% (p/v) (simulante B), etanol al 50% v/v (simulante D1) e
isooctano (simulante D2). Los simulantes A y B corresponden a alimentos acuosos con
pH neutro y con pH < 4,5, respectivamente. D1 imita las emulsiones aceite-en-agua y los
alimentos con alto contenido en alcohol (> 20%), mientras D2 representa los alimentos
con perfil altamente lipofilico. Muestras de film de 50+2 mg se pusieron en contacto con
100 mL de simulante, a temperatura ambiente 25+3 °C y en agitacion continua durante
todo el tiempo del ensayo. Se tomaron alicuotas de cada muestra a diferentes tiempos de
contacto (desde 1 minuto) y se determiné la absorbancia a 275 nm con la ayuda de un
espectrofotdmetro UV/Vis (Thermo Scientific Evolution 200). La cuantificacion del CA
liberado se hizo usando rectas de calibrado determinadas previamente para cada
simulante. El ensayo se realizd en triplicado, usando como blancos el extracto de las
fibras libres de CA en los cuatro simulantes.



Los datos obtenidos se ajustaron a dos modelos matematicos para obtener los
parametros caracteristicos del proceso de liberaciéon. En primer lugar, se ajustaron los
datos al modelo de Peleg (Peleg, 1988). Este modelo empirico (ecuacion 1) permite
conocer la velocidad de liberacion del activo (1/k;, g CA/h) en cada simulante alimentario,
asi como la masa de CA liberada cuando se ha llegado al equilibrio (M. g CA/100 g film)
(ecuacion 2), del ajuste a los datos experimentales: masa liberada (m;) en funcion del
tiempo (t).

m; = (ec. 1)

M, =— (ec. 2)

En segundo lugar, los datos se ajustaron con el modelo de Fick, para lo cual los films se
consideraron como laminas infinitas con el semiespesor de la capa como dimension
caracteristica, en la que los componentes activos difunden solo en la direccién axial. Se
utilizé la ecuacién de difusién (ecuacion 3) para tiempos largos (Crank ,1975) con n=10,
para determinar los valores del coeficiente de difusiébn (D) del CA en los diferentes
disolventes. Para ello se us6 la herramienta Solver (Microsoft Excel) para optimizar los
valores del coeficiente D, minimizando la suma de cuadrados residuales (SSE).

My = Mo S [ty exp (22D, (ec. 3)

(2n+1)2 L2
Donde:
t: Tiempo del proceso de liberacion (s).

M;: Masa del componente activo liberada en un tiempo t.

M«: Masa del componente activo liberada al equilibrio.

L: Mitad del espesor de la capa (m).
3.4 Obtencidn de films activos de almidén

Los films de almidén se obtuvieron mediante mezclado en fundido y moldeo por
compresion. Para ello se prepar6 una mezcla de almidén:glicerol:agua en proporcion
1:0,3:0,5 que se termoprocesé en un mezclador de rodillos (Labtech Engineering,
Tailandia) (Figura 2a) a 160 °C y 5 rpm durante 30 minutos, para permitir la gelatinizacion
y la obtenciéon del almidén termoplastico. Una vez obtenido el pellet de almidén, se
condicioné a 53% humedad relativa (HR) y 25 °C durante una semana. Posteriormente se
termoprenso en prensa hidraulica (Labtech Engineering, Tailandia) (Figura 2b) siguiendo
el protocolo descrito por Ortega Toro et al., (2015): 5 minutos precalentamiento al60 °C,
prensado por 2 min a 50 bares/160 °C seguido de 6 min de prensado a 120 bares/160 °C
y 3 minutos de enfriamiento hasta 50 °C.



Figura 2. a: Mezclador de rodillos marca Labtech Engineering, Tailandia; b: prensa de

platos caliente marca Labtech Engineering, Tailandia.

Sobre las peliculas de almidon termoformado se electrodepositaron las fibras de PCL con
o0 sin CA mediante electrospinning durante 60 o 90 minutos, respectivamente. Estos
tiempos de deposicion fueron calculados en un estudio previo de encapsulacién del activo
en esta matriz (Tampau et al., 2018), para alcanzar una concentracion de CA en pg/cm?
apta para ejercer su efecto antimicrobiano contra cepas de Escherichia coli y Listeria
monocytogenes. Los films con la capa depositada se sellaron en la prensa con otro film
simple de almidén, creando una multicapa. Los parametros de sellado fueron los mismos
descritos por Ortega Toro et al., (2015): prensado durante 4 minutos a 120 bares/80 °C,
seguido de enfriamiento hasta 50 °C. De esta manera se obtuvieron 5 formulaciones:
bicapa de almidon (SS) y dos bicapas de almidon con fibras de PCL electrodepositadas
por 60 o 90 minutos (SP;S, SP.,S, respectivamente) y dos bicapas con el compuesto
activo CA encapsulado en las fibras de PCL (SP(CA,)S y SP(CA,)S) con aplicacion de 60
y 90 minutos, respectivamente. Las multicapas se acondicionaron una semana a 53% HR
y 25 °C antes de proceder con su caracterizacion.

3.5 Caracterizacion de los films
3.5.1 Humedad y grosor

El grosor de las muestras se evalu6 con ayuda de un micrémetro electronico digital
(modelo Palmer, Comecta, Barcelona) en 5 puntos en cada multicapa. Cada formulacion
se midio por triplicado. El contenido en humedad de los films previamente acondicionados
a 53% de humedad relativa, se determiné gravimétricamente. Se colocaron muestras de
entre 0,4 y 0,6 g en capsulas de vidrio, previamente taradas. Las capsulas se
mantuvieron en estufa a 60 °C/24 h y después, en un desecador con P,Os a temperatura
ambiente, hasta peso constante. De la pérdida de peso se determiné el contenido en
agua inicial. Este andlisis se llevo a cabo por triplicado para cada formulacion.



3.5.2 Barrera al vapor de agua

La propiedad barrera al vapor de agua de las multicapas condicionadas a 53% HR se
determing, tal como describen Perdones et al. (2016), aplicando un método gravimétrico
ASTM E96-95 modificado (Gennadios et al., 1994). En concreto, un circulo de film se
colocd sobre una copa Payne con 5 mL de agua destilada (para asegurar una HR de
100%) y se fij6 con tapa circular. Cada copa asi preparada se coloco, con un ventilador,
en un desecador con Mg(NOs), sobresaturado (53% HR) a 25 °C, en una estufa modelo
HotCold UL (JP Selecta S.A., Barcelona). La diferencia de humedades relativas entre las
dos caras de la muestra actia como la fuerza impulsora para el transporte de agua a
través del film. Las copas se pesaron inicialmente y durante 24 h, cada 1,5 h. El ensayo
se realizd por triplicado para cada formulacion. De los datos de pérdida de peso una vez
alcanzado el estado estacionario, se obtuvo la tasa de transmision del vapor de agua
WVTR (ecuacion 4) y de esta la permeabilidad al vapor de agua WVP (ecuacion 5).

WVTR =2 (ec. 4)

WVTRXL

Wwvp = (ec. 5)

Py1—Py2
donde:
WVTR - la tasa de transmision del vapor de agua (g-h™-m™);
J - la pendiente de la gréfica de pérdida de peso representada frente al tiempo (g-h™);
A - el area del film (m?);
P.1 - la presion parcial de vapor de agua por debajo del film (Pa);
P.. - la presion parcial de vapor de agua por encima del film (Pa);
L - el grosor de la muestra del film (m).

3.5.3 Barrera al oxigeno

La barrera al oxigeno de los films se determiné a 25 °C y 53% HR con OX-TRAN Model
2/21 ML (Mocon Lippke, Neuwied, Alemania), exponiendo al flujo de O,/N, un area de film
de 50 cm?. Cada formulacion se midié por triplicado.

3.5.4 Propiedades 6pticas

Las propiedades Opticas se determinaron aplicando la teoria de Kubelka Munk de
dispersion mdltiple a los espectros de reflexion (Hutchings, 1999). Para ello, se midieron
los espectros de reflexion de los films sobre un fondo blanco (R) y otro negro (Ry), igual
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que se registro el espectro de reflectancia del mismo fondo blanco (Rg), utilizando un
espectrocolorimetro modelo CM-3600d (Minolta CO,Tokyo) con esfera integradora. Se
calcularon los espectros de reflectancia de una lamina de multicapa de grosor infinito (R.)
con la ayuda de las ecuaciones 6-8. A partir de eso, se obtuvo la transmitancia interna
(Ti) a 460 nm (ecuacién 9) y las coordenadas de color L*, Co* y ha,* (ecuaciones 10-14),
utilizando como referencia el observador 10%iluminante D65.

a= ;[R + —R;;’j;::g] (ec. 6)
b=(a?-1): (ec. 7)
Ro=a-b (ec. 8)
Ti =4/ (a + Ro)z - bZ (EC 9)
1 1
e =s00x ()"~ () ") (ec. 10)
1 1
=200 ()" - (2) ") (ec. 11)
. Y\ /3
r=116x (<) - 16 (ec. 12)

Cap = +/(@*? + b*?) (ec. 13)
hgp = arctg (Z—) (ec. 14)

donde X, Y, Y Z, son las coordenadas triestimulo del observador 10°iluminante D65.

El brillo de los films se determiné segun el método ASTM D523 (1999) con brillémetro
Multi-gloss (268, Konica Minolta), con un &ngulo de incidencia de 60° Las
determinaciones se realizaron por triplicado.

3.5.5 Propiedades mecanicas

Para determinar las propiedades mecéanicas de las multicapas, se utiliz6 una maquina de
ensayos mecanicos, modelo TA.XTplus (Stable MicroSystems, Haslemere, Inglatera)
siguiendo el método estandar ASTM D882 (ASTM, 2001). Las muestras previamente
equilibradas a 53% HR se recortaron para obtener rectangulos con area de ensayo de 5
cm x 2,5 cm y se sometieron a extension a una velocidad de 50 mm/min, hasta rotura. De
cada formulacién se hicieron 8 repeticiones. En cada caso se obtuvieron las curvas
esfuerzo de tension deformacion de Henky y de los pardmetros médulo elastico (ME),
tension de fractura (TS) y extensibilidad: %oe.
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3.6 Andlisis estadistico

El anadlisis y comparacion de los datos se llevd a cabo mediante analisis de la varianza
(ANOVA) utilizando el programa Statgraphics Centurion XVI (Manugistics Corp.,
Rockville, MD, EE. UU). Para el ajuste de los modelos se utiliz6 el programa Microsoft
Excel 2013®.

4. Resultados
4.1 Caracterizacién de las fibras electrospunadas

En la Figura 3 se presentan las estructuras obtenidas durante el proceso de
electrospinning. Estas presentan un aspecto mayoritariamente fibroso, con formaciones
fusiformes, mas abundantes en la formulacion con el activo. El diametro de las fibras
estuvo en el rango 200+40 nm para las portadoras de activo y 500£350 nm para las fibras
de solo PCL. De esta manera, se confirmé que la presencia del CA gener6 fibras mas
finas, tal como fue reportado por Tampau et al. (2017). Esta diferencia en estructura se
puede atribuir a que la presencia de CA y su interaccién con las cadenas poliméricas
(Bahrami & Gholipour Kanani, 2011) afectdé a la formacién de las fibras durante la
electrodeposicion.

P P(CA)

WD = 4.6 min EHT = 2.00 ] ime WD = 4.6 mm EHT = 2.00 kv Signal A = SE2 Timd
Moise Reduction = Pixel Avg. | 500 ¥ Noise Reduction = Pixel Avg.  ESB Grid- 500V

Figura 3. Micrografias FESEM del material electrodepositado.

El material electrodepositado durante 90 minutos, que luego se empleé en el ensayo de
liberacion, se analiz6 en su contenido en CA por extraccidbn con etanol y lectura
espectrofotométrica a 275 nm. Se obtuvo una cantidad de CA de 11,1+0,1 g CA/100g
fibra, lo que corresponde a una retenciéon del 83+1% del activo, coherente con los valores
obtenidos por Tampau et al. (2017).
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4.2 Cinética de liberacion

Las fibras electrodepositadas por el tiempo méaximo de 90 minutos se analizaron en
cuanto a su cinética de liberacion de CA, para evaluar la cantidad del activo liberable en
diferentes sistemas alimentarios, considerando los simulantes liquidos mencionados en el
apartado 3.3. La cantidad de CA se midi6é después de varios tiempos de contacto con los
simulantes. Los datos obtenidos, con sus respectivos promedios y desviaciones, se
presentan en las Figura 4 (Masa de CA liberado a cada tiempo en relacion a la masa total
en la fibra) y Figura 5 (Masa de CA liberado en relacién a la cantidad méaxima liberable en
el equilibrio).

.
o

M,/M,

tiempo (h)

Figura 4. Ratio M/M, (masa de activo liberado por el material electrodepositado a cada
tiempo, con respecto a la masa inicial en las fibras) en funcién del tiempo, en los
diferentes simulantes alimentarios: datos experimentales (puntos) y el modelo de Peleg
ajustado (linea continua).

0.8

0.6

M, /M.,

04

= A +B 4 D1 e D2
0.2

0.0
0 1 2 3 4 ] G 7 i 9 10

tiempo (h)

Figura 5. Ratio M/M.. (masa de activo liberado por el material electrodepositado a cada
tiempo, con respecto al valor maximo liberado cuando se alcanza el equilibrio) en funcion
del tiempo, en los diferente simulantes alimentarios: datos experimentales (puntos) y el
modelo de Fick ajustado (linea continua).
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Tabla 1. Parametros del modelo de Peleg (M.. masa de activo liberado cuando se
alcanza el equilibrio; 1/k;: la velocidad de liberacién del CA) y el coeficiente D de difusion
obtenido del ajuste del modelo de Fick para los cuatro simulantes alimentarios
analizados. La ratio M./My presenta la cantidad de activo liberado cuando se alcanza el
equilibrio, con respecto al contenido inicial de CA en la fibra, evaluado por extraccion con
etanol. Las diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas
(p<0,05) entre los simulantes. SSE: suma de cuadrados residuales

Modelo matematico ajustado
Peleg Fick

, 1/ky Ma=1/k, Ma/Mo ) Dx10™
Simulante ] ] R 5 SSE

(ng CA/g film) (g CA/100 g film) (%) (m*/s)
A 34,1+0,4° 7,8+0,3" 75+3° 0,9993 | 3,9+0,3*| 0,03
B 38+2° 6,1+0,6° 57+5% 0,0998 | 5,3+1°% 0,12
D1 700+150° 11+1° 100+10° | 0,9981 | 46+7° 0,04
D2 800+100° 11,5+0,8° 96+7° 0,9998 | 109+14° 0,05

En la Tabla 1 se presentan los valores del pardmetro M. correspondiente a 100g de
material electrospunado, valores obtenidos mediante el ajuste lineal del modelo de Peleg
a los datos experimentales. También se dan los valores del parametro 1/k;, relacionado
con la velocidad de liberacién del activo desde las fibras. La bondad del ajuste (R*>
0.998) se observa también en la Figura 4, donde se puede ver la curva ajustada a los
datos reales. Se observé que la polaridad de los simulantes alimentarios influyé tanto el
valor de la asintota (M..) como de la pendiente del tramo inicial de la grafica (velocidad de
liberacion). La liberacién mas rapida se registr6 para los simulantes D1 (50% etanol) y en
el D2 (isooctano), en los cuales se obtuvo también un mayor porcentaje de liberacion del
activo (practicamente el 100%). Este comportamiento es coherente con lo previamente
reportado por Tehrany (2007), que reporta la influencia de la polaridad del solvente y su
respectiva afinidad quimica con la matriz polimérica y el activo encapsulado. Tanto la
PCL como el CA tienen una mayor afinidad con los simulantes apolares, lo que supone
una mayor difusion del solvente en el seno de la matriz polimérica, con su consecuente
relacion y liberacion del activo (también afin al medio solvente).

También se estimd la difusién aparente (D) del activo, considerando que el proceso se
desarrolla a través de una lamina homogénea, de grosor equivalente al de la capa
electrodepositada (0,16+0,08 mm). Sin embargo, la estructura revelada por FESEM
(Figura 3) presenta huecos (poros) entre las fibras, que afectaran al acceso del simulante
al interior de la matriz por capilaridad. En la Figura 5 se presentan las curvas
correspondientes al ajuste del modelo de Fick por un método no lineal (SSE<0,12). Los
valores del coeficiente de difusion D (Tabla 1) mas altos se obtuvieron para el sistema
totalmente apolar (simulante D,) y los mas bajos para el simulante A, en coherencia con
lo obtenido desde el ajuste del modelo de Peleg. Este comportamiento también fue
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reportado por Ramos et al., 2014 con el estudio de la liberacion de CA desde capas de
polipropileno. Dado ese comportamiento del material electrodepositado en los diferentes
simulantes, se puede esperar una liberacion de CA completa y rapida en los sistemas
alimentarios con marcado caracter apolar, mientras que a medida que aumente el
caracter polar, esa liberacion se produzca a menor velocidad y solo parcialmente.

4.3 Propiedades de los films de almidén con nanofibras de PCL y CA

Se evalud la mejora aportada por la capa electrodepositada de PCL (durante 60 o0 90 min)
en las propiedades funcionales de los films multicapa de almidon termoprocesado, que
podria actuar como material de envasado activo para alimentos. Las Tablas 2 y 3
presentan las diferentes propiedades estudiadas, donde se puede apreciar la influencia
de la capa de PCL con o sin el activo. En general, la electrodeposicion de PCL por
diferentes tiempos no genero diferencias significativas en cuanto al grosor de las
multicapas, que presentaron un aumento promedio de 70-120 um frente a la bicapa con
solo almidén (SS). Eso indica que, durante la termocompresion, las capas de nanofibras
funden y se compactan de tal manera que su grosor inicial no afecté al grosor de las
multicapas finales. El contenido de humedad de las multicapas no se vio afectado por la
presencia de las fibras de polimero hidrofébico, siendo de 7,3+0,2 g/100 g film seco.

Tabla 2. Propiedades de barrera (permeabilidad al vapor del agua: WVP y permeabilidad
al oxigeno: OP) y mecanicas (moédulo elastico: ME, tension de fractura: TS y
extensibilidad: %¢) de las multicapas de almidén con el material electrodepositado. Las
diferentes letras (superindices) en cada fila indican diferencias significativas (p<0,05)
entre las multicapas.

Multicapas
SS SP:S SP(CA1)S SP,S SP(CA2)S
WVP[g-mm/(kPa-h-m?)] 21+6° 9+1° 7+1° 5+2° 6+2°
OP x 10™[cm’/ Pa-s'm] 2,2+0,6° 3,5+0.8% 2,620,122 5+2°% 4+2°%
ME [MPa] 206+21° 149+23° 126+34% 192+32° 126+23°
TS [MPa] 9,7+0,7° 7+2° 6,2+0,9% 8+1° 5,8+0,8%
%e 39+4° 34+15% 34+10% 365 29+6°
Grosor [mm] 0,38+0,07* | 0,45+0,01° | 0,45+0,01° | 0,44+0,03" 0,5+0,02°

En cuanto a las propiedades barrera, la WVP fue mejorada en presencia de las fibras de
PCL, con una reduccion de 65y 80 % para las fibras aplicadas durante 60 y 90 minutos,
respectivamente. Esto demuestra la efectividad de la capa central hidrofébica de
nanofibras para limitar el transporte de las moléculas de agua, resultado similar al
observado por Ortega-Toro et al., 2015. No se observé un cambio drastico en cuanto a la
permeabilidad al oxigeno, ya que las capas exteriores de almidén del material analizado
exhiben una muy buena barrera (bajos valores de OP) a este gas.

Con respecto a las propiedades mecénicas, la presencia de la capa electrodepositada
generd una disminucién del médulo elastico (ME) y la resistencia a la fractura (TS) del
material, con respecto a la multicapa de SS. Esto se puede atribuir a la discontinuidad
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interfacial introducida por la capa de poliéster, dado que este no presenta una gran
afinidad quimica con el polisacarido, reduciendo asi las fuerzas de cohesién en la zona
de contacto de las capas. La extensibilidad (%e¢) del material no cambié con la capa
electrodepositada, salvo en el caso de la multicapa que contenia las nanofibras de PCL
con CA con 90 minutos de aplicacion. En este caso se observd una disminucién de la
resistencia a la fractura y en la extensibilidad. Este efecto (que también fue notado en
menor intensidad para la multicapa con CA electrodepositado 60 minutos) se puede
explicar por la migracion parcial del CA en la capa de almiddn, debilitando la matriz del
polisacarido, lo que promueve la rotura.

Tabla 3. Propiedades épticas de las multicapas (transmitancia interna: Ti; brillo (60°);
luminosidad: L*; croma: Cg; tono: hy,). Las diferentes letras (superindices) en cada fila
indican diferencias significativas (p<0,05) entre las multicapas.

Multicapas
SS SPiS SP(CA1)S SP,S SP(CA,)S
T:[460 nm] 0,73+0,01° 0,72+0,01 ™ 0,69+0,01% 0,69+0,04% 0,69+0,022
Brillo [60°] 15+2° 17+4° 9+2° 18+45° 10+£3°
L* 65,7+0,6° 64,8+0,9%" 64,620,8" 66+2" 64,2+0,4°
Cab 21,3+0,3% 21,2+0,3% 21,0+0,6™ 21+1° 21,7+0,3°
hab 79,8+0,4° 79,4%0,4>° 78,9+0,6™ 79,5+0,5° 78,7+0,2 2

Con respecto a las propiedades épticas (Tabla 3), la presencia de la capa de PCL afecto
la transmitancia interna (Ti), porque aporta mas opacidad, tal como observé Ortega-Toro
et al., 2015. En cuanto al tono, las multicapas presentaron un ligero tono amarillo (hap)
independientemente del grosor de la capa electrodepositada.

5. Conclusiones

Las capas de PCL con CA generadas por ES presentaron una mayor y mas rapida
liberacion del activo en los simulantes de alimentos ricos en fase grasa (simulantes D1y
D2), donde se registré una liberacion practicamente completa del CA. Sin embargo, en
simulantes que emulan alimentos mas polares (A y B), la migracion ocurri6 a una
velocidad mas lenta, liberandose menor cantidad (57-75%).

Las nanofibras electrodepositadas entre capas de almidén termoprocesado presentaron
una notablemente menor permeabilidad al vapor del agua, pero no maodificaron
sustancialmente el resto de propiedades funcionales de material de envasado.

Este estudio demuestra que la encapsulacion de CA en fibras de PCL obtenidas por
electrospinning y su deposicion en films de almidon para obtener multicapas
biodegradables puede ser una alternativa interesante para mejorar las propiedades de
este material polimérico de bajo coste, aportando actividad antimicrobiana y antioxidante
a los films multicapa y mejorando la capacidad de barrera al vapor de agua que tanto
limita su uso como material de envasado para alimentos.
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