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DE POLIVINIL-ALCOHOL (PVA)
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RESUMEN

El carvacrol (CA) es un compuesto mayoritario en aceites esenciales de orégano y tomillo, con
propiedades antioxidantes y antimicrobianas. Su incorporacidon en matrices de biopolimeros
permite la obtencién de materiales activos biodegradables para el envasado de alimentos. En
este estudio se desarrollaron films a base de PVA con carvacrol, utilizando dos tipos de PVA (A:
M., 89,000-98,000; 99-99.8% hidrolizado y B: M,, 13,000-23,000; 87-89% hidrolizado) y dos
proporciones de CA (5y 10 % respecto al polimero) incorporado mediante emulsificacion directa
o previamente encapsulado en vesiculas liposomales a base de lecitina (LEC) (CA: LEC: 1:1y 1:2).
Las propiedades microestructurales, dpticas (color y transparencia), mecanicas y de barrera al
vapor de agua y al oxigeno fueron evaluadas para la caracterizacion de los films (10
formulaciones). La diferencia en el peso molecular y grado de hidrélisis del PVA afectd
notablemente a la microestructura de los films con CA, el cual se integré de forma mas
homogénea en las matrices de PVA-B, evidenciando la afinidad quimica del compuesto con las
cadenas poliméricas. Los films de PVA-A presentaron mayor moédulo de elasticidad (ME),
resistencia a la tracciéon (TS) y extensibilidad (% €) debido al empaquetamiento de moléculas de
mayor tamafio que confieren mayores fuerzas de cohesiéon a la matriz. En el PVA-A, el CA
incorporado por emulsificacidon no tuvo un efecto notable en las propiedades mecdnicas de los
films, mientras que con LEC, se obtuvieron films menos rigidos. En PVA-B, la incorporacion de
CA potencid la resistencia y la extensibilidad de los films. En cuanto a las propiedades de barrera,
la incorporacion de CA no afectd de forma notable la permeabilidad al vapor de agua, pero
promovid un incremento de la permeabilidad al oxigeno. La incorporacién de LEC supuso un
ligero cambio de coloracidon de los films, asi como pérdida de transparencia. EI PVA,
especialmente PVA-B, presentd buena capacidad para encapsular CA, sin cambios relevantes en
las propiedades funcionales de los films, lo que permite obtener films activos mediante la
incorporacién de este compuesto.

Palabras clave: Carvacrol, polivinil-alcohol (PVA), permeabilidad, resistencia, extensibilidad,
propiedades dpticas, encapsulacién, liposomas, lecitina.
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RESUM

El carvacrol (CA) és un component majoritari en olis essencials d’orenga i timdé, amb propietats
antioxidants i antimicrobianes. La seua incorporacid a matrius de biopolimers ha permes
I’obtencié de materials actius biodegradables per a I'envasament d’aliments. En aquest estudi
es desenvoluparen films a base de PVA amb carvacrol, utilitzant dos tipus de PVA (A: Mw 89,000-
98,000; 99-99.8% hidrolitzat i B: Mw 13,000-23,000; 87-89% hidrolitzat) i dues proporcions de
CA (5 i 10% respecte al polimer) incorporat mitjancant emulsificacid directa o previament
encapsulat en vesicules liposomals a base de lecitina (LEC) (CA:LEC 1:1 i 1:2). Les propietats
microestructurals, optiques (color i transparéncia), mecaniques i de barrera al vapor d’aiguai a
I’oxigen van ser avaluades per a la caracteritzacié dels films (10 formulacions). La diferéncia en
pes molecularigrau d'hidrolisi del PVA va afectar notablement la microestructura dels films amb
CA, el qual es vaintegrar de forma més homogenia en les matrius de PVA-B, evidenciant |'afinitat
quimica del component amb les cadenes polimeriques. Els films de PVA-A presentaren major
modul d’elasticitat (ME), resisténcia a la traccid (TS) i extensibilitat (%R), a causa de
I’empaquetament de molecules més grans que confereixen majors forces de cohesio a la matriu.
Al PVA-A, el CA incorporat per emulsificacié no va tindre un efecte notable en les propietats
mecaniques dels films, mentre que amb LEC, es van obtindre films menys rigids. Al PVA-B, la
incorporacié de CA va potenciar la resisténcia i I’extensibilitat dels films. Quant a les propietats
de barrera al vapor d’aigua, la incorporacié de CA no va afectar de forma notable, pero va
incrementar la permeabilitat a I'oxigen. La incorporacid de LEC va suposar un lleuger canvi de
coloracié dels films, aixi com una perdua de transparencia. El PVA, especialment PVA-B, va
presentar una bona capacitat per a encapsular CA sense canvis rellevants en les propietats
funcionals dels films, el que va permetre obtindre films actius mitjancant la incorporacié
d’aquest compost.

Paraules clau: Carvacrol, polinivil-alcohol (PVA), permeabilitat, resisténcia, extensibilitat,
propietats optiques, encapsulacid, liposomes, lecitina.

ABSTRACT

Carvacrol (CA) is the main component of oregano and thyme essential oils, with antioxidant and
antimicrobial properties. Its incorporation into biopolymer matrices would allow to obtain active
and biodegradable materials for food packaging. In this study, PVA-based films with carvacrol
were developed, using two types of PVA (A: Mw 89,000-98,000; 99-99.8% hydrolyzed and B:
13,000-23,000; 87-89% hydrolyzed) and two proportions of CA (5 and 10% regarding the
polymer) incorporated by direct emulsification or previously encapsulated in lecithin-based
(LEC) liposomal vesicles (CA:LEC 1:1 and 1:2). Microstructural, optical (colour and transparency),
mechanical and water vapour and oxygen barrier properties were evaluated for the
characterization of the films (10 formulations). The difference in molecular weight and
hydrolysis degree of PVA considerably affected the microstructure of the films with CA, which
was integrated more homogenously in the PVA-B matrices, showing the chemical affinity of the
compound with the polymer chains. PVA-A films displayed higher values for the modulus of
elasticity (ME), tensile strength (TS) and elongation (%g€) due to the packing of longer molecules
that gave more cohesive strength to the matrix. In PVA-A, the CA incorporated by emulsification
did not have a remarkable effect in the mechanical properties, whether in films with LEC, the
results were less rigid films. With PVA-B, the CA incorporated boosted the tensile strength and
the elongation of the films. Regarding water vapour barrier properties, the incorporation of CA
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was not a significant effect, but it increased oxygen permeability. The incorporation of LEC led
to a slight change in the film’s colour, as well as a loss of transparency. PVA, especially PVA-B,
showed good capacity to encapsulate CA without significant changes in the film’s functional
properties, allowing to obtain active films by the encapsulation of this compound.

Key words: Carvacrol, Polyvinyl-alcohol (PVA), permeability, tensile strength, elongation, optical
properties, encapsulation, liposomes, lecithin.
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1. INTRODUCCION

Los plasticos se han utilizado cominmente como material de envase en distintos
ambitos industriales debido a sus propiedades (resistencia, maleabilidad y permeabilidad
controlada) y bajo precio. Anualmente, se usan alrededor de 260 millones de toneladas de
plastico (Thompson et al., 2009) y, en consecuencia, los residuos generados a partir de este
material afectan radicalmente al medio ambiente, ya que permanecen en él por cientos de afios
debido a su falta de biodegradabilidad (Azahari et al., 2011). La industria de alimentos es la
principal responsable de la generacion acelerada de residuos plasticos, pues el continuo
aumento de la demanda de bebidas y comidas preparadas implica el uso masivo de articulos
desechables como bandejas, bolsas, platos, vasos, cubiertos y otros productos fabricados a
partir de polimeros sintéticos.

Ante esta problematica, numerosos estudios se han enfocado en la generacién de
nuevos materiales biodegradables para la fabricacién de envases (Tharanathan, 2003). Entre las
fuentes de polimeros naturales renovables se destaca el almiddn, la celulosa, el quitosano y las
proteinas, mientras que entre los polimeros sintéticos biodegradables se tienen dos ejemplos
importantes: la policaprolactona (PCL) y el polivinil alcohol (PVA). EI PVA es un polimero sintético
de gran flexibilidad y resistencia, proveniente de la hidrdlisis controlada del polivinil acetato
(PVA.). EI PVA se clasifica como de alta (<99%), media (=88%) y baja (=78%) hidrdlisis, en funcion
de la cantidad de grupos acetato hidrolizados, siendo éste el porcentaje molar de unidades del
grupo hidroxilo, dentro de la totalidad de unidades de la cadena. El grado de hidrdlisis y el peso
molecular en conjunto, determinan propiedades como la viscosidad, elasticidad, resistencia a la
traccion y la capacidad de formacion de los films, considerdandose como las dos caracteristicas
mas relevantes en la funcionalidad de este polimero (Muppalaneni S. y Omidian H., 2013).

NaOH
HCH—CHAT e O —CHA

methanol
0 0
s ’
CHs
polyi{vinyl acetate) poly{vinyl alcohol)

Figura 1. Formacion del PVA a partir del polivinil acetato

Por otro lado, los films biodegradables con propiedades antimicrobianas y antioxidantes
suponen una innovacion en el concepto de envase, por su capacidad para reducir, inhibir o
detener el crecimiento de microorganismos y evitar los fendmenos oxidativos, aumentando asi
la vida util de los alimentos (Falaguera et al.,, 2011). En este sentido, se han identificado
numerosos compuestos de origen natural como los aceites esenciales y extractos vegetales que
exhiben propiedades antimicrobianas, antifungicas y antioxidantes, que pueden ser
aprovechadas en la elaboracion de productos de alto valor agregado y de gran interés en el
mercado actual, como son los envases activos.

Entre los agentes activos mas investigados estan los aceites esenciales (Bakkali et al.,
2008). Los aceites esenciales son mezclas de numerosos compuestos quimicos de mayor y
menor volatilidad. Su fraccion volatil estd compuesta por terpenos, terpenoides y compuestos
aromaticos y alifaticos de bajo peso molecular. Se obtienen por extraccién con solventes
organicos o mediante destilaciéon de diferentes partes de las plantas. Su uso en productos
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alimentarios estd permitido, ya que han sido reconocidos por la FDA (Food and Drug
Administration) como compuestos seguros (Generally Recognized as Safe, GRAS) (Viuda-Martos
et al., 2010; Hyldgaard et al., 2012; Tognuanchan y Benjakul, 2014; Nazzaro et al., 2013).

Entre los componentes quimicos de varios aceites esenciales, se ha demostrado que el
carvacrol posee una accién antimicrobiana destacada (Verldhuizen et al., 2006). El carvacrol es
el componente mayoritario del aceite esencial de orégano (del 60 al 74% de carvacrol) y de
tomillo (45% de carvacrol) (Lagouri et al., 1993; Arrebola et al., 1994). Es un terpenoide, es decir,
un terpeno con modificaciones bioquimicas a través de enzimas que agregan moléculas de
oxigeno y mueven o eliminan grupos metilo (Caballero et al., 2003).

OH

Figura 2. Estructura del carvacrol

Generalmente, los aceites esenciales se han incorporado en la formulacién de peliculas
activas a través de un proceso de homogeneizacién de la disolucion polimérica con el activo, con
la posterior extension y secado en placa (casting) para la formacion del film. Este procedimiento
puede implicar importantes pérdidas de compuestos volatiles principalmente durante el
proceso de secado. Es sobre todo en esta Ultima etapa, con sistemas solventes acuosos, cuando
las gotas de aceite esencial son susceptibles de sufrir procesos de desestabilizacion como
floculacidn, coalescencia y cremado, que llevan a las gotas a la superficie del film donde
evaporan los componentes por arrastre de vapor junto con el agua evaporada. Por ello, cuando
se trata de sistemas acuosos, la capacidad activa de los films se ve significativamente afectada
por pérdidas notables del componente activo (Jiménez et al., 2010).

Para contrarrestar dicha problematica, diferentes estudios han planteado varias
técnicas de encapsulacion de aceites esenciales, con el fin de aumentar su estabilidad y
prolongar los beneficios de éstos mediante una liberacidn controlada (Hong and Park, 1999;
Asbahani et al., 2015), lo que, ademas, contribuye a mitigar el impacto sensorial de estos
compuestos aromaticos en los alimentos implicados.

El método de encapsulacién debe ser generalmente simple, reproducible, rapido,
efectivo y facil (Carvalho et al., 2016). El método utilizado depende de diferentes aspectos como
son las propiedades fisico-quimicas del material a encapsular, el material encapsulante, la
liberacion del compuesto encapsulado, la funcion y el coste (Krishnan et al., 2005; Kanakdande
et al.,, 2007). Algunos sistemas de encapsulacién estudiados han sido la formacion de
nanoemulsiones (Severino et al., 2015), nanoparticulas de quitosano o proteina vegetal (Wu et
al., 2012), nanogeles (Abreu et al., 2012), microesferas de alginato (Benavides et al., 2016),
nanofibras de PVA, ciclodextrinas injertadas en quitosano o liposomas (Boelter y Brandellu,
2016).

Los liposomas son vesiculas esféricas de fosfolipidos organizadas en una o varias bicapas
concéntricas, con un nucleo interno acuoso, capaces de autoensamblarse en disoluciones
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acuosas. Los liposomas son biodegradables, no téxicos, no inmunogénicos y biocompatibles
(Anweker, Patel y Singhai, 2011). Suponen un enfoque eficiente a la incorporacién de
componentes naturales, como los aceites esenciales, mejorando su solubilidad y su estabilidad
quimica (Coimbra et al.,, 2011). En otros estudios se ha verificado la importancia de la
composicion de los liposomas en el control de la liberacién de los componentes activos (Jiménez
y Chiralt, 2015). La liberacién depende de la naturaleza lipidica, del agente bioactivo y de las
interacciones compuesto-liposoma (Fernandez-Pan et al., 2015). Aunque actualmente no
existen muchos estudios que traten la liberacién de compuestos activos encapsulados, se han
descrito diferentes mecanismos de liberacion entre los cuales se encuentran la difusidn debida
a un gradiente de concentracion, el hinchamiento debido a la migracién de agua, o el efecto de
fuerzas externas como el pH o la temperatura (Zhang et al., 2015).

Figura 3. Encapsulacién de compuestos hidrofébicos (puntos rojos) en la estructura laminar
de los liposomas

Las ventajas que presentan los liposomas son multiples. Entre ellas, se encuentra la
mejora de la biodisponibilidad del compuesto activo, la posibilidad de favorecer mecanismos de
absorcidén celular, la reduccion de la cantidad de compuesto activo incorporado y el aumento de
la concentracidon de este en areas del alimento donde los microorganismos se localicen
preferentemente (Severino et al., 2015). La obtencién de liposomas se puede llevar a cabo a
través de diferentes técnicas, como extrusidn, homogeneizacién a alta presidn o sonicaciéon
(Boelter y Brandelli, 2016). La sonicacién consiste en la aplicacion de ultrasonidos de alta
intensidad a dispersiones liposomales, lo que resulta en la formacidon de pequefias vesiculas
lipidicas (Torchlin, 2003). La propagacién de la onda de sonido a través de las muestras causa
una generacion espontanea de pequefias cavidades, como resultado de unas condiciones de
presion extrema, un aumento de la temperatura y la generacion de un flujo muy turbulento. Las
condiciones de flujo turbulento provocan grandes fuerzas de cizalla en vesiculas multilamelares
que causan la alteracién de las estructuras de dichas vesiculas, seguida de una reorganizacion
en vesiculas mas pequefias (Taylor et al., 2005).

La lecitina ha demostrado su efectividad en la formacion de liposomas debido a su alto
contenido en fosfolipidos, permitiendo la liberacién controlada de los compuestos bioactivos en
los alimentos y prolongando la vida util de los mismos (Calvifio, Sdnchez y Garcia, 2016).

Considerando la importancia de desarrollar nuevos materiales para el envasado de
alimentos, en el presente estudio se han elaborado y caracterizado films activos de PVA y CA. El
carvacrol fue incorporado en la matriz polimérica tanto por emulsificacién directa, como
encapsulado en sistemas liposomales, analizando su influencia en las caracteristicas
microestructurales, dpticas, mecanicas y de barrera de dos tipos de PVA, con diferente peso
molecular y grado de hidrdlisis.



2. OBIJETIVOS

Objetivo general:
Encapsulacidn de carvacrol para la obtencién de peliculas activas de polivinil-alcohol.
Objetivos especificos:

1. Encapsulacion de carvacrol en sistemas liposomales.

2. Elaboracion de los films activos de polivinil-alcohol con carvacrol libre o encapsulado.

3. Evaluacién de la microestructura, las propiedades mecdnicas, dpticas y de barrera de
los diferentes films de polivinil-alcohol con carvacrol libre y encapsulado.

3. MATERIALES Y METODOS
3.1.MATERIALES

Para la obtencidn de los films se utilizaron dos tipos de PVA: PVA-A (M,, 89,000-98,000; 99-
99.8% hidrolizado) y PVA-B (M, 13,000-23,000; 87-89% hidrolizado) suministrados por Sigma
(Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Alemania). Para la formacién de liposomas se usé lecitina de
soja Lipoid S75 con un contenido en fosfatidilcolina del 75% (Lipoid GmbH, FrigenstralRe, Alemania).
El compuesto activo seleccionado fue el carvacrol (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Alemania).
Para el acondicionamiento de los films se utilizé nitrato de magnesio y pentdxido de fosforo. Los
solventes empleados fueron metanol grado HPLC de Panreac Quimica S.A. (Castellar de Vallés,
Barcelona) y agua destilada.

3.2.PREPARACION DE SISTEMAS LIPOSOMALES DE ENCAPSULACION

La lecitina se dispersé al 5% (m/m) en agua destilada mediante agitacion magnética durante
15 minutos a 700 rpm. Tras esa etapa, el CA fue incorporado en ratios de CA:LEC 1:1 y 1:2.
Finalmente la mezcla se sometid a sonicacidon a 20 kHz durante 10 minutos, con pulsos de 1
segundo. Los tratamientos se mantuvieron en un bafo de hielo para mitigar el calentamiento de la
muestra.

3.3.0BTENCION DE LOS FILMS

Los films fueron elaborados por el método de casting. Se prepararon soluciones poliméricas
de cada tipo de PVA al 5% (m/m) en agua destilada, utilizando agitacidn magnética (1200 rpm) a
100°C durante 3h. Para la preparacion de films con CA emulsionado directamente en la matriz se
utilizé sonicaciéon (20 kHz durante 10 min, con pulsos de 1 s) para incorporar el CA en proporciones
de 5% (m/m) y 10% (m/m) respecto al polimero. En el caso del CA encapsulado, las mismas
proporciones de CA se agregaron a la matriz polimérica a través de las suspensiones liposomales,
para ello, las soluciones de PVA y los liposomas se mezclaron mediante agitacion magnética a 600
rpm durante 15 min. Finalmente, los films se obtuvieron por vertido en placa de teflon de las
disoluciones poliméricas con una masa equivalente constante de polimero por placa (2 g por placa)
y se dejaron secar durante 48 horas en condiciones de humedad y temperatura controladas (HR:
45 + 2% y T: 25 °C * 2). La tabla 1 presenta las cantidades correspondientes de cada componente
por film para cada una de las formulaciones estudiadas.
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Tabla 1. Formulaciones y contenido en componentes de los films.

PVA
Tratamiento L. Carvacrol (g) Lecitina (g)
Caracteristicas PVA (g)
A 2 0 0
A-CAS A 2 0,1 0
A-CA10 (M., 89,000-98,000; 99- 2 0,2 0
A-L-CAS5 99.8% hidrolizado) 2 0,1 0,2
A-L-CA10 2 0,2 0,2
B 2 0 0
B-CA5 B 2 0,1 0
B-CA10 (M, 13,000-23,000; 87- 2 0,2 0
B-L-CAS5 89% hidrolizado) 2 0,1 0,2
B-L-CA10 2 0,2 0,2

3.4.CARACTERIZACION DE LAS PELICULAS ACTIVAS DE POLIVINILALCOHOL
3.4.1. Grado de retencion de carvacrol

La cantidad de CA retenido en las diferentes peliculas, tras el proceso de vertido y
secado, se cuantifico a través de extraccion en una disolucion acuosa de metanol al 50% (v/v).
Se recortaron muestras de films de 4 cm? de drea y se pusieron en contacto con 50 ml de la
disolucién de metanol durante 48 horas a temperatura ambiente y en agitacién constante (300
rpm). La concentracién de CA extraida de los films se cuantific6 mediante espectrofotometria
(Hulios Zeta UVeVis, Thermo Fisher Scientific, United Kingdom) a 274 nm, utilizando una recta
patron de calibrado (¥ = 0,0159X + 0,0069 R? = 0.998). Se calculé el porcentaje de
retencién de CA en los films en base a la masa de CA extraido con la disolucién de metanol
respecto la masa de CA inicialmente incorporada (ecuacién 1).

CA extraido en metanol (g)

x 100

Grado de retencion =

(1)

CA incorporado (g)

3.4.2. Microestructura de los films

La microestructura de las peliculas (seccién transversal) se observé utilizando Field
Emission Scanning Electron Microscope (FESEM) (JEOL, model JSM-5410, Japan). Las muestras
fueron previamente acondicionadas en desecadores con pentdxido de fésforo (P,Os). Para la
observaciéon de la seccidén transversal, las muestras fueron sometidas a criofractura tras su
inmersidn en nitrégeno liquido. Todas las muestras se recubrieron con platino. La observaciéon
se realizd utilizando un voltaje de aceleraciéon de 2 kV.
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3.4.3. Medida del espesor de los films

Se determiné el espesor de los diferentes films en diez puntos aleatorios utilizando un
micrémetro electrénico digital (Comecta S.A., Barcelona, Espaia).

3.4.4. Determinacion de las propiedades mecanicas

Las propiedades mecanicas se determinaron utilizando una maquina de ensayo
universal (Stable Micro Systems, TAXT plus, Haslemere, Inglaterra), siguiendo el método
estandar ASTM D882-09 (ASTM 2009). Para cada formulacidn, se cortaron ocho probetas de
ensayo (25 mm x 100 mm) y se acondicionaron durante una semana (HR: 53% y T: 25 °C). Una
vez acondicionadas las muestras, se sometieron al ensayo de extensién. Los parametros de
separacion inicial de las pinzas y velocidad de elongacién fueron de 50 mm y 50 mm-min~,
respectivamente. A partir de las curvas de tensién (o) frente a deformacién de Henky (eun) se
obtuvieron los parametros: mdodulo de elasticidad (ME), resistencia a la fractura (TS) y

porcentaje de extensibilidad en el punto de fractura (%¢).

3.4.5. Permeabilidad al vapor de agua

La permeabilidad al vapor de agua (WVP) se determiné usando el método gravimétrico
ASTM E96-65 (ASTM, 2005). Para el ensayo, las muestras se sometieron a un gradiente de
humedad relativa (HR) 53-100%. Para ello, se utilizaron copas Payne (3.5 cm de didmetro,
Elcometer SPRL, Hernelle/s Argentau, Belgium) que contenian 5 ml de agua destilada,
exponiendo asi los films al 100% de HR por una de sus caras. A su vez, las copas se introdujeron
en desecadores con soluciones sobresaturadas de nitrato de magnesio para mantener la HR en
53%. El ensayo se realizd en el interior de una camara de temperatura controlada (25 °C), con
un ventilador en la parte superior de cada desecador para reducir la resistencia al transporte de
vapor de agua. Transcurridas 16 horas se monitorizd la pérdida de peso con una balanza analitica
(ME235P Sartorius, Alemania) en intervalos de 1,5 horas. Cada tratamiento se analizé por
triplicado.

La pendiente de la representacién de la pérdida de masa frente al tiempo en el estado
estacionario se dividié entre el drea expuesta para calcular la velocidad de transferencia del
vapor de agua (WVTR). La presidn de vapor de agua en la cara interior del film (p2) se obtuvo
con el método propuesto por (McHugh et al., 1993), para corregir el efecto de gradientes de
concentracién establecidos en el espacio de cabeza de la copa (ecuacién 2).
.D.Ln[M]

(P—p1)

WVTR = T A2

(2)

Donde: P = presién total (atm); D = difusividad del agua en aire a 25 °C (m?/s); R = constante de
los gases (82.057-10° m3-atm-kmol™-K1); T = temperatura (K); Az = altura media del espacio de
cabeza (m), considerando su altura inicial y final; p1 = presién de vapor de agua en la superficie
de la solucidn (atm); p2 = presion de vapor corregida en la cara interior del film. Utilizando la
ecuacion 3, WVP se calculd a partir de p; y la presidén de vapor de agua en la cara exterior del
film (ps).

WVTR
WVP = 22-p3 espesor (3)
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3.4.6. Permeabilidad al oxigeno

La permeabilidad al oxigeno (OP) se determiné siguiendo el método estandar ASTM
F1927-07 (ASTM, 2010), con ciertas modificaciones. Se evaluaron films de 50 cm?, manteniendo
condiciones de temperatura (23 °C + 1) y humedad relativa (53% + 2%) durante el periodo del
ensayo, utilizando el equipo Ox-Tran (Modelo 1/50, Mocon, Minneapolis, EE. UU.). Cada
formulacidn se analizé por triplicado.

3.4.7. Propiedades opticas

Las propiedades opticas (transparencia y coordinadas psicométricas) fueron
determinadas por triplicado midiendo el espectro de reflexién de las muestras a una longitud de
onda de 400 a 700 nm usando un espectrocolorimetro Minolta (modelo CM-3600d, Minolta Co.,
Tokio, Japdn). La transparencia se midié por medio de la transmitancia interna (Ti), ecuacion 4,
aplicando la teoria de Kubelka-Munk de la dispersion multiple del espectro de reflexidn
(Hutchings, 1999) dados los espectros de reflexion de los films sobre fondo blanco (R) y negro
(Ro) y el espectro del blanco (Rg).

T; =/(a+ Ry)% — b2 (4)

R, =a-b 5)

Las coordenadas de color CIE L*a*b* se obtuvieron a partir de la reflectancia de una
capa infinitamente gruesa del material (R-), ecuacién 5, considerando un iluminante D65 y un
observador 10 °. El espacio de color CIE L*a*b* estd formado por las coordenadas L*, que
representa la luminosidad de un color; a*, que representa una medida del contenido de rojo o
de verde de un color y b*, que indica el contenido de amarillo o azul de un color; obtenidas
mediante las ecuaciones 6y 7.

«_ 1 Ro—R+Ry
@ =3[R+ =29 (6)
b* = (a® — 1)'/? (7

A partir de los valores de L*, a* y b*, se pueden obtener las coordenadas psicométricas
o atributos de color percibido, que son la luminosidad (L*), el tono (h*,,) y el croma (C*.u) que
se obtienen mediante las ecuaciones 8 y 9. C* es la medida de la saturacién de un color y h* es
el angulo que mide la tonalidad.

Cap =/ (a® + b?) ®)

*

hgp = arctg % 9

3.5.ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico de los datos se llevd a cabo usando Statgraphics Centurion XVL.II.
Se analizaron los datos mediante el Analisis de la Varianza (ANOVA), tanto simple como
multifactorial y mediante la prueba de Rangos Multiples.
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4. RESULTADOS
4.1.RETENCION DEL CARVACROL

El porcentaje de retencidn de CA en los dos tipos de PVA se muestra en la Tabla 2. De
manera general, el CA encapsulado en liposomas presentd un mayor grado de retencién
respecto al CA incorporado por emulsificacion directa. Este hecho reitera el efecto de las
vesiculas liposomales frente a la proteccion del compuesto activo y el control de su
volatilizacidn durante la etapa de secado de las peliculas. Por su parte, el tipo de PVA influyé
significativamente sobre el grado de retencidon del compuesto activo, pues la presencia de
grupos acetato residuales en PVA-B le confiere un mayor caracter anfifilico al polimero,
promoviendo la afinidad con compuestos lipidicos, especialmente con el CA. Como muestra
de ello se observa el considerable nivel de retencion del compuesto activo, inclusive
incorporado por emulsificacion directa.

Tabla 2. Grado de retencion de CA en los diferentes tratamientos y concentracion final en los
films.

X CA Grado.t!e
Tratamiento retencion
mg CA/gPVA mgCA/ g film (%)

A-CA5 24+ 1 23+1 48 + 2°
A-CA10 51+2 46+ 2 514+2%®
A-L-CA5 28+ 1 24+ 1 55 + 3b¢

A-L-CA10 57+2 48+ 2 57 +30%
B-CA5 29+1 28+ 2 58 + 3¢
B-CA10 63+2 57+2 63 + 2¢
B-L-CA5 37+2 3242 74+ 2f
B-L-CA10 67+2 61+ 2 67 + 3¢

abede | otras diferentes en la misma columna implica una diferencia significativa entre las

formulaciones (p<0.05).

4.2. MICROESTRUCTURA

El estudio microestructural de los films permite conocer la disposicion de los distintos
componentes de la dispersidn inicial una vez los films estan totalmente secos, y correlacionar
la informacién obtenida con las propiedades funcionales como la capacidad de barrera,
propiedades mecdnicas y épticas (Cano, 2013). Durante el secado de los films, la evaporacion
del disolvente provoca cambios en las concentraciones de los componentes y la viscosidad de
la fase liquida, lo que conduce a cambios, especialmente en la distribucién de la fraccion

14



lipidica, que generalmente se distribuye en gotas, afectando la estructura interna de la
pelicula, lo que, a su vez, afecta a otras propiedades (Jiménez et al., 2010).

El corte transversal de las peliculas tanto de PVA-A como PVA-B muestra diferencias
estructurales significativas relacionadas a la diferente afinidad de los compuestos lipidicos que
fueron adicionados en la matriz polimérica. En el caso del PVA-A, el CA incorporado
directamente en la matriz se distribuyé de manera estocastica en gotas con alta variabilidad
de tamafios, mientras que en el PVA-B no se observan gotas, lo que demuestra su enlazado a
las cadenas poliméricas, generando una estructura homogénea. Este hecho, puede atribuirse
al diferente grado de hidrdlisis de los dos tipos de PVA. Por otra parte, el elevado grado de
hidrélisis y el mayor tamafio de las cadenas del PVA-A potencian el incremento de las fuerzas
intermoleculares y conducen a organizacién mas cohesionada, limitando la inclusidn del CA, lo
gue provoca su separacion de fases (gotas) como se observa en la muestra PVA-A-CA (Figura
4). Por otro lado, el PVA-B cuenta con cadenas moleculares de menor tamafio que presentan
algunos grupos acetato residuales que, en medio acuoso, son capaces de generar carga
negativa en las cadenas, tal como describe Wisniewska et al. (2016), a las cuales puede unirse
el CA a través de la donacidn del protdn fendlico con caracter de 4cido débil. Esta interaccion
PVA-B con el CA potencia su afinidad, dando lugar a una estructura homogénea (muestra PVA-
B-CA en la Figura 4.) y contribuyendo a la retencion efectiva del compuesto en la matriz

polimérica.
+
—E Hc-cHz—?H-CHzﬂ» = H + {HT_CHi?H_CHZ}:{H?—CH—?CHZ}
o o OH
OH |0 n OoH o ~n ? 07N
Z C<cH el
“CH, N NcH,

La misma tendencia se observa al incorporar CA encapsulado a las matrices
poliméricas. El CA se distribuyd en la matriz del PVA-A en forma de gotas y de forma mucho
mas homogénea en la matriz del PVA-B. No obstante, el tamafio de las gotas, asi como la
variabilidad de su distribucién de tamafios fue mucho menor que al incorporarlo por
emulsificacion directa. Este hecho indica que la encapsulacién de CA en LEC, ralentizd los
fendmenos de desestabilizacién de la emulsion como la coalescencia o la maduracién de
Ostwald, que originan el cremado del lipido a la superficie del film, asociado con la pérdida
acelerada de compuestos activos durante la etapa de secado de los films. Los films de PVA-B
presentaron una leve modificacién estructural con la incorporacién del carvacrol encapsulado
en lecitina atribuible a los liposomas residuales en la matriz, mientas que el carvacrol liberado
de las mismas durante la etapa de secado del film aparece también ligado a las cadenas
poliméricas.
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Figura 4. Imagenes FESEM de la seccion transversal de films de PVA. El CA esta presente al
10 % respecto al polimero
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4.3.PROPIEDADES MECANICAS

La Tabla 3 muestra los valores obtenidos para la resistencia a la fractura (TS),
extensibilidad (% €) y el médulo de elasticidad (ME) de los diferentes films evaluados. Los films
de PVA-A presentaron mejores propiedades mecanicas que los de PVA-B, pues las fuerzas
intermoleculares en peliculas de PVA-A resultaron favorecidas por la presencia de cadenas
moleculares mas largas y con mayor grado de hidrélisis que en PVA-B. Este efecto también fue
reportado por Marten (2002), quien observd que el incremento del peso molecular y del grado
de hidrolisis mejord las propiedades mecanicas de los materiales de PVA.

Por su parte, cada tipo de PVA presentd efectos diferentes ante la incorporacién de CA
libre o encapsulado en la matriz. El PVA-A incrementd su extensibilidad (% €) de forma
directamente proporcional a la fraccién mdsica de lipidos del material, probablemente debido
a la accion plastificante del CA y de la LEC, que favorecen el deslizamiento entre las cadenas
poliméricas durante la extensién del film. El mdédulo de elasticidad no sufrio cambios
significativos con la incorporacidon de CA emulsionado, no obstante, al agregarlo encapsulado
se redujo considerablemente, probablemente por el efecto de la lecitina que contribuye a
debilitar las uniones intercadena de la matriz. Las moléculas y asociaciones moleculares de LEC
al debilitar las fuerzas de interaccidn intermolecular promueven la relajacién de las cadenas,
lo cual resulta en materiales menos rigidos. Efectos similares se obtuvieron en otros estudios
con adicion de lipidos a matrices poliméricas (Fabra et al., 2008 y 2009; Sdnchez et al., 2010;
Ortega-Toro et al., 2017; Bonilla et al., 2012).

En el caso de PVA-B, la incorporacién de CA mejoré las propiedades mecanicas del
material, probablemente debido al efecto de cross-linking entre el polimero y el CA, lo cual es
coherente con la microestructura observada con FESEM, que revela peliculas (PVA-B-CA) de
caracter monofasico y textura lisa, resultado de la afinidad e interaccion entre los compuestos,
previamente descrita. Las peliculas de PVA-B con CA incorporado de manera directa,
presentaron un importante aumento de la resistencia del material y de la extensibilidad sin
afectar el mdédulo de elasticidad. Por su parte, las peliculas con el compuesto activo
encapsulado mantuvieron la misma tendencia en cuanto a la resistencia y la extensibilidad,
pero presentaron pérdida de rigidez, debido a que la LEC no mostré la misma afinidad que el
CA con el polimero, lo que repercute en una reduccién de las fuerzas intercadena y, en
consecuencia, de la cohesidn de las peliculas.

17



Tabla 3. Tensién de fractura (TS), Extensibilidad (%¢) y mdédulo de Elasticidad (ME) obtenidos
para los diferentes tratamientos.

T . Tension de fractura o Médulo de Elasticidad
ratamiento (MPa) Extensibilidad (%€) (MPa)
A 14 (2) ¢ 132 (9) « 7,9(0,5) ¢
A-CA5 12 (2) < 126 (11) b 7,9 (0,6) ©
A-CA10 15(3) ¢ 137 (10) % 8,2 (0,6) ©
A-L-CA5 11(2)°¢ 137 (9) % 6,9 (0,6) ¢
A-L-CA10 14 (2) 9 147 (12) © 6,3 (0,6) ¢
B 4(1)2 97 (8)® 5,4 (0,6)°
B-CA5 7,1(0,9)° 123 (9) b 5,3(0,4)"
B-CA10 6,9 (0,9) 120 (6) ¢ 5,0(0,3)°®
B-L-CA5 5,6 (0,9) 122 (9)® 4,2 (0,2) 2
B-L-CA10 7,4 (0,6)° 142 (5) % 4,0(0,1)°

abede | etras diferentes en la misma columna implica una diferencia significativa entre las

formulaciones (p<0.05).

4.4.PERMEABILIDAD AL VAPOR DE AGUA Y AL OXiIGENO

La permeabilidad al vapor de agua (WVP) y al oxigeno (OP) son propiedades relevantes
relacionadas con la aplicacion de las peliculas como material de envase alimentario. Estas
deben ser lo mas bajas posible para prevenir la degradacion acelerada de los productos a causa
de la permeacion de vapor de agua o gases (Valencia et al., 2016). Las propiedades de barrera
de los dos tipos de PVA variaron como consecuencia de su diferencia en peso molecular y grado
de hidrolisis. El PVA-A presentd mejores propiedades de barrera, tanto al vapor de agua como
al oxigeno, que el PVA-B; efecto relacionado con la superioridad en el tamafio de sus cadenas
poliméricas y su alto grado de hidrolisis. Estos factores favorecen las interacciones
intermoleculares y crean una red mds cohesionada, que actia como una mejor barrera frente
a los dos gases estudiados.

18



No obstante, los dos tipos de PVA presentaron respuestas diferentes en sus propiedades
de barrera con la incorporacion de compuestos lipofilicos. Por su parte, los films de PVA-A con
incorporacion de CAy LEC incrementaron la WVP, probablemente debido a la poca afinidad de
la matriz polimérica con los compuestos apolares. Este hecho dio lugar a la pérdida de cohesién
y compacidad de la matriz, lo que promueve la transferencia de vapor de agua. Sin embargo,
los diferentes films de PVA-B no presentaron cambios significativos en la WVP con la
incorporacion de CA o LEC, probablemente debido a su mejor integracién la matriz y su menor
efecto sobre su compacidad, como se observa en las imagenes de FSEM (Figura 4).

En cuanto a la barrera al oxigeno, se observd un incremento en la OP tanto en films de
PVA-A como de PVA-B tras la incorporacién de compuestos lipofilicos. En el caso de PVA-A, el
incremento se dio en los tratamientos que contenian CA encapsulado, lo que puede explicarse
por el efecto acumulado de ambos compuestos apolares, los cuales favorecen la solubilidad
del oxigeno en la matriz y, por tanto, la transferencia de las moléculas del gas. Para los films
de PVA-B dicho efecto fue mas acentuado en los tratamientos con mayor porcentaje de CA
(10%), probablemente debido a una accién plastificante del compuesto como resultado de su
alto grado de afinidad con la matriz. Adicionalmente, la interaccién del fenol con las cargas
negativas de la cadena puede generar un efecto neutralizante, incrementando el caracter
hidrofdbico del material, donde las moléculas de oxigeno serian mas solubles. Esto unido a la
relajacién de las cadenas poliméricas resultaria en el favorecimiento de la transferencia de
oxigeno a través de la matriz.

Tabla 4. Permeabilidad al vapor de agua y al oxigeno para los diferentes tratamientos.

Tratamientos WVP (g/m. h. kpa) x 103 OP (cm3/m. h. kpa) x 10%°

A 2,46 (0,03) ® 38,5 (0,7) **
A-CA5 2,6(0,3) 2 9,80 (0,07) ®
A-CA10 3,1(0,6)° 45,20(0,01) 2
A-L-CAS5 3,6(0,4)¢ 544 (8) ¢
A-L-CA10 3,30 (0,02) & 172 (3)*°
B 2,90 (0,02) 53,5 (5) 202
B-CA5 3,12 (0,03)® 140 (7) **
B-CA10 2,45 (0,06) * 611 (6)f
B-L-CA5 3,3(0,3)® 249 (35) ¢
B-L-CA10 3,1(0,1)"° 1031 (75) ©

abedef | otras diferentes en la misma columna implican una diferencia significativa entre las

formulaciones (p<0.05).

12Nameros diferentes en la misma columna implican una diferencia significativa entre las

formulaciones (p<0.05).
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4.5.PROPIEDADES OPTICAS

La Tabla 5 muestra las coordenadas psicométricas luminosidad (L*), croma (C*.,) y tono
(h*ap) y los valores de transmitancia interna (Ti) a 460 nm, relacionados con la transparencia,
para las diferentes formulaciones elaboradas. El efecto de la encapsulacion del CA en
liposomas respecto a su emulsificacién directa en el polimero puede observarse en la Tabla 5.

En general, los resultados obtenidos para el parametro de luminosidad (L*) fueron altos,
lo que significa que los films elaborados fueron claros. Para el PVA-A, los valores fueron
menores que para el PVA-B, probablemente debido al mayor indice de refracciéon de las
matrices con cadenas de mayor tamafo. La incorporacién de LEC a los films supuso una pérdida
significativa de claridad, mientras que la adicidon de CA sélo disminuyé la claridad de los films
de PVA-A, obteniéndose films mds oscuros cuanta mayor fue la cantidad de CA incorporada.
Esto se explica por su efecto estructural, generando matrices heterogéneas con gotas de CA
disperso, lo cual tiene un impacto notable en las propiedades de interaccién con la luz. No se
observé una variacidn significativa en el croma de los films de PVA debida al diferente peso
molecular y grado de hidrélisis. Sin embargo, la presencia de LEC y CA dio lugar a films con un
color mas saturado (C* mds elevado). La presencia de LEC en los dos tipos de PVA analizados
provoco cambios significativos en todas las propiedades medidas (L*, C*,, y h*.), dando lugar
a films mas oscuros y con un color mas amarillento (valores mas bajos de L* y h*
respectivamente), asi como mdas opacos (menor T)).

Tabla 5. Valores de luminosidad (L*), croma (C*,p), tono (h*ab) y transmitancia interna a 460
nm (Ti) de los diferentes tratamientos.

Tratamiento L* Cab* hab* (46(-)rinm)

A 88 (2) ¢ 3(1)® 114 (11)© 0,9 de
A-CAS 87 (2) ¢ 3,5(0,7)" 112 (3) % 0,9 ¢
A-CA10 82 (2)® 2,7(0,4) 2 120 (5)f 0,8
A-L-CAS 78 (2) @ 8,7 (0,9) 105 (2) 0,8°
A-L-CA10 78 (2) @ 10,6 (0,9) ¢ 100 (1) 0,8°
B 92 (1) ¢ 3,4 (0,5) ® 104 (2) be 0,9 %
B-CA5 92 (2) d 2,7 (0,5) 108 (5) <« 0,9°¢
B-CA10 92 (1) ¢ 2,9 (0,4) 106 (2) 0,9°¢
B-L-CAS 81,8 (0,3) ® 12 (1) ¢ 98 (1)2 0,8°¢
B-L-CA10 81,0(0,8) " 13,4 (0,9) f 96 (1)@ 0,8 k¢

abedef | otras diferentes en la misma columna implica una diferencia significativa entre las

formulaciones (p<0.05).
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Las Figuras 5 y 6 muestran las curvas de distribucidn espectral de la transmitancia
interna (Ti) de las peliculas. Las formulaciones correspondientes a los polimeros (A y B) sin la
adicion de compuestos fueron las mas transparentes (mayor T;) y no presentaron diferencias
notables entre ellas. La incorporacién de LEC se reflejo en la pérdida parcial de transparencia
en los films (valores de Ti mas bajos), sobre todo a bajas longitudes de onda debido a la
absorcién selectiva de la lecitina en este intervalo. Este efecto también fue reportado por
Sapper et al. (2018), relacionandolo con la coloracién marrén de la LEC. Se destaca, ademas,
que la incorporacién de CA en las dos proporciones evaluadas no modificé la transparencia de
las peliculas de PVA-B, en coherencia con la mayor afinidad entre el polimero y el compuesto
activo y la obtencién de matrices homogéneas sin gotas dispersas.
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Figura 5. Espectros de transmitancia interna (T;) entre 400 y 700 nm de longitud de onda para
las diferentes formulaciones de los films de PVA-A.
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Figura 6. Espectros de transmitancia interna (T;) entre 400 y 700 nm de longitud de onda para
las diferentes formulaciones de los films de PVA-B.
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5. CONCLUSIONES

El peso molecular y el grado de hidrélisis de los dos tipos de PVA influyeron
directamente sobre las diferentes caracteristicas de las peliculas desarrolladas, al igual que en
la afinidad con el compuesto activo CA, siendo determinantes para el desarrollo de peliculas
activas destinadas al envasado de alimentos. El PVA-B presentd una afinidad altamente marcada
con CA, generando peliculas micro-estructuralmente homogéneas, con mayor grado de
retenciéon del compuesto activo que el PVA-A. EI PVA-A presentd mejores propiedades
mecanicas que el PVA-B, en coherencia con la superioridad tanto en el peso molecular como en
el grado de hidrdlisis, lo cual permitié la obtenciéon de peliculas altamente cohesionadas por los
enlaces intercadena de hidrégeno. Por su parte, las propiedades mecanicas del PVA-B mejoraron
al incluir CA en la matriz, indicando procesos de entrecruzamiento entre los compuestos,
favorecidos por los grupos acetilo residuales presentes en el PVA-B. Por su parte, la OP de los
films de PVA-B fue considerablemente superior que la del PVA-A como resultado del caracter
mas apolar de sus cadenas, condicién que facilitd la difusidon del oxigeno a través de esta matriz.
En ese sentido, la OP incrementd en las dos matrices con la incorporacién de compuestos
lipofilicos. Los films de PVA-A y B presentaron valores estadisticamente similares para la WVP,
debido a que el PVA-A presentd una matriz estructuralmente mas cohesionada, pero el PVA-B
presentd grupos residuales acetato, que potencian la hidrofobicidad de matriz, limitando esto
la transferencia de vapor de agua. Como conclusidn general se deduce que el PVA-B es un
polimero de alto potencial para la elaboracidon de peliculas activas con CA, pues presenta buenas
caracteristicas microestructurales, dpticas, mecdnicas y de barrera. Asi mismo, la encapsulacion
del CA con LEC incrementd la retencién del compuesto activo, pero afecté las propiedades
Opticas y la rigidez del material, por lo que la emulsificacidn directa del compuesto en la matriz
de PVA-B resulté en la mejor opcidén para la incorporacion del CA.
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