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Resumen

El presente trabajo involucra el desarrollo de peliculas flexibles antimicrobianas con potencial
aplicacién como envases activos. Este tuvo su origen en la presentacion a un proyecto de innovacion
tecnologica integrado en red (PIR). Para dicha presentacion, se constituyé un equipo de trabajo en el cual
participéd una empresa del rubro alimenticio, grupos de investigacion y vinculacion de la Facultad de
Ciencias Quimicas y una dependencia gubernamental de nivel provincial. El objetivo concreto de ese
equipo de trabajo y del proyecto en si mismo, fue el de llevar a cabo el desarrollo y la transferencia de
una aplicacion biotecnologica innovadora en el area de alimentos y biomateriales, que estuviese dirigida a

la conservacion de cierta clase de productos a través de nuevas tecnologias de envasado activo.
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1. Introduccion

La tecnologia de los envases antimicrobianos, se presenta como una eficiente solucion a diferentes
inconvenientes vinculados a las técnicas tradicionales de conservacion de alimentos. Para obtener este
tipo de envases activos, es necesario la incorporacion en el material, de un agente bioactivo especifico.

Este trabajo involucra la obtencion de peliculas modificadas de BOPP, que sean capaces de inhibir o
retardar el desarrollo de mohos y levaduras sobre la superficie en contacto. Para ello se llevo a cabo la
modificacion superficial del polimero en cuestion, se incorpord un agente antifiingico y se efectuaron los
correspondientes ensayos microbiologicos a los fines de evaluar su efectividad como posible material
para ser utilizado como envase antimicrobiano.

La NAT, también conocida como pimaricina, es el agente antimicrobiano seleccionado para el
presente trabajo, es un antifingico natural producido por Streptomyces natalensis, comunmente utilizado
en la industria alimenticia como inhibidor del crecimiento de mohos y levaduras. El mismo ha sido
aprobado como aditivo alimentario por mas de 40 paises, que incluye Argentina, a través del Codigo

Alimentario Argentino.

2. Métodos

2.1 Materiales y equipos

Polipropileno comercial biorientado (BOPP), (CONVERFLEX; ARGENTINA) de 20 um de espesor,
con previo tratamiento corona. Natamicina 100% (PROQUIGA S.A.). Espectrofotometro UV-Visible T-
60 (PG Instrument). Acido acrilico (AA), (SIGMA- ALDRICH); Benzofenona (BF), (SIGMA-
ALDRICH); Lampara de Hg de baja presion NNI 20/40. Espectroscopio IR- ATR con transformada de
Fourier (FT IR- ATR), (AVATAR, PERKIN ELMER). Queso fresco (DUY-AMIS).

2.2 Fotoinjerto de AA en peliculas de BOPP comercial

Las reacciones de modificacion mediante radiacion UV se llevaron a cabo en un sistema constituido
por el sustrato polimérico en forma de pelicula (BOPP), puesto en contacto con una solucion al 50% del
mondémero (AA) y BF (0,1 M). Dichas reacciones, fueron realizadas en un fotorreactor equipado con una
lampara de mercurio de baja presion (40 W) ubicada a una distancia de 12 cm de la pelicula. Las

reacciones de injerto fueron llevadas a cabo modificando el tiempo de irradiacion UV, a fin de mantener



constante la concentracion de BF y AA. Posteriormente, las peliculas fueron enjuagadas con NaOH y
H,O destilada, a los fines de neutralizar y remover los excedentes de monémero y homopolimero.

Para establecer el grado de modificacion de las peliculas tratadas (BOPP-g-AA), se determin6 el
porcentaje de injerto (%G) de las mismas, utilizando la ecuacion 1:

Ecuacion 1;

Donde m (BOPP-g-AA) corresponde a la masa del co-polimero de injerto y m(BOPP) a la masa de
sustrato sin modificar.
La caracterizacion quimico estructural de las peliculas injertadas, se llevo a cabo utilizando FT IR-

ATR.

2.3 Inmovilizacion de NAT en BOPP-g-AA

Se inmoviliz6é la NAT sobre una superficie activa de BOPP-g-AA, con un porcentaje de injerto del
2%. Para esto, se sumergié dicha pelicula en una soluciéon (pH=8) de concentraciéon 24 pg/mL de NAT
por 24hs. Transcurrido este tiempo, la pelicula injertada y tratada con NAT (BOPP-g-AA + NAT), fue

lavada con agua destilada y secada a temperatura ambiente.

2.4 Peliculas bioactivas. Eficiencia antifungica frente a S. cerevisiae y A. niger

Para evaluar la efectividad antifungica de las peliculas desarrolladas, se realizaron ensayos de difusion
en medio de cultivo y ensayos de inhibicion sobre la matriz real de un queso fresco.

El ensayo de difusion en capsula de petri, se llevd a cabo sobre un medio de cultivo especifico para
mohos y levaduras (M y L). La superficie del mismo fue inoculada con una suspension de S. cerevisiae
(2. 10° UFC/mL) para luego depositar sobre la misma, discos de 2 cm de diametro de las peliculas BOPP-
g-AA + NAT. Las placas fueron incubadas 24 hs a 37 °C. Posteriormente se realizo el recuento de las
colonias microbianas presentes.

Para llevar a cabo el ensayo de inhibicion sobre el alimento, se utilizd queso fresco como matriz
alimenticia. Sobre la superficie de una porciéon del mismo, (6 x 23) cm” x 1 cm de espesor, se distribuyd
homogéneamente un inoculo mixto de S. cerevisiae (1.9 .10° UFC/mL) y A. niger (0.3 .10° UFC/mL).
Posteriormente, cuadrados de 4 cmde lado, de BOP-g-AA + NAT fueron dispuestos sobre la superficie
del alimento, junto a peliculas comerciales de BOPP sin tratamiento. También se ensayaron como
muestras control, superficies de queso sin recubrir. Todas las muestras fueron almacenadas por 21 dias a
temperatura ambiente. Durante el periodo de almacenamiento, se determind mediante el hisopado

cuantitativo, el nimero de colonias de mohos y levaduras presentes en la superficie del alimento en



contacto con las peliculas (salvo para el caso del area control, sin recubrir con material polimérico). La
carga arrastrada por el hisopo se suspendi6 en buffer fosfato (pH=8) estéril y se sembro (0.2 mL) en
placa. Posteriormente, las placas fueron incubadas a 37 °C hasta su recuento luego de 24 hs. Las

determinaciones fueron realizadas por duplicado.

3. Resultados y discusion

3.1 Fotoinjerto de AA en peliculas de BOPP comercial

Las reacciones de injerto, fueron realizadas en un fotorreactor especialmente disefiado para este
proposito. Luego de diferentes ensayos de optimizacion’, se determin6 el siguiente listado de parametros
como las condiciones Optimas para la modificacion superficial: i) 12 cm de separacion entre la pelicula de

BOPP (17 cm x 27 cm) y la fuente de luz UV; ii) 0.1 M de BF y iii) Tiempo de irradiacion UV < 2min.

3.2 Caracterizacion de las peliculas de BOPP injertadas con AA

La caracterizacion quimica de las superficies fue realizada por espectroscopia FT IR- ATR. En la
figura 1, se puede observar el espectro correspondiente a una superficie de BOPP sin tratamiento y otro
del mismo material, injertado con AA (BOPP-g-AA). Para el espectro a) correspondiente a la pelicula de
BOPP, se efectué la siguiente asignacion de bandas, tipicas de dicho polimero: a) bandas a 1457 cm™ y
1376 cm™: vibraciones de flexion de CHs; b) bandas a 2838 cm™ y 2917 cm™, vibraciones de tension de
CH; ¢) bandas a 2948 cm” y 2867 cm’, vibraciones de tension de CHs. En el espectro b),
correspondiente a la pelicula de BOPP-g-AA, a diferencia del anterior, se observa una banda intensa a
1704 cm™, debida a la vibracion del enlace C=0 de -COOH y otra banda a 1559 cm™, correspondiente a
la vibracion de tension del enlace C=0 de -COO". Ambas, caracteristicas del poli(AA) injertado.
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Figura 1. Espectro FT IR- ATR de: a) BOPP sin tratamiento y b) BOPP- g- AA



3.3 Inmovilizacion del agente antifungico NAT

Se propuso la incorporacion fisica del agente antifingico NAT, a la superficie de peliculas plasticas
de uso comercial de BOPP. Como se menciond anteriormente, este tipo de inmovilizaciones, requiere que
tanto el soporte polimérico, como la biomolécula en cuestion, cuenten con los grupos funcionales
adecuados que aseguren su interaccion especifica. En este caso, se capitaliz6 la gran variedad de grupos
funcionales presentes en la molécula de NAT, para conseguir su interaccion con peliculas de BOPP
injertadas con AA (BOPP-g-AA). En este proceso de inmovilizacion, serian tres los factores principales
por los cuales se genera la union de la NAT a la pelicula de BOPP-g-AA: Interaccion electrostatica,
Interacciones puente hidrogeno y Van der Waals y la Oclusion o “entrampe” del agente bioactivodebido a

la morfologia rugosa de las peliculas modificadas.

3.4  Peliculas bioactivas. Eficiencia antifungica frente a S. cerevisiae y A. niger
En la Figura 2 se muestra una imagen de la capsula de petri correspondiente al ensayo de difusion en
medio de cultivo, para una pelicula BOPP-g-AA + NAT. En ella se observa que dicha pelicula es capaz

de inhibir completamente el crecimiento de las levaduras inoculadas en la superficie del medio.

Figura 2. Ensayo de difusion en medio de cultivo para superficies de BOPPP-g-AA + NAT.

En el caso del ensayo microbiologico sobre la matriz alimenticia (queso fresco), la cantidad de
microorganismos se expreso en términos logaritmicos (Log UFC). En la figura 3 se muestra el grafico de
Log UFC en funciéon del tiempo de almacenamiento. Alli se observa que las peliculas BOPP-g-AA +
NAT, a los 7 dias de almacenamiento de la muestra a temperatura ambiente, generaron una reduccion
logaritmica de 1.6 unidades, con respecto a la superficie control, para el caso de levaduras. Es decir, se
inhibié hasta un 97.5 % el desarrollo de las mismas en la superficie del queso. Esta capacidad de
conservacion de las peliculas activas, en comparacion a la de las peliculas comerciales, fue sostenida

practicamente en todo el periodo de almacenamiento.
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Figura 3. Log UFC de S. cerevisiae en funcion del tiempo de almacenamiento para muestras de alimento en contacto con pelicula de BOPP,
BOPP-g-AA+ NAT y muestra Control.

Para el caso del ensayo de mohos, el recuento de colonias de A. niger presentes enla superficie del
alimento, fue obtenido de los ensayos microbioldgicos realizados a los 0, 5, 15, y 21 dias de
almacenamiento a temperatura ambiente. En la Figura 4 se presenta el valor de Log UFC para cada dia de
muestreo, frente a muestras blanco y control.

Se observa que a partir del dia 5 de almacenamiento, en la superficie de queso fresco, en contacto con
la pelicula BOPP-g-AA + NAT, hay una reduccion logaritmica de 2 unidades con respecto al control.
Esto representa una inhibicion del 99% de los mohos presentes en la superficie. Ademas, este porcentaje
de inhibicion, se mantuvo constante durante los 21 dias de almacenamiento. Por su parte, la carga de
mohos en el queso recubierto con la pelicula comercial de BOPP, también presenta una reduccion
logaritmica de 2 unidades en los primeros 5 dias de almacenamiento, aunque en este caso, la inhibicidn se

ve disminuida en el transcurso de los dias restantes.
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Figura 4. Log UFC en funcion del tiempo de almacenamiento para colonias de A. niger presentes en muestra de alimento en contacto con

pelicula de BOPP, BOPP-g-AA+ NAT y muestra Control.

4. Conclusiones

Se logré efectuar eficientemente el injerto de AA en superficies de BOPP comercial, mediante una
técnica asistida por radiacion UV. Las superficies modificadas por esta metodologia sirvieron como
soporte del compuesto antifingico NAT. Dichas peliculas, fueron capaces de inhibir completamente el
desarrollo de levaduras en la superficie del medio de cultivo. Los ensayos de inhibicion sobre la matriz de
queso fresco demostraron que las peliculas de BOPP-g-AA + NAT poseen una eficiente actividad
antifingica, reduciendo en un 96.8 % la carga de levaduras y 99% la de mohos. Este efecto inhibitorio fue
sostenido en un periodo de almacenamiento de 21 dias a temperatura ambiente.

La importancia del presente proyecto radica en la posibilidad de reducir la concentracion de
sustancias conservantes en el alimento mismo y/o incrementar su periodo de aptitud para el consumo.
Esta innovacion es muy importante por el impacto directo en la calidad de vida de los consumidores, en
virtud que los mismos no ingieran sustancias quimicas que no tienen una finalidad nutricional y solo son

utilizadas a los fines de extender la vida 0til del alimento.
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