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PROPIEDADES FUNCIONALES Y ANTIMICROBIANAS DE
FILMS BICAPA ALMIDON-POLIESTERES CON CARVACROL

Santiago Martin Bascuas Véntola, Raquel Requena Peris, Maria Vargas
Colas, Amparo Chiralt Boix*

RESUMEN

Se han obtenido films bicapa activos de alta barrera, con almidon y
poliésteres biodegradables mediante incorporacion de carvacrol en la
interfase. Se elaboraron por moldeo por compresion films a base de &cido
polilactico (PLA) y polihidroxibutirato-co-hidroxivalerato (PHBV) en
proporciones 75:25 y 65:35, con y sin la adicion de un 15 % de
polietilenglicol 1000 Da (PEG1000), como plastificante. La formulacion con
PLA:PHBYV 75:25y 15 % de PEG, fue la mas adecuada para la obtencion de
los films bicapa, en combinacion con una capa de almidén de yuca (AY). Los
films bicapa presentaron buena resistencia mecénica y una mayor capacidad
barrera al vapor de agua que la obtenida para los films de AY. La
incorporacion de carvacrol en las bicapas supuso un aumento significativo
de la permeabilidad al vapor de agua, asi como de la extensibilidad de los
films, con respecto al bicapa sin carvacrol. El comportamiento térmico de los
materiales, mostré una miscibilidad parcial entre los poliésteres, reflejada,
sobre todo, en el descenso de la temperatura de transicion vitrea del PLA en
presencia de PHBV. La cuantificacién del carvacrol presente en los films
bicapa, antes y después del contacto con el medio de cultivo, revelé una
concentracion muy baja de activo, por pérdidas durante el termoformado, asi
como una muy escasa liberacion al medio, sin alcanzarse la concentracion
minima inhibitoria del activo frente a Listeria innocua y Escherichia coli.

PALABRAS CLAVE: Acido polilactico, polihidroxibutirato-co-hidroxivalerato,
almidén, moldeado por compresion, carvacrol, propiedades fisicas,
propiedades térmicas.

RESUM

S'han obtingut films bicapa actius d'alta barrera, amb midd i poliesters
biodegradables mitjancant incorporacié de carvacrol en la interfase. Es van
elaborar per modelat per compressio films a forga d'acid polilactic (PLA) i
polihidroxibutirato-co-hidroxivalerato (PHBV) en proporcions 75:25 i 65:3,
amb i sense l'addicié d'un 15 % de polietilenglicol 1000 Da (PEG1000), com
plastificant. La formulacié amb PLA:PHBV 75:25 i 15 % PEG, va resultar les
més adequada per a l'obtencio dels films bicapa, combinada amb una capa
de mid6 de tapioca (AY). Els films bicapa van presentar bona resisténcia
mecanica i una major capacitat barrera al vapor d'aigua que I'obtinguda per
als films d'AY. La incorporacié carvacrol en les bicapes va suposar un
augment significatiu de la permeabilitat al vapor d'aigua, aixi com de
I'extensibilitat dels films, pel que fa al bicapa sense carvacrol. El
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comportament termic dels materials, va mostrar una miscibilitat parcial entre
els poliesters, reflectida, sobretot, en un canvi de la temperatura de transicio
vitria del PLA en presencia de PHBV. La quantificacié del carvacrol present
en els films bicapa, abans i després del contacte amb el mitja de cultiu, va
revelar una quantitat molt baixa d'actiu en el film, per perdues durant el
termoformat, aixi com una molt escas alliberament del mateix al mitja, sense
aconseguir-se la concentracié minima inhibitoria de I'actiu enfront de Listeria
innocua i Escherichia coli.

PARAULES CLAU: Acid polilactic, polihidroxibutirato-co-hidroxivalerato,
mid6, modelat per compressio, carvacrol, propietats fisiques, propietats
termiques.

ABSTRACT

Active high-barrier bilayer films have been obtained with starch and
biodegradable polyesters, which incorporated carvacrol in the interface. Films
based on polylactic acid (PLA) and polyhydroxibutirate-co-hydroxyvalerate
(PHBV) were prepared by compression-molding in proportions 75:25 and
65:35, with and without the addition of 15 % of polyethylenglicol 1000
(PEG1000), as plasticizer. The formulation PLA:PHBYV 75:25 and 15 % PEG
was chosen to prepare the PLA:PHBV:cassava starch bilayer. These bilayer
films showed good mechanical resistance and better water barrier properties
than pure cassava starch films. The incorporation of carvacrol in the bilayer
was a significant increase in the water vapour permeability, as well as a
significant increase in the stretchability of the bilayer active films, as
compared with the bilayers without carvacrol. The thermal behavior of the
materials, showed a partial miscibility between polyesters, which was
reflected in the change of the temperature of glass transition of PLA due to
the presence of PHBV. The quantification of the amount of the carvacrol in
the bilayer films, before and after the contact with the culture medium,
revealed both the presence of a very low amount of carvacrol in the film, due
to losses during thermoprocessing, and a low release of carvacrol, without
reaching the minimum inhibitory concentration of active against Listeria
innocua and Escherichia coli.

KEY WORDS: Polylactic acid, polyhydroxybutirate-co-hydroxyvalerate,
starch, compression molding, carvacrol, physical properties, thermal
properties.
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INTRODUCCION

La creciente demanda por parte de los consumidores de materiales de
envase biodegradable obtenidos a partir de fuentes renovables, junto con las
nuevas normativas medioambientales, ha supuesto un punto de inflexion en
la busqueda de alternativas biodegradables para el envasado de alimentos.
Con més de 40 millones de residuos plasticos generados anualmente en la
Union Europea (Klingbeil, 2000), el acido polilactico (PLA) y los
polihidroxialcanoatos (PHAS) se han convertido en alternativas respetuosas
con el medio ambiente muy prometedoras (Avérous, 2004; Corre et al.,
2012).

El PLA es actualmente el biopolimero mas utilizado en la industria del
envasado de alimentos puesto que presenta propiedades similares a las de
polimeros termoplasticos tradicionales (Auras et al., 2004), las cuales
dependen de la estereoquimica de la cadena, el peso molecular y el
porcentaje de cristalinidad (Nascimento et al., 2010). La produccion de este
biopolimero se lleva a cabo mediante polimerizacion del acido lactico por
fermentacién o sintesis quimica a partir de residuos organicos ricos en
almidén (Jamshidian et al., 2010). No obstante, si se compara con los
polimeros convencionales, la aplicacion de PLA en films flexibles se ha visto
restringida dada su escasa flexibilidad y pobres propiedades barrera,
comparadas con las de otros biopolimeros como el PHBV (Delpouve et al.,
2012; Marais et al., 2012).

Por su parte, los PHAs son una familia de poliésteres de origen
microbiano completamente biodegradables, los cuales pueden ser
sintetizados a partir de fuentes renovables tales como sacarosa, almidon,
celulosa etc., tanto por bacterias Gram-positivas como por bacterias Gram-
negativas (Reddy et al., 2003). De entre todos ellos, el poli-(3-hidroxibutirato)
(PHB) ha sido el mas estudiado dada la similitud de sus propiedades fisicas
con la de algunos polimeros termoplasticos sintéticos como el polipropileno
(Siracusa et al., 2008). No obstante, debido a la inestabilidad térmica y su
alto grado de cristalinidad, los materiales resultantes son rigidos vy
quebradizos (Sudesh et al., 2000). En este sentido, el desarrollo de
copolimeros como el polihidroxibutirato-co-valerato (PHBV) ha permitido
obtener materiales con un amplio rango de propiedades dado que a medida
gue se incrementa el porcentaje de HV se obtienen materiales mas
extensibles (Laycock et al., 2014).

Numerosos trabajos de investigacion se han centrado en la modificacion
de estos biopolimeros con el objetivo de ampliar su rango de aplicacion. Asi,
el PLA se ha mezclado con otros polimeros y/o plastificantes (Arrieta, et al.,
2013; Arrieta et al., 2014; Jost y Kopitzky, 2015; Armentano et al., 2015),
puesto que los plastificantes actian incrementado la flexibilidad y la
capacidad de procesado de polimeros a través de la reduccion de su
temperatura de transicion vitrea (Ty). Esto se debe a que disminuyen las
fuerzas intermoleculares entre cadenas, aumentando la movilidad de la red
polimérica (Vieira et al., 2011). Jost y Kopitzky (2015) reportan que la
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adiccion de un 25 % de PHBV al PLA da lugar a films PLA-PHBV con una
permeabilidad al vapor al agua un 46 % menor y una permeabilidad al
oxigeno un 40 % menor, respecto a films de PLA puro. De la misma forma,
Arrieta et al., (2014) y Armentano et al., (2015) resaltan el efecto positivo de
la adicion de PHB sobre la propiedades barrera de los films mezcla
resultantes. Adicionalmente, la incorporacion de PHB incrementd la
cristalinidad del PLA y mejoré la interaccion interfacial entre el PLA y los
plastificantes (Arrieta et al., 2014). En cuanto al efecto de los plastificantes,
se obtiene también una mejora de la flexibilidad, tanto de los films de PHB y
PLA puros, como de los films mezcla, al adicionar acetil tributil citrato,
limoneno, PEG 300 y oligdmero del acido lactico (Arrieta et al., 2013; Arrieta
et al., 2014; Armentano et al., 2015).

Otra estrategia reciente que permite mejorar las propiedades barrera de
este tipo de films es el desarrollo de estructuras multicapa donde se
combinan materiales con diferentes propiedades en una misma lamina
(Martucci y Ruseckaite, 2010). Asi, fiims de PLA o bien PLA-PHBV se
podrian combinar con films a base de almidén, que es un material
econoémico, obtenido de fuentes renovables, biodegradable y que ademas
ofrece muy buenas propiedades barrera al oxigeno (Forssell et al., 2002;
Dole et al., 2004). De esta forma, el caracter higroscopico y las pobres
propiedades mecanicas de los films de almidén podrian mejorarse al
combinarse con una mezcla de materiales PLA-PHBV que ofrecen alta
resistencia mecanica y buena resistencia al transporte del agua.

Por otra parte, surge la necesidad de compensar el sobrecoste que
supone la incorporacion de materiales biodegradables en el sector de
envases de alimentos, si se comparan con los plasticos sintéticos
tradicionales. En este sentido, la incorporacion de aditivos con actividad
antimicrobiana y/o antioxidante se plantea como una opcion prometedora
para incrementar la vida util de alimentos envasados. De entre todas las
sustancias con propiedades antimicrobianas, los aceites esenciales (AE), y
algunos de sus compuestos mayoritarios, han sido muy estudiados por su
capacidad para proteger los alimentos contra las microorganismos
patégenos (Burt, 2004; Friedman et al., 2004; Fratianni et al., 2010). Los AE
son sustancias liquidas aceitosas, aromaticas y volatiles, clasificadas como
seguras (GRAS) por la FDA (Burt, 2004).

Entre los AE mas eficaces en el control del crecimiento microbiano se
encuentra el aceite esencial de orégano, el cual ha demostrado ser efectivo
contra bacterias tales como Escherichia coli, Staphylococcus aureus, y
Listeria innocua (Hammer et al., 1999; Emiroglu et al., 2010; Calo et al.,
2015), asi como especies de hongos micotoxigénicos como Aspergillus,
Penicillium y Fusarium (Daferera et al., 2000; Kocic-Tanackov et al., 2012).
El carvacrol, componente principal del aceite de orégano, ha demostrado
poseer actividad antimicrobiana frente a microorganismos causantes del
deterioro alimentario como Staphylococcus aureus, Listeria innocua y
Escherichia coli, debido a su naturaleza fendlica y a su caracter lipofilico
(Burt, 2004; Rojas-Grali et al., 2007; Lopez-Mata et al. 2013).
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El objetivo de este trabajo fue por una parte, optimizar la formulacion de
films mezcla PLA-PHB, utilizando PEG como plastificante, en base a sus
propiedades funcionales como material de envase. Por otra parte, se plante6
obtener films bicapa activos de alta barrera a base de PLA-PHBV y almidon
de yuca, incorporando carvacrol pulverizado en la interfase. Los films bicapa
se caracterizaron en sus propiedades funcionales y antimicrobianas en
ensayos in vitro frente a Escherichia coli y Listeria innocua.

MATERIALES Y METODOS
Materiales

El almidén de yuca fue suministrado por Roquette (Roquette Laisa
Espafia, Benifaid, Espafia). El polihidroxibutirato-co-valerato 8% (PHBV) fue
suministrado en forma de pellet por NaturePlast (Caen, Francia) y el PLA
amorfo 4060D por Natureworks (Natureworks, USA). Los plastificantes
polietilenglicol 1000 Da y 4000 Da (PEG 1000 y PEG 4000, respectivamente)
se obtuvieron de Sigma-Aldrich (Sigma—Aldrich Chemie, Steinheim,
Alemania), mientras que el glicerol se obtuvo de Panreac Quimica SLU
(Castellar del Vallés, Barcelona, Espafa). Por ultimo, el carvacrol fue
suministrado por Sigma-Aldrich (Sigma—Aldrich Chemie, Steinheim,
Alemania).

Preparacion de los films
PREPARACION DE LOS FILMS ALMIDON

Se prepararon films de almidon de yuca utilizando la siguientes
proporciones de almidén:agua:glicerol:PEG 4000: 100:55:30:0.5. Para la
obtencion de pellets de almidén, se llevé a cabo la gelatinizacion de este
mediante un mezclador de rodillos (Two-Roll Mill, Labtech Engineering,
Thailand) a una velocidad de 12 rpm durante 15 minutos a 160 °C. Los
pellets resultantes se equilibraron durante una semana a 25 °C a una
humedad relativa (HR) de 53 %. Tras el equilibrado de los pellets, estos se
sometieron a moldeado por compresion en una prensa de platos calientes
(Labtech Engineering, Thailand). Para ello, 4 gramos de pellet se
precalentaron durante 2 minutos a 160 °C. Seguidamente, se aplicO una
presién de 50 bar durante los 2 primeros minutos y 120 bar durante los 6
minutos siguientes. Por ultimo, se llevo a cabo un enfriamiento de los films
durante 3 minutos hasta una temperatura de 60 °C aproximadamente.

PREPARACION DE LOS FILMS PLA-PHBV-PEG

En base a estudios previos, se probaron mezclas de PLA con dos
proporciones diferentes de PHBV, 25 % y 35 % respecto al PLA (Jost y
Kopitzky, 2015). A su vez, se incorporo el PEG 1000, como plastificante, en
una proporcién constante (15 % respecto a la mezcla total), tanto en los films
de polimeros puros como en las mezclas.
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Para la obtencion de cada uno de los films, se mezclaron los
componentes mediante un mezclador de rodillos (Labtech Engineering,
Thailand). Las condiciones del proceso fueron 200 °C durante 10 minutos a
una velocidad de 12 rpm, salvo para la obtencion de pellets de PHBV puro
gue se utilizaron las mismas condiciones pero a una temperatura de 180 °C.

Seguidamente, los pellets (2,5 g) se sometieron a moldeado por
compresion en una prensa de platos calientes (Labtech Engineering,
Thailand) en un proceso en tres etapas. Una primera etapa de
precalentamiento a 200 °C durante 5 minutos, una segunda etapa de
compresion a 200 °C y 100 bar durante 4 minutos y una tercera etapa de
enfriamiento durante 3 minutos. Del mismo modo, los films de PHBV puro se
obtuvieron variando la temperatura a 180 °C.

INCORPORACION DE ACEITES ESENCIALES EN ESTRUCTURAS
BICAPA

En base a las propiedades obtenidas para los films mezcla PLA-PHBYV,
se selecciond la formulacion PLA-25PHBV-15PEG como la mas adecuada
para formar estructuras bicapa con el almidén de yuca a fin de obtener films
activos con carvacrol. Para ello, se aplico el carvacrol mediante pulverizacion
sobre una de las monocapas, en una proporcion de 9,23 g carvacrol/100 g
polimero en la bicapa (3,4 mg/cm?). Asi, ambas monocapas, con o sin
carvacrol en la interfase, se sometieron nuevamente a una etapa de
prensado en la prensa de platos calientes (Labtech Engineering, Thailand) a
160 °C y 70 bares durante 2 minutos. De este modo, se obtuvieron dos tipos
de bicapas; bicapa sin carvacrol (AY/PLA-25PHBV-15PEG) y bicapa con
carvacrol (AY/CA/PLA-25PHBV-15PEG).

Caracterizacion de los films
ESPESOR DE LOS FILMS

El espesor de los films utilizado en las diferentes determinaciones se
midi6 en seis posiciones aleatorias empleando un micrémetro digital Palmer.

PROPIEDADES MECANICAS

Las propiedades mecanicas de los films se evaluaron empleando el
método ASTM estandar D882 (ASTM, 2001), utilizando una prensa universal
de ensayos mecanicos (Stable Micro Systems, TA.XT plus, Haslemere,
Reino Unido). Para cada formulacion, se cortaron 8 muestras independientes
de forma rectangular (25 mm por 100 mm), se posicionaron en unas pinzas
para ensayos de tension (modelo A/TG, Stable Micro Systems, Haslemere,
Reino Unido) con una separacion inicial de 50 mm y se sometieron a
extension a una velocidad de 10 mm min™. Previamente a su caracterizacién
mecanica, los films fueron acondicionados a 25 °C y 53 % HR durante una
semana.
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Las curvas fuerza-distancia obtenidas en el ensayo se transformaron en
curvas de tension (o)-deformacion de Henky (ey) que permitieron obtener los
pardmetros modulo de elasticidad (ME), tension a la fractura (TF) y
porcentaje de deformacién en el momento de la rotura (% E).

PERMEABILIDAD AL VAPOR DE AGUA

La permeabilidad al vapor de agua (PVA) se determiné por cuadruplicado
para cada film, de acuerdo al método gravimétrico ASTM E-96-95 (ASTM,
1995). ElI montaje experimental se llevé a cabo en copas de permeabilidad
Payne (3,5 cm didametro, Elcometer SPRL, Hermelle/s Argenteau, Bélgica)
con cinco mililitros de agua destilada a fin de obtener una HR del 100 % en
uno de los lados del film. Seguidamente, cada una de ellas se introdujo en
un desecador independiente a 25 °C, donde mediante una solucion de
nitrato de magnesio sobresaturada se control6 la HR (53 %) en el otro lado
del film. Ademas, a fin de reducir la resistencia al transporte de vapor de
agua, se coloco un ventilador en la parte superior de cada una de las copas.
Cada una de las copas se pesd periédicamente durante tres dias. Los
valores de PVA se calcularon a partir de las pendientes de las rectas de
pérdida de peso en funcién del tiempo (una vez alcanzado el estado
estacionario), obtenidas mediante regresion lineal (Vargas et al.,, 2011).
Todas las medidas de PVA se llevaron a cabo en films acondicionados a 25
°C y 53 % HR durante una semana.

CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO (DSC)

Los diferentes films se analizaron térmicamente mediante DSC usando
un calorimetro de barrido diferencial (Stare System, Mettler-Toledo, Inc.,
Switzerland). Las muestras (~7 mg) se colocaron en capsulas de aluminio y,
aplicando una corriente de nitrégeno (20 ml min™), se sometieron a dos
barridos de calentamiento: una primera etapa de calentamiento de -30 °C a
180 °C a una velocidad de 10 °C min®, seguida de una etapa de
enfriamiento hasta -30 °C y subsiguiente calentamiento hasta 180 °C, a la
misma velocidad. Todas las determinaciones se realizaron por duplicado.

ANALISIS TERMOGRAVIMETRICO (TGA)

La estabilidad térmica de films monocapa y bicapa se evaluaron mediante
un analizador termogravimétrico (Stare System, Mettler-Toledo, Inc.,
Switzerland). Asi, se determiné la pérdida de peso en funcion del tiempo en
un intervalo de temperaturas desde 25 a 600 °C a una velocidad de 10 °C
min, bajo una corriente de nitrégeno de 20 mL min™.

ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Cultivos stock de Listeria innocua (CECT 910) y Escherichia coli (CECT
101) suministrados por la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipos (CECT,
Burjassot, Espafia) suplementados con glicerol al 30 % (Panreac, Barcelona,
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Espafa), se mantuvieron en Tryptone Soy Broth (TSB, Scharlab, Barcelona,
Espafia) en congelacion a -25 °C. La regeneracion de las bacterias se llevo a
cabo transfiriendo una alicuota a 10 ml de TSB e incubando a 37 °C durante
24 horas. De este cultivo se tomd nuevamente una alicuota de 10 pl, se
transfirio a 10 ml de TSB y se incubé nuevamente a 37 °C durante 24 horas
a fin de obtener un cultivo de trabajo en fase de crecimiento exponencial. A
partir del cultivo de trabajo, se inocularon placas Petri de 55 mm de diametro
con 10 g de Tryptone Soy Agar (TSA, Scharlab, Barcelona, Espafia) a fin de
obtener inéculos de aproximadamente 10* UFC/g. Circulos de 55 mm de
diametro obtenidos de los films bicapas, con y sin carvacrol, se coloraron
sobre las placas previamente inoculadas y se mantuvieron en refrigeracion a
10 °C durante 12 dias. Los recuentos microbianos se realizaron a dia 0 y
transcurridos 2, 6 y 12 dias. Para ello, cada una de las muestras se diluyo
en 90 mL de agua de peptona y se homogeneiz6 durante 3 minutos en el
stomacher (UL, Espafa). A partir de esta primera dilucién, se realizaron
diluciones seriadas de las diferentes muestras y se transfiri6 1 ml de cada
una de estas a placas Petri, donde se vertieron seguidamente, 15 ml de
TSA. Las placas asi inoculadas se incubaron durante 24 h a 37 °C a fin de
poder contar las UFC. Todos los test se realizaron por duplicado.
Adicionalmente, se evalué el efecto de la cara del film (almid6n o poliésteres)
en contacto con el medio. Para ello, unos ensayos se realizaron poniendo la
monocapa de almidon en contacto con la placa de agar (CA-1) mientras que
en otros se puso la monocapa de PLA-25PHBV-15PEG en contacto con el
agar (CA-2).

CUANTIFICACION DE CARVACROL

Se evalud la distribucion del carvacrol a lo largo del film bicapa recién
preparado y tras 7 dias de equilibrado a 53 % HR. Para ello, se obtuvieron
circulos de 3 cm de radio y las correspondientes coronas de 3a5cm, de 5 a
7cmyde 7 a75cm. De cada una de las zonas se obtuvieron muestras de
0,2 g aproximadamente, las cuales se deshidrataron durante 24 horas en
P,Os (0 % HR). Pasado este tiempo, las muestras se sometieron a
extraccion en 10 mL de metanol durante 72 horas. Adicionalmente, se
cuantifico el carvacrol retenido en los films CA-1 y CA-2 tras 6 dias de
contacto con agar para cuantificar su liberacion al medio de cultivo. Para
ello, las muestras (~0.4 g) se secaron durante 48 horas en P,Os y se
sometieron al mismo proceso de extraccion en 20 mL de metanol.

Una vez realizadas las extracciones, las muestras se filtraron y se
diluyeron adecuadamente a fin de determinar su absorbancia a 275 nm
utilizando un espectrofotometro (Thermo Scientific Evolution 200). Asi, a
partir de la recta de calibrado se correlacionaron los valores de absorbancia
con las concentracién de carvacrol en el film (g CA/100g film) en cada uno
de los casos. Todas las determinaciones se llevaron a cabo por triplicado.
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ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados experimentales se analizaron estadisticamente a través
de un analisis de varianza (ANOVA) utilizando Statgraphics Centurion XVI
(Manugistics Corp., Rockville, MD). Para ello, se asumieron diferencias
significativas con un nivel de confianza superior al 95 %.

RESULTADOS
Propiedades mecénicas

Las propiedades mecénicas (médulo de elasticidad (ME), tension a la
fractura (TF) y porcentaje de elongacion en el momento de rotura (% E))
determinadas para las distintas formulaciones monocapa PLA-PHBV-PEG y
sus correspondientes monocapas puras, tras 1 semana de equilibrado a 25
°C y 53 % HR, aparecen recogidas en la Tabla 1. Los resultados
evidenciaron la elevada resistencia y escasa flexibilidad del PLA amorfo y
PHBV puro, puesto que presentaron un ME de 1667 MPa y 1755 MPa, una
TF de 49 MPa y 33 MPa y un % E de 3.23 y 6, respectivamente, lo que
concuerda con los valores previamente reportados para estos polimeros
(Chen et al., 2002; Courgneau et al., 2012). La adicion de un 15 % PEG
afectd significativamente a las propiedades mecanicas evaluadas tanto en
peliculas de PLA amorfo como PHBV puro, siendo mas significativo el efecto
plastificante sobre las peliculas de PLA. Tal y como reporta Sheth et al.,
(1997), la adicién de PEG a films de PLA mejoré la flexibilidad, con la
consecuente disminucion de ME y TF, lo cual es proporcional al % de PEG,
como consecuencia de la disminucion de la Ty y el aumento de la movilidad
de las cadenas.

Por otro lado, la adicion de PHBV (25 y 35 %) a films PLA, redujo
significativamente la resistencia mecanica del mismo pero no modificd
significativamente la extensibilidad del material, dado que la adicion de
PHBV da lugar a discontinuidades en la matriz de PHBV que debilitan la
matriz, potenciando su fractura (Gérard et al., 2014). En cuanto a la adicion
de PHBV sobre la matriz de PLA plastificado, se observdé un descenso
significativo de la resistencia del material asi como de su capacidad de
elongacién. No obstante, la adicion de un mayor porcentaje de PHBV (35 %)
hizo méas acusado este efecto, resultando en un material muy quebradizo,
mientras que la formulacion PLA-25PHBV15PEG mostr6 globalmente
propiedades mecanicas aceptables. Por tanto, esta fue la formulacion
monocapa seleccionada en la obtencién de bicapas con almidon.
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TABLA 1. Propiedades mecanicas de las monocapa PLA-PHBV-PEG y sus
correspondientes monocapas puras. Media + desviacion estandar.

Formulacion ME (MPa) TF (MPa) % E Espesor (mm)
PLA 1667 + 652 49+2% 3,23 +0,07° 124 + 82
PHBV 1755 +52° 33+ 2° 2,6+0,3%® 131 +8°
PLA-15PEG 566 + 85° 17,1 +0,9° 57 + 6° 107 + 4°
PHBV-15PEG 1303 +35¢ 28+ 2¢ 3,7+0,4% 109 + 7°
PLA-25PHBV 1472 +29°  31+2° 2,2+0,2% 126 + 2@
PLA-35PHBV 1486 + 43% 32,2+1,2° 2,17 +0,12% 120 + 5¢
PLA-25PHBV15PEG 460 +41" 8,6+0,9° 7 + 49 116 + 9°
PLA-35PHBV15PEG 514 +41% 4,1+09" 0,8+0,3" 124 + 82

a-f: Diferentes superindices en la misma columna indican diferencias significativas entre
formulaciones (p < 0,05).

Las propiedades mecanicas tanto de las peliculas almidén de yuca (AY),
como de los bicapa con y sin carvacrol en la interfase (AY/PLA-
25PHBV15PEG y AY/CA/PLA-25PHBV15PEG, respectivamente) se
muestran en la Tabla 2.

El almidon de yuca formd peliculas poco resistentes pero muy
extensibles. La combinacion de AY con PLA-25PHBV15PEG en forma de
films bicapa, permitié obtener films mas resistentes, con valores de ME 'y TS
intermedios a los de ambas monocapas, pero con menor % E que ambas.
No obstante, la adicion de carvacrol incrementé significativamente la
extensibilidad de los films por encima de los valores obtenidos para el bicapa
sin carvacrol y el correspondiente monocapa PLA-25PHBV15PEG, aunque
con menor rigidez (menor ME). Esta mejora en la extensibilidad de los films
con carvacrol podria deberse a la reduccion de las fuerzas intermoleculares
de las cadenas del polimero, aportandoles asi una mayor movilidad.
Estudios previos también atribuyeron un efecto plastificante al carvacrol, en
films de alginato-puré de manzana, Gelidium corneum y polipropileno (Rojas-
Grau et al., 2007; Lim et al., 2010; Ramos et al., 2012).

TABLA 2. Propiedades mecénicas de las monocapas (almidén de yuca (AY)
y PLA-25PHBV15PEG) y los correspondiente films bicapa con y sin
carvacrol. Media + desviacion estandar.

Formulacién ME (MPa) TF (MPa) E (%) Espesor (mm)
AY 51+13%* 4,1+0,3%2 75%7° 155 + 82
PLA-25PHBV15PEG 460 +41° 86+0,9° 7z+4° 116 + 9°
AY/PLA-25PHBV15PEG 203+43° 50+0,7° 3+2° 174 + 10°

AY/CA/PLA-25PHBV15PEG 182 +36% 52+0,7° 25+ 4 161 + 12¢

a-d: Diferentes superindices en la misma columna indican diferencias significativas entre
formulaciones (p < 0,05).

Permeabilidad al vapor de agua

Los valores de permeabilidad al vapor de agua (PVA) obtenidos para
cada una de las formulaciones PLA-PHBV-PEG y sus correspondientes
monocapas puras, tras 1 semana de equilibrado a 25 °C y 53 % HR se
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representan en la Tabla 3. Tal y como reportan Shogren, (1997) y Jost y
Kopitzky (2015), los films de PLA puro presentaron un valor de PVA
significativamente mas alto que los films de PHBYV puro. La adicion de un 15
% de PEG disminuy0 la capacidad barrera al vapor de agua, tanto en films
de PLA como en films de PHBV, como consecuencia de la reorganizacion de
la red polimérica, incrementando el volumen libre de la matriz y en
consecuencia la PVA (Byun et al., 2010).

Mientras que la incorporacion de un 25 % de PHBV sobre matrices de
PLA puras redujo el valor de PVA ligeramente, la adicion de un 35 % la
redujo aproximadamente un 50 %, puesto que a medida que aumenta el
contenido de PHBYV en la mezcla aumenta la capacidad barrera al vapor de
agua, tal y como reporta Jost y Kopitzky, (2015). Del mismo modo que para
las peliculas puras, la adicién de PEG en las mezclas PLA-PHBYV incrementé
significativamente la PVA de las peliculas. A diferencia de lo que cabria
esperar, la formulacién plastificada con mayor contenido de PHBV presenté
mayor permeabilidad al vapor de agua que la respectiva formulacion con
menor contenido de PHBV, probablemente debido a la diferente
reorganizacion estructural de los polimeros.

TABLA 3. Permeabilidad al vapor de agua (PVA) de las monocapa PLA-
PHBV-PEG y sus correspondientes monocapas puras. Media + desviacion
estandar.

Formulacion PVA-10"’(g/m.s.Pa)
PLA 3,3+0,3%
PHBV 1,2+0,4°
PLA-15PEG 5,4 + 0,4°
PHBV-15PEG 3,6+1,4°%
PLA-25PHBV 3,1+0,1™
PLA-35PHBV 1,8 + 0,1
PLA-25PHBV15PEG 4,2 +0,3%
PLA-35PHBV15PEG 9,0 +2,0°

a-e: Diferentes superindices en la misma columna indican diferencias significativas entre
formulaciones (p < 0,05).

Dada la naturaleza hidrofilica de la matriz polimérica y el alto contenido
en glicerol, la PVA de los films de AY fue aproximadamente 100 veces
mayor que la obtenida para los poliésteres PLA, PHBV (Chinnan y Park,
1995). En este sentido, la formacion de estructuras bicapa AY/PLA-
25PHBV15PEG, permitid disminuir en torno a 20 veces la PVA de la
correspondiente  monocapa de almidon de yuca. Adicionalmente, la
incorporacion de carvacrol en la formulacion de dichos films bicapa dio lugar
a un aumento significativo de la PVA con respecto a la formulacién control
sin carvacrol, AY/PLA-25PHBV15PEG (Tabla 4). Al tratarse de una
sustancia hidrofébica, cabria esperar que la incorporacion de carvacrol
indujera un descenso de la PVA, como consecuencia de una modificacion
del balance hidrofilico-hidrofébico en el film, tal y como reportan Requena et
al., (2016) en films de PHBV. Por el contrario, estudios como los de Rojas-
Grau et al., (2007) y Du et al., (2008) no reportaron una disminucion de la
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PVA como consecuencia de la adicion de carvacrol en los films de alginato-
puré de manzana y a base de tomate, respectivamente. Estas diferencias
podrian atribuirse tanto a la distinta proporcion de agente activo incorporado
como a las diferentes interacciones con la matriz polimérica. No obstante, un
descenso de la capacidad barrera del film concuerda con lo observado en
las propiedades mecénicas, donde se ha visto que el carvacrol tiene un
efecto plastificante, aumentando el volumen libre de la matriz polimérica, lo
que favorece el transporte de las moléculas de permeante, tal y como
reporta Zinoviadouet al., (2009). No obstante, aun en presencia del activo,
los valores de la PVA de los films bicapa almidén-poliéster fueron muy
inferiores a los de la monocapa de almidén de yuca.

TABLA 4. Permeabilidad al vapor de agua (PVA) de las monocapas
(almidén de yuca (AY) y PLA-25PHBV15PEG) y los correspondiente films
bicapa con y sin carvacrol (AY/PLA-25PHBV15PEG y AY/CA/PLA-
25PHBV15PEG, respectivamente). Media + desviacion estandar.

Formulacién PVA-10% (g/m.s.Pa)
AY 283,0 + 6,0%
PLA-25PHBV15PEG 4,2 +0,3°
AY/PLA-25PHBV15PEG 14,0 £ 2,0°
AY/CA/PLA-25PHBV15PEG 57,0 + 17,0°

a-d: Diferentes superindices en la misma columna indican diferencias significativas entre
formulaciones (p < 0,05).

Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

La Figura 1 Anexo muestra los termogramas correspondientes al primer
barrido de calentamiento de los films monocapa obtenidos con PLA, PHBV y
PEG en diferentes proporciones. Pueden apreciarse las diferentes
transiciones de fase (transicion vitrea, cristalizacion o fusion) de los
diferentes polimeros con la historia térmica correspondiente al tratamiento de
mezclado en fundido y moldeo por compresion. El PLA puro o con PEG solo
exhibe Tg, con un endotermo al final de la transicion, asociado a la relajacion
del polimero, lo cual es coherente con su caracter amorfo (segun su ficha
técnica). Por contra para el PHBV puro o PEG se observa la fusién de la
fraccion cristalina del polimero. En las mezclas PHBV-PLA se reflejan las
transiciones de ambos (fusion y T, respectivamente), pero se observa
ademas un exotermo de cristalizacion atribuible al PLA, lo que indica que la
mezcla promueve la cristalizacién del PLA durante el calentamiento en el
ensayo calorimétrico. Coherentemente, se observa un desdoblamiento del
pico de fusion en las mezclas indicando la fusion de zonas cristalinas de
ambos polimeros o incluso podria tratarse de zonas mixtas de cristalizacion
con diferentes intervalos de fusién. Los valores de los diferentes parametros
correspondientes al primer barrido de calentamiento y a la etapa de
enfriamiento (cristalizaciébn) se dan en la Tabla 5 para las distintas
formulaciones. La adicion de PEG tuvo un fuerte efecto plastificante sobre el
PLA, provocando un descenso significativo (39 °C) de su Tg. En paralelo, la
adicion de PEG sobre el PHBV indujo un descenso tanto de las
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temperaturas de fusion (Tf) y cristalizacion (T;), como de las entalpias
asociadas (AH;y AH;), dando lugar a un material menos cristalino. No se
observo la Ty de la fase amorfa del PHBV, que segun diferentes autores esta
alrededor de -10°C (Branciforti et al., 2013).

La incorporaciéon de PHBV al PLA, tanto al 25 como al 35 %, redujo
tambiéen significativamente la T4 del PLA y actué como agente de nucleacion,
fomentando la cristalizacion del PLA durante el barrido de calentamiento
(Figura 1 Anexo), tal como se ha comentado. A su vez, el PLA inhibié la
cristalizacion del PHBV, observandose una reduccion significativa de la
entalpia fusion y también de la de cristalizacién en el barrido de enfriamiento.
La adicion de PEG a las mezclas PLA-PHBYV tuvo diferente efecto en funcion
del porcentaje de ambos polimeros. Asi, la formulacién con 25 % de PHBV
mostro propiedades térmicas muy similares a la correspondiente formulacion
sin PEG, mientras que con 35 % hubo un mayor efecto plastificante del PLA
(menor Tg) y una mayor inhibicion de la cristalizacion del PHBV (menor AHc).
Ademas no se observé cristalizacion del PLA inducida por la presencia del
PHBYV, ni el correspondiente desdoblamiento del pico de fusién. En todas las
mezclas la T. del PHBV fue inferior a la del puro, aunque el nivel de
subenfriamiento fue similar en todos los casos, siendo la diferencia entre T,y
Tm de 51,07 £ 0,24 °C. El comportamiento observado refleja que ambos
polimeros estan en dominios distintos en la mezcla (fases ricas en PLA o en
PHBV), y que las interacciones entre ambos y el PEG estan afectadas por su
proporcion relativa.

TABLA 5. Propiedades térmicas de los diferentes films monocapa PLA-
PHBV-PEG: temperatura de fusion (Ty), temperatura de cristalizacion (T.),
temperatura de transicion vitrea (Tg), entalpia de fusién (AHy) (/g polimero),
entalpia de cristalizacion (AH,).

Formulacion T, (°C) AC, (J/gK) T AH; (J/9) T, AH, (J/g)

PLA 57,2+0,7° 0,3+0,1° - - - -

PLA-15PEG 18+ 2° 1,9+0,7° - - - -

PHBV - - 170,6 £ 0,4* 92 + 2° 1296 +1,2°  129.6+1,2°

PHBV-15PEG - - 166,7 + 0,5° 68,7+ 0,4° 124,20+ 0,04° 124,20 + 0,04°
c a 170,835+ 0,106%

PLA-25PHBV 50,75+ 0,01° 0,36 + 0,02 (16301 £ 0.13) 21 +5° 119,90 + 0,2° 119.9 + 0,2%

d a 172,01+0,11°

PLA-35PHBV 533+04 0,28 + 0,06 (164,9 + 0,2) 29,3+0,4% 120,9+0,4° 120,9 + 0,4¢
d a 172,06 +0,11°

PLA-25PHBV-15PEG  53,67£012% 035+0,01"  165474010) 235+0,3° 121,00+0,12° 121,00 +0,12°

PLA-35PHBV-15PEG 34,4+05° 0,20+0,07* 160,45+0,10° 23,3+0,3° 1094 +0,3° 109,4 + 0,3%

a-e: Diferentes superindices en la misma columna indican diferencias significativas entre
formulaciones (p < 0,05).

Andlisis termogravimétrico (TGA)

La Tabla 6 recoge la temperatura de inicio (Tonset) Y final (Tenser) de
degradacion y la maxima velocidad de degradacion (Tyeak) de las diferentes
formulaciones. El PLA fue térmicamente mas estable que el PHBV con Tpeax
de 329 + 2y 233,15 + 0,08, respectivamente, tal y como reportan Ferreira et
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al., (2002) y Zhao et al., (2013). La incorporacién del plastificante provoco un
descenso significativo de la estabilidad térmica del PLA, mientras que no
afecto significativamente al PHBV. Tal como han observado Requena et al.,
(2016), el PHBV con PEG, presentd una segunda etapa de degradacion a
temperaturas superiores (Figura 2 Anexo), lo cual no se observo para el
PLA. En las mezclas se observaron dos etapas de degradacion
correspondientes a ambos polimeros, con algunos cambios en las
temperaturas de degradacion, lo cual podria indicar una cierta miscibilidad
de ambos polimeros. Tal y como muestran las curvas, el PLA y el PHBV
tienden a degradarse de forma individual cuando forman parte de mezclas
PLA-PHBV, con Tpeak SObre 300 °C y 225 °C, respectivamente. Ademas,
también se observo una disminucion de estabilidad térmica del PLA al
adicionar tanto un 25 como un 35 % de PHBYV, analogamente a lo observado
por Ferreira et al., (2002) y Modi et al., (2011) en mezclas PLA-PHBV. Este
efecto sobre las propiedades térmicas de las mezclas se acentué con la
incorporacion de PEG. Por el contrario, la estabilidad térmica del PHBV no
se vio significativamente afectada por la presencia del PLA.

Los resultados de DSC y TGA revelan una miscibilidad parcial entre el
PHBV y el PLA, pero con clara separacion de fases, con dominios ricos en
PLA y otros ricos en PHBV y un grado de cristalinidad mas reducido que el
obtenido para el PHBV puro, a pesar del efecto inductor del PHBV en la
cristalizacion del PLA. De forma similar Mofokeng et al., (2015) reportan
imagenes de mezclas PLA(70)-PHBV(30), obtenidas por microscopia
electrénica de transmision (TEM), donde el PHBV aparece claramente
dispersado formando esferas en una fase continua de PLA. Analogamente,
Modi et al., (2011) comenta una cierta compatibilidad entre ambos polimeros
debido a la disminucion de la T4 del PLA en las mezclas PLA-PHBV y a la
ausencia de separacion de fases observada mediante microscopia
electrénica de barrido (SEM).

TABLA 6. Temperatura de inicio de degradacion (Tonset), temperatura de fin
de degradacion (Tenset) Y temperatura de degradacion maxima (Tpeax) de las
diferentes monocapas PLA-PHBV-PEG. Media + desviacion estandar.

Formulacion Tonset1 Tpeakl -I-ensetll-ronset2 Tpeak2 Tenset2
- - 309 + 22 329 + 22 340 + 22

PLA-15PEG - - 281 + 4° 314 + 3P 3289+ 1,2°

233,15+ 0,08% 243,09 + 0,12 246,7 +0,7° - -
PHBV-15PEG 229 + 32 241 + 32 249,3 +0,9° - -
PLA-25PHBV 224.6 + 0,9%° 240 + 22 245 + 2° 306 + 3° 327 +2°
PLA-35PHBV 226 + 7%° 240,5+0,7° 247,6 +1,4° 299,97 + 0,05 332,67 + 0,02%°
PLA-25PHBV-15PEG 219 + 7°° 235 + 52 241 +4° 297,42 +1,06° 325 + 2P
PLA-35PHBV-15PEG 216 + 3° 239 + 42 256 + 2¢ 286 + 8° 306 + 9°

a-e: Diferentes superindices en la misma columna indican diferencias significativas entre
formulaciones (p < 0,05).

1. Temperaturas correspondientes a la degradacion del PHBV.

2. Temperaturas correspondientes a la degradacién del PLA.
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El andlisis por TGA de los films bicapa almidon poliéster (Figura 3 Anexo)
revel6 un comportamiento similar al monocapa de almidén de vyuca,
observandose una pérdida inicial de peso asociada al agua ligada al almidon
y la posterior degradacion del material polimérico, con una temperatura del
maximo del orden de 287 °C. La mayor proporcion masica de la capa de
almiddn (61,5 % del ensamblado) y de PLA en la capa de poliésteres (75 %),
ambos con temperaturas muy proximas de degradacion, llevan a un
comportamiento térmico de la bicapa donde no se observa de forma notable
la degradacion del PHBV (8,17 % del total de la bicapa) a menor
temperatura.

Actividad antimicrobiana

Las curvas de crecimiento de L. innocua y E. coli a 10 °C durante 12 dias
en contacto con los films activos (CA-1 y CA-2), con los films control (CF) y
sin film (Cl) aparecen representadas en la Figura 4. La presencia de films
bicapa con carvacrol no tuvo un efecto significativo sobre el crecimiento de
ambas bacterias. No obstante, Kurek et al., (2013), Shemesh et al., (2015) y
Requena et al., (2016) reportaron una actividad antimicrobiana significativa
del carvacrol frente L. Innocua y E. coli, incorporado en films de polietileno
de baja densidad, quitosano y PHBV, respectivamente. La falta de actividad
antimicrobiana detectada en el film bicapa podria atribuirse a una escasa
liberacion de carvacrol al medio, sin alcanzarse la concentracion minima
inhibitoria (MIC) del activo para cada una de las bacterias. A su vez, la
escasa liberacion podria deberse a una fuerte retencién del activo en la
matriz del film o a pérdidas importantes del compuesto durante la etapa de
moldeo por compresién, ya que se observo un flujo radial notable de material
durante la misma. Para confirmar estos aspectos, se plante6 el analisis de la
concentracion de carvacrol en el film en funcién de la distancia al centro del
mismo y el andlisis de la cantidad de carvacrol residual en el film después de
6 dias de contacto con el medio de cultivo, tal como se describe en la
siguiente seccion.

Log (UFC/g)
Log (UFC/g)

0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12
Tiempo (dias) ) Tiempo (dias)

-+=Cl -*-CF CA-1 ——CA-2

FIGURA 4. Curvas de crecimiento de E. coli (a) y L. innocua (b) a 10 °C
durante 12 dias en contacto con los films activos (CA-1 y CA-2), con los films
control sin activos (CF) y sin film (Cl).
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Cuantificacion de carvacrol

La cuantificacién de la pérdida de material por flujo radial de este durante
el termoprensado de la bicapa, mediante pesada de las monocapas y bicapa
final arroj6 un valor de 33 + 3 %. Estas pérdidas se atribuyen al flujo parcial
de los polimeros durante la segunda compresion, favorecido por el efecto
plastificante del carvacrol, previamente comentado. Durante este flujo, parte
del carvacrol incorporado podria escapar de la bicapa, provocando pérdidas
importantes del activo en el film final. Por ello, se analizd la distribucion radial
de carvacrol presente en el film recién prensado y tras 7 dias de equilibrado
a 53 % HR (Tabla 7). Asi, se observo que el CA se distribuye de forma
heterogénea en funcién del radio, siendo significativamente mayor la
concentracion en la zona mas externa (corona de 7-7,5 cm de radio), tanto
en los films recién preparados como después de 7 dias de equilibrado. Estos
resultados confirman la difusion radial del compuesto durante la compresion
de la bicapa y la resistencia a la difusién interna del compuesto dentro de la
matriz polimérica, tanto durante la compresion como después de la
formacion del film. De esta forma, y puesto que la corona 7-7.5 cm se
descartaba tanto para las determinaciones fisicas como para los ensayos
microbioldgicos, la concentracién de carvacrol media estimada en el film fue
1,2 g CA/100 g film y ademés no uniformemente distribuida.

TABLA 7. Distribucion de CA (g/100g film) en los films AY/CA/PLA-
25PHBV15PEG recién preparados (DO) y tras 7 dias de equilibrado al 53 %
HR (D7). Media * desviacion estandar.

'\z'r“a%si’g)a DO (g/100 g film) D7 (g/100 g film)
0a3cm 0,9 +0,3% 0,7 £0,2%
3a5cm 0,9+0,1 1,4 +0,5%
5a7cm 1,5+0,3™ 1,2 +0,23
7a75cm 3,4+0,4% 10,2 + 1,4

a-c: Diferentes superindices en la misma columna indican diferencias significativas entre
formulaciones (p < 0,05).

1-2: Diferentes superindices en la misma fila indican diferencias significativas para las
mismas formulaciones (p < 0,05).

Por otro lado, la concentracion de carvacrol presente en los films en
contacto con el medio de cultivo (CA-1 y CA-2) tras 6 dias en contacto a 10
°C fue 0,8 + 0.2 y 1,3 + 0,4 g CA/100 g film, no mostrando diferencias
significativas entre las diferente cara de contacto). La comparacion de estos
valores con el valor inicial determinado, permitio estimar la cantidad de
carvacrol liberada al medio de cultivo durante los 6 dias de contacto, siendo
esta 9-10° g/ml de medio. Esta concentracion es significativamente inferior a
la MIC de carvacrol reportada para Listeria innocua (3,7-10* g/ml) y
Escherichia coli (3,1-10“ g/ ml) (Burt, 2004; Ye et al., 2013). En base a estos
resultados, se justifica la falta de actividad antimicrobiana observada para los
films bicapas estudiados. Por tanto, aunque en films bicapa de PHBV
elaborados por Requena et al., (2016), la incorporacién de una cantidad
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equivalente de carvacrol (3,4 mg/cm?) conllevd una notable actividad
antimicrobiana contra estas bacterias, las pérdidas de carvacrol durante el
termoprocesado Yy la ineficaz liberacion al medio de la cantidad residual, no
permitieron observar efecto antimicrobiano para los films bicapa almidén-
poliésteres. Por esta razon, y dadas las mejoras en otras propiedades
funcionales de los films, seria conveniente otra forma de incorporacion del
activo que minimice sus pérdidas, como su incorporacién directa en la
formulacion de la capa de poliéster por disolucion en solventes, extension y
secado, puesto que la incorporacion durante la etapa de mezclado en
fundido supondria también grandes pérdidas del activo por evaporacion.

CONCLUSION

Fue posible la obtencion de films bicapa almidon-poliésteres (mezclas de
PLA-PHBV con PEG) con adecuadas propiedades mecanicas y una
reduccion del 80 % de la permeabilidad al vapor de agua respecto a la de los
flms de almidon yuca. Las mezclas de poliésteres PLA-PHBV con
proporciones 75:25 y 65:35 presentaron buena adhesion con la capa de
almidon, pero los films con 25 % de PHBV y 15% de PEG presentaron
mayor extensibilidad y resistencia a la fractura, por lo que se seleccionaron
para la obtencion de los films bicapa. La incorporacion de carvacrol en el
bicapa incrementd en gran medida la fluencia del material durante la
termocompresién, en coherencia con su efecto plastificante detectado en las
propiedades mecanicas (incremento de la extensibilidad del film). Esto
provocé pérdidas notables del activo en el film bicapa reduciendo en un 86
% su concentracion en el film, respecto a la cantidad tedrica incorporada.
Ademas, el carvacrol retenido en el bicapa no se liber6 al medio de cultivo
de forma efectiva en los ensayos antimicrobianos, ni desde la capa de
almidon, ni desde la capa de poliésteres. Todo esto implic6 que su
concentracion efectiva en el medio de cultivo no superara la concentracion
minima inhibitoria de carvacrol para Escherichia. coli y Listeria innocua, con
lo que no se observo actividad antimicrobiana contra estas dos bacterias en
los ensayos in vitro. Por consiguiente, es necesaria la optimizacion del
método de incorporacion del activo en el film bicapa en aras a obtener una
mayor concentracién final en el film, asi como estudios de liberaciéon en
simulantes alimentarios para conocer el reparto efectivo del activo entre el
film y el sustrato alimentario, en funcién de la afinidad relativa del activo con
ambas fases.
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ANEXO

PLA-35PHBV-15PEG
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FIGURA 1. Termogramas obtenidos del primer barrido de calentamiento
mediante DSC de los diferentes films monocapa PLA-PHBV-PEG.
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FIGURA 2. Curvas TGA de los diferentes films monocapa PLA-PHBV-PEG.
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FIGURA 3. Curvas TGA de los films bicapa con (AY/CA/PLA-25PHBV-
15PEG) y sin carvacrol. (AY/PLA-25PHBV-15PEG).
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