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RESUMEN

El método de solvent casting fue el usado para elaborar las peliculas de polilactida (PLA)
con diferentes concentraciones de aceite esencial de orégano 0%, 6.25%, 12.5% y 25%,
considerando la masa de PLA. Luego, las peliculas fueron tratadas con la tecnologia de
plasma frio de barrera dieléctrica por un tiempo de 15 minutos a 90 kV usando
atmoésferas de aire y nitrogeno. Se determiné las propiedades mecanicas, térmicas y
color, asi como también la actividad antioxidante de las peliculas mediante el ensayo
ORAC, fenoles totales y actividad antimicrobiana. En las propiedades térmicas,
mecanicas y color, no se observaron cambios significativos entre los tratamientos. Los
resultados del ORAC presentaron un incremento del 36% y del 18% en las muestras
tratadas con gas nitrdgeno y una concentracion de AOE de 6.25% y 25%,
respectivamente. Ademas, la actividad antimicrobiana frente a la cepa
de Staphylococcus aureus presentd una reduccién de 2.46 logio en las muestras con

25% de AEO tratadas con aire; mientras que, frente a Escherichia coli presentaron una

reduccion de 3.28 logio en las peliculas de 25% de AEO tratadas con gas nitrégeno.

Palabras claves: PLA, aceite esencial de orégano, plasma frio, solvent casting
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CAPITULO 1

1.INTRODUCCION
1.1 Descripcién del problema

Alrededor de un tercio de las partes comestibles de los alimentos producidos para el
consumo humano se pierde o desperdicia, lo que representa alrededor de 1 300 millones
de toneladas al afio. Las pérdidas de alimentos en los paises industrializadas son tan
elevadas como en los paises en vias desarrollo, pero hay que tener en cuenta que en
estos mas del 40 % de las pérdidas de alimentos se produce en dos etapas:
postcosecha y procesamiento, mientras que en los paises industrializados mas del 40
% de las pérdidas de alimentos se produce en la venta minorista y el consumo (Benitez,
2011). En América Latina, las pérdidas que se producen durante la distribucion de los
alimentos luego de su procesamiento ascienden al 12% para frutas y hortalizas, 5% para
carnes y 10% para pescados y mariscos (FAO, 2012).

Los empaques plasticos de alimentos tienen un rol fundamental en la preservacion de
los alimentos; sin embargo, debido a la contaminacién producida por estos, cerca de
6300 millones de toneladas se han acumulado en el medioambiente (Geyer et al., 2017).
Esto ha llevado a que en los ultimos afios se haya incrementado la investigacion sobre
peliculas biodegradables a base de materiales naturales, con la finalidad de estudiar
alternativas sostenibles para reemplazar los plasticos convencionales.

Frente a esta compleja problematica, varias alternativas innovadoras han sido
propuestas, entre ellas, el desarrollo de empaques activos biodegradables con aceites
esenciales y el uso de plasma frio como nueva tecnologia de descontaminacion de los
alimentos empacados.

1.2 Justificacion

La potencial aplicacion de empaques activos basados en materiales biodegradables con
aceites esenciales ha conllevado el incremento de la investigacién en este ambito.

Entre los materiales biodegradables mas importantes, se destaca la Polilactida (PLA).
Este polimero biodegradable procede del cido lactico, que puede ser producido a partir
de fuentes naturales como el maiz, yuca y papa (Zhang et al., 2020). Posee una serie
de ventajas, entre estas, es biodegradable en condiciones de compostaje, tiene alta
transparencia, es vitreo a temperatura ambiente, es rigido y facil de procesar (Baek et
al., 2018). Entre las desventajas del PLA puro, se puede mencionar que posee limitadas
propiedades mecanicas y de barrera, asi como nula actividad antimicrobiana.

Las peliculas activas contienen aditivos naturales con propiedades antimicrobianas y
antioxidantes, que incrementan el tiempo vida Util de los alimentos empacados. Los
aceites esenciales (AE) son mezclas de compuestos organicos volatiles obtenidos de
plantas aromaticas que son bien conocidos por sus propiedades de fragancia, asi como



por sus propiedades antibacteriales, antifungicas y antioxidantes (Zeid et al., 2019).
Entre los AE, el aceite de orégano destaca por su denominacién GRAS dado por la FDA.
El aceite esencial de orégano posee dos compuestos volatiles mayoritarios, el carvacrol
y el timol que son usados como agentes antimicrobianos probados frente a una variedad
de cepas bacterianas (Muriel-Galet et al., 2015).

El plasma frio, el cuarto estado de la materia, es un gas parcialmente ionizado con carga
eléctrica a una temperatura de 30 a 60 °C. El plasma frio produce grupos reactivos ya
sea de oxigeno o nitrégeno u otro, dependiendo del tipo de gas que se utilice. Los usos
del plasma frio varian desde procesos de esterilizacion en alimentos empacados hasta
procesos de modificacién de polimeros. Este tratamiento ha despertado mucho interés
para proceso de descontaminacién de alimentos empacados, sin embargo, su
aplicacién para empaques activos no esta totalmente desarrollado.

Por tanto, este trabajo se enfoca en analizar el efecto del plasma frio en peliculas activas
de PLA/AEO. Los resultados alcanzados permitiran comprender mejor el desempefio de
un polimero biodegradable activo frente a un tratamiento de plasma frio. Este
conocimiento podra ser usado en el disefio especifico de tratamientos de plasma frio
destinados a la descontaminacion de alimentos empacados en materiales
biodegradables activos.

1.3 Hipotesis

Las peliculas de PLA/aceite esencial de orégano mantienen sus propiedades mecanicas
y térmicas al ser tratadas con plasma frio.

El tratamiento con plasma frio mejora las propiedades antioxidantes y antimicrobianas
de peliculas de PLA/aceite esencial de orégano.

1.4 Objetivo general

Evaluar el efecto del tratamiento de plasma frio sobre las propiedades fisicas, actividad
antioxidante y antimicrobiana de las peliculas activas de Polilactida.

1.5 Objetivos especificos

Elaborar peliculas de Polilactida en mezcla con aceite esencial de orégano a diferentes
formulaciones tratadas con plasma frio.

Determinar las caracteristicas fisicas (mecéanicas, térmicas y estructurales) de las
peliculas obtenidas.

Analizar las propiedades antioxidantes y antimicrobianas de las pelic



CAPITULO 2

2. GENERALIDADES

La polilactida o poli(acido lactico) (PLA) es un biopolimero derivado del acido lactico
(acido 2-hidroxi-propanoico) (Auras et al., 2004), obtenido de fuentes naturales y
renovables (Jamshidian et al., 2010). La PLA es biodegradable, reciclable y compostable
(Abdullah et al., 2018). Ademas, posee buena rigidez, alta transparencia y una alta
capacidad para ser usado en aplicaciones de empaques alimenticios (Baek et al., 2018).
Es un polimero aprobado por la FDA como sustancia apta para el contacto con alimentos
(Auras et al., 2004).

2.1 Polilactida en aplicaciones de envases para alimentos

Las funciones basicas del envasado de alimentos son la contencion, proteccion y
conservacion, manteniendo su integridad en términos de estructura quimica y estado
fisico (Gerometta et al., 2019). Ademas, los envases protegen el contenido de agentes
ambientales como microorganismos, olores, impactos, vibraciones, polvo, por
mencionar algunos (Ribeiro-Santos et al., 2017). De aqui la importancia de seleccionar
un empague adecuado para prolongar la vida de los alimentos.

La mayoria de los envases para alimentos necesitan una alta resistencia al agua y al
oxigeno para mantener sus propiedades durante el almacenamiento (Rhim, 2007). El
PLA en el envasado de alimentos es ideal para productos frescos y para productos que
no se dafian por la permeabilidad al oxigeno PLA (Farah et al., 2016). Los envases
termoformados de PLA se utilizan en los mercados de frutas, verduras y ensaladas
(Madhavan Nampoothiri et al., 2010). El PLA puede verse afectado por la presencia de
agua cuando su peso molecular es inferior a 20000 g/mol, esto permite la degradacion
por microorganismos, produciendo un proceso metabélico que reduce el material en
diéxido de carbono, agua y biomasa (Reichert et al., 2020).

Las resinas PLA se pueden hacer a medida para diferentes procesos de fabricacion,
incluido el moldeo por inyeccion, la extrusion de laminas, el moldeo por soplado, el
termoformado, el conformado de peliculas o el hilado de fibras. La clave es controlar
ciertos parametros moleculares en el proceso, como la ramificacion, el contenido de
isémeros D y la distribucion del peso molecular (Pang et al., 2010). Una caracteristica
Unica del proceso Cargill Dow es el paso intermedio de purificacién de lactida que separa
eficazmente los estereocisdbmeros de L- y meso-Lactida. La separacion de bajo costo
permite la produccion controlada de PLA con composiciones estereoquimicas
especificas, criticas para controlar la tasa de cristalizacion y la cristalinidad final (Kian et
al., 2019).



2.2 Envases activos basados en PLA con aceites esenciales

El envase activo es una tendencia actual, en donde el envase interactia con el producto
gue cubre, cuyo obijetivo principal de extender la vida util mediante la adicién de aditivos
antioxidantes y antimicrobianos. Estos empaques también mantienen las propiedades
del producto, y el material de envasado utilizado también puede liberar un componente
beneficioso para el alimento (Unién Europea, 2011). En tecnologia de alimentos, el
término vida util no tiene una definicion Unica y simple, debido a su complejidad
(Robertson, 2016). La vida atil se describe como un periodo de tiempo finito, después
de la produccion (incluyendo en algunos casos la maduracion o el envejecimiento) y el
envasado, durante el cual el alimento conserva un nivel requerido de calidad en
condiciones de almacenamiento (Calligaris et al., 2007).

Los aceites esenciales (AE) son compuestos volatiles de plantas aromaticas que
presentan beneficios en la salud humana y en los alimentos (Brahmi et al., 2016). Se
clasifican como GRAS (generalmente reconocidos como seguros) por la FDA de los
Estados Unidos, asi como por la legislacion europea (Zeid et al., 2019). Los AE poseen
propiedades biolégicas como antioxidante, antimicrobiano, antitumoral, analgésico,
insecticida y antiinflamatorio (Periasamy et al., 2016). Los AE se pueden agregar
directamente al alimento o usando un material de empaque, liberAndose mas tarde en
el producto (Ribeiro-Santos et al., 2017). Uno de los obstaculos para el uso de AE es
su falta de reproducibilidad debido a la accion de diferentes factores como el clima, la
humedad, la estacion, que pueden afectar la calidad y cantidad del AE y sufrir muchas
variaciones (Li & Chemat, 2014). Ademas, otro factor es su fuerte aroma que puede
cambiar la percepcién del alimento (Negi, 2012).

El método de fundicién por solvente se utiliz6 como el proceso principal para elaborar
peliculas de PLA con aceites esenciales, debido a su versatilidad y sencillez a nivel de
laboratorio (Mohamad et al., 2020). Uno de los problemas de agregar aceites esenciales
a las peliculas de PLA es su evaporacion, que se incrementa a altas temperaturas del
proceso, lo que causa la presencia de microporos en las peliculas debido a la pérdida
de aceites esenciales y esto permite una mayor transferencia de vapor de agua (Pires
etal., 2013). Entre los aceites esenciales mayormente estudiados se encuentra el AEO.
El aceite esencial de orégano posee dos compuestos volatiles mayoritarios, el carvacrol
y el timol que son usados como agentes antimicrobianos probados frente a una variedad
de cepas bacterianas (Muriel-Galet et al., 2015).

1.3 Plasma frio (CP) y su efecto en las propiedades de peliculas
plasticas

El plasma frio es definido como el cuarto estado de la materia. Es un gas parcialmente
ionizado, con una corriente eléctrica. En estas condiciones, el gas usado puede ser
influido por campos eléctricos y magnéticos, y servir como un conductor eléctrico
(Munekata et al., 2020). En este contexto el termino “frio” es debatible, este no refiere a
temperaturas de refrigeracion o bajo cero, sino se refiere a temperatura ambiente y
hasta por debajo de los 60°C (Misra et al., 2019). En contraste con el plasma térmico
gue puede alcanzar temperaturas de 1000 °C o superiores.



La generacion de plasma frio puede clasificarse dependiendo de la frecuencia de
excitacion en: descargas de corona y de baja frecuencia (descargas de corona y
descargas de barrera dieléctrica); descargas de radiofrecuencia (chorros de plasma a
presion atmosférica-APPJ); y plasma impulsado por microondas (Hoque et al., 2022).

Efecto del plasma frio en las propiedades de las peliculas

Uno de los principales cambios fisicos posteriores al plasma frio es el aumento de la
rugosidad de la superficie del biopolimero, que se produce por el efecto de grabado en
las superficies de las peliculas luego de que sean bombardeadas por grupos reactivos
como iones, atomos, moléculas, radicales libres y otras particulas (Bahrami et al., 2022).
La energia que se transfiere del plasma a la superficie de las peliculas origina dos
efectos: la eliminacién o reagrupacion de las pequefias particulas con un bajo peso
molecular y la ruptura de enlaces quimicos, cadenas y degradacion quimica,
demostrando el efecto de los grupos reactivos del plasma frio (Pankaj et al., 2017). El
efecto de grabado pudo ser observado en varios tipos de generadores de plasma (DBD,
radio frecuencia y microondas) usando una variedad de gases (CO2, N2, O, argén y
aire). Este grabado puede aplicarse en la industria de peliculas de empaque, por
ejemplo, puede controlar la difusion de moléculas a través de la matriz de las peliculas
(Bahrami et al., 2022).

Adicionalmente, el tratamiento con plasma frio mejora la adhesion entre diferentes
superficies y permite la produccion de peliculas con multiples capas. En este sentido,
Honarvar et al., (2017) reportaron que el tratamiento con plasma frio mejoré la adhesiéon
de carboximetilcelulosa con peliculas de polipropileno (Honarvar et al., 2017).

Propiedades mecanicas

Las propiedades mecanicas de las peliculas es un factor critico en la preservacion de
los alimentos durante su manipulacion, transporte y almacenamiento. Las propiedades
mas importantes son el modulo de elasticidad, resistencia a la tension y porcentaje de
elongacion (Chen et al., 2019). El tratamiento con plasma frio puede inducir fenédmenos
de reagrupacion, degradacion y entrelazado que alteran las propiedades mecéanicas de
las peliculas (Garavand et al., 2017). La reaccién con los grupos reactivos en la
superficie de las peliculas rompe los enlaces C-C y C-H. Los radicales libres generados
por el plasma frio pueden participar en reacciones de cadena, mejorando el esfuerzo
maximo de las peliculas (Dong et al., 2020).

Propiedades térmicas

Los ensayos de Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) y analisis termogravimétrico
(TGA) son los dos ensayos mas importantes para determinar y comprender las
propiedades térmicas de las peliculas. Estos estudios térmicos brindan informacion
sobre las propiedades termodindmicas y termo fisicas de las peliculas (Bahrami et al.,
2022). Los indicadores mas importantes en el DSC son la temperatura de fusion (Tm) y
la temperatura vitrea (Tg) y temperatura de cristalizacion (Tc), al evaluar estos
parametros se puede determinar los cambios estructurales y térmicos que son causados
por el plasma frio (Chen et al., 2019).

El CP tiene diversos efectos en el perfil térmico de las peliculas lo que causa un
incremento en su estabilidad en algunos casos. Dong et al., (2018) investigaron el efecto



del CP en peliculas de zeina, los resultados mostraron que un tiempo de exposicion de
60 segundos promueven los valores de Tm y Tc, confirmando la degradacién térmica
pospuesta, en comparacion con la pelicula sin tratar. La razén probable del aumento en
la estabilidad térmica estuvo asociada al entrelazado en la superficie de la pelicula
debido a la formacion de nuevos grupos reactivos formados por el uso de los gases
oxigeno y nitrdgeno después del tratamiento de CP (Dong et al., 2018).

Hu et al., (2018) analizaron los efectos del CP en peliculas de PLA, donde los valores
de Tgy Tm, 60 °Cy 153 °C, respectivamente, no sufrieron cambios significativos porque
solo la superficie de las peliculas sufri6 cambios, mejorando la rugosidad y composicién
y no afectando las propiedades principales (Hu et al., 2018). Varios factores
relacionados al CP (tiempo, tipo de gas y la potencia del plasma) pueden afectar las
propiedades térmicas de las peliculas (Chen et al., 2019).

Propiedades antibacterianas

El uso de plasma frio ha sido investigado por sus propiedades antimicrobianas en frutas,
vegetales, carnes frescas y otros alimentos que son sensibles a las altas temperaturas.
La generacién de especies oxidantes de oxigeno y nitrdgeno permiten reducir la carga
microbiana. El tratamiento con plasma frio facilita el recubrimiento de componentes en
la superficie de los polimeros y aumenta sus propiedades antibacterianas (Hoque et al.,
2022). La tasa de difusion de compuestos antibacterianos desde la matriz de las
peliculas y su tasa de liberacion son un factor critico que influye en las propiedades
antibacterianas de empaque activos. EI CP aumenta la liberacion de componentes
antimicrobianos en las peliculas debido al incremento del coeficiente de difusion, tal
como lo reportaron Pankaj et al., (2014). Estos autores sefialaron que el tratamiento con
DBD aumenta la difusiéon de timol en una matriz de zeina, debido a que el efecto de
grabado aumenté la rugosidad y causé un decrecimiento en el grosor (Pankaj et al.,
2014).



CAPITULO 3
3. METODOLOGIA

3.1. Materiales

En la preparacion de las peliculas de Polilactida (PLA) se usé la resina granular Ingeo™
Biopolymer 2003D (de peso molecular promedio de 1.80 — 2.23 x 10 ° Da) (Kmetty &
Litauszki, 2020) adquirido a NatureWorks® CO. LLC, (Blair, NE, USA), y cloroformo
grado reactivo (>99%, Merck, Darmstadt, Alemania). El aceite esencial de orégano
(Origanium vulgare) fue proporcionado por NOW (Bloomingdale, IL, USA), que fue
agregado a las peliculas de PLA.

Adicionalmente, 2,2-Azobis(2-methyl-propionamidine) dihydrochloride (AAPH, 97%),
(£)-6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchromane-2-carboxylic acid (Trolox, 97%), sal sddica
de fluoresceina (C20H10Naz0s), acido galico (97.5%), reactivo
Folin & Ciocalteu’s phenol (2M) y carbonato sddico (Na.CO3 anhidro) fueron adquiridos
a Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). El fosfato de hidrégeno disédico dodecahidratado
(NazHPO4.12H,0) fue comprado a Merck (Darmstadt, Alemania) y el fosfato de sodio di
hidratado (NaH2P04.2H,0), a Lobachemie (Mumbai, India).

Los agares usados para los ensayos microbiolégicos, Tryptic Soy Broth (TSB) y
Tryptone Soy Agar (TSA), fueron comprados a Merck (Darmstadt, Alemania) y a TM
Media (Delhi, India), respectivamente. Las cepas bacterianas usadas fueron
Staphylococcus aureus (ATCC No. 12600) y Escherichia coli (ATCC No. 25922) de
Microbiologist (St. Cloud, MN, USA).

3.2. Preparacién de peliculas de Polilactida

Las peliculas de PLA fueron elaboradas siguiendo el método de solvent casting (Salazar
et al., 2022). Para esto, se elaboraron peliculas con aceite esencial de orégano en
concentraciones de 0, 6.25, 12.5, y 25% (masa de AEO/masa de PLA). Una solucién de
PLA al 2% (m/v) fue elaborada usando cloroformo como el solvente y se mantuvo en
agitacion por 2 horas. Luego se adicioné el aceite esencial en las concentraciones en
base a la cantidad de PLA usada. Después se vertio las soluciones en cajas Petri para
formar una capa uniforme. Las muestras se mantuvieron a temperatura ambiente, por
al menos 24 horas en un ambiente oscuro hasta que el solvente se evapore por completo
y luego las peliculas se retiraron del molde. Las peliculas obtenidas fueron codificadas
como: PLA, P-6.25, P-12.5y P-25 para denotar sus concentraciones de AEO. El espesor
de las peliculas se midi6 en cinco puntos diferentes usando un micrometro digital
(Rexbeti, Auburn, WA, USA). Finalmente, las peliculas fueron colocadas en fundas
plasticas de polietleno de baja densidad (LLDPE Ziploc) y se almacenaron en
refrigeracion hasta su tratamiento.

3.3 Preparacioén de peliculas para el tratamiento de plasma frio

Las peliculas se cortaron en tiras con dimensiones 10 x 50 mm y se colocaron 5 tiras
en una caja Petri, la cual a su vez se colocé en una bandeja plastica (290 x 215 x 50
mm) que fue introducida en una funda de nylon coextruida. Las fundas fueron selladas



herméticamente con dos gases en su interior: aire y nitrégeno. El gas nitrégeno se
introdujo en la funda con un flujo de 15 pies cubicos durante 3 minutos y luego se
procedi6 a sellarla herméticamente.

3.4. Tratamiento de plasma frio de las peliculas activas

La generacién de plasma frio (CP) se hizo con un transformador BK-130 (Phenix
Technologies, Accident, MD) con una salida de voltaje de 90 kV para todos los
experimentos. El tratamiento de plasma frio se realizé mediante el método de descarga
de barrera dieléctrica (DBD), donde se utiliza dos laminas de polipropileno de 6 mm en
la parte superior e inferior de las muestras para mantener estable el sistema. Las
muestras se trataron con plasma frio durante 15 minutos, por duplicado, con dos gases,
aire (A) y nitrogeno (N). Las muestras tratadas con plasma frio con aire fueron
codificadas como P-CP-A, P-6.25 CP-A, P-12.5 CP-A y P-25 CP-A, mientras que las
tratadas con nitrogeno, como P-CP-N, P-6.25CP-N, P-12.5CP-N y P-25CP-N, para
indicar el porcentaje de AEO y el gas correspondiente. Luego del tratamiento, las
muestras permanecieron dentro de la funda de nylon selladas por 24 horas a
temperatura ambiente antes de ser analizadas.

3.5. Capacidad antioxidante de radicales de oxigeno (ORAC)

Para la determinacién de ORAC, se realizé la extraccion en metanol de los componentes
presentes en las peliculas. Para ello, las peliculas (5 tiras de 1 x 5 cm, 0.35 — 0.38 g)
fueron introducidas en un tubo de ensayo de tapa rosca con 10 ml de metanol. El
conjunto cerrado fue sometido a agitacién constante por 24 horas, utilizando un agitador
orbital MaxQ4450 (Thermoscientifc, Waltham, MA, USA). Luego, a partir de los extractos
obtenidos, se realizaron diluciones 1/200.

En la determinacién de ORAC se utilizé un equipo lector multi-modal de microplacas
(Synergy™ HTX, Santa Clara, CA, USA), de acuerdo con el método descrito por Borzi
et al. con modificaciones (Nand et al., 2013)(Borzi et al., 2019). Este método se basa en
el principio de transferencia de atomos de hidrégeno y mide la capacidad de captar y
eliminar radicales peroxilo (Yan et al., 2016). Especificamente, la técnica mide la pérdida
de la fluorescencia por accién de los compuestos antioxidantes presentes en una
muestra y, por su alta sensibilidad, permite limites de deteccién menores a nanomoles
(Litescu et al., 2014). Los compuestos antioxidantes emiten radicales peroxilo que
reaccionan con la fluoresceinay conlleva a una pérdida de su fluorescencia que se mide
por espectrofotometria (Borzi et al., 2019). Para ello, se preparé una solucién de AAPH
153 mM vy se la coloco en el dispensador del lector multi-modal. Luego, en una placa
negra de 96 micro pocillos se colocaron 150 pl de solucién de fluoresceina (4 x 10-3
nM) por cada pocillo de andlisis. En los pocillos destinados a las muestras, se adicion6
25 pul de las diluciones 1/200 preparadas previamente. Para obtener la curva de
calibracion, se adicion6 25 pl de solucion Trolox en diferentes concentraciones (10, 20,
25, 50, 100 y 200 uM). Para los andlisis del blanco, se adicion6 25 pul de solucidn buffer
fosfato (75mM, pH 7.4) en los pocillos correspondientes. Las muestras, los patrones y
blancos se colocaron en la microplaca por triplicado.

Luego, la microplaca fue introducida en el lector multi-modal. La microplaca se sometié
a incubacion a 37 °C. A continuacién, 25 ul de la solucion de AAPH fueron adicionados
automéaticamente por el equipo a cada pocillo durante el ensayo y se tomaron lecturas



a 485 y 528 nm, durante 120 minutos. Los resultados se reportaron en g moles
equivalentes Trolox por gramo (u mol TE/g).

3.6. Contenido de fenoles Totales (TPC)

El contenido de fenoles totales fue determinado mediante el método colorimétrico de
Folin-Ciocalteu, descrito por Lukic et al. con ciertas modificaciones (Lukic et al., 2020).
Este método se basa en el principio de transferencia de electrones y mide la capacidad
de reduccion de los antioxidantes de la muestra (Yan et al., 2016).

Las muestras (diluciones 1/200) se prepararon de la misma forma que se describe en el
ensayo ORAC. 100 pul de cada muestra (n=2) se pusieron en tubos eppendorf de 1 mly
luego se agregd en cada tubo 625 pl agua destilada, 250 pl de Na,COs al 7.5% y 25 ul
de reactivo de Folin. Luego, las muestras fueron sometidas a agitacion en un vortex por
10 segundos y se dejaron reposar por 2 horas a temperatura ambiente en ausencia de
luz. A continuacién, en una placa de micro pocillos, se pusieron 200 pl de cada muestra
en tres pocillos. La absorbancia fue medida a 739 nm en un lector multi-modal de
microplacas (Synergy™ HTX, Santa Clara, CA, USA). Adicionalmente, se analizaron
blancos por triplicado. De forma similar, se analizaron diluciones de &cido gélico (en
metanol:agua, 1:1 v/v) para elaborar una curva de calibracion (4.5, 9, 22.5, 45, 90 pg/ml)
gue presentd una respuesta lineal (R? >0.999, n=3). Los resultados se reportaron en
miligramos de equivalente de acido galico (mg GAE/g) por gramo de pelicula.

3.7. Propiedades antibacterianas de las peliculas activas

Para la evaluacion de las propiedades antibacterianas, se usé el método de inmersién
en caldo y recuento en placa (Salazar et al., 2022). Inicialmente, las peliculas fueron
cortadas en 5 tiras de 1 x 5 cm para obtener un area de 25 cm? por cada tratamiento.
Las muestras fueron sumergidas en un tubo de ensayo con 10 ml de TSB y 0.1 mL de
una solucién del microorganismo (1 x 10® UFC/mL). Luego, los tubos de ensayos se
incubaron por 24 horas a 25 °C para S. aureus y 37 °C para E. coli. Cada tratamiento se
analiz6 por duplicado. A continuacion, se realizé la dilucion seriada del caldo contenido
en los tubos, usando caldo TSB. Luego, 1 ml de la solucion diluida se sembré por
inmersion en cajas Petri con agar TSA (Tryptone Soy Agar). Las placas Petri fueron
incubadas por 24 horas en condiciones de temperatura similares a las descritas
previamente y luego se conté las UFC en cada placa. Los resultados se reportaron en
unidades de reduccién log(UFC/ml) y fueron calculados usando la ecuacion: R
=log(B/A), donde A es el promedio del nimero de células viables en las muestras y B
es el numero promedio de células viables en el control (Ahmed et al., 2018; Mania et al.,
2019).

3.8. Propiedades mecanicas

La determinacion de las propiedades mecanicas de las peliculas se realiz6 de acuerdo
con la norma ASTM D-882 (ASTM, 2015), utilizando un equipo de prueba universal
Shimadzu® UTM-600KN (Shimadzu Co., Kyoto, Japén). Las pruebas de traccion de las
peliculas se realizaron por triplicado a una velocidad de 5 mm/min. Los resultados se
registraron para la Carga Maxima, Esfuerzo maximo, Deformacion a la ruptura y Médulo
Elastico.
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3.9. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Las propiedades térmicas de las peliculas fueron determinadas por duplicado en un
calorimetro diferencial de barrido DSC Q200 (TA Instruments, New Castle, DE, USA).
Las muestras se analizaron a 10 °C/min de -30 a 200 °C, con doble barrido, en atmosfera
de nitrdgeno con un flujo de 40 mL /min.

3.10. Espectrofotometria infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

El andlisis FTIR de las muestras se llevd a cabo usando un espectrofotometro
PerkinElmer 100 (Perkin Elmer Inc., Shelton, CT, USA). El ensayo se desarroll6 en un
rango de 4500 — 450 cm™ con 10 scans consecutivos y una resolucion de 4 cm™.

3.11. Medicién de color instrumental

La medicion de color se realizé por triplicado usando un colorimetro 3NH® modelo
NH310 (3NH®, Shenzhen, China). Los valores de color se expresaron segun los
parametros de Hunter, que incluyen brillo (L*), rojo-verdoso (a*) y azul-amarillo (b*). La
diferencia de color total (AE*) se calculé de acuerdo con la siguiente ecuacion:

AE* = [(AL*)? + (Aa*)? + (Ab*)?

donde AL*, Aa* y Ab* son las diferencias entre el parametro de color correspondiente
de las muestras y el de una placa blanca estandar (L* = 96.10, a* = 0.04, b* = -1.97).

3.12. Analisis Estadistico

El analisis estadistico de los resultados fue realizado por medio de un andlisis de
varianza (ANOVA) de una sola via, usando el programa Statgraphics Centurion (The
Plains, VA, USA). Cuando las diferencias fueron significativas, se usé la prueba de
Duncan (p < 0.05)



CAPITULO 4

4. RESULTADOS Y DISCUSION

Las peliculas elaboradas en el presente estudio por el método de solvent casting
presentaron espesores en el rango de 158 + 55.27 a 202 + 56.99 um y no mostraron
diferencias significativas (p < 0.05). A continuacion, se presentan y discuten los
resultados obtenidos en las diferentes propiedades analizadas.

4.1 Propiedades térmicas

Los resultados del analisis térmico de las peliculas estudiadas se muestran en la Tabla
1 y corresponden a los datos del segundo barrido, pues, el primer barrido permite
eliminar cualquier historial térmico por el que el polimero pudo haber pasado durante su
sintesis y procesamiento posterior. En el caso de las peliculas sin tratamiento de plasma
frio, se observd la disminucion de la temperatura de transicion vitrea (Tg) con el
incremento del AEO, desde 60 °C para el PLA puro hasta 29.8°C para P-25. Este
decrecimiento se puede atribuir a la interaccion del AEO con el PLA, presentando un
efecto plastificante, tal como ha sido reportado en la literatura respecto a compuestos
aromaticos como el benzaldehido (Salazar et al., 2022). Ademas, la estructura molecular
del aceite esencial cambia la distribucion y los enlaces en la matriz polimérica,
provocando la aceleracion de la cinética de cristalizacién en las muestras (Lim et al.,
2013; Qin et al., 2017).

Tabla 1.
Propiedades térmicas y mecéanicas de peliculas PLA tratadas con plasma frio.

Serie Tg* Tc* T* Xc TS DR ME

Q) o) Q) (%) (MPa) (%) (MPa)
PLA 60+0.4° 120.6+1.0% 150.3+0.32 3.1+0.7% 19.3+1.22% 2.4+0.2% 130041562
P-6.25 51.1+0.1% 112.3+0.6° 145.6+0.1%° 0.3 +0.3¢ 17.9+1.9 56.8+9.1° 840+18°
P-12.5 38.7+1.50¢ 99.3+3.3¢ 139.5+3.1¢% 0.4+0.3° 15.4+1.8%d  38.3+5.9° 728+241°°
P-25 29.8+1.6° 98.1+1.8 136.5+0.5° 0.8+0.0° 8.9+1.0%¢ 16.9+4.72 266+48°
P-CP-A 60.6+ 0.72 123.8+4.4* 151.9+0.72 1.1+0.6° 12.0+3.9° 2.0£0.6* 499+135%
P-6.25CP-A 48.7+1.7" 106.0+1.9%f 142.9+0.8° 0.6+0.1° 20.4+3.0° 8.6x4.0% 699195
P-12.5CP-A 44.1+8.25d 102.2+7.4%f 145.3+2.8% 1.6+0.1%° 14.6+4.6% 7.7x4.6% 588+47°%
P-25CP-A 43.0+1.9° 111.9+6.4cd 142.0+2.5% 0.5+0.3¢ 15.3+1.2°¢¢  39.2+13.7° 369+101%
P-CP-N 60.1+0.5° 117.6+3.7%¢ 150.4+0.92 2.0+1.3%¢ 13.7+1.7% 2.8+1.0° 687+250
P-6.25CP-N 50.0+1.8% 109.1+4, 400 143.9+1.2%¢ 3.4+0.32 14,1+ 5.1% 6.8+4.3% 912+200°
P-12.5CP-N 48.2+12.7% 109.9+11.5°%%  146.1+3.5° 1.1+1.6° 18.0+1.230¢d 13.8+3.5% 6794213
P-25CP-N 34.9+1.3¢% 100.2+0.0°f 135.2+0.9 0.9+0.1° 15.6+1.4%¢  37.8+17.8° 501+116%

Tg: temperatura de transicion vitrea; Tf: temperatura de fusién; Xc: Grado de cristalinidad. Los valores seguidos de letras
diferentes dentro de una columna indican diferencias significativas en p < 0,05 (Duncan).
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Fuente: Autor

Ademads, la pelicula de PLA puro presentd un pico endotérmico (Tc) alrededor de 120°C
y una temperatura de fusion (Tf) de 150 °C, los cuales disminuyeron en las peliculas al
incorporar AEO. Esto podria estar relacionado con la estructura molecular de los
componentes del AEO que puede modificar la movilidad general de la cadena de la
matriz del polimero. Estos resultados son consistentes con lo reportado por (Llana-Ruiz-
Cabello et al., 2016).

Qin et al. (2017) estudiaron peliculas de PLA con incorporacién de diferentes aceites
esenciales (incluyendo arbol de té, bergamota, hierba de limén, romero y clavo de olor)
con una concentracion de 9% (p/p), obteniendo valores similares de Tc para el PLA puro
y para las peliculas de PLA/AEO en concentraciones de 6.25% - 12.5%. Estos autores
reportaron que la incorporacion de AEO en la matriz polimérica, provoca una cinética de
cristalizacion mas rapida en las mezclas, lo cual no concuerda con los resultados del
presente estudio, en donde se observéd una disminucion del grado de cristalinidad (Qin
etal., 2017).

Por otro lado, la pelicula de PLA sin tratamiento presento propiedades térmicas similares
a las peliculas P-CP-A y P-CP-N, es decir, no se observé una variacion de la Tg ni Xc
por el tratamiento con plasma frio.

4.2 Propiedades mecanicas

Los resultados de las propiedades mecanicas de las peliculas elaboradas se reportan
enlaTablal. Las peliculas de PLA puro presentaron valores de Esfuerzo maximo (TS),
elongacion a la ruptura (DR) y Médulo de elasticidad (ME) de 19.3 MPa, 2.4% y 1300
MPa, respectivamente. Estos valores son similares a los reportados en literatura (Arrieta
etal., 2013; Qin et al., 2017). En las peliculas de PLA puro, los tratamientos de plasma
frio disminuyeron la TS de las peliculas en un 30% y un 38%, sin afectar
significativamente la deformacion a la ruptura, por lo que mantuvieron su
comportamiento fragil o rigido.

En las peliculas de PLA/AEO sin tratamiento de CP, se observé una disminucion de TS
y el incremento de la DR frente al PLA. La adicion de AEO al PLA permitio obtener
peliculas ductiles. Esto podria explicarse por un efecto plastificante del AEO, el cual
dificulta la interaccién entre las cadenas del polimero. Estos resultados son similares a
los reportados por Qin et al. (2017), que sefialan que la adicion de compuestos fendlicos
en la matriz polimérica tiene un efecto plastificante, pues impide la interaccién de las
moléculas de PLA (Qin et al., 2017).

En las muestras de P-25CP-A y P-25CP-N hubo un aumento en la TS frente a su control,
esto podria ser debido a la cantidad de aceite esencial y su efecto plastificante, junto
con la accioén del CP que facilita la dispersién del aceite y la interacciéon de los grupos
reactivos oxigenados y nitrogenados en las peliculas que afectan el entrelazado de las
cadenas del PLA.

En las peliculas de PLA/AEO, los tratamientos de plasma frio no afectan
significativamente la TS y disminuyen la DR. Esto se puede explicar debido a que el CP
induce fendbmenos fisicoquimicos de grabado, degradacion y entre cruzado, lo que
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resulta en la modificacion de las propiedades mecanicas de las peliculas (Hoque et al.,
2022). El bombardeo de grupos reactivos durante el tratamiento con plasma frio resulta
en la ruptura de los enlaces C-C y C-H, y genera radicales libres que crean enlaces con
los radicales de la superficie o participan en reacciones de cadena, lo que puede
cambiar las propiedades mecanicas de las peliculas (Hoque et al., 2022).

4.3 Espectroscopia Infrarrojo de Transformada de Fourier (FTIR)

En la Figura 4.1 y Figura 4.2 se muestra los resultados de FTIR para las muestras
analizadas en este estudio. Salazar et al., (2022) estudiaron peliculas de Polilactida-
polietilenglicol-quitosano y reportaron los picos caracteristicos en el PLA. Se observaron
el enlace O-H en 3502 cm, el grupo metilo en la estructura del PLA entre 2995.7 —
2945.2 cm 1 (Salazar et al., 2022).

Tanto Fraj et al. (2019) y Fernandez-Marin et al. (2020) analizaron el aceite esencial de
orégano exhibiendo los picos de 800-941 cm™ es un enlace O-H, el pico del componente
mayoritario carvacrol se encuentra en 3349 cm (a) que corresponde a un enlace O- H,
un pico de enlace asimétrico se encontré en 2869 cm™ y simétrico en 2960 cm™ (b),
entre 1622-1424 cm™ (c) los enlaces corresponde a enlaces fendlicos, en 1456 cm™ (d)
curvatura CH, y 1250-1112 cm® (e) es un enlace C-O-C (Fraj et al., 2019),(Fernandez-
Marin et al., 2020). Estos picos se pueden observar en la Figura 4.2.

En el ensayo se observa el pico de carvacrol (a) en la longitud 3349 cm™, junto con los
enlaces asimétrico (2872 cm™) y simétrico (2952 cm™) codificado como el pico b en la
Figura 2. Ademas del enlace fendlico en 1595 cm™, 1423 cm™ presenta la curvatura
CH.y el enlace C-O-C para el pico 1112 cm™. Se puede observar un incremento del
pico (a) para el tratamiento de plasma frio con aire en comparacion con las otras
muestras, que corresponde a los compuestos del AEO que tienen mayor poder
antimicrobiano.

Para las peliculas de PLA, los picos 2995 — 2945 cm® corresponden al grupo metilo y el
3502 cm corresponde al enlace O-H. Para las muestras de PLA, los picos en el rango
de 2940 a 2970 cm™*disminuyen en las muestras de CP-A y CP-N, esto se puede atribuir
a la sustraccion de protones desde el atomo de carbono C-O, obteniendo la formacion
de nuevos polimeros. Esto lo sustentaron Sheikhi et al., (2021) en peliculas en base de
almidon tratadas con plasma frio con (aire y oxigeno) (Sheikhi et al., 2021).
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Figura 4.1.Espectro de las peliculas de PLA con aceite esencial de orégano con
tratamiento de plasma frio en atmosfera aire y nitrégeno.
Fuente: Autor
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Figura 4.2. Espectro del aceite esencial de orégano con tratamiento de plasma frio

en atmosfera aire y nitrégeno.

Fuente: Autor

Hoque et al (2022) han reportado una serie de reacciones quimicas que suceden en la
superficie de peliculas al reaccionar con el plasma, como reordenamientos moleculares,
deshidratacién e hidrogenacion de moléculas (Hoque et al., 2022). Jahromi et al., (2020)
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estudiaron los efectos de DBD plasma frio atmosférico en peliculas de caseinato de
sodio, reportando picos en 1637-1645 cm* disminuyendo con el tratamiento de plasma
frio, en este estudio en el pico de 1750 cm™ se observa una disminucién en las muestras
de CP-Ay CP-N, que significa la disminucién del contenido en la matriz (Jahromi et al.,
2020).

Wu et al., (2020) reportaron los efectos del voltaje y el tiempo de tratamiento en peliculas
de Zein y PLA, donde se describe la reaccion del enlace hidrégeno en las longitudes de
1533 cm?y 1543 cm, y el cambio en sus estructuras secundarias con aire y argon con
tiempos de exposicion de 10 minutos (Wu et al., 2020). Tales picos se observan en 1457
cm™ y estos se mantienen en las muestras de CP-A y CP-N con tiempo de exposicion
de 15 minutos a 90 kV.

4.4 Medicion de color instrumental

Los resultados de medicion de color de las peliculas de PLA con aceite esencial y
tratadas con plasma frio se observa en la Tabla 2, donde no existe un cambio
significativo en las peliculas, excepto en las de PLA puro donde se ve un pequefio
aumento en los valores de L antes del tratamiento (86) y L después del tratamiento con
aire y nitrégeno (89), lo que significa un aumento en el 3% en el valor de luminosidad

(L).

Tabla 2.
Parametros de color de peliculas de PLA con aceite esencial de orégano tratadas
con plasma frio.

Serie L* a* b* AE

PLA 86.67+3.372 0.19+0.53° -2.24+0.07¢% 8.47+3.37b
P-6.25 90.53+5.19% -0.16+0.34¢ -2.15+0.46¢de 5.81+0.58p
P-12.5 90.13+5.98b -0.20+0.35P -1.90+0.50¢de 6.01+0.66°
P-25 90.02+0.32¢ -0.17+0.052 -1.55+1.89bcde 6.13+0.492
P-CP-A 89.61+1.112 -0.07+0.152 -2.77+0.222 6.57+5.54b
P-6.25CP-A 90.42+0.372 -0.09£0.042 -2.91+0.252 5.79+4.60°P
P-12.5CP-A 90.22+0.382 -0.13+£0.042 -2.66+0.272 5.95+6.56P
P-25CP-A 89.88+0.382 -0.09+0.042 -2.27+0.27° 6.26+1.402
P-CP-N 89.53+2.542 0.00+0.332 -2.28+0.162 6.86+2.182
P-6.25CP-N 90.48+0.332 -0.09+0.052 -2.82+0.312 5.72+0.132
P-12.5CP-N 90.37+0.502 -0.05+0.042 -2.79+0.262 5.82+0.572
P-25CP-N 89.56+0.502 -0.01+0.10 2 -1.92+0.31b 6.57+1.142

Los valores seguidos de letras diferentes dentro de una columna indican diferencias significativas en p < 0,05 (Duncan).

Autores como Zeid et al.,, (2019) reportaron que las peliculas de PLA fueron
transparentes y sin color excepto aquellas que poseen aceites esenciales, en estas

Fuente: autor
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algunas montaron una ligera coloracion amarillenta perteneciente al aceite esencial
(Zeid et al., 2019). En este estudio también presentaron un color blanco como se
muestra en las imagenes el Anexo 1.

El efecto del color en el plasma frio no se pudo identificar en literatura publicada. Sin
embargo, el efecto del plasma frio en el color de frutas si ha sido estudiado previamente.
Xiang et al., (2018) estudiaron el efecto del plasma frio en jugo de manzana donde los
valores de L no sufren cambios significativos, en donde los datos de a y b disminuyen,
debido a las reacciones de oxidacién de los pigmentos inducido por las especies
reactivas durante el plasma frio (Xiang et al., 2018). En las peliculas de PLA/AEO no
hubo cambios significativos en pigmentos ya que ambos materiales no presentan
coloracion.

4.5 Actividad antioxidante de las peliculas

La Figura 4.3 muestra los resultados de la actividad antioxidante y contenido de fenoles
totales de las peliculas de PLA elaboradas y tratadas con plasma frio.

El tratamiento de CP-A caus6 una ligera disminucion de la actividad antioxidante de las
peliculas, que podria explicarse por la presencia de oxigeno. Sin embargo, el
tratamiento CP-N no afect6 la actividad antioxidante con las concentraciones bajas de
AEOQ, e incluso la incrementé significativamente en el caso de la pelicula con 25% de
AEO. El plasma frio genera tanto grupos reactivos oxigenados como nitrogenados,
dependiendo del gas utilizado. Las especies reactivas formadas por el CP en aire
(presencia de oxigeno) podrian interactuar con los compuestos antioxidantes del AEO,
lo que podria ocasionar la disminucion del valor de actividad antioxidante determinado
por el método ORAC.

Para efectos de comparacion, se calculdé la variaciébn porcentual de la actividad
antioxidante de las muestras tratadas con plasma frio frente a las muestras control. En
el caso de las muestras CP-N, se observé un incremento del 36% y del 18% en las
muestras P-6.25CP-N (384.45 umol TE/g) y P-25CP-N (920.13 pmol TE/g),
respectivamente, frente a las muestras control. La muestra P-12.5CP-N (342.46 pmol
TE/g) no vario significativamente respecto a su control P-12.5 (378.32 u mol/TE/g).

Los autores Wrona et al, (2021) estudiaron la actividad antioxidante en peliculas de
Polietileno de baja densidad (LDPE) con diferentes aceites esenciales y vegetales, entre
ellos el aceite de jengibre en concentraciones de 25 y 50%. Estos autores reportaron
gue las peliculas mas finas, como las utilizadas en este estudio, facilitaron la penetracion
de los radicales OH y su dispersion (Wrona et al., 2021).
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Figura 4.3. Actividad antioxidante de ORAC vy Fenoles Totales de peliculas PLA
tratadas con plasma frio. Letras diferentes del mismo color indican diferencias
estadisticamente significativas (p < 0.05).

Fuente: Autor

Dantas et al. (2021) calcularon la actividad antioxidante en pulpa de agai mediante un
tratamiento de plasma frio atmosférico mediante un sistema DBD con un voltaje de 20
kV, con un tiempo de exposicion de 5, 10 y 15 minutos. Con este tratamiento hubo una
reduccion significativa de la actividad antioxidante (p < 0.05). Los autores atribuyen
estos resultados a la oxidacion de las antocianinas por la presencia de grupos reactivos
O, (Dantas et al., 2021).

Para los ensayos de polifenoles totales (TPC), las muestras tratadas con aire P6.25CP-
A, P12.5CP-A 'y P25CP-A presentaron una disminucion del 26, 34 y 60% con respecto
a los controles sin tratamiento de plasma frio, respectivamente. Mientras que, las
muestras tratadas con nitrégeno reportan una disminucion del 20% para P-6.25CP-N,
18% para P-12.5CP-Ny 25% P-25CP-N frente a sus controles sin tratamiento de plasma
frio, respectivamente. Los tratamientos de plasma frio con aire y nitrégeno provocaron
una disminucién de los valores de polifenoles totales de las peliculas, que se podria
atribuir a la degradacion de grupos aromaticos en el AEO por las especies reactivas de
oxigeno y nitrégeno producidas durante el tratamiento de CP. Esta disminucién es
atribuida por la habilidad que poseen los compuestos fendlicos para remover radicales
libres producidos durante el proceso, como radicales hidroxilos, radicales perdxidos,
oxigeno atomico (Dasan & Boyaci, 2018).

Almeida et al. explicaron que las descargas de plasma frio generan electrones
energéticos que disocian las moléculas de oxigeno al impactarse directamente, luego el
atomo de oxigeno simple se combina con el oxigeno molecular y forma ozono (Almeida
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et al., 2015). Los compuestos fendlicos son particularmente sensibles a los ataques del
ozono. De acuerdo con Pérez et al. (2002) el ozono reacciona muy eficientemente con
los enlaces aroméaticos de los compuestos fendlicos. La reacciéon del ozono en los
compuestos aromaticos favorece la formacion de compuestos hidroxilos y quinonas, por
la ruptura del anillo aromético (Pérez et al., 2002). Sin embargo, el tratamiento con gas
nitrdgeno no produce 0zono o especies reactivas de oxigeno, y es por esto que existe
una menor degradacion de los polifenoles con este tipo de tratamiento.

Autores reportaron resultados contradictorios del contenido de fenoles totales con
diferentes configuraciones y gases en los tratamientos de plasma frio. Ozen et al. (2020)
reportaron que el jugo de manzana tratado con DBD, usando aire como gas con 30, 40
y 50 W por un tiempo de exposicién de 30 s, presentd una disminucion de la actividad
antioxidante de 41.7 a 32.4 GAE mg/100g. Los autores explicaron este fenémeno por la
degradacién del anillo aromatico por los grupos reactivos formados por el plasma (Ozen
& Singh, 2020). Por otro lado, usando el método de plasma de chorro atmosférico (AJP)
en muestras de jugo de granada con gas argon a 4W se obtuvo un aumento porcentual
del 33% en la actividad antioxidante, ya que los grupos fendlicos estan atados a las
paredes celulares polisacaridas de las plantas y estas, al ser desintegradas durante el
proceso, liberan estos grupos (Herceg et al., 2016). Asi mismo, Dasan & Boyaci (2018)
usaron el mismo método AJP con aire como gas, 650W de poder y un tiempo de
exposiciéon de 3 — 5 minutos, obteniendo un aumento porcentual del 14% en el TPC
(Dasan & Boyaci, 2018). De esta manera, se puede entender que las condiciones de
tratamiento pueden influir en los resultados que se quieran obtener al usar esta
tecnologia no convencional.

4.6 Actividad Antibacteriana

Los resultados de actividad antibacteriana se muestran en la Figura 4.4, para las
peliculas de PLA y AEO tratadas con plasma frio con aire y nitrégeno.

En el caso de la evaluacion de las peliculas frente a S. aureus, se observo que las
muestras P-25 (25% AEO, sin tratamiento CP) presentaron una reduccion de 1.96 logio
UFC/ml, mientras que la muestra P-25CP-A (25% AEO, tratada con CP-Aire) obtuvo
una reduccion del 2.45 logio UFC/mly la muestra P-25CP-N (25% AEO, tratada con CP-
Nitrégeno) obtuvo una reduccion del 1.92 logio UFC/ml. Esto quiere decir que, en los
tratamientos antes mencionados, se observo un incremento de 0.5 logio UFC/ml en la
reduccion logaritmica en presencia de aire, mientras que no se observé ninguna
variacion en presencia de nitrégeno. En las peliculas con menores porcentajes de AEO
se observé una disminucién de la reduccion logaritmica. Por tanto, se observa un efecto
mayor del plasma en las peliculas con mayor concentracion de AEO y CP-A.

En el caso de la evaluacién de las peliculas frente a E. coli, se observé que las muestras
P-25 (25% AEO, sin tratamiento CP) presentaron una reduccion de 3.56 logio UFC/m,
mientras que la muestra P-25CP-A (25% AEO, tratada con CP-Aire) obtuvo una
reduccion del 2.87 logio UFC/ml y la muestra P-25CP-N (25% AEO, tratada con CP-
Nitrégeno) obtuvo una reduccion del 3.28 logio UFC/mI. Esto quiere decir que, en los
tratamientos antes mencionados, se observd una disminucion en la reduccion
logaritmica en presencia de aire y nitrégeno. En las peliculas con el menor contenido de
AEO (6.25%), se observo una reduccion de 0.83 logio UFC/mL sin tratamiento de
plasma frio, frente a una reduccion de 2.6 y 2.3 logio UFC/mL para los tratamientos con
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aire y nitrogeno, respectivamente. Esto significa que se observo un incremento de la
reduccion logaritmica entre 1.5y 1.8 logio UFC/mI. Por tanto, se observa un efecto mayor
del plasma en las peliculas con menor concentracion de AEO tratadas tanto con aire o
con nitrégeno.

Elincremento en el poder antibacteriano se puede explicar por cambios en la adherencia
superficial de las peliculas de PLA o a cambios en la estructura del AEO por las especies
reactivas del plasma. El plasma frio produce especies reactivas de oxigeno y nitrégeno
gue actlan sobre las bacterias anaerdbicas, causando dafios en la membrana
citoplasmatica en las proteinas y ADN (Bourke et al., 2017). Ademas, el CP genera la
aparicion de nano protuberancias en forma de aguja en la superficie de peliculas de PLA
gue incrementan su interaccion con compuestos antimicrobianos, asi como su absorcion
fisica y quimica; estos luego se liberan y ejercen su rol antimicrobiano (Hu et al., 2018).
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Figura 4.4. Efecto reductor del tratamiento con plasma frio DBD en la
reduccion de las cepas de S. aureas y E. coli en peliculas de PLA con aceite
esencial de orégano. Letras diferentes del mismo color indican diferencias
estadisticamente significativas (p < 0.05).

Fuente: Autor

Qin et al. (2017) estudié la actividad antibacteriana de peliculas de PLA con aceite
esencial de bergamota, limoncillo, romero y clavo de olor (al 9% p/p) sin el uso del
tratamiento de plasma frio (Qin et al., 2017). Estos autores usaron un método de cultivo
en liquido convencional en cepas de E.coli y reportaron reducciones de 2 logio CFU/mL.
Estos resultados son mayores a los obtenidos en el presente trabajo con peliculas sin
tratamiento y contenido de AEO de 12.5%.
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Bahrami et al. (2022) explicaron que el tratamiento con plasma frio ayuda en el
recubrimiento de materiales en la superficie de las peliculas, mejorando propiedades
funcionales como son la hidrofobicidad mediante la incorporacion de grupos funcionales
y la capacidad de absorcion superficial. Esta dltima puede relacionarse con el efecto
observado en las peliculas de PLA/AEO, debido a una mejor distribucion del aceite
esencial en la superficie de las peliculas (Bahrami et al., 2022).

Hu et al. (2018) midieron la actividad antibacteriana de peliculas de PLA con nisina
tratadas con plasma frio con 300 W, a una presion de 100 Pa a 20+5 °C con tiempos de
exposicidn de hasta 60s. Para la actividad antibacteriana se us6 el método de zona de
inhibicion frente a Listeria monocytogenes donde las muestras de 60 s obtuvieron una
reduccion de 3.3 log UFC/mL. EI tratamiento con plasma frio permiti6 modificar
superficialmente a las peliculas de PLA formando micro-protuberancias. Esta
modificacion junto con la produccion de radicales libres, ayudo6 a la dispersion de la
nisina en la superficie de la pelicula, lo que permitié6 que este compuesto sea disperso
lentamente para inhibir el desarrollo bacteriano. Este valor es similar al obtenido por la
muestra de P-25CP-A con S. aureus, esto se deberia a la capacidad que tiene el plasma
frio de afectar la capacidad de absorcion de las peliculas de PLA (Hu et al., 2018).

En ambos gases utilizados, los grupos reactivos producidos por el tratamiento de plasma
frio tienen una actividad antibacteriana. Sin embargo, los grupos reactivos nitrogenados
son los que destacan. Estos grupos reactivos pueden alterar la membrana celular de las
bacterias produciendo cambios en su ADN y destruyendo las cadenas proteicas y
lipidicas de estas.



CAPITULO 5

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1. Conclusiones

1. Las propiedades de peliculas de PLA con 6.25, 12.5, y 25 % de aceite esencial
de orégano tratadas con plasma frio en atmdsfera de aire y nitrégeno, fueron
caracterizadas en sus propiedades fisicas, antioxidantes y antimicrobianas. En
lo referente a las propiedades fisicas las peliculas con plasma frio no sufrieron
cambios significativos. En ciertos casos hubo cambios ligeros en color y
propiedades mecénicas. Con la adicion de AEO, se observé cambié del valor de
color L* en las muestras de PLA puro y un aumento en la elongacioén a la ruptura.
Se puede concluir que el tratamiento de plasma frio no altera la estructura
guimica del polimero.

2. El tratamiento con plasma frio por 15 minutos resulté en un aumento en la
actividad antioxidante ORAC en la muestra de P-25CP-N (920.13 p mol TE/Q)
frente a su control. Sin embargo, los tratamientos con oxigeno no dieron
resultados positivos en la actividad antioxidante ORAC y en los ensayos de
polifenoles totales. En ambos ensayos se pudo observar que las especies
reactivas de oxigeno afectaron la actividad antioxidante debido a la accién frente
a los grupos fendlicos, que consiste en la destruccion de los grupos aromaticos
presentes y una reduccion de su actividad.

3. Las muestras de peliculas tratadas con aire y nitrdgeno mostraron actividad
antimicrobiana frente a las cepas de estudio. Sobresaliendo la muestra de P-
25CP-N con una reduccién de 3.28 logio UFC/mL frente a Escherichia coli como
el mayor valor de actividad antimicrobiana comparada con las otras muestras
tratadas con plasma. Estos resultados muestran que el tratamiento con nitrégeno
posee mejores efectos frente al oxigeno en actividad antioxidante y
antimicrobiana.

5.2. Recomendaciones

1. Este estudio se realiz6 con dos tipos de gases, aire y nitr6geno, sin embargo, se
podria ampliar el estudio con otros gases como el argon para estudiar los
cambios quimicos que pudieran suceder por el tratamiento de plasma frio.
Ademas, se podria usar el carvacrol como molécula modelo para determinar con
mayor precision el efecto del CP.

2. Los alentadores resultados obtenidos en este trabajo podrian ser utilizados en
futuros estudios aplicados en alimentos frescos empacados. Por lo que se
recomienda, proseguir con la investigacion usando diferentes métodos para la
elaboracion de peliculas para simular lo usado por la industria, estudiar las
propiedades de estas bajo diferentes parametros de elaboracion y aplicarlo en
empaque de alimentos.

3. Finalmente, se sugiere realizar analisis complementarios como la microscopia
electrénica de barrido para estudiar los cambios estructurales superficiales de
las peliculas por el efecto de AE y por el tratamiento de plasma frio. Ademas,
también se puede estudiar el efecto del tratamiento CP en la permeabilidad de
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4. las peliculas, para examinar un posible efecto en esta importante propiedad de
los empaques plasticos para alimento.
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ANEXOS



ANEXO A

8 h i j k |

Figura 7.1.Fotografias de las peliculas de (a) PLA, (b) P-6.25, (c) P-12.5, (d) P-25,
(e) P-CP-A, (f) P-6.25CP-A, (g) P-12.5CP-A, (h) P-25CP-A, (i) P-CP-N, (j) P-
6.25CP-N, (k) P-12.5CP-N, (I) P-25CP-N

Fuente: Autor

ANEXO B

Figura 7.2.Preparacion de muestras y ensayos de actividad antioxidante de fenoles
totales
Fuente: Autor



ANEXO C

Figura 7.3.Ensayo de actividad antimicrobiana por método de difusion en caldo y
muestras de inhibicién bacteriana de peliculas con AEO y tratadas con plasma
frio

Fuente: Autor



