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PROPIEDADES DE FILMS DE POLI(HIDROXIBURATO-CO-
HIDROXIVALERATO) (PHBV) CON FIBRAS DE CELULOSAY CATEQUINA

RESUMEN

El  poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHBV) es un  polimero
biodegradable, semicristalino, sintetizado por microorganismos, que constituye una
alternativa a los plasticos convencionales causantes de un grave problema
medioambiental. No obstante, el coste de este polimero es elevado y sus
propiedades requieren adaptacion para su utilizacion en el envasado alimentario.
La incorporacion de fibras de celulosa como material de relleno permitiria el
abaratamiento del material, a la vez que puede modular sus propiedades como
material de envase. A su vez, la incorporacion de catequina con poder antioxidante
y antimicrobiano permitiria la obtencion de materiales activos con mayor valor para
absorber el mas alto coste del material. El objetivo del presente estudio fue analizar
la influencia de la incorporacion de fibras de celulosa al 5y 10 % en las propiedades
mecanicas y de barrera al vapor de agua y al oxigeno del PHBV, asi como el efecto
de la incorporacion de catequina al 5 % en las diferentes mezclas. Se analizara
también el comportamiento térmico de los materiales por calorimetria diferencial de
barrido (DSC) y analisis térmico (TGA) y su microestructura mediante microscopia
electronica de barrido (FSEM). Las fibras de celulosa no afectaron al
comportamiento térmico del PHBV, pero la incorporacion adicional de catequina
aumentd la temperatura de transicidn vitrea inhibio ligeramente la cristalizacion del
polimero. Las fibras disminuyeron la resistencia a la fractura y la extensibilidad de
los films y aumentaron su permeabilidad al vapor de agua y al oxigeno, pero esto
se mitigd con la incorporacién adicional de catequina. Esta modifico ligeramente el
color de los films, disminuyendo su transparencia, en presencia de las fibras.

Palabras clave: propiedades mecanicas, permeabilidad, agentes de refuerzo,
antioxidantes.



PROPIETATS DE FILMS DE POLI(HIDROXIBUTIRAT-CO-HIDROXIVALERAT)
(PHBV) AMB FIBRES DE CELLULOSA | CATEQUINA

RESUM

El poli(3-hidroxibutirat-co-3-hidroxivalerat) (PHBV) és un polimer biodegradable,
semicristal-li, sintetitzat per microorganismes, que constitueix una alternativa als
plastics convencionals causants d'un greu problema mediambiental. No obstant
aixo, el cost d' aquest polimer és elevat i les seves propietats requereixen adaptacio
per a la seva utilitzacié en I' envasament alimentari. La incorporacio de fibres de
cel-lulosa com a material de farciment permetria I'abaratiment del material, alhora
que pot modular les seves propietats com a material d'envas. Al seu torn, la
incorporacio de catequina amb poder antioxidant i antimicrobia permetria |' obtencio
de materials actius amb major valor per absorbir el més alt cost del material.
L'objectiu del present estudi va ser analitzar la influéncia de la incorporacio de fibres
de cel-lulosa al 5i 10 % en les propietats mecaniques i de barrera al vapor d'aigua
i a l'oxigen del PHBV, aixi com l'efecte de la incorporacié de catequina al 5 % en
les diferents mescles. S'analitzara també el comportament térmic dels materials per
calorimetria diferencial d'escombrada (DSC) i analisi termic (TGA), i la
microestructura mitjancant microscopia electronica d'escombrada (FSEM). Les
fibres de cel-lulosa no van afectar el comportament termic del PHBV, pero la
incorporacio addicional de catequina va augmentar la temperatura de transicié vitria
i va inhibir lleugerament la cristal-litzacié del polimer. Les fibres van disminuir la
resistencia a la fractura i I'extensibilitat dels films i van augmentar la seva
permeabilitat al vapor d'aigua i a l'oxigen, perd aixd es va mitigar amb la
incorporacio addicional de catequina. Aquesta va modificar lleugerament el color
dels films, disminuint la seva transparéencia.

Paraules clau: propietats mecaniques, permeabilitat, agents de reforg,
antioxidants.



PROPERTIES OF FILMS BASED ON POLY(HYDROXYBUTYRATE-CO-
HYDROXIVALERATE) (PHBV) WITH CELLULOSE FIBRES AND CATECHIN

ABSTRACT

Poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) (PHBV) is a biodegradable, semi-
crystalline polymer synthesized by microorganisms, which is an alternative to
conventional plastics that cause a serious environmental problem. However, the
cost of this polymer is high and its properties require adaptation for use in food
packaging. The incorporation of cellulose fibres as a filling material would allow the
material to become cheaper, while at the same time modulating its properties as a
packaging material. In turn, the incorporation of catechin with antioxidant and
antimicrobial power would allow the obtaining of active materials with greater value
to absorb the higher cost of the material. The aim of this study was to analyze the
influence of the incorporation of 5 and 10 % cellulose fibers on the mechanical and
barrier properties to water vapor and oxygen of PHBV films, as well as the effect of
the incorporation of 5 % catechin in the different mixtures. The thermal behaviour of
the materials will also be analysed by differential scanning calorimetry (DSC) and
thermal analysis (TGA) and their microstructure by scanning electron microscopy
(FSEM). The cellulose fibres did not affect the thermal behaviour of PHBV, but the
additional incorporation of catechin increased the glass transition temperature and
slightly inhibited the crystallisation of the polymer. The fibres decreased the fracture
toughness and extensibility of the films and increased their permeability to water
vapour and oxygen, but this was mitigated by the additional incorporation of
catechin. Catechin slightly changed the colour of the films, decreasing their
transparency, in the presence of the fibres.

Keywords: mechanical properties, permeability, reinforcing agents, antioxidants.
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Anejo I. Relacién del trabajo con los Objetivos de Desarrollo Sostenible de la
agenda 2030 Anexo al Trabajo de Final de Grado

Alto Medio Bajo No

procede
ODS 1. Fin de la pobreza X
ODS 2. Hambre cero X
ODS 3. Salud y bienestar X
ODS 4. Educacioén de calidad
ODS 5. Igualdad de género X
ODS 6. Agua limpia y saneamiento X
ODS 7. Energia asequible y no contaminante X
ODS 8. Trabajo decente y crecimiento econémico
ODS 9. Industria, innovacion e infraestructuras X
ODS 10. Reduccion de las desigualdades X
ODS 11. Ciudades y comunidades sostenibles X
ODS 12. Produccién y consumo responsables X
ODS 13. Accién por el clima X
ODS 14. Vida submarina X
ODS 15. Vida de ecosistemas terrestres X
ODS 16. Paz, justicia e instituciones sélidas X
ODS 17. Alianzas para lograr objetivos X

Con el fin de mejorar las vidas de todas las personas, la ONU aprobé la agenda
2030 sobre el Desarrollo Sostenible. En ella, se establecen 17 objetivos de
desarrollo sostenible con el fin de erradicar la pobreza con estrategias que
fomenten el crecimiento econdmico y aborden necesidades sociales como la
educacién, la sanidad, la proteccion social y las perspectivas de empleo, al mismo
tiempo combatiendo el cambio climatico y protegiendo el medio ambiente. Este
trabajo se puede relacionar con varios Objetivos de Desarrollo Sostenible.

o Hambre cero (ODS 2)

La misidon de reducir el desperdicio alimentario empieza por desarrollar envases
que consigan alargar la vida util de los alimentos.

o Innovacién, infraestructura e industria (ODS 9)

Se pretende buscar alternativas a los envases contaminantes de la industria
alimentaria y reemplazarlos por envases biodegradables.

o Ciudades y comunidades sostenibles (ODS 11)

Los envases desarrollados reducen el impacto medioambiental, lo que ayuda a la
industria alimentaria a ser mas sostenible.



o Produccién y consumo responsables (ODS 12)

Se fomenta la economia circular y se reduce la contaminacion por plasticos,
incentivando el consumo responsable y sostenible.

o Accién por el clima (ODS 13)

Los envases biodegradables se descomponen en cortos periodos de tiempo,
entrando en el ciclo biologico y disminuyendo el impacto en el medio ambiente.

o Vida submarina (ODS 14)

Disminuir la contaminacion marina de plasticos, conservando la biodiversidad y
protegiendo los ecosistemas.

o Vida de ecosistemas terrestres (ODS 15)

Los envases biodegradables disminuyen el impacto que generan los plasticos
convencionales en la biodiversidad.



1.INTRODUCCION

1.1. Problematicas de los plasticos e importancia del envasado

El uso de envases plasticos en los ultimos afos ha crecido exponencialmente
debido a su bajo coste y versatilidad, lo que ha generado una gran acumulacién de
plasticos en los diferentes ecosistemas y una preocupacion por su impacto
ambiental (Ncube et al., 2021). Esto es debido a su baja degradabilidad y una falta
de gestion de los residuos (Tan et al., 2021). En la actualidad, esta gestion de ha
implementado, junto a sistemas de reciclado para mitigar el problema. No obstante,
se requiere un incremento en la eficiencia de la gestion y un mayor desarrollo de
los procesos de reciclado.

A nivel mundial, la produccién de plasticos ha alcanzado 400,3 millones de
toneladas en 2022, de las cuales 56 millones de tonelada corresponden a Europa
(Plastics Europe, 2023). En la Figura 1 se puede observar que Espanfa es el quinto
pais europeo en produccidon de plastico. Una parte de la produccion se destina a
los envases de un solo uso, los cuales son utilizados de forma habitual para el
envasado de alimentos para promover su conservacion. Entre las soluciones
sostenibles para mitigar el impacto ambiental de estos envases, estan la reduccion
de la cantidad de plastico de los envases optimizando su funcidn, el reciclado o el
desarrollo de envases biodegradables y compostables.
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Figura 1. Distribucién de la demanda de plasticos por paises en Europa en 2022. Adaptado de
PLASTICSEUROPE (2023).

La industria alimentaria genera muchos residuos, entre ellos, los envases
alimentarios de un solo uso, como ya fue comentado anteriormente, que, en su
mayoria, estan hechos con plastico (el 60 %), lo que contribuye en gran medida al
impacto ambiental en la fabricacién o en el momento de desecharlos (Rivera et al.
2019). Su uso se ha globalizado debido a sus buenas propiedades como material
para el envasado alimentario: buenas propiedades de barrera al vapor de agua y al
oxigeno, versatilidad en las propiedades mecanicas (rigidos o flexibles), facilidad
de termo-moldeado, termosellado e integracién en los procesos de produccién y la



https://www.mdpi.com/2313-4321/6/1/12
https://link.springer.com/article/10.1007/s42824-021-00019-1
https://plasticseurope.org/knowledge-hub/plastics-the-fast-facts-2023/
https://camjol.info/index.php/reuca/article/view/7830
https://camjol.info/index.php/reuca/article/view/7830

facilidad de impresion para reflejar la informacion necesaria para el consumidor
(Kan & Miller, 2022).

Los envases alimentarios tienen como finalidad conservar mejor los alimentos y
alargar la vida util del producto, protegiéndolo frente a la humectacion o secado,
oxidaciones o deterioro microbiano, y minimizando las pérdidas de alimentos en la
cadena de distribucion o en el periodo de consumo (Kumar et al., 2016). Por ello,
los envases alimentarios son imprescindibles para mantener la calidad y seguridad
de los alimentos y hay que desarrollar alternativas de envasado més sostenibles.

1.2. Envases biodegradables

Una de las alternativas sostenibles es la utilizacidén de plasticos biodegradables que
se degradan en un tiempo mucho menor en los diferentes entornos v,
especificamente, en medio compost (compostables). De esta forma pueden
incorporarse a la basura organica y ser compostados conjuntamente,
incorporandose al ciclo de la materia organica.

Por otro lado, se pueden incorporar a los materiales biodegradables compuestos
naturales antioxidantes y/o antimicrobianos, que cuando se liberan en el alimento
en contacto pueden mejorar su calidad y seguridad alimentaria y su conservaciéon
(Yildirim et al., 2017). Esto constituye los llamados envases activos que a través de
la absorcion o liberacién de sustancias contribuyen a alargar la vida util del producto
envasado.

En el proceso de degradacion de los biopolimeros, las cadenas poliméricas se
fragmentan en moléculas pequehas por la accidbn enzimatica de los
microorganismos adheridos sobre el polimero, que, a su vez, se nutren y
metabolizan estas moléculas, produciendo al final agua, CO2, y compuestos
inorganicos y biomasa. Este proceso se puede dar en condiciones aerdbicas como
anaerobicas. En el proceso de compostaje, la flora microbiana presente actua en
condiciones termofilicas (50 °C) desintegrando el material e incorporandolo al ciclo
de la materia organica (Kale et al., 2006).

Los polimeros biodegradables se pueden clasificar en tres grupos, dependiendo de
su origen y método de produccion:

1) Polimeros extraidos o aislados directamente de la biomasa o materiales
naturales, como las proteinas (colageno, gelatina...) y polisacaridos
(chitosan, almidon, ...)

2) Polimeros producidos por sintesis quimica a partir de mondémeros
procedentes de biomasa, como el acido poli lactico (PLA) obtenido del
azucar de cafia tras su transformacién en acido lactico.

3) Polimeros obtenidos mediante microorganismos naturales o modificados
genéticamente por fermentaciéon de sustratos organicos como residuos
agroalimentarios. En este grupo destacan los polihidroxialcanoatos (PHASs),
como el PHBV o PHB (Shaikh et al., 2021).

1.3. EI PHBV como polimero biodegradable

El poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato), también llamado PHBYV, pertenece al
grupo de los polihidroxialcanatos que se caracterizan por ser biopoliésteres lineales
naturales resultado de la biosintesis que tienen lugar en determinados
microorganismos con una fuente de carbono en exceso (Kaniuk & Stachewicz,
2021). Estos polimeros pueden transformarse en agua y diéxido de carbono (en
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presencia de oxigeno) o metano (en condiciones anaerodbicas) gracias a la accion
enzimatica los microorganismos presentes en el suelo, el agua o el medio compost.
Por lo tanto, son biodegradables y compostables, ademas de ser biocompatibles
(Rivera et al., 2019).

El PHBV, copolimero de poli (3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato), esta
constituido por una cadena alifatica cuya estructura se da en la Figura 2. Presenta
alto grado de cristalinidad, resistencia a disolventes organicos y una temperatura
de fusiéon de 153°C (Ferreira et al., 2002).

El PHBV ha captado la atencion de los investigadores debido a su potencial
biotecnolégico, ademas de su resistencia a la radiacion ultravioleta, inactividad
quimica, excelente barrera al oxigeno y alta viscosidad en estado liquido. Sin
embargo, el polimero presenta fragilidad y rigidez, baja resistencia al impacto, una
hidrofobicidad considerable, aunque presenta poca estabilidad térmica en
comparacion con los polimeros a base de petréleo. (Rivera-Briso & Serrano-Aroca,
2018). Por ultimo, su produccidn tiene un alto coste lo que limita su uso.

Para facilitar el uso del PHBV, es interesante modular propiedades y aumentar su
funcionalidad mediante el mezclado del polimero con otros componentes como
otros polimeros biodegradables, agentes de refuerzo como la celulosa o

CH3 0] CH2 CH3 O

O —HC —CH,C —O —CH —CH,C

Figura 2. Estructura quimica del copolimero poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato).
Fuente: Rivera-Briso & Serrano-Aroca, 2018

componentes activos que pueden conferir actividad antimicrobiana o antioxidante
al material. A continuacion, se describen las propiedades de los dos componentes
utilizados en el presente estudio para modular las propiedades del PHBV: la
catequina con propiedades antimicrobiana o antioxidante y la celulosa que actua
como agente de refuerzo.

1.4. Catequina

La catequina es un compuesto fendlico caracterizado por su capacidad antioxidante
y antimicrobiana, que se encuentran en varios alimentos, como el té verde. Su
estructura quimica (flavan-3-ol), que se muestra en la Figura 3, esta compuesta por
dos sistemas de anillos aromaticos separados. Los grupos hidroxilos son los que le
confieren su capacidad antioxidante: eliminacion de especies reactivas de oxigeno,
inhibicion de la formacién de radicales libres y peroxidacion lipidica (Musial et al.

2020). Su estado fisico es solido, en forma de polvo y se oxida facilmente. Su punto
de fusion es aproximadamente 175-178°C.
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Figura 3: Estructura quimica de la catequina. Fuente: Estructura quimica de la catequina
https.//www.researchgate.net/fiqure/Estructura-quimica-de-la-catequina_fig1 353105799

En varios estudios se han descrito las actividades antioxidantes y antimicrobianas
de la catequina y sus derivados (Wu et al., 2010, Li et al., 2003). También se ha
utilizado para desarrollar peliculas activas para el envasado de alimentos basadas
en mezclas de PVA y almidon que mostraron capacidad antimicrobiana vy
antioxidante para conservar la carne de vacuno cruda (Pegas et al., 2018) . La
catequina modificé en gran medida la estructura del PHB debido a la formacion de
enlaces de hidrégeno, potenciando las fuerzas entre cadenas (Nechwatal et al.,
2003).

1.5. Fibras de celulosa

La celulosa es un carbohidrato complejo, constituido por cadenas lineales de
celobiosa (D glucopiranosil-B-1,4-D-glucopiranosa) unidas por un enlace
glucosidico (B 1-4) (Figura 4). Presenta una estructura cristalina muy ordenada, que
da a lugar a una estructura rigida. Las fibras de celulosa son una buena opcion para
el refuerzo del PHBV debido a sus propiedades: alto médulo de Young, estabilidad
dimensional y transparencia. (Rivera-Briso & Serrano-Aroca, 2018). Debido a la
presencia de grupos hidroxilo, la celulosa es de naturaleza hidrofilica por lo que es
mas compatible en entornos polares (Andresen et al., 2006).

HO
, /&
HO
0
H w HO _|-OH
HO
HO

n

Figura 4. Estructura quimica de la celulosa. Fuente: colaboradores de Wikipedia. (2024). Celulosa.
Wikipedia, la Enciclopedia Libre. https://es.wikipedia.org/wiki/Celulosa

Numerosos estudios se han centrado en la extraccion y aplicacion de fibras de
celulosa procedentes de materiales vegetales para la obtenciédn de composites
poliméricos, Uutiles en el desarrollo de materiales con caracteristicas mas
sostenibles (Pecas et al., 2018, Nechwatal et al., 2003) y, especificamente, para
aplicaciones de envasado de alimentos (Sydow & Bienczak, 2018, Nurul Fazita et
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al., 2016, Pulikkalparambil et al.,2023) . El origen natural de las fibras provoca, en
general, una amplia gama de variaciones en las propiedades dependiendo de
varios factores, como el lugar y las condiciones de recoleccién. El interés de las
fibras naturales ha aumentado recientemente debido a su bajo coste,
biodegradabilidad y respeto por el medio ambiente (Pulikkalparambil et al., 2023).
Pecas et al. (2018) han publicado una revision exhaustiva de las propiedades de
las fibras naturales utilizadas como refuerzo en materiales composite y sus posibles
aplicaciones.

Especificamente, se han hecho diferentes estudios incorporando fibras celulésicas
en PHBV (Sanchez-Safont et al., 2021, Bledki & Jaszkiewicz, 2010, Mazur & Kuciel,
2019, Fracz & Janowski, 2018) con diferentes efectos sobre sus propiedades para
mejorar su funcionalidad como material de envasado. En general, se observa un
efecto de refuerzo de las propiedades mecanicas de los films y mejoras importantes
en la velocidad de biodegradacion del material.

2. OBJETIVOS

El objetivo del presente estudio es analizar la influencia de la incorporacion de fibras
de celulosa comerciales al 5y 10 % en las propiedades mecanicas y de barrera al
vapor de agua y al oxigeno del PHBYV, asi como el efecto de la incorporacion de
catequina al 5 % en las diferentes mezclas. Se analiza también el comportamiento
térmico de los materiales por calorimetria diferencial de barrido (DSC) y la
estabilidad térmica por TGA y su microestructura mediante microscopia electrénica
de barrido (FESEM).

3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales

Para la elaboracion de las peliculas se empledé PHBV con 2 % de hidroxivalerato
como polimero base, suministrado por Helian Polymers B.V. (Holanda). Para el
acondicionamiento de los films se empled pentdxido de fosforo (P20s) suministrado
por Panreac Quimica S.A. (Barcelona, Espana). La (x)-catequina fue suministrada
por Biosynth (Bratislava) y las fibras de celulosa por Sigma-Aldrich (Alemania).

3.2. Obtencion de los films

Para este estudio, se han utilizado 5 tipos de materiales de envasado: PHBV puro,
(PHVB) con fibras de celulosa (CEL) al 5% y 10%, y PHBV con catequina (CAT) al
5% y fibras de celulosa al 5% y 10 %.

Para llevar a cabo la preparacion de los films, el polimero con el resto de los
componentes se mezclé en fundido a 170 °C y 50 rpm durante 12 minutos en la
mezcladora interna (HAAKETM PolyLabTM QC, Thermo Fisher Scientific,
Alemania). Una vez formada la masa, la mezcla se trituré en frio (con nitrégeno
liquido) en un equipo Thermomix (Tm31, Vorwerk, Espana) y el polvo se almacend
en un desecador con P20s5 (0 % de humedad relativa) a temperatura ambiente hasta
Su uso.
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Para la obtencién de los films, se pesaron 3,3 g del polvo de cada formulacion y se
colocaron en el plato de la prensa en una prensa hidraulica de platos calientes
(Modelo LP20, Labtech Engineering, Tailandia), sobre lamina de teflon. El proceso
conlleva 5 min de precalentamiento a 175 °C, 4 min de calentamiento a 175 °C con
una presion alrededor de 100 bares y un enfriamiento de 3 min hasta alcanzar los
70 °C. Los films obtenidos se acondicionaron en un desecador con pentoxido de
fésforo (P20s5) o con disolucion sobresaturada de Mg(NOs)2 (Humedad relativa del
53%) dependiendo de las diferentes caracterizaciones a ser realizadas.

3.3. Caracterizacion de los films

3.3.1. Propiedades estructurales

La microestructura de los films fue evaluada mediante espectroscopia electrénica
de barrido de alta resoluciéon (FESEM). Se utiliz6 un microscopico electrénico de
barrido de emision de campo (ULTRATM 55, Zeiss, Oxford Instruments, Oxford,
Reino Unido) en el que se analizaron las secciones transversales crio-fracturadas
de las peliculas, recubiertas previamente con platino. Se utilizé una tensién de
aceleracion de 2,0 kV.

3.3.2. Comportamiento térmico

El comportamiento térmico de los fiims se ha analizado mediante el analisis
termogravimétrico (TGA) y la colorimetria diferencial de barrido (DSC).

El equipo TGA StareSystem (Mettler Toledo, Suiza) se utilizé para realizar el analisis
termogravimétrico. Las muestras (3-5 mg) se introdujeron en un crisol de alumina.
A lo largo del analisis, se realizé un barrido de temperatura desde 25 °C hasta 600
°C, con una velocidad de calentamiento de 10 °C/min, con flujo de N2 (10mL/min).
Para cada muestra, por duplicado, se determiné la temperatura de inicio (To) y la
temperatura de maxima tasa de degradacion (Tp).

Los cambios de fase de las muestras se analizaron con un calorimetro diferencial
de barrido (Stare System, Mettler- Toledo, Suiza), operando bajo una atmdsfera de
nitrogeno (10mL/min). Las muestras pesadas (5-7mg) se introdujeron en capsulas
de aluminio y se procedi6 al barrido de temperatura desde -40 °C a 200 °C, a 10
°C/min. El barrido conlleva un calentamiento de -40 °C a 200 °C, 1 min a 200 °C,
posterior enfriamiento hasta -40 °C, 2 min a -40 °C y luego se procedi6 al segundo
barrido de calentamiento hasta 200 °C.

3.3.3. Propiedades mecanicas

El ensayo se realizé mediante el método estandar D882-09 (ASTM, 2012). Los films
se cortaron rectangularmente, con unas dimensiones de 2,5 x 10 cm, y se midi6 su
grosor con un micrometro electrénico digital (precisién £ 0,001 mm). El analisis de
traccion se realizé con el equipo (Universal Testing Machine, TA.XTplus model,
Stable Micro System, Haslemore, Inglaterra), en el que los films se fijaron en las
pinzas con una separacion inicial de 50 mm, a una velocidad de deformacién de 12,
5 mm/min. El analisis se realiz6é en al menos 10 réplicas para cada formulacion.

A partir de los datos fuerza-distancia obtenidos se determinaron los valores de
tensién (o) y deformacion de Henky (e5), mediante las ecuaciones (1) y (2).
Asimismo, se determind la tensién (TS) y el porcentaje de elongacion en el punto
de ruptura (¢%) y el moédulo elastico (EM) a partir de la pendiente inicial de las
curvas.
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Donde:
F;: fuerza a cada tiempo de extension (N)
Lo, L, : longitud inicial y a tiempo de extension (m)

Ay: area inicial (m?)

3.3.4. Propiedades de barrera

La permeabilidad al oxigeno (OP) se determind siguiendo el método F1927-14;
(ASTM, 2014), utilizando un equipo de medida de la tasa de transmision de oxigeno
(Modelo 8101e, Systech lllinois, Thame, UK). Las condiciones de medida fueron 25
°C, 53% HR y 50 cm? de area de exposicion. Previamente al ensayo, se midieron
los grosores de los films. Se midieron dos réplicas por formulacién. La OP se
calculé dividiendo la tasa de transmisidn de oxigeno por el gradiente de presion
parcial de oxigeno a ambos lados de la pelicula y multiplicando por el espesor
medio de la pelicula.

La permeabilidad al vapor de agua se determind de acuerdo con la norma
E96/E96M-16 (ASTM, 2013), utilizando copas de permeabilidad (Payne, Elcometer
SPRL, Hermelle/SD Argeneau, Bélgica) de 3,5 cm de diametro. Se introdujeron 5
ml de agua destilada (100% HR) en la copa Payne paray se fij6 el film a la superficie
de la copa. Esta se introdujo en un desecador con una solucion acuosa
sobresaturada de Mg (NOs)2. De esta forma, se consiguié un gradiente de humedad
relativa en el film 100-53 %. Con el fin de homogeneizar la atmdsfera del desecador,
evitando que se forme una capa limite, se colocd un ventilador encima de la copa
Payne. Transcurrido un periodo de 16 h para lograr el régimen estacionario de
transporte de masa, se tomaron medidas de la masa cada 1,5 h con una balanza
analitica (precision +0,0001) durante 31h. Con los datos obtenidos (pérdida de
peso vs. tiempo), se calculd la velocidad de transmision de vapor de agua (WVTR)
mediante la ecuacion (3) y la permeabilidad al vapor de agua, utilizando la ecuacion

(4).
WVTR =% (3)

(4)

WVP = WVTR-L

Pywi1—Py>

Donde:
A: area del film (m?)
X: pendiente de la grafica, variacion masa frente a tiempo (g/h)

P,,,: presion parcial del vapor de agua bajo el film (kPa)

14



P,,,: presion parcial del vapor de agua sobre el film (kPa)

L: grosor del film (m)

3.3.5. Propiedades opticas

Se determinaron las coordenadas de color en el espacio CIE-L*a*b*, de las
muestras, asi como espectro de la transmitancia interna (Ti), con un
espectrofotometro (CM-5, Konica Minolta, 360-740 nm), con una ventana de 10 mm
de diametro. Para las coordenadas de color, a partir del espectro de reflectancia
infinita (R-) de los films, se utilizé el iluminante Des y el observador 10°. Las
propiedades se midieron en dos muestras de cada formulacion.

Para ello, se midieron los espectros de reflexion sobre un fondo blanco (R) y en
fondo negro (Ro), y también se midio el espectro de reflexion del fondo blanco (R).
Los calculos se realizaron de acuerdo con la teoria de Kubelka-Munk para la
dispersion multiple de la luz. A partir de estos datos, se calculé la reflectancia de
una capa infinitamente gruesa (R.,), utilizando las ecuaciones (5) a (7). La
transmitancia interna (T;) se determin6 con la ecuacion (8) y, por ultimo, se calculd
el tono (hy;,) y el croma (C;;), con las ecuaciones (9) y (10).

a=3{R+ ) (5)
b=+vaZz-1 (6)
R =a—b (7)

(a—Ro)? —b? (8)
hy, = arctg (=) 9)
o =VaZ+ b2 (10)

3.4. Analisis estadistico

El tratamiento estadistico de los resultados se realizé mediante un Analisis de
Varianza (ANOVA) utilizando el software Statgraphics Centurion XV (StatPoint, Inc),
aplicando la prueba de Turkey (p < 0.05).

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Microestructura de los films

A través de las micrografias obtenidas por FESEM de seccion transversal de los
films, se puede observar su morfologia interna (Figura 5). Los fiims de PHBV
presentaron una estructura homogénea, sin particulas dispersas. No obstante, en
los films con fibras de celulosa se observaron las fibras dispersas bien integradas
en la matriz. Los films con catequina mostraron una matriz continua con la
catequina homogéneamente incorporada y las fibras dispersas, al igual que en el
PHBV. La homogénea distribucion de la catequina puede atribuirse a su
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relativamente baja temperatura de fusién (proxima a 170°C) (Panaitescu et al.,
2008), que permite su fusion durante el mezclado con el polimero fundido a 170°C.
Estudios anteriores han demostrado la buena integracién de la catequina en la
matriz del PHBV (La Fuente et al., 2024) asi como otros compuestos fendlicos
(Hernandez-Garcia et al., 2022).

CEL 10%

CEL 5%CAT CEL 10%CAT

Figura 5. Micrografias FESEM de la seccion transversal de los films de las distintas formulaciones
(estructura molecular)

4.2. Comportamiento térmico

El comportamiento térmico de los films se analizé por DSC y TGA. En las Figuras
6A, 6B, 6C se observan los termogramas obtenidos en las etapas de calentamiento
y enfriamiento de las muestras. En el primer barrido de calentamiento se reconoce
la historia térmica del termoprocesado. Sin embargo, el segundo barrido refleja la
cristalizacién del polimero en condiciones mas controladas durante la etapa de
enfriamiento. En ambos barridos de calentamiento se puede observar la
temperatura de transicion vitrea (T,) de la fase amorfa del polimero, la cual se
asocia a un cambio en el calor especifico del material. Las temperaturas de
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transicion vitrea variaron entre 2 a 26 °C, en las distintas formulaciones. También
se observa en los barridos de calentamiento el endotermo de fusidon de la fase
cristalina del polimero alrededor de 163-170 °C. En la Figura 6B, se observa el
exotermo de cristalizacion del polimero, con la temperatura del pico menor que la
de fusidn, debido al subenfriamiento tipico de los procesos de cristalizacion.

La Tabla 1 muestra los valores de la temperatura de transicién vitrea en el punto
medio de la transicion (Ty), la temperatura y entalpia de fusion/cristalizacion y el
grado de cristalinidad obtenidos en los diferentes barridos. La incorporacion de
catequina aumento considerablemente la temperatura de transicion vitrea, como ya
se habia reportado en otros estudios (La Fuente et al., 2024; Bonnenfant et al.,
2022). Mientras que la incorporacion de fibras de celulosa, disminuyo la Ty
ligeramente. Por lo tanto, la catequina y las fibras de celulosa interaccionan de
manera diferente debido a su estructura molecular. La catequina promovié el
entrecruzamiento de las cadenas con el polimero, debido a la distribucion espacial
de los OH en la molécula que pueden facilitar su union a diferentes cadenas del
polimero. Estas uniones limitan la movilidad molecular y como consecuencia,
aumenta la Ty. Por el contrario, las fibras de celulosa parecen generar uniones mas
débiles en la fase amorfa del polimero, aumentando la movilidad molecular y
disminuyendo su Tg. En el PHBYV sin fibras y 5 % de catequina la T4 reportada en
estudios previos fue 29,2 °C (La Fuente et al., 2024), en el mismo rango que los
valores determinados con 5y 10 % de fibras.

Por otro lado, la temperatura de fusiébn (Tm) disminuy6é levemente con la
incorporacion de catequina, mientras que la incorporacion de celulosa no afecto
significativamente a la temperatura de fusion. Respecto a las entalpias de fusion,
no hubo diferencias significativas, pero se observa una tendencia a disminuir con
la incorporacion de catequina. Asi pues, la catequina interfiere en la cristalizacion
del polimero promoviendo la formacion de cristales de menor tamafio y en menor
proporcion, tal como se ha observado en estudios previos (La Fuente et al., 2024).

La temperatura de cristalizacion (T:) aumento muy ligeramente con la incorporacion
de celulosa, sin diferencias significativas. En cambio, la catequina la disminuyo
considerablemente. Esto refleja un mayor subenfriamiento del polimero, con una
cristalizacion mas limitada, coherentemente con la interferencia descrita. El grado
de cristalinidad fue determinado considerando AHm 132 J/g para PHB
completamente cristalino (Moll & Chiralt, 2023). Este se modificé coherentemente
con los valores de entalpia, tomando valores bajos en ellos films con catequina, en
comparacion con las muestras correspondientes con solo fibras.
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Tabla 1. Valores de las temperaturas de transicion vitrea (Tg), temperaturas de fusion/ cristalizacion (Tp), entalpia de fusion/ cristalizacion (AH) y grado de
cristalinidad (XC) obtenidos en los diferentes barridos para las muestras de films de PHBV

1° Barrido de calentamiento

1° Barrido de enfriamiento

2° Barrido de calentamiento

Formulacion Ty To AHm XC Tc AHc Ty Tp AHm XC

(°C) (°C) (g (%) (°C) (J/g (°C) (°C) (g (%)
polimero) polimero) polimero)

PHBV 6,2+0,2¢ 172,0+0,2~ 86,0+2,9* 650+20~ 121,0+£0,00 89,0+10% 6,0+0,5° 170,0 +0,2* 94 + 37 71134

CEL 5% 54+0,1¢ 170,0+1,0~0 91,5+04* 69,0+£0,34 122,0+1,00 92,0+04* 2,0£0,0° 169,0 £ 1,0~ 99 + 24 75+ 1A

CEL 10% 50+0,6¢ 170,0x2,0~0 93,3+3,64 71,0+£3,0~ 1220+1,00 92,0+1,00 4,0+0,5°° 170,0 2,0~ 90 + 13~ 68 £ 104

CEL 5% CAT 22,0+1,08 164,2+0,78 856+1,4* 650+1,0~ 112,0+£0,3¢ 83,0+4,00 16,0£2,08 164,0+0,28 93+ 34 71+ 2A

CEL 10% CAT 26,0+ 1,00 166,0+0,4® 87,7+28* 67,0+2,0~ 113,0+0,28 86,0+5,0* 224+1,00 1650+ 1,08 96 + 44 73+ 34

Nota: Distintos superindices (ABCD) en una misma columna sefialan diferencias significativas (p < 0,05) entre las formulaciones.
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Figura 6. Termogramas de los films de PHBV con las diferentes formulaciones obtenidos del primer
barrido de calentamiento (A), enfriamiento (B) y segundo barrido de calentamiento (C).

La Figura 7A muestra las curvas de termo degradacion del film de PHBV vy la Figura
7B la de la catequina y fibras puros para entender mejor su efecto en la curva de
degradacion de los films. Ambos componentes presentaron mayor estabilidad
térmica (mayor temperatura de degradacion) que el PHBV vy, por tanto, se habran
mantenido inalterados durante el procesado de los films a 170 °C.

120 A 120 B

Weight (%)

—— CEL 1096CAT - p B

100 200 300 400 500 600 700 0 100 200 300 400 500 600 700
T(C) Tec)

Figura 7. Curvas TGA de las diferentes formulaciones (A) y los compuestos puros (B).

En la Tabla 2, se dan los valores de la temperatura de inicio (7o), la temperatura de
velocidad maxima de degradacion (Tp) y la temperatura final de degradacion (Te)
de los diferentes films. La catequina y la celulosa no provocaron cambios
significativos en la degradacion del polimero, debido a su estabilidad térmica y su
relativamente baja proporcidon masica en el film. Sdélo se observa un ligero
incremento en el residuo masico a T<500 °C, tras la degradacion del PHBYV,
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correspondiente a la degradacién residual de la celulosa y catequina presentes que
tienen un intervalo de degradacion mas amplio que el PHBV, como se observa en
el Figura 7B. El comportamiento observado indica que la catequina y la celulosa y
el PHBV degradan de forma independiente.

Tabla 2. Valores de las temperaturas de inicio (To), maxima velocidad de degradacion (Tp) y final
de degradacion (Te) de las diferentes formulaciones

Formulacién To(°C) To (°C) Te(°C)
PHBV 276 £ 1A 294 £ 1A 307 £ 1A
CEL5% 276 + 07 294 + 1A 309 £ 1A
CEL10% 276 + 2A 292 + 3A 307 £ 3A
CEL5%CAT 273 £ 2° 292 + 1A 307 £ 1A
CEL10%CAT 274 £ 1A 292 + 1A 307 £ 1A

Nota: Distintos superindices (ABCD) en una misma columna sefialan diferencias significativas (p <
0,05) entre las formulaciones.

4.3. Propiedades mecanicas

En la Figura 8 se observa la curva de tensidn-deformacién de las distintas
formulaciones de PHBYV, reflejando el efecto de la adicion de los compuestos en las
propiedades mecanicas de los films. EI comportamiento mecanico del PHBV fue
similar al observado en otros estudios previos (Arcos-Hernandez et al., 2013),
siendo fragil y rigido. Tanto la catequina como la celulosa provocaron ligeros
cambios en el modulo de Young, representado por la pendiente inicial de la curva.
La celulosa disminuy6 la elongacion de los films en la rotura, mientras que la
catequina la aumento. Asimismo, la celulosa disminuy¢ la tension de fractura y la
catequina la aumento ligeramente, llevandola al nivel del PHBV puro cuando los
films contienen 5 % de fibras. La adicion de celulosa redujo las fuerzas intercadena,
lo que disminuy6 la fuerza de cohesién de la matriz polimérica y su resistencia y
elongacion en la fractura. No obstante, el entrecruzamiento de las cadenas
provocado por la catequina modifico el efecto global de las fibras.

45
40
35
30
—— PHBV

25
- CEL5%

TS (MPa)

20
CEL10%

= CELS%CAT

10 ——— CEL10%CAT

Figura 8. Curvas de tension vs. deformacion de Henky de las distintas formulaciones
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En la Tabla 3 se muestran los valores de los parametros mecanicos: tension de
fractura (TS), modulo de elasticidad de Young (EM) y porcentaje de elongacion en
el punto de ruptura, junto con el grosor de los films. El grosor de los films no estuvo
afectado por la incorporacion de la celulosa y la catequina y tuvieron un valor
promedio de 140 um. Las fibras redujeron la resistencia a la fractura y la
extensibilidad de los films, de forma similar en ambas proporciones, pero la
incorporacion de catequina mitigo este efecto. No obstante, no hubo diferencias
significativas en el médulo de elasticidad de las diferentes muestras. El escaso
efecto de refuerzo observado para las fibras en los films de PHBV puede atribuirse
a su naturaleza hidrofilica y su falta de adhesion interfacial en la matriz, o también
a la hidrdlisis parcial del polimero debido a la liberacion del agua ligada de las fibras
durante el termoprocesado.

Tabla 3. Parametros mecanicos, Tension de fractura (TS), el médulo de elasticidad de Young (EM),
porcentaje de elongacion en el punto de rotura (¢ %) y el grosor de las distintas formulaciones de
films de PHBYV)

Formulaciones TS(MPa) &(%) EM(MPa) Grosor (mm)
PHBV 38+ 3A 4,5+0,4"8 894 + 427 0,14 £ 0,017
CEL 5% 32+ 2¢P 3,8+0,2°¢ 889 + 56~ 0,13+ 0,01~
CEL 10% 31+ 3P 3,8+0,4° 868 + 544 0,14 £ 0,01~
CEL5%CAT 38 + 378 47+0,34 852 + 66~ 0,14 £ 0,01~
CEL10%CAT 35 £ 28C 4,2+0,28 886 + 594 0,14 £ 0,01~

Nota: Distintos superindices (ABCD) en una misma columna sefalan diferencias significativas (p <
0,05) entre formulaciones.

4.4. Propiedades de barrera

En la Tabla 4 se observan los resultados de la permeabilidad al vapor de agua
(WVP) y la permeabilidad al oxigeno (OP) de las distintas formulaciones. Los
valores de WVP del PHBV fueron similares a los reportados por Jahangiri et al.
(2024). La permeabilidad al vapor de agua aumento significativamente con la
incorporacion de las fibras y catequina. Ambos compuestos tienen una mayor
afinidad por las moléculas de agua lo que promueve su solubilidad en la matriz
(Arora & Padua, 2010) y, por tanto, su velocidad de transporte. El efecto fue mas
pronunciado con la adicion de 10 % de celulosa mientras que la incorporacion de
catequina no modificé significativamente el efecto provocado por la celulosa a cada
concentracion, a pesar de su efecto entre-cruzante que limita la movilidad molecular
y la difusion.

La adicion de celulosa aumento significativamente la permeabilidad al oxigeno de
los films, a pesar de su caracter hidrofilico y menor solubilidad del oxigeno y la
limitacion tedrica de la difusion por el incremento del factor de tortuosidad al
transporte. En cambio, la adicién de catequina redujo la permeabilidad de los films
con celulosa. Esto puede atribuirse a su efecto antioxidante, actuando como
secuestrante del oxigeno. El efecto negativo de las fibras sobre la OP podria estar
relacionado con la falta de adhesién interfacial entre las fibras y el polimero que
podria generar caminos preferentes en el film para el paso de las moléculas de gas,
potenciando la OP. La incorporaciéon de catequina podria mejorar esta adhesién a
través de la formacion de enlaces de hidrégeno entre las fibras y la catequina,
disminuyendo la distancia de la separacion entre las fibras y polimero.
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Tabla 4. Valores promedio y desviaciones estandar de la permeabilidad al vapor de agua (WVP) y
de la permeabilidad al oxigeno (OP) de todas las formulaciones.

Formulacién WVP (g mm/k Pa h m?) OP x 10"?(cm®/m s Pa)
PHBV 3,2+0,7¢ 0,11 +0,01P
CEL5% 3,7 +0,38C 3,90 + 2,228
CEL10% 5,3+1,0¢ 4,93 +2,43A
CEL5%CAT 4,8 £0,2"8 0,51 £ 0,03¢
CEL10%CAT 5,0 + 1,048 0,73 +0,10¢

Nota: Distintos superindices (ABCD) en una misma columna sefialan diferencias significativas (p <
0,05) entre formulaciones.

4.5. Color y transparencia de los films

Los films de PHBV reflejaron ligeros cambios en su coloracién debido a la

introduccién de los compuestos, como se puede observar en la Figura 9 en la que

se muestran las imagenes de los diferentes films. A su vez, estos cambios se
* *

reflejaron en las coordenadas de color de los films (L%, h;;,, C,;,), mostradas en la
Tabla 5.

 CEL5%CAT  CEL10%CAT
Figura 9. Aspecto visual de los films sobre un fondo blanco

Los films de PHBV presentaron mayor luminosidad, seguido de las formulaciones
con celulosa al 10%, celulosa al 5%, celulosa al 10% con catequina y celulosa al
5% con catequina. En relacion con la saturacion de color (C,;) presentaron mayor
valor las formulaciones con celulosa al 10% y la menor fue para el PHBV puro. El
tono (h};,) disminuyd en las formulaciones compuestas con catequina virando hacia
tonos mas anaranjados, debido al color natural de este compuesto.

Tabla 5. Valores promedio y desviaciones estandar de la luminosidad (L*), croma (Cab*) y tono
(hab*) de las formulaciones

Formulacién L b i

PHBV 72,4+ 0,24 78,9+0,14 20,0 £ 0,2¢
CEL 5% 71,2+0,28 76,7 £ 0,1¢ 21,7+0,28
CEL 10% 72,4 £ 0,17 77,6 £ 0,08 22,7+0,1A
CEL5%CAT 61,6 £ 0,1P 63,7 £ 0,0F 21,8+ 0,18
CEL10%CAT 62,9 £ 0,1¢ 65,2 £ 0,1P 22,7+ 0,04

Nota: Distintos superindices (ABCD) en una misma columna sefialan diferencias significativas (p <
0,05) entre formulaciones.

En la Figura 10 se dan los espectros de transmitancia interna de las formulaciones,
que permite cuantificar su nivel de opacidad. Se observa un incremento de
opacidad (menores valores de Tj) con la incorporacion de las fibras de celulosa en
ambas proporciones y catequina, especialmente a longitudes de onda bajas donde
absorbe predominantemente este compuesto. Este este efecto es promovido por la
mayor dispersion de luz provocada por las fibras dispersas en la matriz. No

22



obstante, la presencia de compuestos con capacidad de absorcion selectiva, como
la catequina, potencian también el efecto de bloqueo de la luz. Este es importante
para prevenir las reacciones de foto-oxidacion y puede contribuir a la conservacion
de los productos envasados sensibles a la oxidacion.
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Figura 10: Espectro de transmitancia interna (Ti) de los diferentes films de PHBV

5. CONCLUSION

La incorporacion de catequina, con actividad antioxidante y antimicrobiana, y
celulosa como material de refuerzo modificé las propiedades de los films de PHBV
debido a sus interacciones con las cadenas poliméricas. Todos los componentes se
integraron bien en la matriz del PHBYV, dando lugar a una fase continua de polimero
con o sin catequina y fibras de fibras celuldsicas dispersas en la matriz. La
catequina provocé un descenso en la temperatura de fusion y un menor grado de
cristalizacion del polimero, mientras que las fibras de celulosa no afectaron a estos
parametros. Asimismo, la catequina aumento la temperatura de transicién vitrea de
la fase amorfa del polimero de forma similar a lo que ocurre en los films sin fibras.
Esto se reflejé en el comportamiento mecanico donde la celulosa disminuyé la
extensibilidad y la tension de fractura de los films, pero esto se mitigé con la
incorporacion de la catequina.

La celulosa aument6 notablemente la permeabilidad al vapor de agua y al oxigeno
de los fiims de PHBV. La incorporacion adicional de catequina no afecto
significativamente a la permeabilidad al vapor de agua, pero disminuyd de forma
notable la permeabilidad al oxigeno debido a su capacidad antioxidante o a la
mejora de la adhesion interfacial fibra-polimero.

La catequina modificé el color de los films de PHBV con fibras hacia un tono
anaranjado mas oscuro y con mayor saturacion del color y opacidad. Las fibras
solas afectaron mas levemente al color y opacidad de los films.

Por tanto, la incorporacién de fibras con y sin catequina en la matriz del PHBV
modulé las propiedades de los films y son necesarios estudios posteriores para
dilucidar su potencial aplicacion en el envasado de alimentos y su potencial para
alargar su vida util.
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