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Resumen

El uso masivo de plasticos ha generado un grave problema medioambiental, al que contribuyen
en gran medida los envases de origen alimentario por la necesidad de envasar los alimentos para
su conservacion. Por tanto, es necesario desarrollar envases para alimentos que sean
biodegradables o compostables. Los materiales biodegradables elaborados a partir de fuentes
renovables, como el PLA, pueden ser una buena alternativa a los plasticos derivados del
petrdoleo. Ademas, la elaboracion de envases activos con propiedades antioxidantes o
antimicrobianas pueden alargar la vida atil de los alimentos. En este trabajo se han elaborado
peliculas de PLA con diferentes concentraciones de dcido cindmico, con capacidad antioxidante
y antimicrobiana, con vistas al desarrollo de materiales activos de envasado alimentario. Se ha
evaluado el efecto de la proporcidon de este acido en las propiedades fisicas y antimicrobianas
de los films. Los films se prepararon mediante la técnica de casting usando acetato de etilo como
disolvente. Se observd una mejora en la propiedad barrera al oxigeno en todas las formulaciones
con acido cinamico, mientras que las propiedades mecanicas mostraron una disminucién en su
valor independientemente de la concentracion de compuesto activo. La propiedad barrera al
agua no se vio afectada de manera significativa. A pesar del elevado grado de retencion del
activo en las peliculas, estas no inhibieron significativamente el crecimiento de Listeria innocua,
probablemente debido a la limitada migracion del compuesto activo al medio de cultivo. Se
propone continuar la linea de investigacidn explorando otras estrategias de incorporacion del
compuesto activo para potenciar su liberacién desde la matriz de PLA.

PALABRAS CLAVE: BIODEGRADABLE, ENVASADO ACTIVO, ACIDO POLILACTIVO, ACIDO
CINAMICO

Resum

L'ds massiu de plastics ha generat un greu problema mediambiental, al qual contribueixen en
gran manera els envasos d'origen alimentari per la necessitat d'envasar els aliments per a la
seua conservaciod. Per tant, és necessari desenvolupar envasos per a aliments que siguen
biodegradables o compostables. Els materials biodegradables elaborats a partir de fonts
renovables, com el PLA, poden ser una bona alternativa als plastics derivats del petroli. A més
I'elaboracioé d'envasos actius amb propietats antioxidants o antimicrobianes poden allargar la
vida Util dels aliments. En aquest treball s'han elaborat pel-licules de PLA amb diferents




concentracions d'acid cinamic, amb capacitat antioxidant i antimicrobiana, amb vista al
desenvolupament de materials actius d'envasament alimentari. S'ha avaluat |'efecte de la
proporcié d'aquest acid en les propietats fisiques i antimicrobianes dels films. Els films es van
preparar mitjancant la técnica de casting usant acetat d'etil com a dissolvent. Es va observar
una millora en la propietat de barrera a I'oxigen en totes les formulacions amb acid cinamic,
mentre que les propietats mecaniques van mostrar una disminucid en el seu valor,
independentment de la concentracié de compost actiu. La propietat de barrera al vapor
d'aigua no es va veure afectada de manera significativa. Malgrat |'elevat grau de retencid de
I'actiu en les pel-licules, aquestes no van inhibir significativament el creixement de Listeria
innocua, probablement a causa de la limitada migracié del compost actiu al medi de cultiu. Es
proposa continuar la linia d'investigacio explorant altres estrategies d'incorporacié del
compost actiu per a potenciar el seu alliberament des-de la matriu de PLA.

PARAULES CLAU: BIODEGRADABLE, ENVASAT ACTIU, ACID POLILACTIC, ACID CINAMIC

Abstract

The massive use of plastics has created a serious environmental problem, to which food
packaging is a major contributor because of the need to package food for preservation.
Therefore, there is a need to develop food packaging that is biodegradable or compostable.
Biodegradable materials made from renewable sources, such as PLA, can be a good alternative
to petroleum-based plastics. In addition, the development of active packaging with antioxidant
or antimicrobial properties can extend the shelf life of food. In this work, PLA films with
different concentrations of cinnamic acid, with antioxidant and antimicrobial capacity, have
been studied for the development of active food packaging materials. The effect of the
proportion of this acid on the physical and antimicrobial properties of the films has been
evaluated. The films were prepared by casting using ethyl acetate as solvent. An improvement
in the oxygen barrier property was observed in all formulations with cinnamic acid, while the
values of mechanical properties showed a decrease regardless of the concentration of the
active compound. The water barrier capacity was not significantly affected. Despite the high
degree of retention of the active compound in the films, the films did not significantly inhibit
the growth of Listeria innocua, probably due to the limited migration of the active compound
into the culture medium. It is proposed to continue the line of research by exploring other
strategies of incorporation of the active compound to enhance its release from the PLA matrix.

KEYWORDS: BIODEGRADABLE, ACTIVE PACKAGING, POLYLACTIC ACID, CINNAMIC ACID
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1.INTRODUCCION

Enla década de 1920 Hermann Staudinger acuiid el término de macromolécula, y sus reacciones
de polimerizacidn, que serian los pilares fundamentales de la industria del plastico. A partir de
1940 se comienzan a aplicar sus investigaciones y se globaliza la industria de produccién de
polimeros (Miilhaupt, 2004). En las siguientes afios se obtendria la primera fibra sintética, el
nylon (Virgil,Qi 2020). En la actualidad, la produccién mundial de plasticos ha alcanzado 370
millones de toneladas, y China es el principal productor, con un 31% de la produccion. De los
57.9 millones de toneladas que se produjeron en la Unidn Europea, sélo 9,4 millones de
toneladas fueron reutilizadas (PLASTICEUROPE,2019).

En la actualidad, aproximadamente la mitad de los desechos plasticos provienen del envasado,
de los cuales la mayoria corresponden a la industria alimentaria, el mayor responsable de esta
problemdtica medioambiental. Por este motivo, la cuarta asamblea de las Naciones Unidas
consiguid un acuerdo global para alentar a los estados miembros en la busqueda de alternativas
ambientalmente inocuas para el ecosistema, teniendo en cuenta todas las fases del ciclo de vida
del producto y sus posibles consecuencias para el medio ambiente (PNUMA, 2019).

Los bioplasticos se han presentado como una opcidn factible para sustituir a los materiales
plasticos derivados del petréleo. Se definen como biopldsticos los polimeros que proceden de
fuentes renovables, o son biodegradables, o ambas cosas. Algunos polimeros derivados del
petréleo, como la policaprolactona (PCL), son biodegradables y otros derivados de fuentes
renovables como las poliolefinas, no lo son. Una de las mayores ventajas de los materiales
biodegradables es su capacidad para degradarse, por la accién enzimatica de los
microorganismos presentes en el medio, generando productos como agua, didxido de carbono
o metano y biomasa (Ren J ,2011)., integrandose en el ciclo de la materia organica. Muchos
materiales poliméricos derivados de fuentes renovables tales como los residuos agricolas,
suelen ser biodegradables o compostables bajo ciertas condiciones ambientales (Popa et al.,
2020).

Los bioplasticos son clasificados segin su método de produccion o su fuente primaria:

e Polimeros directamente extraidos de la biomasa, como polisacaridos o proteinas

e Polimeros producidos por sintesis quimica clasica a partir de monémeros procedentes
de una fuente renovable, como el acido polilactico (PLA), o del petrdleo.

e Polimeros producidos por microorganismos, genéticamente modificados o no, como
los polihidroxialcanoatos

Actualmente, la aplicacion a gran escala de los bioplasticos es su coste econdmico. Por ejemplo,
el PHB tiene mejores propiedades barrera que el polipropileno (Markl et al ,2018), por lo que
seria una alternativa interesante para el envasado de alimentos, pero su aplicacién esta limitada
por su baja plasticidad y la dificultad de procesado. La necesidad de adaptacion de sus
propiedades y el coste de produccién limitan la popularidad de los bioplasticos en la industria
del plastico, muy madura y con los costes muy reducidos (Shen et al,2020). En la figura 1 se
pueden observar los principales polimeros usados por la industria, clasificados en funcién de su
biodegradabilidad y su método de produccion.
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Figura 1: Clasificacidon de los distintos polimeros segiin su método de produccién,
biodegradabilidad y mezclas (Rodriguez S. et al., 2016)

El 4cido polilactico es un poliéster constituido por monémeros de acido lactico (figura 2), con
propiedades similares al tereftalato de polietileno (PET). Su mondmero se puede obtener
facilmente de los residuos de la industria azucarera (O. Martin, L. Avearous, 2001; Tawakkal et
al., 2014). Tiene aplicacidn en la produccion de hilos de sutura, capsulas de liberacién lenta,
implantes clinicos y envasado de alimentos (Serna et al., 2011). El PLA esta reconocido como
seguro para uso alimentario por la FDA. En estudios de migracién a productos alimentarios se
ha confirmado que las concentraciones de acido lactico que migran del alimento son mucho mas
bajas que las habitualmente utilizadas en ingredientes alimentarios (Conn et al., 1995)
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Figura 2: Estructura del PLA (Popa et al. 2014)



Durante los ultimos afios, se estan utilizando las interacciones entre el alimento y el envase
como una ventaja para el desarrollo de materiales de envasado con una funcionalidad afiadida
(Chen y Brody, 2013). Un envase activo es un material de envasado que interactia con el
alimento y el entorno de manera beneficiosa para la calidad, la salubridad, la vida util e incluso
las propiedades sensoriales del alimento (Jamshidian et al., 2010). Este concepto no es nuevo,
ya que poblaciones indigenas de zonas calidas recubrian los alimentos de hojas a modo de
proteger el alimento, a modo de envase, el cual aportaba enzimas , compuestos antimicrobianos
0 aromas que otorgaban cualidades organolépticas o que eran capaces de extender la vida util
del alimento | (Lopez-de-Dicastillo et al., 2010).

Los envases activos operan a través de fendmenos de transferencia de materia (migracion,
sorcién y permeabilidad), como puede observarse en la figura 3. Estos fendmenos pueden
desencadenar cambios quimicos, nutricionales o sensoriales positivos, afectando, por tanto, a
la calidad del alimento (Dury-Brum et al., 2007). Los compuestos incorporados al envase con el
fin de promover la transferencia al alimento reciben el nombre de compuestos activos. La
liberaciéon del compuesto activo depende de diversos factores como la composicién del
polimero, la cristalinidad, la relacidn superficie/volumen y el entorno donde este es liberado
(Auras et al, 2004).
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Figura 3: Procesos de transferencia de masa en un sistema alimento-envase-entorno (Sanchez,
2016)

En el caso concreto de envases de PLA, se ha comprobado la liberacién de compuestos
antioxidantes desde el envase al alimento. En concreto, se ha estudiado la migraciéon de a-
tocoferol y resveratrol desde el PLA a simulantes alimentarios (Graciano-Verdugo, 2010). En un
estudio realizado en leche deshidratada, se observd la liberacién continua de antioxidantes
naturales, lo que redujo las reacciones de peroxidacidn lipidica y extendié la vida util del
producto (Soto-Valdez et al., 2011).

Los envases activos pueden tener un efecto positivo efecto sobre la calidad microbioldgica del
producto, prolongando asi su vida atil (Sun Lee et al., 2008). El desarrollo de envases con estas



caracteristicas requiere la seleccion del compuesto activo, el material de envase, el disefio del
proceso de elaboracidn y el método de incorporacién del activo, asi como la comprobacidn del
efecto en el sistema alimentario (Muller et al. 2017).

El 4cido cindamico (figura 4), o acido 3-fenil-2-propeneico, es un acido monocarboxilico con
demostrada capacidad antimicrobiana (Soriano, 2020). Es un componente caracteristico de las
plantas del género Cinnamomum. De forma natural se puede obtener del aceite de canela o de
la manteca de Karité (arbol autdctono africano). También se puede sintetizar a partir de
cinamaldehido y cloruro de benzal o anhidrido acético y benzaldehido (reaccién de Perkin) o
benzaldehido y el acido maldnico (Narasimhan et al., 2004). Es uno de los principales
intermediarios en la sintesis de multitud de compuestos orgdnicos como flavonoides
,catequeinas, fenilpropanoides y cumarinas (Narasimhan et al., 2004). Es sdlido a temperatura
ambiente, de color blanco y con baja solubilidad en agua. Estudios anteriores han demostrado
gue tiene una capacidad antimicrobiana significativa, ya que tanto él como la mayoria de sus
derivados con capaces de inhibir el crecimiento bacteriano de Escherichia coli, Staphylococcus
aureus y Enterococcus hirae (Malheiro et al., 2019). El acido cindamico es un compuesto
antioxidante que se ha demostrado beneficioso para la salud (Natella et al. 1999) y por tanto su
presencia en la matriz del alimento no entrafiaria problemas sanitarios.
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Figura 4: Estructura molecular del acido cindmico

2. OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo es estudiar el efecto de la adicidn de acido cinamico en
diferentes proporciones sobre las propiedades de films de PLA, obtenidos por extension y
secado (casting), usando acetato de etilo como solvente. Para ello se plantearon los siguientes
objetivos especificos:

e Obtencién de los films de PLA con distintas concentraciones de compuesto activo
mediante casting, usando acetato de etilo como solvente

e Caracterizacién de las propiedades de barrera, mecdnicas, dpticas y antimicrobianas de
los films

e Andlisis del efecto de la incorporacién de AC, en funciéon de la proporcion incorporada,
en las peliculas de PLA.



3.MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales

El acido polilactico (PLA) amorfo, polimero base para obtener los films, fue suministrado por
Natureworks (Minnesotta,U.S.A) (4060D, densidad 1.24 g/cm?3), y el 4cido cindmico (AC) por
Sigma-Aldrich (Madrid, Espaia). El solvente utilizado, acetato de etilo, se adquirié en Indurkern
S.A (Barcelona, Espafia). Para el acondicionamiento de los films a 53 % HR se utilizaron
soluciones sobresaturadas de nitrato de magnesio (Mg(NQOs),), y para su desecado se usé
pentéxido de fésforo (P,0s), ambos suministrado por Panreac Quimica S.L.U. (Barcelona,
Espaiia).

Para los ensayos de actividad antimicrobiana, se utilizaron cepas liofilizadas de Listeria innocua
(CECT 910) que se adquirieron de la Coleccidn Espafiola de Cultivos Tipo (CECT, Universitat de
Valéncia, Espafia). Scharlab (Barcelona, Espafia) suministré el agua de peptona tamponada. En
las pruebas in vitro se utilizé medio de cultivo agar triptico de soja y para la realizacién de los
recuentos en placa de L. innocua se utilizd medio de agar Base Palcam que contenia el
suplemento selectivo de Palcam para Listeria, todo ello suministrado por Scharlab (Barcelona,
Espaiia).

3.2 Preparacion de las peliculas

Las peliculas de PLA y AC se obtuvieron por extension y secado (casting). Se disolvieron pellets
de PLA en acetato de etilo con agitacién magnética durante 3 h. EI AC se incorpord en diferentes
proporciones masicas para obtener diferentes formulaciones, tal como se indica en la tabla 1.
Una vez obtenidas las soluciones, se vertieron en placas de teflén de 15 cm de didametro y se
dejé evaporar el solvente durante 24h.

Tabla 1: Fracciones masicas del PLA y el 4cido cindmico en las distintas formulaciones.

Formulacién PLA AC

PLA 1 0

2C 0,98 0,02
3C 0,97 0,03
4C 0,96 0,04
5C 0,95 0,05
7C 0,93 0,07
10C 0,90 0,10

Se obtuvieron 10 films de cada formulacidn, y se almacenaron en desecadores a 53%HR y 25C2
hasta la realizacién de los ensayos.

3.3. CARACTERIZACION DE LOS FILMS

3.3.1. GROSOR
Se utilizé6 un micrometro digital (Palmer digital) con una precisién de 0,001lmm para medir el
grosor de los films en 8 posiciones aleatorias.



3.3.2. PROPIEDADES MECANICAS

Para llevar a cabo la determinacién de las propiedades mecanicas de los films se siguié el método
estandar ASTM D882-09 (American Society for Testing Materials, 2009). Las muestras (10 por
formulacion), acondicionadas a 25 °Cy 53 % HR, se cortaron en rectangulos (2,5 x 10 cm) y se
fijaron en las pinzas del texturometro (Universal Testing Machine, TA.XTplus model, Stable
Micro Systems, Haslemore, Inglaterra) para realizar el ensayo de traccidon hasta rotura. La
separacion inicial de las pinzas fue de 50 mm y se sometieron a una velocidad de deformacién
de 20 mm/s. A partir de los datos de fuerza-deformacidn se obtuvieron las curvas de tension vs.
deformacién de Hencky, para calcular la tensidn de fractura (TS), el médulo de Young (EM) y el
porcentaje de deformacién en el punto de rotura (% E).

3.3.3. PROPIEDADES DE BARRERA

3.3.3.1 PERMEABILIDAD AL VAPOR DE AGUA (WVP)

Para la determinacidon de la WVP de los films, se empleé una modificacién del método
gravimétrico ASTM E96-E96 (2005) y la correccidn de Gennadios et al. (1994), empleando copas
de permeabilidad de 3,5 cm de didmetro (Payne, Elcometer SPRL, Hermelle/SD Argeneau,
Bélgica). Se cortaron circulos de las peliculas (3 por formulacion) de 6,5 cm de diametro y se
ajustaron en la copa. Las copas, con agua destilada en el interior, se colocaron en un desecador
con una solucidn acuosa sobresaturada de Mg(NOs), para mantener una humedad relativa (HR)
en la cdmara de 53%, a una temperatura de 25 °C. Por tanto, el gradiente de HR fue de 53-100
%. Se utilizé un ventilador en el interior del desecador para homogeneizar la atmdsfera y evitar
la formacidn de capa limite en la superficie del film.

Se tomaron medidas de la masa de la copa durante 25 h, cada 1,5 h con una balanza analitica,
hasta alcanzar el estado estacionario. A partir de la pendiente de pérdida de masa respecto al
tiempo, se calculd la tasa de transmisidon de vapor de agua (WVTR) con la Ecuacion 1, y la
permeabilidad al vapor de agua (WVP) con la Ecuacion 2:

WVTR=]/A Ecuacién 1

Donde:

J: pendiente de la grafica de pérdida de masa frente al tiempo (g/h)
A: area de la pelicula (m?)

WVP= (WVTR XL)/(Pwl —Pw2) Ecuacién 2

Donde:

Pw1: presién parcial de vapor de agua por debajo de la pelicula (Pa)
Pw2: presion parcial de vapor de agua por encima de la pelicula (Pa)
L: grosor de la muestra de la pelicula (m)

3.3.3.2 PERMEABILIDAD AL OXIGENO



La permeabilidad al oxigeno de las peliculas acondicionadas a 53 % HR, se determind segun el
método estandar ASTM F1927-07 con el equipo OX-TRAN (modelo 1/50, Mocon, Mineapolis,
USA). El 4rea de exposiciéon de cada muestra fue de 50 cm?. El equipo realizé mediciones de la
tasa de transmision de oxigeno (TR) en intervalos de 10 minutos hasta alcanzar el equilibrio. La
TR se transformd en permeabilidad con la Ecuacidn 3 considerando el espesor de las peliculas y
presion de oxigeno del equipo.

OP=TR xT /(PO>) Ecuacién 3
Donde:
OP: Permeabilidad al oxigeno (cm3.mm/m?2.atm.dia)
PO,: Presién del oxigeno (atm)
L: Espesor de la pelicula (mm)

TR: Tasa de transmisidn de oxigeno (cm3/m?s)

3.3.4. PROPIEDADES OPTICAS

Se obtuvieron los espectros de reflexion de las peliculas sobre fondo blanco (R) y negro (Ro), asi
como el espectro de reflexién del fondo blanco (Rg), empleando un espectrocolorimetro (CM-
3600d, Minolta Co., Tokyo, Japan, 380-780nm) con una ventana de 10 mm de didmetro. Con
estos datos, se determind la reflectancia infinita (R-.), independiente del grosor de la pelicula, y
la transmitancia interna (T:) de las muestras con las (Ecuaciones 4-7), aplicando la teoria de
Kubelka-Munk (Hutchings, 1999) para la dispersion multiple de la luz (Pastor et al., 2010). A
partir de la Reflectancia infinita se determinaron las coordenadas de color CIE-L*a*b*, el croma
(Cab*, ecuacion 8) como el tono (hap*, ecuacion 9) de las muestras.

a=R+(Ro—R+R4Ro'Ry) Ecuacion 4
b=Vaz—1 Ecuacion 5
Reo=a—b Ecuacion 6

T:i=V(a+Ro)?>—b? Ecuacién 7

Cabx=v(a*)2+(b*)? Ecuacion 8

hap*=arctan[a*b*] Ecuacién 9

3.3.5 PROPIEDADES ANTIMICROBIANAS

La actividad antibacteriana de todas las formulaciones con AC se evalué utilizando Ia
metodologia descrita en estudios anteriores (Requena et al, 2019). Se utilizaron cepas liofilizadas
de Listeria innocua y (CECT 101) almacenadas a -18°C con un 30 % de glicerol. Se prepararon los
cultivos bacterianos en fase de crecimiento exponencial en caldo triptico de soja (TSB),
incubando a 37°C durante 24 horas y se diluyeron hasta 106 UFC/ml. Para los ensayos in vitro,
se utilizé medio de cultivo de agar triptico de soja (TSA) en placas Petri (55 mm de didametro),



que se inocularon con 100 pl de la suspensién de L. innocua (10* UFC/ml) y se cubrieron con las
diferentes peliculas del mismo didmetro. Se utilizaron placas sin recubrir como control. Las
placas se incubaron durante 6 dias a 10 °C. Para los recuentos (por duplicado), las muestras se
homogeneizaron en agua de peptona tamponada, durante 2 min, en un Stomacher Lablender
(Masticator, IUL Instruments; Barcelona, Espafia) y se hicieron las diluciones correspondientes.
Se utilizé agar Base Palcam, con suplemento selectivo para Listeria como medio de cultivo y las
muestras se incubaron a 37°C durante 48 horas. Los recuentos se expresaron como log UFC/g
de medio de cultivo.

3.3.6 CUANTIFICACION DEL COMPUESTO ACTIVO EN EL FILM

Se cuantificd la masa de AC retenido en las los films mediante extraccién con metanol y
determinacidn espectrofotométrica. La ley de Lambert-Beer (Ecuacion 10), establece que en
disoluciones con una concentracién baja de soluto se da una relacién lineal entre la absorbancia
y la concentracién de la muestra.

A=¢eXc Xl Ecuacion 10
donde:
A: Absorbancia

g: coeficiente de extincidon molar caracteristico de cada compuesto y longitud de onda (L/mol
cm)

c: concentracién de la sustancia en analisis (mol/L)
I: grosor de la muestra (cm)

Se determind el espectro de absorcion del dcido cinamico y se selecciond la longitud de onda
del maximo de absorbancia (270 nm).Como blanco se utilizo la formulacién de PLA. Con ello, se
obtuvo la recta patrén a partir de disoluciones de concentracidn conocida del compuesto en
metanol y la medida de su absorbancia a 270 nm, utilizando un espectrofotémetro UV/VIS
(Thermo Scientific Evolution 201, EEUU).

Para cada muestra seca, se tomaron (por triplicado) aproximadamente 100 mg y se introdujeron
en un vial con 10 ml de metanol, manteniendo agitacidon durante 48 h a temperatura ambiente.
Posteriormente, las muestras se filtraron y se midié la absorbancia para determinar la
concentracién de activo presente con la recta de calibrado. El resultado se expresé en gramos
de activo cuantificado por cada 100 gramos de activo inicialmente incorporado en la formulacidn
(ecuacion 11).

mactivo liberado

% Recuperacién compuesto activo — X 100 Ecuacién 11
mmuestra X Xactivo

3.3.7. ANALISIS ESTADISTICO

Se realizé un andlisis de la varianza (ANOVA) empleando el programa estadistico Statgraphics
Centurion XVII (Manugistics Cop., Rockville, EEUU), para cada propiedad, con el fin de observar
las diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) debidas a la presencia y proporcion de
AC.



4. RESULTADOS Y DISCUSION

La figura 5 muestra el aspecto visual de los films obtenidos con las diferentes proporciones de
acido cindmico (2-10%). A partir del 4 %, se observé la formacién de cristales de acido cindmico
gue proporcionaron un aspecto heterogéneo a los films. Esto indicé la falta de compatibilidad
del compuesto en la matriz polimérica, lo que limitaba su uso como material de envase. En base
a este resultado, sélo se caracterizaron en sus propiedades funcionales, los films con 2y 3 % de
acido cinamico que presentaron una estructura homogénea sin formacion aparente de zonas de
cristalizacién. No obstante, todos los films fueron analizados en su capacidad antibacteriana.

Casted PLA

4C
\

Casted PLA

4% Cirmas

Figura 5. Aspecto visual de los films de PLA obtenidos con diferentes proporciones de acido
cindmico incorporado.

4.1 PROPIEDADES MECANICAS

En la figura 6 se muestran las curvas tipicas de tension frente a deformacion de Henky para las
formulaciones analizadas, y la tabla 2 muestra los resultados de los pardmetros mecanicos
(mddulo elastico, tensidn de ruptura y porcentaje de elongacién) obtenidos. Puede observarse
que, en todos los casos, se da un intervalo de deformacion elastica (recta inicial) cuya pendiente
corresponde al mddulo de elasticidad, y un intervalo de deformacidn plastica antes de la fractura
del film. La incorporacion de AC a ambas concentraciones provoco un descenso de la fuerza del
film. La comparacién del comportamiento mecanico de los films con los obtenidos por mezclado
en fundido y moldeo por compresidn con idéntica composicion (Dasilva, 2020) permite afirmar
que la técnica de casting da lugar a films mucho mas extensibles (del orden de 60 %) que el
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termoprocesado (3-4 %), cuyos films no presentaron apenas deformacién plastica. No obstante,
los valores de esfuerzo en los films por casting fueron mucho menores que en los
termoprocesados. Esto podria explicarse por la retencidon de una cierta cantidad del solvente
(acetato de etilo) en la matriz polimérica, que podria plastificar la matriz, haciéndola mas
extensible. La retencién de acetato de etilo en la matriz de PLA ha sido observada también por
otros autores (Tampau et al. 2020).

16 -
14

2C

o (MPa)

—PLA

0 0,2 0,4 0,6 0.8

Ex

Figura 6: Curvas tipicas de tension (o) -deformacion de Henky (g4) de las formulaciones sin acido
cindmico (PLA), con 2% de acido cindmico (2C) y con 3% de acido cindmico (3C).

Tabla 2: Valores promedio y desviacidn estandar del espesor, médulo eldstico, tensidon de
ruptura y porcentaje de elongacién en el punto de rotura para las formulaciones estudiadas.

Formulacién Espesor (um) | Modulo elastico Tensidn en rotura Elongacién
(MPa) (MPa) (%)

247+13° 466+104° 21+7° 67+25°
2C 246+22° 296+53° 13132 52+12°
3C 251+11° 208+62° 15+2° 65+9°

Superindices diferentes (?*®) en la misma columna indican diferencias significativas entre
formulaciones (p < 0,05).

La incorporacién de acido cinamico no tuvo un efecto estadisticamente significativo sobre el
espesor de las peliculas (p>0.05). Los valores de las propiedades mecdnicas de los films de la
formulacion PLA (sin AC) fueron similares a los obtenidos en estudios previos para el mismo
polimero y films obtenidos por casting (Muller, 2017; Sanyang, 2016). Al incorporar el
compuesto activo se produjo un marcado descenso de la pendiente de la curva tensién-
deformacién (mddulo elastico), coherente con una reduccion de la rigidez del material, que fue
mas acusada a mayor concentracidon de 4acido. También se observd un descenso
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estadisticamente significativo (p<0.05) de la tensién de fractura, mientras que el porcentaje de
elongacién no se vio afectado. Estos resultados indican una pérdida importante de la cohesién
de la matriz al incorporar el 4cido cinamico, lo cual, dada la relativamente baja proporcién del
compuesto activo, podria deberse a una de-polimerizaciéon parcial del PLA, por efecto de
hidrélisis provocado por el acido. Un efecto similar fue observado en films de PLA con acido
cindmico obtenidos por termoprocesado (Dasilva, 2020).

Estudios previos (Choi et al., 2018) reportaron efectos de entrecruzamiento entre proteinas y
los 4cidos tanico y cafeico, asociado a una restriccién en la movilidad molecular y un incremento
de larigidez de la matriz. En otros estudios se describe un efecto plastificante de algunos acidos
fendlicos principalmente en films de polisacaridos, debido a la formacidon de puentes de
hidrogeno con los grupos hidroxilo de los acidos y las cadenas poliméricas. Esto supone el
reemplazamiento de las interacciones polimero-polimero dentro de la matriz, lo que facilita el
desplazamiento de cadenas por el aumento del espacio libre intercadena (Azeredo, 2016). Sin
embargo, en los films de PLA, la adicién de acido cinamico produjo un descenso de la rigidez y
la tensién de fractura, sin un efecto sobre la extensibilidad, lo que, tal como se ha comentado,
podria explicarse por la despolimerizacién parcial del PLA debido a la presencia de acido y la
gran sensibilidad a la hidrolisis de los poliésteres como el PLA.

4.2 PROPIEDADES BARRERA AL AGUA Y AL OXIGENO

La tabla 3 muestra los valores de la permeabilidad el vapor de agua (WVP) y al oxigeno (OP) para
las tres formulaciones estudiadas. Los valores obtenidos en la formulacién PLA son cercanos a
los obtenidos por Muller et al. (2017) para films del mismo tipo de PLA obtenidos por casting y
también para films del mismo polimero obtenidos por termoprocesado (Dasilva, 2002). La
incorporacién de acido cinamico no produjo una mejora estadisticamente significativa en las
propiedades barrera al vapor de agua de las peliculas, aunque esto si que fue observado para el
mismo tipo de films obtenido por termoprocesado (Dasilva, 2020).

Tabla 3: Valores de la permeabilidad al vapor de agua (WVP) y al oxigeno (OP) de las peliculas
de PLA con (2Cy 3C) y sin (PLA) acido cinamico al 2 y 3 %. Valores promedio * desviacion estandar

Formulacion WVP OPx10* (cm3*mm/m?*atm*dia)
(g*mm/KPa*h*m?)

PLA 0.27+0.08% 246+15°
2C 0.38+0.06° 184.90+1.08°
3C 0.18+0.11° 162+3°

Subindices diferentes (abcde) en la misma columna indican diferencias significativas entre
formulaciones (p < 0,05).

La capacidad de limitar la transferencia de gases en un sistema alimentario es uno de los puntos
criticos para su conservacion (Mathew y Abraham, 2008). La incorporacién de AC supuso una
mejora en las propiedades barrera al oxigeno de las peliculas, en coherencia con la proporcion
de 4cido incorporada. Esta reduccion de la permeabilidad al oxigeno puede estar relacionada
con la capacidad antioxidante del acido cinamico y el consiguiente bloqueo al paso del oxigeno
a través del film (Tawakkal et al. 2014), tal como se ha descrito en estudios anteriores (Fabra et

11



al., 2011). Esta mejora en la permeabilidad al oxigeno fue también observada en films similares
obtenido por termoprocesado, sobre todo con 2 % de AC.

4.3 PROPIEDADES OPTICAS

En la tabla 4 se muestran los valores medios y las desviaciones estandar de las coordenadas de
color de las peliculas, y en la figura 7 sus posiciones en el plano cromatico. Para la formulacién
PLA se obtuvieron valores ligeramente distintos a los reportados por Wang et al (2016),
probablemente debido al uso de diferentes disolventes. Choudhury, et al (2014) estudiaron el
efecto del solvente sobre los films de PLA y observaron variaciones en las propiedades dpticas
en funcidn el solvente empleado. En lo referente al efecto de la incorporacion de AC sobre el
color de las peliculas, solamente se observé un ligero aumento de la luminosidad, en coherencia
con lo observado por Muller et al., (2017) con la incorporacion de cinamaldehido a films de PLA.
La incorporacion del activo provocéd una ligera tendencia hacia mayores valores de croma o
saturacion del color, sin cambios significativos en el tono.

Tabla 4: Valores promedio y desviaciones estandar de la Claridad (L*), coordenadas en el plano
cromatico (a* y b*), croma (Cab*) y tono (hab*) de todas las formulaciones.

oacc: et bt het Gt

80.6+3.0° 0.72+0,43° 5.91+1,30° 83 6+2.8° 5.97+1.32
ZC 84.7+2.8° 0.87+0,72° 6.27+1,85° | 84.3+9.0° 6.4+1.9°
3C 83.5+0.3° 1.2+0,08° 6.47+0.31° | 79.4+1.0° 6.58+0.3°

Subindices diferentes (abcde) €n la misma columna indican diferencias significativas entre
formulaciones (p < 0,05).

5 ®PLA

b*

4 1 2C
®3C

a*
Figura 7: Ubicacidn de las formulaciones en el plano cromatico a*b*
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En la figura 8 se muestran los valores de transmitancia interna (Ti) para el entorno de luz visible
(400-700 nm) de las formulaciones estudiadas. Los valores obtenidos, en todo el espectro fueron
similares a los reportados por Muller et al. (2017). La adicién del acido fendlico en las
proporciones ensayadas no produjo modificaciones en el espectro de transmitancia interna, por
lo que se puede concluir que la adicién del compuesto no afecta a la transparencia de las
peliculas. En conclusion, la incorporacion de AC al 2 0 3 % no provocd cambios significativos en
las propiedades dpticas de los films de PLA.

—PLA
—3C
2C

0,8 -

0,7 1

0,5 -

0,4

0,2

0,1 1

400 450 500 550 600 650 700
A (nm)

Figura 8: Espectros de transmitancia interna (T;) entre 400 y 700 nm para las diferentes
formulaciones.

4.4 RETENCION DEL ACTIVO EN EL FILM

En la tabla 5 se muestran los valores del porcentaje de retencidn de AC en las formulaciones 2C
y 3C, en términos de porcentaje de AC extraido del film, respecto al inicialmente incorporado.
Para ambas formulaciones, la retencién porcentual promedio de AC en el film fue superior al 97
%, lo que parece indicar una buena conservacién del activo en la matriz de PLA. Por tanto, con
las cantidades presentes, seria esperable un efecto antimicrobiano del activo si se produce su
liberacion efectiva en el sustrato alimentario. No obstante, esta liberacion esta afectada por la
capacidad del compuesto para difundir hasta la superficie del film en contacto son el sustrato
alimentario. Esta difusidon depende, a su vez, de las interacciones del film con dicho sustrato y la
posible relajacién de la matriz por difusion del agua del alimento. Sin embargo, dada la
naturaleza hidrofdbica del PLA, la relajacion de la matriz en contacto con un medio acuoso, no
es muy factible.

Jamshidian et al (2012) ha hecho un estudio de revisién sobre la produccién, aplicaciones, la
obtencidn de nanocomposites, and la liberacién de compuestos activos incorporados en films
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de PLA en simulantes alimentarios, observando problemas de liberacién que podria mitigarse
con técnicas de nanotecnologia. Srisa y Harnkarnsujarit (2020) estudiaron la migracion del
trans-cinamaldehido, concluyendo que la temperatura es clave y que la migraciéon esta
favorecida en una bicapa de PLA con adipato-co-tereftalato de butileno (PBAT). Estudios
realizados con films de PLA-carvacol (Roberto Scaffaro et al., 2020) concluyeron que la migracion
de este es similar a la esperada en este tipo de films y que los procesos de migracion del
compuesto activo se detendrian a las 300 h aproximadamente.

Tabla 5: Valores promedio y desviaciones estandar del porcentaje de recuperacion del
compuesto activo en las formulaciones estudiadas

Formulacion %

2C 97.5+2.8°

3C 98.0+3.1°
Subindices diferentes (abcde) €n la misma columna indican diferencias significativas entre
formulaciones (p < 0,05)

4.5 PROPIEDADES ANTIMICROBIONAS

Los resultados de los recuentos microbianos se muestran en la figura 9, y en la tabla 5 pueden
observarse los valores de reduccién logaritmica de cada formulacién en referencia al control
(placas sin recubrir). En todos los casos hubo un crecimiento de las bacterias de mas de 4 log
UFC respecto al indculo inicial (10* UFC/ml), el cual fue ligeramente inhibido a medida que
aumento la concentracién de AC en el film. No obstante, en las formulaciones de film ensayadas
se obtuvieron reducciones logaritmicas del crecimiento inferiores a 1 log, lo que indica que el
compuesto activo no se liberé adecuadamente de la matriz. La concentracion minima inhibitoria
del AC para Listeria innocua es de 0.65 mg/mL (Ordofiez et al. 2020) y con la cantidad
incorporada en los films podria alcanzarse en el medio de cultivo si se diera de forma efectiva
su liberacion. Esto implica, que el compuesto queda atrapado dentro de la matriz de PLA y no
puede actuar con antimicrobiano de manera efectiva. Si que se observa la tendencia a una
mayor inhibicién cuando aumenta la concentracién de AC en el film, lo que es coherente con
una mayor liberacién del compuesto de la zona mas superficial del film en contacto con el medio
de cultivo. Esto sugiera que la incorporaciéon del compuesto en la superficie del film (por
pulverizacién o electrodeposicion) podria resultar mas efectiva para la obtencién de films
activos de PLA con acido cindmico.
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Figura 9: Recuento microbiano de L. innocua en las placas sin recubrir (control) y recubiertas con
films de PLA con diferentes proporciones de acido cindamico, después de 6 dias de incubacidn a
10°C

Tabla 5: Valores del recuento microbiano de Listeria innocua y de su inhibicién para las muestras
estudiadas

Log(UFC/g)

Control 8.94+0.07¢ -

2C 8.59+0.07°¢ 0.34+0.07°
3C 8.55+0.08° 0.38+0.08°
5C 8.33+0.06° 0.60+0.06°
10C 8.07+0.08° 0.87+0.08°

Subindices diferentes (abcde) en la misma columna indican diferencias significativas entre
formulaciones (p < 0,05)

5. CONCLUSION

Los films de PLA con diferentes proporciones de acido cindmico pudieron obtenerse via casting
usando acetato de etilo como solvente. No obstante, se observod cristalizacién del activo a partir
de 3%, lo que supone la no viabilidad de las peliculas con proporciones de activo superiores. La
incorporacién del acido en los films hasta 3% los hizo menos firmes y menos resistentes a la
fractura, sin modificaciones su extensibilidad. No se observé una mejora de las propiedades
barrera al agua, pero si de la barrera al oxigeno, probablemente debido a la capacidad
antioxidante del acido cindmico. A pesar de que la retencion del acido en los films fue superior
al 97%, no se observé actividad antimicrobiana en los ensayos in vitro frente a Listeria innocua.
Esta falta de actividad puede deberse a limitaciones en la transferencia del activo desde la matriz
de la pelicula. Como propuesta para futuras investigaciones, se propone la incorporacion
superficial del compuesto por diferentes técnicas tales como la pulverizacion o la
electrodeposicion (electrospinning) con el fin de potenciar la liberacion del compuesto activo.
Del mismo modo, el disefio de materiales multicapa en combinacién con otros polimeros
biodegradables podria optimizar las propiedades de barrera del envase.
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