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Resumen

En este trabajo de Tesis, se propuso desarrollar una tecnologia para la fabricacion
de “envases bioactivos”. Este desarrollo tecnoldgico, se vio impulsado por la necesidad de
la industria alimenticia local, de ofrecer nuevas alternativas de conservacion que impliquen
el uso de materiales activos, capaces de extender el tiempo de aptitud de los alimentos
envasados.

La generacion de las peliculas activas se llevd a cabo mediante la incorporacion de
natamicina (poderoso agente antifungico empleado en la industria alimenticia) a la
superficie de peliculas de polipropileno biorientado. En primera instancia fue necesaria la
modificacion superficial del polimero, a los fines de conseguir la presencia de grupos
funcionales especificos que posibiliten la union del agente antifungico. Dicha
funcionalizacidn se llevé a cabo mediante el injerto de dcido acrilico sobre la superficie de
las peliculas de polipropileno. Para esto, se evalud el uso del tratamiento plasma, descarga
corona y radiacion ultravioleta (fotoinjerto) como fuentes de energia de las reacciones de
modificacion; siendo la radiacion ultravioleta, la seleccionada en este trabajo para llevar
adelante el injerto en las peliculas.

La incorporacion de natamicina a la superficie de las peliculas de polipropileno, se
realizo utilizando diferentes estrategias de inmovilizacion del antifungico: i) a través de su
inmovilizacion fisica a superficies previamente injertadas con dcido acrilico, ii) mediante su
union covalente a peliculas previamente injertadas con el mismo mondmero y iii) llevando
a cabo el recubrimiento o “coating” de las peliculas sin modificar, con una resina acrilica
conteniendo al compuesto activo.

Diferentes ensayos microbioldgicos realizados en medios de cultivo, demostraron
que aquellas peliculas con el agente activo inmovilizado fisicamente y aquellas recubiertas
con la resina acrilica conteniendo al mismo, fueron capaces de inhibir completamente el
desarrollo de mohos y levaduras (Saccharomyces cerevisiae y Aspergillus niger) sobre la
superficie del agar, en tanto que las peliculas con natamicina inmovilizada

covalentemente, no presentaron esta propiedad.



La evaluacion final de las peliculas bioactivas, con respecto a sus propiedades
antifungicas, fue llevada a cabo sobre la superficie de una matriz alimenticia real
(particularmente queso fresco), por un periodo de 21 dias a temperatura ambiente. Los
resultados obtenidos, demostraron que las peliculas injertadas y con natamicina
inmovilizada fisicamente, fueron capaces de inhibir mds del 96% la carga de mohos y
levaduras presentes en la superficie del alimento. Por su parte, las peliculas con
recubrimiento antimicrobiano fueron capaces de inhibir aproximadamente un 90% el
crecimiento de levaduras sobre la superficie del queso en contacto.

La eficiencia antifungica de las peliculas bioactivas inmovilizadas fisicamente,
también fue comparada con el efecto inhibitorio generado por la aplicacion directa de
natamicina sobre la superficie del queso. Al respecto, los resultados obtenidos mostraron
que el poder inhibitorio de las peliculas activas, en comparacion a la aplicacion directa del
conservante, fue superior. También se realizaron ensayos segun métodos oficiales, que
permitieron determinar que la cantidad de natamicina residual en el queso, lego de estar
éste en contacto con las peliculas activas, fue un orden de magnitud menor que el limite
permitido por la legislacion vigente.

Esta innovacion, resultado del trabajo de Tesis, es muy importante por el impacto
directo en la calidad de vida de los consumidores, ya que no solo aspira a mantener la
calidad de los alimentos envasados a lo largo del periodo de distribucion, comercializacion
y almacenamiento, sino que también pretende evitar que los consumidores ingieran
sustancias quimicas que no tienen una finalidad nutricional y que solo son utilizadas a los

fines de extender la vida util del producto.
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Abreviaturas

%G  Porcentaje de injerto o porcentaje de grafting
%T Porcentaje de transmitancia

[BOPP- g-AA]- NAT Polipropileno biorientado injertado con acido acrilico y natamicina

unida covalentemente.

AA  Acido acrilico

Abs  Absorbancia

Ac  Acido Acético

aw Actividad de agua

ATR Reflectancia Total Atenuada

BF Benzofenona

BFe Radical benzopinacol

BOPP Polipropileno Biorientado

BOPP- g-AA Copolimero de injerto de AA en polipropileno biorientado

BOPP- g-AA + NAT Polipropileno biorientado injertado con acido acrilico y natamicina

inmovilizada fisicamente.

BOPP/RA Pelicula de polipropileno biorientado con recubrimiento o “coating” de

resina acrilica.

BOPP/RA:NAT Pelicula de polipropileno biorientado con coating antimicrobiano a

base de natamicina.

cm Centimetro

Vil



DCC

DMF

FTIR

M

N,N'-diciclohexilcarbodiimida

Dimetilformamida

Espectroscopia infrarroja con Transformada de Fourier

Molar (mol/L)

MeOH Metanol

min

NAT

nm

PE

PEBD

PET

PP

PVC

RA

seg

uv

WCA

Minutos

natamicina

Nandmetros

Polietileno

Polietileno de baja densidad

Polietilen tereftalato

Polipropileno

Policloruro de vinilo

Resina acrilica de polimetacrilato de metilo

Segundos

Ultravioleta

Angulo de contacto de gota de agua

Vil


http://es.wikipedia.org/wiki/Diciclohexilcarbodiimida
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Capitulo 1: Introduccion






1.1 Envases plasticos en general

En la actualidad, muchos de los objetos con los que tenemos contacto, estan
hechos total o parcialmente de algun tipo de polimero. La popularidad de estos
materiales, se debe a la variedad de propiedades casi ilimitada que se les puede dar: los
hay duros, blandos, rigidos, flexibles, densos, ligeros, transparentes, opacos, pegajosos,
antiadherentes, impermeables, absorbentes, conductores, aislantes, etc. La enorme
versatilidad de los materiales poliméricos, se ve reflejada en el amplio espectro de
aplicaciones de las cuales son protagonistas.

En la Figura 1.1.1, se puede observar la distribucién de cada uno de los destinos
con los que son producidos los materiales plasticos en el territorio argentino (Facultad de

Agronomia. Universidad Nacional de Buenos Aires 2010):

W Construccion
3%

3%
7%
3%

W Otros
HEmpaque
B Articulos domeésticos
M Industria Automotriz
W Agro

Muehles

Industria Eléctrica

Figura 1.1.1. Destino de los pldsticos elaborados en Argentina.

En nuestro pais, al igual que en el resto de mundo, la mayor parte del plastico
producido tiene como destino final la manufactura de envases y embalajes en general. De
esta fraccion, el 47% es utilizado solo como envases para alimentos (Gonzales 2013).

El hecho que mayoritariamente los envases y embalajes estén constituidos por
plasticos, no es fortuito, sino que tiene sus fundamentos en numerosas ventajas que estos
materiales ofrecen:

e Son quimicamente inertes en contacto con la mayoria de los productos alimenticios.
e Son livianos comparados con otros materiales con que también se fabrican envases, lo

cual facilita su transporte y manipulacion.



e Pueden ser moldeados a temperaturas relativamente bajas en comparacién a otros
materiales, lo que significa un importante ahorro energético.

e Requieren generalmente de poca materia prima para su elaboracidn.

e En su mayoria son reciclables.

Ofrecen buena resistencia a las roturas.

Son higiénicos y econémicos.

Se caracterizan por ser extremadamente versatiles, ya que se pueden encontrar en
forma de peliculas delgadas o de gran espesor, opacos, brillantes, trasltcidos, etc.

e Las propiedades de barrera a gases y al vapor de agua, pueden ser modificadas en
funciéon de la composicidn del material y la incorporacién de aditivos.

En la actualidad se dispone de una amplia gama de envases y embalajes de muy
diversos compuestos y caracteristicas, que intentan satisfacer la demanda de la gran
cantidad de productos alimentarios que existen en el mercado. Debido a esta variabilidad
de productos, no es posible el uso de un envase ideal que sea valido para todos los
alimentos por igual. Por lo tanto es necesario seleccionar para cada uso, el envase y la
tecnologia de envasado mds adecuada en funcién de distintos parametros.

Los envases juegan un papel fundamental en la conservacidn, distribucidon y
comercializacién de los alimentos, las funciones asignadas tradicionalmente al envase son
las de contener, proteger, informar y atraer; sin embargo, estas han ido cambiando a lo
largo de los afos, como respuesta a las profundas transformaciones en la forma de
comercializacién y estilo de vida de los consumidores. Este escenario dindmico, ha forzado
el advenimiento de una forma novedosa de envasado y conservacion, los “envases

activos”.

1.2 Envases Activos

De acuerdo a un reporte del afio 2011 de la FDA, en el mundo cada afio son
desechados 1.3 billones de toneladas de alimentos, de los cuales un gran porcentaje se

debe a inconvenientes asociados a fases de produccién, distribucion y almacenamiento.



En América Latina, esta pérdida es de aproximadamente 200 kg por individuo en solo un
afio, en tanto que en paises mas desarrollados alcanza los 300 kg/afio (Dobrucka 2013;
Ministerio de Agricultura Alimentacidon y Medio Ambiente 2013); en este contexto, los
envases juegan un papel fundamental.

Los alimentos no son productos inalterables que conserven indefinidamente sus
caracteristicas fisicas, quimicas y microbioldgicas. De hecho, los alimentos se deterioran
con el paso del tiempo, ya sea por la accidon de organismos vivos, por la accién fisico-
quimica del entorno o por la actividad bioldgica del propio alimento (Costamagna 2006).

El envasado tradicional o “pasivo” de los alimentos, tienen como principal objetivo
resguardar y proteger a los productos de la accion de agentes externos, como ser
microorganismos, oxigeno, olores, luz, etc. y de esta manera garantizar la conservacién de
la calidad de un alimento por un determinado periodo de almacenamiento. Para lograr
esto se intenta que los envases tradicionales, al estar en contacto con los alimentos, sean
inertes y no tengan ningun tipo de interaccion fisico-quimica con el producto (Dainelli et
al. 2008).

En las ultimas décadas, uno de los desarrollos mas innovadores en el area del
envasado de alimentos, es el concepto de “envase activo”. Junto con las técnicas de
envasado en atmodsfera controlada (CAP) y modificada (MAP), estas tecnologias han
ganado terreno en el mercado global, destacandose en paises como Japdén y Estados
unidos (Restuccia et al. 2010). A diferencia de los envases tradicionales, en los sistemas
activos de envasado, se busca deliberadamente una interaccién entre el material y el
alimento, o su entorno. El propdsito de este tipo de tecnologia es extender el tiempo de
vida util del alimento y asegurar su calidad en este periodo. Estas dos caracteristicas,
constituyen la principal diferencia entre los sistemas activos y otra novedosa tecnologia de
almacenamiento, que también se basa en la interaccion con el alimento: los envases
“inteligentes”. Estos Ultimos, intentan “monitorear” la condicién de almacenamiento del
producto y brindar informacién acerca de su calidad, pero no de conservarla.

“Los materiales o articulos activos para alimentos, son definidos como materiales o

articulos que estdn destinados a extender o mantener el tiempo de vida util del producto



alimenticio envasado. Poseen incorporados compuestos que pueden liberar o absorber
sustancias dirigidas o provenientes del alimento o su entorno. Estos materiales, pueden
generar cambios en la composicion y/o caracteristicas organolépticas de los alimentos a
condicion de que estos cambios cumplan con las disposiciones previstas en las legislaciones
correspondientes” (Framework Regulation on Food Contact Materials- 1935/2004).

Paraddjicamente, si bien la tecnologia de los envases activos es considerada
“novedosa” o “moderna”, el concepto en si mismo se remonta a épocas ancestrales
donde diferentes culturas de Asia, Africa y Sud América, empleaban numerosas
variedades de vegetales para recubrir alimentos con la finalidad de contenerlos vy
protegerlos, pero ademas, por su habilidad de estos vegetales para transferir al producto
diferentes caracteristicas y propiedades, como ser sabores, aromas, color, enzimas y hasta
sustancias antimicrobianas (Dainelli et al. 2008).

Es a partir de los afios ochenta, cuando la idea de envasado activo comienza a
desarrollarse y se materializa en la comercializacién de paises como Japdn y Australia.
Luego ird ganando terreno no solo en la industria alimenticia, sino también en la
farmacéutica, informatica, textil, entre otras. La novedad que conlleva esta técnica,
resulta en aprovechar los cambios que ocurren durante la “vida” del producto envasado,
convirtiéndolos en aspectos positivos que colaboren a la preservacion de su calidad. Esto
significa superar la barrera de lo inercial asociada a los envases tradicionales y avanzar a la
busqueda de interacciones que sean convenientes entre el material y el alimento. En este
sentido, surgen numerosas ventajas del uso de los envases activos: aumento del tiempo
de vida util de los alimentos, reduccion del empleo de aditivos o conservantes, reduccién
de costos debidos a la utilizacion de técnicas de conservacion alternativas (por ejemplo,
técnicas de envasado en atmdsfera controlada), entre otras (Costamagna 2006).

Los envases activos generalmente son disenados para atender algin requerimiento
o propiedad especifica de los alimentos. Esta propiedad o requerimiento seleccionado,
normalmente es la mas critica en cuanto al deterioro de su calidad o tiempo de vida util.
Esto obliga, al igual que en las tecnologias tradicionales de envasado, a realizar un estudio

y un disefio en concordancia con las exigencias propias del alimento (Han 2005).



1.2.1 Formatos de envases activos

La eleccién de la forma o disefio de un envase activo, estd basada en tres
consideraciones globales: primero, los requerimientos del alimento; segundo el formato
del envase que estard en contacto el alimento y por ultimo, los requerimientos del agente
activo (Han 2005). Pueden ser clasificados en dos grupos principales: i) aquellos en los
cuales no hay liberaciéon de compuestos activos y ii) aquellos en donde intencionalmente
hay una migracién o liberacion controlada de sustancias volatiles o no volatiles activas al

alimento o su entorno (Figura 1.2.1).

Sin liberacion intencional del agente activo: El
agente activo se encuentra inmovilizade de manera

—\,‘ estable, por ejemplo a través de un enlace
I covalente

Con liberacidn intencional del agente activo:

—> . El  agente active no wvoldtili puede migrar
controladamente al entrar en contacto con el
— @

alimento.

— @

000

El agente activo voldtil puede ser emitido
"o controladamente a la atmdsfera circundante al

|7 Sz% alimento.
| —>

Figura 1.2.1. Clasificacion de envases activos: i) Sin liberacion del agente activo o ii) Con

migracion o liberacion del agente activo.

Los sistemas de envasado activo mas comunes son:
e Sistemas Absorbentes de humedad: Cominmente constituidos por polimeros
superabsorbentes, zeolita, celulosa u otros. Por lo general, estos compuestos se
encuentran en el entorno del alimento, dentro de un envase secundario permeable y sin
tener contacto directo con la matriz alimenticia. Como su nombre lo indica, son capaces

de reducir la cantidad de agua en fase vapor, producto del exudado de los alimentos y que



puede favorecer el crecimiento microbiano. Por lo general son utilizados en alimentos con
elevada actividad de agua (aw), por ejemplo frutas, vegetales, pescados, carnes. También
en aquellos alimentos que pierden aceptacion en caso de encontrarse himedos, como ser
“snaks”, cereales, comidas secas, mani, etc.

e Sistemas absorbentes de etileno: El funcionamiento de estos dispositivos estd basado
en una serie de reacciones capaces de consumir el etileno presente en la atmdsfera
circundante a algunos alimentos. Son extremadamente Utiles en productos de
exportacion, ya que disminuyen la velocidad de maduracién producida por la presencia de
la molécula de etileno, ya que ésta es una fitohormona. En la presentacién comercial,
pueden encontrarse como elementos independientes o integrados en el envase. Su mayor
utilizacién es en frutos climatéricos (Vermeiren et al. 1999).

e Sistemas absorbentes de oxigeno: Las reacciones de oxidacion con sustancias presentes
en los alimentos tienen como consecuencia aromas indeseables, cambios de color de la
superficie por pardeamiento, pérdida de nutrientes, etc. Ademas, la presencia de oxigeno
puede favorecer en ciertos casos el desarrollo de microorganismos aerobios como ser
Pseudomonas. Para disminuir la presencia de oxigeno, la mayoria de estos sistemas
comerciales estan basados en la oxidacion de sales de hierro, aunque también los hay de
acido ascorbico y cathecol. Las sustancias absorbentes son colocadas en reservorios
secundarios o incluidas en la formulacidon del envase primario y suelen tener resultados
mas efectivos que las técnicas de envasado en atmdsfera modificada (MAP). Se los puede
encontrar en pan, galletas, pizza, café, jugos, entre otros (Coma 2008).

e Sistemas reguladores de CO,: Los envases activos de emision de CO, son utilizados
debido a la actividad antimicrobiana de este compuesto frente a una amplia gama de
microorganismos aerobios y flngicos. Tales sistemas estan basados en carbonato ferroso
o una mezcla de acido ascérbico y bicarbonato de sodio. Por otra parte, elevadas
concentraciones del gas son indeseables ya que pueden resultar téxicas, por lo que
necesitan ser removido del entorno del alimento. Para esto se suelen incorporar al

envase, agregados cuyos principios activos son hidroxido de calcio o carbén activado.



e Sistemas de envasado antimicrobiano: La contaminacidn microbioldgica de los
alimentos y el posterior crecimiento de microorganismos, es su principal causa de
deterioro: disminuye el tiempo de vida util y compromete la seguridad alimentaria de los
mismos. Los métodos tradicionales para inhibir el crecimiento microbiano incluyen
tratamientos térmicos, frisado, radiacién, pre-coccién, atmdsferas controladas y también,
la adicidn directa de agentes antimicrobianos, que en ocasiones pueden generar una gran
variedad de inconvenientes. Desafortunadamente, estas técnicas de conservacion no

pueden aplicarse a todos los alimentos por igual.

1.3 Envases antimicrobianos

La tecnologia de los envases antimicrobianos es una forma prometedora de envase
activo, cuyo objetivo principal es aumentar el tiempo de vida de los alimentos envasados,
evitando el deterioro de los mismos por el accionar de los microorganismos. El disefio o
modelo de los envases antimicrobianos puede variar significativamente dependiendo del
uso al cual estén destinados, es por ello que a la hora de llevar a cabo su desarrollo, los
siguientes factores deben ser tenidos en cuenta (Han 2000):

Naturaleza quimica del envase, los procesos asociados a su produccion y la
actividad antimicrobiana residual luego del procesamiento: La eleccién del agente
antimicrobiano, por lo general depende de sus limitaciones frente a diferentes
condiciones relacionadas al procesamiento del envase (extrusado, laminado, impresion,
etc.) y de su compatibilidad con el material (diferencia de polaridad, solubilidad, etc.). Un
ejemplo particular, seria la necesidad de realizar a bajas temperaturas el extrusado de
polietileno de baja densidad (PEBD) aditivado con sorbato de potasio, debido a que la
actividad de este conservante, puede verse resentida a temperaturas elevadas (Han &
Floros 1997). Conocer la actividad antimicrobiana luego del procesamiento del envase, es
una factor fundamental para la eleccién del agente antimicrobiano y por lo tanto en el
diseio del envase activo.

Caracteristicas de las sustancias antimicrobianas y de los alimentos: Los

componentes de los alimentos pueden afectar significativamente la afectividad de las
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sustancias antimicrobianas. Las caracteristicas fisico-quimicas de los alimentos pueden
tener consecuencias directas en su actividad, por ejemplo el pH de un alimento puede
influenciar en la ionizacion del sitio activo del agente antimicrobiano y alterar
radicalmente la actividad bioldgica. Otro factor que puede modificar sustancialmente la
actividad y la estabilidad quimica de un agente activo, es la a,, del producto envasado.
También, cada alimento posee una microflora particular, la cual debe ser tenida en cuenta
a la hora de seleccionar e incorporar el agente antimicrobiano (Quintavalla and Vicini
2002).

Temperatura de almacenamiento: La temperatura a la cual son conservados los
alimentos puede tener efectos en la actividad del antimicrobiano, ademas de modificar el
grado de transferencia de éste hacia el alimento. Por lo general, al aumentar la
temperatura de almacenamiento, la migracion del agente activo suele incrementarse. La
temperatura también puede incidir en la actividad antimicrobiana residual del compuesto,
por lo que es de suma importancia conocer las condiciones de almacenamiento de un
determinado producto, para poder predecir la eficiencia de los compuestos activos
utilizados.

Propiedades fisicas de los materiales constituyentes del envase: Las prestaciones y
las caracteristicas de los materiales del envase, deben mantenerse luego de la adicion o
incorporacion de las sustancias activas. Esto es quizas uno de los desafios mas

importantes en el disefio de envases antimicrobianos.

1.3.1 Formatos de envases antimicrobianos

Los sistemas de envasados para contener y proteger alimentos, normalmente
estdn conformados por el producto, el envase y el espacio existente entre ambos.
Particularmente en los envases antimicrobianos, el agente activo puede ser incorporado
en partes no comestibles del envasado como ser peliculas, bicapas, recubrimientos o en el
espacio entre el material y el producto, a través de sachets o almohadillas. Los
recubrimientos comestibles, por otra parte, también son una forma de envases
antimicrobianos que Uultimamente han sido desarrollados para prevenir el deterioro

principalmente de frutas (Han 2005).
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Algunos de los formatos mas comunes de envases antimicrobianos, de los cuales

varios estan disponibles comercialmente, son:

e Envases con adicion del agente activo en reservorios secundarios o “sachet”.

En estos casos son utilizados sustancias volatiles capaces de inhibir el crecimiento
microbiano, mediante su liberacion al entorno del alimento. Los compuestos mas
utilizados comercialmente son CO,, SO, y vapores de etanol. Como se menciond
anteriormente, los sistemas absorbentes de oxigeno, indirectamente también cumplen

una funcidn inhibitoria frente a microorganismos aerobios.

e Sistemas con el agente dispersado en el material del envase.

Una alternativa al uso de “sachets” conteniendo el agente activo, es incluir a este,
directamente en el material polimérico del envase. En estos sistemas, el compuesto
antimicrobiano (bactericidas, enzimas, quelantes, iones metalicos, acidos organicos, entre
otros) es adicionado al polimero durante el proceso de extrusado y produccion de las
peliculas plasticas. Una desventaja, es que debido a las condiciones empleadas en dichos
procesos (elevadas temperaturas, compresion, etc.), se puede ver disminuida la actividad

antimicrobiana de los agentes activos incorporados.

e Sjstemas constituidos por macromoléculas antimicrobianas.

Macromoléculas que exhiben actividad antifungica o antibacteriana, son
excelentes candidatos para la elaboracion de sistemas antimicrobianos que son utilizados
en numerosas areas de investigacion y sectores de la industria. Uno de los ejemplos mas
comunes es el quitosan, este es un polimero natural con comprobada actividad
antimicrobiana, con el cual se han elaborado peliculas y recubrimientos para alimentos
con el propdsito de evitar su deterioro por accidn de levaduras, bacterias Gram negativas
y particularmente Gram positivas (Coma 2008; Helander et al. 2001; Mufioz-Bonilla and

Fernandez-Garcia 2012).
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e Recubrimientos activos comestibles.

Esta clase de envases antimicrobianos ha recibido especial atencién en los ultimos
afios, debido a factores ambientales y a la necesidad de nuevas técnicas de
almacenamiento. Los recubrimientos y peliculas a base de polisacdridos, proteinas y
lipidos, tienen una serie de ventajas como la biodegradabilidad, biocompatibilidad, buena

apariencia y propiedades de barrera frente a oxigeno y estrés fisico (Gonzales 2013).

e Materiales con nanoparticulas antimicrobianas.

Ultimamente ha habido un enorme interés por este tipo de envases activos, que
emplean como agentes antimicrobianos a nanotubos de carbén o nanoparticulas
metalicas. Los nanomateriales de Plata, Oro y Zinc poseen comprobada actividad
antimicrobiana y son los mds utilizados en este tipo de materiales; en especial los de plata
son encontrados en numerosas aplicaciones comerciales, dado a su gran estabilidad y
eficiencia frente a aproximadamente 150 especies diferentes de bacterias (Kumar and
Minstedt 2005). Estos sistemas, actuan a través del contacto directo con el producto o

mediante su migracion lenta y posterior accién (Silvestre, Duraccio, and Cimmino 2011).

e Sistemas con el agente activo inmovilizado en la superficie del material.

Este tipo de inmovilizacién de los agentes activos, se presenta como una
alternativa a su incorporaciéon en el momento de extrusado del polimero o casting.
Permite incluir en superficies plasticas aquellos antimicrobianos que no son capaces de
soportar las condiciones mecdnicas y de temperatura tipicas del proceso de extrusado, o
gue puedan sufrir alteraciones debido a la presencia de determinados solventes en la
formacién por casting de las peliculas (Appendini and Hotchkiss 2002a). Esta forma de
incorporar al agente activo, tiene la ventaja de disminuir la cantidad adicionada del
compuesto a la matriz del polimero, minimizar la pérdida de actividad antimicrobiana y
ayudar a mantener la concentracion del compuesto en la superficie del alimento, en

niveles adecuados que aseguren su efecto inhibitorio.
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1.4 Aspectos legales y de comercializacion de los envases activos

En comparacion a los sistemas tradicionales de envasado, la deliberada interaccidn
que existe entre los envases activos, el alimento y su entorno, ha generado un cambio
radical en la forma de evaluar la seguridad y el uso de estas nuevas tecnologias. En estos
casos, el riesgo que representa la migracion de sustancias desde el envase hacia el
alimento o el uso inadecuado de estos dispositivos, ha motivado la necesidad de incluir
disposiciones al marco regulatorio, acerca de la seguridad y el rotulado de envases activos.

En este sentido, la normativa 1935/2004 de la Unidn Europea (UE), fue la
responsable de agrupar todos los requisitos bdsicos establecidos para materiales en
contacto con alimentos, incluidos envases activos e inteligentes. Finalmente, la norma
450/2009 sancionada luego fue incluida a la anterior, para integrar aspectos especificos
para la comercializacion y el mercado de los envases activos e inteligentes. En ella, se
destacan los requisitos necesarios para la introduccion de los envases activos en el
mercado (Articulo 4), las sustancias permitidas para ser utilizadas tanto en envases activos
como inteligentes (Articulos 5 al 8), las disposiciones acerca del etiquetado especifico de
partes no comestibles incluidas en estos envases (Articulo 11), requisitos de
documentacién (Articulo 13), entre otras (Restuccia et al. 2010).

En nuestro pais, la reglamentacion vinculada al uso de envases o articulos en
contacto con alimentos, ha sido heredada del marco legislativo del MERCOSUR e
incorporada en el Cédigo Alimentario Argentino (C.A.A). Esta legislacidon es similar a la
vigente en la UE, principalmente en lo que respecta a limites de migracion global,
migracion especifica y listas positivas de materiales en contacto con alimentos (Kopper
and Ariosti 2010). Sin embargo, las especificaciones que se encuentran en el Reglamento
(CE) 450/2009, correspondientes a materiales activos e inteligentes, no forman parte de la
normativa nacional. Desafortunadamente, esta disparidad entre la legislacion local vigente
y el avance acelerado de nuevos conocimientos e innovaciones en el area, genera un
retraso en la insercion de materiales de envasado activo en el mercado local.

Ademas de la poca flexibilidad en las legislaciones actuales, otro aspecto a sortear

es el rechazo de los distintos grupos de consumidores, por ejemplo a las tecnologias de
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envases activos que involucran la migraciéon de diferentes sustancias, como ser
aromatizantes, saborizantes o agentes antimicrobianos. La aceptacion de los
consumidores al uso de nuevos envases activos en general, estd mayoritariamente
relacionada a la comodidad y facilidad con que pueden ser utilizados estos sistemas, que
no impliquen cambios en su cultura alimenticia o estilo de vida y que ademas no
incremente el costo del producto

El reconocimiento de los beneficios de las tecnologias de envasado activo por parte
de las legislaciones y la industria alimenticia, el desarrollo de sistemas de envasado
econdmicamente viables y una mayor aceptacion de los consumidores, abre nuevas

fronteras para la tecnologia de envases activos.

1.5 Desarrollo de envase antimicrobiano para alimentos.

Dentro los formatos mdas comunes de envases antimicrobianos (1.3.1), el de
especial interés en este trabajo, es aquel en que el agente activo se encuentra
inmovilizado en la superficie del material. En general se pueden distinguir tres etapas
fundamentales en el proceso de obtencién de este tipo de materiales antimicrobianos
para alimentos: A) La modificacién superficial de la matriz polimérica seleccionada, B) La
incorporaciéon del agente antimicrobiano y C€) La evaluacién de la efectividad
antimicrobiana de los materiales obtenidos (Figura 1.5.1).

B)
Incorporacion

del agente antimicrobiano
(Bio-funcionalizacién)

- X6 o sedktt o @

A) 9)
Modificacién superficial Evaluacion de la efectividad

del material polimérico de |'_35 !'nate'rlales
antimicrobianos

Material polimérico

Figura 1.5.1. Etapas en la obtencion de los materiales antimicrobianos.
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La naturaleza inerte de la mayoria de los materiales seleccionados para la
inmovilizacion de compuestos activos, hace que en un primer paso sea necesaria su
funcionalizacién superficial. En este punto, es de vital importancia optimizar las técnicas
de modificacion superficial y lograr introducir el nimero y el tipo de grupos funcionales
deseado; esto determinard la cantidad de compuesto activo por unidad de area. Una de
las maneras mas eficientes de conseguir este propdsito, es a través del injerto o “grafting”
de las superficies poliméricas (A).

En un segundo paso se lleva a cabo la unién del compuesto activo al sustrato
solido, mediante su interaccion con los grupos funcionales presentes en la nueva
arquitectura de la superficie (B). Por lo general, se intenta que esta union sea mediada por
“espaciadores” que reduzcan los impedimentos estéricos y alejen a la molécula activa de
la superficie hidrofdbica y prevenir su desnaturalizacién (J M Goddard and Hotchkiss
2007). Estas moléculas activas pueden ser naturales o sintéticas y poseer diferentes
mecanismos de accién (ser bioestaticos o biocidas). En un tercer paso (C), es de vital
importancia la determinacidn de la actividad residual de estos compuestos y por lo tanto
de los sistemas obtenidos. En este punto se pondera la velocidad de inhibicién, los efectos
en la matriz, la migracidn de compuestos, las condiciones de almacenamientos, entre

otros.

A) Modificacion superficial del material polimérico

La superficie de un polimero es la principal participe de todas las interacciones
fisicas y quimicas que éste mantiene con su entorno y en la mayoria de los casos, sus
caracteristicas definen el comportamiento y las propiedades para su uso en determinadas
aplicaciones. La mayoria de los materiales poliméricos tienen caracteristicas hidrofdbicas,
son quimicamente inertes y presentan inconvenientes de adhesidon, impresion,
recubrimiento, etc. Para mejorar estas propiedades, se han desarrollado numerosas
técnicas de modificacidén superficial, que son capaces de introducir una amplia gama de
grupos funcionales y por lo tanto alterar las propiedades fisicas y quimicas de la superficie
polimérica, sin afectar las propiedades de “bulk” o de masa. Para conseguir una

funcionalizacién de estas caracteristicas, es necesario que el espesor de la lamina
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modificada sea lo mas delgada y uniforme posible, debido a que laminas gruesas pueden
cambiar propiedades que se desean conservar, como por ejemplo la estabilidad térmica,
las propiedades mecanicas, entre otras. También es preferible que la modificacion
generada sea resistente y estable en el tiempo, en especial cuando es responsable de la
adsorcidn de una biomolécula (Kato et al. 2003).

Las técnicas de modificacion superficial, por lo general incluyen tanto procesos
fisicos como quimicos. Los primeros, aprovechan la segregacion de la superficie, radiacién
con ondas electromagnéticas u oxidacién con gases. En tanto que los segundos, utilizan
tratamientos con reactivos especificos, mezclas o “blends”, recubrimientos,
metalizaciones, etc. Ambos tipos de procesos, por si solos son capaces de introducir una
gran cantidad e inespecifica gama de grupos funcionales. Cuando el objetivo de estas
modificaciones es que las mismas actien como precursoras para la unién de una
determinada molécula bioactiva, estas técnicas deben ser llevadas a cabo de modo que
los grupos funcionales introducidos sean completamente especificos (J.M. Goddard and
Hotchkiss 2007). La combinacidon de ambos tipos de procesos, representa hoy en dia una
de las estrategias mas ventajosas en lo que respecta a la modificacion superficial
especifica.

Las reacciones de injerto o “grafting”, son una metodologia que presenta
numerosas ventajas con respecto a otras técnicas de modificacion superficial. En esta
técnica, la funcionalizacion de la superficie es llevada a cabo gracias al injerto de
mondmeros que contienen grupos funcionales de interés. Es ideal para la introduccién
controlada y precisa de cadenas poliméricas, sin afectar las propiedades de bulk.
Adicionalmente, la unidn covalente de estas cadenas a la matriz polimérica, asegura una
gran estabilidad a lo largo del tiempo, a diferencia de las técnicas fisicas de
funcionalizacién convencionales (Kato et al. 2003).

Con el objetivo de copolimerizar distintos mondmeros en matrices poliméricas, se
han desarrollado numerosos métodos que incluyen radiacién con electrones de alta
energia, radiacién gamma, rayos X, activacién por ozono, activacién quimica, radiacién

UV, radiacién VUV, radiaciéon plasma, descarga corona, entre otras (Bilongo, Remigy, and
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Clifton 2010; Chiang et al. 2009; Dargaville et al. 2003; J Deng et al. 2009; Jianping Deng et
al. 2008; Gupta, Krishnanand, and Deopura 2012; Lei and Liao 2001; Oshima et al. 2011;
Rajajeyaganthan et al. 2011; Sciarratta et al. 2003)

A continuacién se realizara un breve descripcion de las técnicas con mayor
potencial de aplicacién a gran escala y que son de especial interés para el desarrollo de

este trabajo.

Tratamiento por descarga corona

La descarga corona es un método simple, econémico y continuo, que normalmente
es empleado en la industria del plastico para mejorar las propiedades de impresién y
adhesién de la superficie de peliculas plasticas (PP, PE, PVC, PET, etc.). La descarga corona
consiste en una corriente eléctrica inducida, capaz de ionizar el aire circundante al
polimero. De este modo las moléculas de gas activadas, pueden reaccionar con las
cadenas poliméricas superficiales y generar especies con elevada concentracién de
oxigeno (cetonas, aldehidos, peréxidos, grupos carboxilicos, oxhidrilos). Las desventajas
gue presenta esta metodologia, son su baja especificidad, el riesgo a contaminaciones y la
notable susceptibilidad a factores como la temperatura y la humedad. Ademas, los grupos
polares resultantes, son particularmente inestables, lo que obliga a utilizar a las
superficies modificadas, inmediatamente después de realizar el tratamiento (Oyane A et
al. 2005).

Existen numerosos reportes acerca del uso de esta metodologia, para llevar a cabo
reacciones de injerto en la superficie de polimeros con distintas aplicaciones (Kalapat and
Amornsakchai 2012; Lei and Liao 2001; M. Ragoubi et al. 2012; Mohamed Ragoubi et al.
2010; Su et al. 2014; Zhu et al. 2007).

Tratamiento Plasma

La materia en estado de plasma, puede generar en la superficie de los polimeros
modificaciones a escala nanométrica, sin la necesidad de reactivos quimicos y la
produccién de desechos. La funcionalizacién obtenida depende del tipo de plasma

utilizado (plasma de O,, Ar, N,, H,0, CO, 6 NH3) y de los parametros seleccionados
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(Presidn, potencia, tiempo, flujo de gas, etc.). Esta metodologia es utilizada en la industria
del plastico, para incrementar las propiedades de adhesion e impresién, aunque también
suele emplearse para la limpieza de peliculas pldsticas y otras funciones especiales. Por lo
general, los cambios quimicos producidos por este tratamiento, suelen ser mas definidos y
especificos que los conseguidos mediante descarga corona; sin embargo suele ser costosa
y dificil de aplicar en procesos continuos a gran escala (J.M. Goddard and Hotchkiss 2007;
Ratner and Hoffman 2013).

El tratamiento plasma tiene la energia suficiente para romper enlaces de la
superficie del material y generar radicales reactivos que son capaces de iniciar reacciones
de copolimerizacién en presencia de diferentes mondmeros vinilicos (Bhattacharya 2004).
Esta estrategia de modificacion a través del injerto en la superficie, ha sido empleada para
conseguir una gran variedad de aplicaciones: en el desarrollo de materiales biomédicos
(Ratner and Hoffman 2013), superficies antibacterianas (Zhang et al. 2006), en la
modificacion de polimeros biodegradables (Gupta, Krishnanand, and Deopura 2012), en la
funcionalizacién de poliolefinas sintéticas (Sciarratta et al. 2003; Sun et al. 2010; Wang
and Chen 2007) (Oehr et al. 1999), en la modificacién de materiales textiles (Gupta 2000),
el desarrollo de membranas selectivas (Kang and Kiel 1996), etc.

En general, los procedimientos para efectuar las reacciones de injerto mediante
tratamiento plasma o descarga corona, pueden realizarse de tres maneras diferentes: i) a
través de la activacién de la superficie polimérica en presencia del mondmero a injertar en
fase gaseosa; ii) sumergiendo en una solucién del mondmero a la superficie activada luego
del tratamiento vy iii) permitiendo que el sustrato polimérico activado, reaccione con el
oxigeno atmosférico para generar peroxidos, los cuales serviran de precursores de la
reacciéon de injerto, en un paso posterior (Oehr et al. 1999). Cada uno de estos
procedimientos tiene sus limitaciones, mayoritariamente instrumentales. En el caso
particular de este trabajo, se optd por una configuracién del tipo secuencial, mas
precisamente acorde a la tercera estrategia mencionada (iii). En la Figura 1.5.2 se muestra
esquematicamente dicho procedimiento, aplicable a los tratamientos con ambas fuentes

de energia (plasma y corona) (Bhattacharya 2004).

18



1) Tratamiento de exposicion
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Figura 1.5.2. Técnica de injerto mediante previa activacion plasma o descarga corona.

Tratamiento por Radiacion UV. Reaccion de Fotoinjerto

Cuando la superficie de un polimero es expuesta a luz UV, en ella se generan sitios
reactivos que pueden derivar en diferentes grupos funcionales o bien ser utilizados para
iniciar reacciones de polimerizacién sobre la superficie del material. Este tipo de técnica,
denominada fotoinjerto o “photo-grafting”, difiere de las que utilizan gases ionizados, por
su habilidad para mantener intactas las propiedades del bulk polimérico; confinando la
modificacidon Unicamente a la superficie irradiada. Esta caracteristica se puede conseguir
variando la longitud de onda de la radiacidn y por lo tanto la absorcidn del polimero. Otras
caracteristicas, son que las polimerizaciones de injerto inducidas por luz UV, poseen
rapidas velocidades de reaccién, bajo costo de procesamiento, no requieren de
equipamiento complejo y por lo tanto son de facil aplicacidon en la industria () Deng et al.
2009; J M Goddard and Hotchkiss 2007).

Las macromoléculas que constituyen el polimero, al absorber luz UV pueden pasar
a un estado excitado y luego disociarse en radicales libres que iniciaran la reaccién de
polimerizaciéon. Si la absorcidon de luz no genera los sitios reactivos resultantes de las
rupturas de cadena, entonces dicho proceso puede ser promovido mediante el uso de
fotoiniciadores. Estos compuestos generalmente son moléculas con grupos croméforos en

su estructura, que al absorber radiacion UV son capaces de generar especies reactivas que
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pueden abstraer un atomo de hidrogeno de la superficie del polimero y de esta manera
formar los radicales necesarios para iniciar la reaccién de polimerizaciéon (Bhattacharya
2004; Costamagna 2006).

Uno de los iniciadores mas utilizados en las reacciones de fotoinjerto, es la
benzofenona (BF). Cuando la molécula de BF es irradiada con luz UV, esta es excitada a un
estado singlete que espontdneamente deriva a un estado triplete, capaz de abstraer un
atomo de hidrogeno del sustrato y consecuentemente generar en la superficie, radicales
libres que inicien la reaccidon de copolimerizacién. El radical benzapinacol resultante, al
tener baja reactividad no interviene en la reaccién de propagacion, pero si participa en las
reacciones de terminacion por acoplamiento. En la Figura 1.5.3 se muestra el mecanismo
propuesto para la activacion y formacién de radicales libres mediante el uso de BF y luz UV
(J Deng et al. 2009).

.
o o ? HO
\ |
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O —_— —_— —_— R-

Estado SINGLETE Estado TRIPLETE
Figura 1.5.3. Mecanismo de activacion y formacion de radicales libres por radiacion de BF.

Generalmente las reacciones de fotoinjerto pueden llevarse a cabo utilizando luz
UV perteneciente a un amplio rango de longitudes de onda. Sin embargo, es sabido que
las longitudes de onda menores a 300 nm, tienen una mayor eficiencia para la iniciacién
de estas reacciones. (YangWT et al. 1996) ( Xu SG, Sun YF, Du JM, Yang WT 2000). La
benzofenona tiene una absorcién optima en el rango de 240- 350 nm, el cual puede
conseguirse facilmente con l[dmparas de xenén o de mercurio de media y baja presién,
entre otras.

Dado a que el proceso de injerto implica la unién covalente entre el mondmero y
las cadenas del sustrato, la naturaleza del polimero (caracteristicas fisicas, composicién
guimica, etc.) juega un papel fundamental en este proceso. Un ejemplo es la dependencia
de la velocidad de la reaccidn de injerto, en relacidn a la fraccién amorfa o cristalina del

polimero (Bhattacharya 2004).
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Al igual que las cadenas del polimero, la naturaleza y reactividad del mondémero
injertado es de suma importancia. La reactividad de los monémeros depende de varios
factores entre ellos estéricos, polaridad, solubilidad, concentracién, etc. El monémero
acido acrilico (AA) es de especial interés para el desarrollo de este trabajo, ya que a través
de su injerto en la superficie polimérica, brinda la posibilidad de introducir grupos -COOH,
que pueden servir como puntos de unién para numerosas moléculas bioactivas. Este es un
mondémero polar, soluble en agua y que en concentraciones elevadas puede sufrir
reacciones de homo-polimerizacién. Sin embargo, en soluciones diluidas y cuando se
utiliza BF como fotoiniciador, la homopolimerizacion es relativamente baja (Bhattacharya
2004; Costamagna 2006).

El fotoinjerto de peliculas plasticas también puede llevarse a cabo en presencia de
los vapores del mondmero (Rajajeyaganthan et al. 2011; Weibel et al. 2009), o bien con el
auxilio de un solvente conteniendo el monémero y el fotoiniciador. En este ultimo caso, el
solvente es el encargado de transportar al monémero hasta la proximidad de las cadenas
poliméricas para que lleve a cabo la reaccidn de injerto. Su eleccién depende de varios
parametros, como ser la solubilidad del monédmero, las propiedades de hinchamiento del
polimero, la miscibilidad, entre otros. Un hecho acerca de la importancia de su eleccion,
es que la profundidad del injerto estd controlada por el nivel de interaccidon polimero-
solvente; entonces, si la penetracidn o interaccion del solvente es importante, las cadenas
comenzaran a crecer desde el interior del material, afectando las propiedades de la masa
polimérica. Desde este punto de vista, el injerto de AA en peliculas poliolefinicas (PP, PE,
PVC, etc.) utilizando agua como solvente, es muy ventajoso ya que asegura una
modificacion estrictamente superficie.

La modificacion de superficies plasticas mediante el injerto de mondmeros, es sin
lugar a duda una técnica muy valiosa, que permite otorgar propiedades superficiales
especiales. El caracter covalente de este tipo de funcionalizacién, asegura la permanencia
en el tiempo de estas propiedades.

En superficies modificadas por técnicas fisicas como la descarga corona, el

tratamiento plasma, ozono, etc., la introduccién de grupos funcionales polares aumenta la
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energia superficial mejorando la impresiéon, adhesion, etc. Sin embargo, espontaneamente
estos grupos funcionales tienden a migrar al interior de la masa polimérica para disminuir
la energia superficial a lo largo del tiempo. Este fendmeno es llamado “recuperacién de la
hidrofobicidad” y representa un serio inconveniente para la biocompatibilidad,
inmovilizacion de biomoléculas y otras aplicaciones. El anclaje covalente de cadenas
poliméricas a través de las reacciones de injerto, es una estrategia efectiva para evitar
estos efectos dependientes del tiempo, asegurando la continuidad de la funcionalizacién y
por lo tanto la posibilidad de inmovilizar moléculas bioactivas (Galvin and Genzer 2012;

J.M. Goddard and Hotchkiss 2007; Kalapat and Amornsakchai 2012).

B) Incorporacion del agente antimicrobiano (Bio-funcionalizacion)

Para lograr obtener peliculas antimicrobianas, cuyo potencial sea el de formar
parte de envases activos para alimentos, es necesario la incorporacion de agentes
bioactivos que le confieran dicha caracteristica a la superficie del material.

Por lo general existen dos maneras de incorporar estas moléculas a la superficie
polimérica: La primera de ellas es a través del recubrimiento o “coating” de las superficies
o peliculas destinadas a formar parte del envase y la segunda, es a través de la

inmovilizacion especifica del agente antimicrobiano en la superficie del material.

Recubrimiento o coating

Material del envase I Matriz del Alimento
\\ //
[ ]
o © :
‘\\ Agente
=> ® antimicrobiano
[ ] °
([ ]

Figura 1.5.4. Recubrimiento antimicrobiano. Superficie polimérica en contacto con la

matriz alimenticia.
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Recubrimiento o “coating” de las superficies

En estos casos el coating sirve como medio de transporte para que los compuestos
antimicrobianos puedan migrar hacia la superficie del alimento y ejercer su accién
antibacteriana o antifungica (Figura 1.5.4). La eficiencia con que estos compuestos pueden
inhibir la flora superficial, dependera principalmente de la velocidad a la cual se lleva a
cabo la migracion y a la velocidad a la cual se desarrollen los microorganismos presentes
en la superficie. Por ejemplo, si la velocidad de transferencia de masa del agente activo es
mayor que la velocidad de crecimiento de los microorganismos, es probable que el agente
antimicrobiano se diluya en la matriz alimenticia, pudiendo llegar a concentraciones
inferiores a la minima necesaria para inhibir el desarrollo de los microorganismos,
consecuentemente, estos crecerian a medida que la concentracién de antimicrobiano
decaiga. De manera similar, si la velocidad de liberaciéon es inferior a la velocidad de
crecimiento de la flora microbiana, los microorganismos podrian desarrollarse incluso
antes que el compuesto sea liberado, con lo cual el envase antimicrobiano perderia
totalmente su eficiencia (Han 2005; Ollé Resa, Jagus, and Gerschenson 2014)

Por lo tanto, el riguroso conocimiento de los procesos de transporte del
antimicrobiano, de la matriz alimenticia y de los microorganismos que se desea inhibir,
son consideraciones indispensables a tener en cuenta en el desarrollo de esta clase de
envases activos.

Algunos ejemplos de envases antimicrobianos a base de recubrimientos son:
peliculas de polietileno, recubiertas con policloruro de vinilideno con nisina y natamicina
incorporada para la preservacién de quesos (HanuSovad et al. 2010), o superficies
celulésicas embebidas en aceites esenciales, que recubren los materiales plasticos de

envases en contacto con productos carnicos (Coma 2008).

Inmovilizacion especifica del agente antimicrobiano

Para conseguir la inmovilizacién en la superficie polimérica, se requiere la
presencia de grupos funcionales especificos tanto en el agente activo, como en la

superficie del material. Algunos ejemplos de antimicrobianos con grupos funcionales
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especificos son las enzimas, poliaminas, péptidos y dcidos organicos. Los polimeros o co-
polimeros, con grupos funcionales éster, halégenos, bencilo, oxhidrilo, amida y acidos
carboxilicos, son excelentes candidatos para la funcién de soporte de estos agentes
antimicrobianos u otros compuestos utilizados no solo en la industria alimenticia, sino
también en la textil, biomedicina, electrénica, entre otras (J M Goddard and Hotchkiss
2007).

Ademas de la presencia de grupos funcionales especificos, en la mayoria de los
casos también es necesario que existan “espaciadores” que unan a la matriz polimérica
con el compuesto bioactivo. Estos espaciadores, permitirian que la molécula activa tenga
la suficiente libertad para interactuar con los componentes celulares de los
microorganismos y asi cumplir con su mecanismo de accién antimicrobiano (Appendini
and Hotchkiss 2002b; Huang and Xu 2010).

Todos estos requisitos, generalmente se cumplen en peliculas que previamente
han sido funcionalizadas por alguna de las técnicas de injerto descritas anteriormente.
Para este tipo de superficies, se diferencian dos estrategias de inmovilizacién del agente
antimicrobiano: la inmovilizacion por interaccidn idnica y la inmovilizacién covalente. En la

Figura 1.5.5, se muestra graficamente este tipo de inmovilizacién del agente activo.

28, 11¢

Unidn electrostatica Unién covalente

B  Unidncovalente @ Compuestobioactivo
°© Especies cargadas S Cadenasinjertadas

Figura 1.5.5. Inmovilizacion especifica de agente bioactivo: interaccion idnica e interaccion
covalente
e Inmovilizacion idnica.
La inmovilizacidon idnica del agente antifungico, puede efectuarse cuando el
antimicrobiano o el soporte polimérico, poseen grupos funcionales capaces de desarrollar

cargas opuestas el uno del otro. Para que esto ocurra, el proceso de inmovilizacién debe
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ser llevado a cabo en las condiciones adecuadas (solubilidad, pH, fuerza idnica). Este tipo
de inmovilizaciones no covalentes, son deseables en ciertas aplicaciones donde se
requiere la liberacién del compuesto activo (Richey et al. 2000a). Algunos antecedentes
acerca de la inmovilizacién idnica de diversos compuestos en soportes poliméricos, son la
union de benomilo, cloruro de benzoilo y bacteriocinas a peliculas ionoméricas; o la
inmovilizacion electrostdtica de argatromban (anticoagulante) en catéteres de polietileno

injertados con poli acido acrilico.

e Inmovilizacion covalente

En la inmovilizacién covalente, la unién es mediada por un enlace formal entre la
molécula bioactiva y la matriz polimérica. En aplicaciones como envases para alimentos,
estos sistemas consiguen evitar la migracion del agente activo y de este modo, asegurar la
calidad e inocuidad quimica del producto. En biomedicina, un anclaje de este tipo, tiene la
ventaja de extender el tiempo de vida media de una biomolécula, ya que previene su
metabolizacién y permite una continuidad en su actividad biolégica. Otra ventaja que
presentan estos disefios, es la posibilidad de obtener superficies muy efectivas utilizando
pequefias cantidades de compuesto bioactivo (Charnley, Textor, and Acikgoz 2011). Una
desventaja, es que la inmovilizacidon covalente puede reducir la actividad bioldgica de las
sustancias de interés, debido a factores estéricos o la imposibilidad de la droga para
interactuar con componentes intracelulares (M. Bagheri et al.2009; R. Kuehl et al. 2009).
Los cambios generados en el microambiente del compuesto, los reordenamientos en la
superficie y todos aquellos factores que impliquen alguna modificacién en el mecanismo
de accién del agente antimicrobiano, son en muchos casos, los responsables de la baja

actividad residual de los compuestos inmovilizados (Ahuja et al. 2007).

Eleccion del agente antimicrobiano

Para la produccién de envases antimicrobianos, varios agentes bioactivos pueden
ser incorporados en los dispositivos o materiales que constituyan al envase. La condicion

fundamental, es que estos agentes antimicrobianos sean de grado alimenticio y por lo
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tanto esté permitido su uso en alimentos. Estos compuestos bioactivos generalmente
pueden ser divididos en tres grupos: agentes quimicos (en su mayoria acidos organicos y
derivados, como ser el sorbato de potasio), agentes naturales (aceites esenciales,
extractos, etc.) y probidticos (por ejemplo Lactobacillus reuteri para el control de
Escherichia coli) (Han 2013; Muthukumarasamy and Holley 2007).

El agente antimicrobiano escogido para el desarrollo de este trabajo, fue la
natamicina (NAT), también conocida como pimaricina (Figura 1.5.6). La NAT es un agente
antifungico natural, producido por Streptomyces natalensis y es cominmente utilizado en
la industria alimenticia como inhibidor del crecimiento de mohos y levaduras. Ha sido
aprobado como aditivo alimentario por mds de 40 paises, incluyendo Argentina, a través
del Cddigo Alimentario Argentino (Ollé Resa, Jagus, & Gerschenson, 2014 , C.A.A, 2010).
Este compuesto, presenta especificidad sobre hongos y levaduras pero no sobre bacterias,
virus y protozoos, lo cual es extremadamente util para evitar la proliferacion de mohos y
levaduras en alimentos donde su produccion incluye la actividad metabdlica de bacterias;
por ejemplo vinos, yogures, jugos y la mayoria de los quesos.

Los mecanismos de accion del compuesto no son del todo conocidos, sin embargo
estudios de transporte de membrana, indicarian que NAT se une especificamente al

ergosterol presente en la célula, afectando sus funciones principales (Atta et al. 2012).

QF
1

COOH

P \,\VM -
I f ﬁ

Figura 1.5.6. Estructura quimica de la Natamicina.

En la actualidad, la manera mas frecuente de aplicacion de NAT en alimentos

solidos, es a través del pintado o “esprayado” de los mismos a nivel superficial. Este modo

26



de uso, puede generar algunas limitaciones en las ventajas que ofrece este producto. La
mas comun, es el descenso en la concentracidon activa del compuesto, debido a
interacciones o reacciones que éste puede sufrir con componentes u otros aditivos
presentes en la superficie del alimento. Otra de las consecuencias a tener en cuenta, es la
difusion del antimicotico al seno del alimento, lo cual disminuye su concentraciéon
superficial y ademas puede significar la ingesta directa del mismo al consumir el producto
(Hanusova et al. 2010; Ollé Resa, Jagus, and Gerschenson 2014).

Como se menciond anteriormente, la incorporacién de agentes antimicrobianos a
interfaces o peliculas que sean capaces de retener y ayudar a disminuir la velocidad de
difusién del agente y su reaccidén con otros compuestos del alimento, es de suma utilidad
e importancia. En este sentido, la forma en que son incorporadas las biomoléculas y sobre
todo las caracteristicas de la superficie, son aspectos fundamentales a tener en cuenta en

el diseno de los envases activos.

C) Evaluacion de la efectividad antimicrobiana de los materiales

El deterioro microbiano dana los pilares fundamentales de calidad y de aceptacion
de un alimento. El crecimiento de microorganismos puede causar olores y sabores
indeseados, cambio en el color y la textura, ademas de generar toxinas que pongan en
riesgo la seguridad del producto y por lo tanto la del consumidor. En alimentos sélidos y
semisélidos, la contaminacidon microbiolégica se lleva a cabo principalmente en la
superficie, es por esto que la actividad antimicrobiana o inhibitoria a los fines de su
preservacion, debe estar destinada al entorno o la superficie del alimento envasado
(Coma 2008; Han 2005).

Los envases antimicrobianos son sistemas capaces de matar o inhibir el
crecimiento de microorganismos, con el objetivo de extender la vida util de alimentos
perecederos y resguardar al mismo tiempo su seguridad microbiolégica. Esto lo consiguen
creando condiciones desfavorables en el entorno del microorganismo, ya sea sustrayendo
algliin componente esencial para su desarrollo o simplemente poniendo en contacto algun

agente antimicrobiano especifico (Han, 2013).

27



Conocer el microorganismo a inhibir, el antimicrobiano seleccionado, el material
del cual estd hecho el envase y la composicion del alimento, son todos aspectos
fundamentales a tener en cuenta en el disefio de un envase antimicrobiano y que luego
determinaran su efectividad y potencial aplicacién.

Al igual que todos los agentes antimicrobianos, aquellos que son incorporados en
el material del envase, tienen que ser seleccionados segun su espectro de acciéon, modo
de accién, composicidn quimica y teniendo en cuenta la tasa de crecimiento de los
microorganismos a inhibir. La union de los agentes activos al material polimérico, debe
permitir conservar el modo de accion del compuesto, ya que esto estd relacionado con su
actividad antimicrobiana. Los aditivos presentes en el polimero, como ser plastificantes,
antiestaticos, lubricantes, rellenos, etc., no deben interactuar con el agente
antimicrobiano de manera desfavorable, debido a que esta interaccion puede afectar
negativamente la actividad antimicrobiana. Por otra parte, la presencia del compuesto
bioactivo en la superficie del polimero, también puede alterar las propiedades de
termosellado, impresién o adhesién del material (Appendini and Hotchkiss 2002b;
Appendini 1996).

Existen métodos oficiales para determinar la resistencia de un material al accionar
de distintos microorganismos (ASTM G21-96 2002); sin embargo no se encuentran
métodos estandar que permitan determinar la efectividad de materiales antimicrobianos
(Appendini and Hotchkiss 2002b). Una metodologia que se aproxima a este propdsito, fue
desarrollada en Japdn alrededor de 1998 y permite determinar la resistencia al
crecimiento de bacterias en materiales hidrofébicos (JIS Z 2801: 2000), esta técnica fue
concebida originalmente para polimeros rigidos que tuviesen incorporados iones plata
como funcién antimicrobiana (Standar Japanese 2000).

Para evaluar la efectividad de un envase antimicrobiano, la mayoria de los estudios
son realizados utilizando medios de cultivos, los cuales proveen las condiciones favorables
para el desarrollo de microorganismos y también para el accionar de los envases
antimicrobianos (Han 2013). Dentro del conjunto de ensayos microbiolégicos en medios

de cultivo, el mas popular para poner en manifiesto la efectividad de polimeros

28



antimicrobianos, es el ensayo de “difusion en placa” 6 in vitro. Este se basa en la
capacidad del material para suprimir o inhibir el crecimiento de los microorganismos
seleccionados, cuando el polimero es puesto en contacto directo con una superficie de
agar solido previamente inoculada (Figura 1.5.7). Este método, intenta simular Ila
envoltura de los alimentos y puede sugerir los acontecimientos que ocurren cuando el
material entra en contacto con la superficie contaminada y se lleva a cabo la migracidon del

agente bioactivo (Appendini and Hotchkiss 2002b).

Figura 1.5.7. Ensayo de difusion en placa para pelicula antimicrobiana.

Por lo general, el crecimiento de los microorganismos en los medios de cultivo no
es el mismo que en la superficie de los alimentos, ya que en estos ultimos, la falta de
ciertos nutrientes y las condiciones de estrés que deben soportar los microorganismos,
suelen afectar su desarrollo. Por otro lado, la interaccién entre el agente antimicrobiano,
los microorganismos y las sustancias que componen al alimento, en muchas ocasiones
hacen que la efectividad de los sistemas bioactivos no sea la demostrada en los ensayos
realizados en medios de cultivo. Por estas razones, es indispensable que los experimentos
para determinar la efectividad de los envases antimicrobianos, también sean llevados a
cabo en alimentos reales (Han 2005; Ollé Resa, Jagus, and Gerschenson 2014).

Otro aspecto importante a tener en cuenta, es que los envases que se encuentran
en contacto directo con alimentos e interaccionan con ellos, deben cumplir con normas
estrictas en lo que refiere a la migracidn de sustancias y a la presencia de ciertos aditivos.

El cumplimiento, o no de estas normativas, sin lugar a duda debe ser ponderado en la
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evaluacion final de los sistemas antimicrobianos destinados a utilizarse como envases

(Kopper and Ariosti 2010).

1.6 Importancia y antecedentes que impulsan el presente trabajo

El mercado de envases flexibles se caracteriza por el continuo desarrollo de
materiales y estructuras orientados a mejorar la preservacidon, presentacion vy
comunicacion de los productos contenidos. El desarrollo de nuevos materiales
“bioactivos” para ser utilizados como envases de alimentos y con la propiedad de evitar la
formacién de microorganismos, se enmarca claramente dentro de ese contexto, como una
alternativa evolutiva a la situacioén actual.

El sector industrial de fabricacion de peliculas flexibles se caracteriza por poseer
alta tecnologia de produccion y transformacidn, no obstante, habitualmente se limita a
combinar los materiales comercialmente existentes y el desarrollo de nuevos productos,
se encuentra condicionado a los materiales que ofrecen los proveedores del sector. Sin
embargo, existen algunas empresas fabricantes de envases flexibles con capacidad de
fabricacién y/o transformacion de peliculas, que sortean esta limitacion proponiendo
nuevas peliculas surgidas desde el seno de sus establecimientos. Precisamente, este afan
por el desarrollo de nuevas peliculas con propiedades adicionales a las tradicionales de
barrera, impulsd el presente trabajo de Tesis, como una estrategia de diferenciacion y
superacidn de los actuales envases disponibles en el mercado. Dentro de estos nuevos
materiales y en particular en este trabajo, el desarrollo de peliculas activas
biolégicamente, surge de la natural exigencia del sector industrial destinado a Ia
manufactura, envasado y distribuciéon de alimentos, para ofrecer productos en mejores
condiciones de preservacién, haciendo uso de nuevas tecnologias y materiales que a la vez
carezcan de riesgos ambientales y sociales.

Experiencias realizadas en el Grupo de Investigacién de Polimeros de la Facultad de
Ciencias Quimicas de la Universidad Nacional de Cérdoba, especialmente por Costamagna
et al., permitieron arribar a resultados promisorios acerca de modificacion quimica

superficial de peliculas de origen comercial y posterior unién de compuestos con valor
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agregado. Estos antecedentes, conforman uno de los pilares fundamentales sobre los
cuales se gestd el presente desarrollo tecnoldgico y trabajo de Tesis.

La importancia del presente trabajo, radica en optimizar e implementar
tecnologias de activacion superficial, estudiar la posibilidad de reducir y/o eliminar la
utilizacidon de sustancias conservantes en el alimento mismo y ademas 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, ya que aspira a que los mismos no
ingieran sustancias quimicas que no tienen una finalidad nutricional y que solo son

utilizadas a los fines de extender la vida util del alimento.

1.7 Objetivos planteados para el desarrollo del presente trabajo de Tesis.

Bajo las perspectivas mencionadas anteriormente y atendiendo a las exigencias
planteadas por empresas locales del sector alimenticio y también abocadas a la
produccién y comercializacion de envases; en el trabajo de Tesis se planté como objetivo
general obtener peliculas flexibles bioactivas, que puedan ser utilizadas como envase de
contacto directo con alimentos y que retarden o inhiban el desarrollo de microorganismos
en la superficie de contacto.

Para cumplimentar con el objetivo general planteado, se establecieron los
siguientes objetivos especificos:

e Optimizar las condiciones necesarias para la activacién y modificacidon por injerto o
“grafting” mediante tratamiento plasma, descarga corona y UV, de peliculas plasticas
aptas para uso como envases de alimentos.

e Optimizar el anclaje del antifungico natamicina sobre diferentes peliculas previamente
modificadas.

e Poner en practica métodos para determinar el grado de fijacién de natamicina en las
peliculas previamente tratadas.

e Determinar propiedades fisicas y bioldgicas de las peliculas bioactivas resultantes, que

posean viabilidad tecnolégica.
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Capitulo 2: Desarrollo experimental
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2.1 Materiales

Las peliculas de polipropileno biorientado (BOPP) utilizadas en el presente trabajo
de Tesis, fueron provistas por CONVERFLEX ARGENTINA S.A. Las mismas tenian un espesor
promedio de 22 micras y una de las caras termosellable. Las peliculas provistas, fueron
tratadas previamente en fabrica mediante tratamiento Corona en una de sus caras (42
dyn/cm?).

La matriz alimenticia seleccionada para llevar a cabo los diferentes ensayos en el
trabajo de Tesis, fue “queso fresco o cremoso”. Se evalud la utilizaciéon de tres quesos
diferentes, disponibles comercialmente: PortSalud de “LA SERENISIMA”; queso
“RAMOLAC” y queso “DUY AMIS”, siendo este ultimo el seleccionado para ser utilizado en
el desarrollo del presente trabajo de Tesis. En la tipificacién provista por el fabricante de
cada uno de estos quesos, segun el C.A.A. (Capitulo VIII, Articulo 605), los mismos
corresponderian a quesos de elevada humedad (humedad entre 46,0 y 54,9%).

Se utilizaron los siguientes reactivos y solventes:

Acido acrilico (AA) anhidro 99%, ALDRICH; benzofenona (BF) 99%, SAFC; hidréxido de
sodio (NaOH), ANEDRA; acetona p.a, CICARELLI; barniz de polimetacrilato de metilo en
acetato de etilo; acetato de etilo, CICARELLI; hexano g.p., SINTORGAN; acido clorihidrico
(HCI), CICARELLI; fosfato biacido de sodio anhidro (NaH,POQ,), BIOPACK; fosfato acido de
sodio anhidro (Na,HPQ,), BIOPACK; natamicina grado alimenticio, PROQUIGA, nitrégeno
(N,), PRAXAIR; N,N'-diciclohexilcarbodiimida (DCC) 99%, ALDRICH; dimetilformamida
(DMF) grado HPLC, SINTORGAN; metanol (MeOH), CICARELLI; acido acético glacial (Ac),
CICARELLI; agar mohos y levaduras, BRITANIA; caldo cerebro corazdon, BRITANIA;

fenosftaleina.

2.2 Equipos

e Lampara NNI 40/20 con amalgama de In; emisién a 254 nm; 260 mm de longitud; 40 W
input power; Sistema reflector con refrigeracion forzada.

e Fotorreactor de acrilico con bandeja movil.
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e Equipo industrial de tratamiento Plasma.

e Equipo industrial de tratamiento por descarga Corona.

e Espectrofotometro UV- Visible T60-U, PG INSTRUMENTS.

e Equipo de espectrofotometria infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR), NICOLET
5-SXC.

e Accesorio de FT IR de Reflexion Total Atenuada de ZnSe /45°, THERMO SCIENTIFIC
SMART MULTI-BOUNCE.

e Microscopio de dngulo de contacto.

e Balanza de precisién, AND GR200.

e Autoclave, Gabinete de seguridad bioldgica, Estufas de cultivo, vortex.

2.3 Procedimientos
2.3.1 Modificacion superficial de peliculas de BOPP

o Pruebas de injerto de AA en peliculas comerciales de BOPP, mediante previa

activacion a través de tratamiento plasma.

La activacion mediante tratamiento plasma fue realizada en un equipo industrial,
destinado habitualmente a la limpieza de la superficie plastica de BOPP y a la produccién
de peliculas metalizadas de ese mismo material. La experiencia fue realizada en las
instalaciones de la planta de CONVERFLEX ARGENTINA S.A.

La prueba del injerto de AA en peliculas de BOPP previamente activadas por
tratamiento plasma, se realizd en dos etapas secuenciadas. La primera etapa consistid en
la exposicion del BOPP a la fuente plasma del equipo utilizado. En la Figura 2.3.1 se

muestra ilustrativamente el funcionamiento global de dicho equipo.
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Figura 2.3.1. Esquema del funcionamiento del equipo de tratamiento plasma utilizado.
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En la experiencia se variaron los paradmetros correspondientes a la velocidad de
circulacion del material y a la composicion de gases del plasma, propiamente dicho. Una
vez en funcionamiento el equipo, se hizo transitar una vasta cantidad del material por
entre las placas de fuente plasma (Figura 2.3.1). Posteriormente se procedid a presurizar
la cdmara de vacio con el equipo fuera de funcionamiento y se selecciond una superficie
del material (40 cm x 25 cm), proveniente del interior del rollo de BOPP modificado.

En la segunda etapa de la experiencia, correspondiente al injerto de AA, la
superficie de BOPP activada por plasma fue transferida a un recipiente conteniendo una
solucién de AA: H,0 (50:50; v/v) por un periodo de 12 hs. Transcurrido este tiempo, las
peliculas fueron retiradas de la solucién del monémero, puestas en contacto con una
solucién de NaOH (pH= 11) y luego enjuagadas exhaustivamente con agua destilada. Las
peliculas tratadas fueron secadas a temperatura ambiente y almacenadas para su

posterior caracterizacion.

o} Pruebas de Injerto de AA en peliculas comerciales de BOPP, mediante previa

activacion a través de descarga corona.

La activacion de las superficies de BOPP mediante descarga corona, fue realizada
en un equipo industrial, utilizado para incrementar la hidrofilicidad de la superficie del
polimero y asi facilitar la impresion de tintas. La experiencia fue llevada a cabo en las

instalaciones de la planta de CONVERFLEX ARGENTINA S.A.
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La metodologia para la activacion por descarga corona de las superficies de BOPP y
el posterior injerto de AA, fue similar al descripto para el tratamiento plasma. En este
caso la activacién de las peliculas de BOPP mediante corona, se llevé a cabo variando la
potencia de la descarga (3,5 KW y 2,8KW). La velocidad de transito de la pelicula
polimérica fue de 30 m/min y el ancho de tratamiento (longitudinal) de 30 mm. Se
selecciond muestras de polimero activado en dos puntos del recorrido de la cinta de
produccién: al inicio (/) y al final (F), (Figura 2.3.2.). Las superficies seleccionadas fueron
sumergidas en una solucion de AA: H,0 (50:50 ; v/v) por un periodo de 12 hs, luego
enjuagadas con NaOH (pH= 11) y abundante agua destilada. Las peliculas ensayadas

fueron secadas a temperatura ambiente y almacenadas para su posterior caracterizacion.

Final (F)

Figura 2.3.2. Equipo de descarga corona.

o) Fotoinjerto de AA en solucion mediante radiacion UV.

Las reacciones de injerto fueron realizadas en un fotorreactor especialmente disefiado
para llevar a cabo este trabajo (Figura 2.3.3). El mismo cuenta con una lampara de
mercurio de baja presién, de amalgama vy alta intensidad. Esta clase de lamparas, son
capaces de emitir hasta diez veces mas energia UV que las ldmparas clasicas de baja
presién, no generan ozono, poseen amplios rangos de temperatura de trabajo y emiten a

una longitud de onda especifica.
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Figura 2.3.3. Fotorreactor utilizado para llevar a cabo las reacciones de injerto.

En una cuba de vidrio rectangular, se colocé 1 mL de una mezcla reactiva constituida
por volumenes iguales de agua destilada y de una disolucion del fotoiniciador (BF) en AA.
Luego se puso en contacto con la solucidn reactiva, una pelicula de BOPP (17 x 27 cm?),
asegurandose que todo el volumen de la solucién se distribuya homogéneamente en la
superficie del polimero. La irradiacion del sistema formado por la pelicula de BOPP vy la
solucidon reactiva, se llevd a cabo dentro del fotorreactor con luz UV de 254 nm de
longitud de onda. En la Figura 2.3.4 se muestra el arreglo experimental utilizado en las

reacciones de injerto.

Fotorreactor de
Fuente de luz UV acrilico

Limparade Hg
254 nm ‘

Distanciaentre la
fuegte de luz UV y el
sustrato polimérica

Pelicula de BOPP

6,412,226 28cm)
Cubh de vidrio

Solucién de BF
disueltaen AA +
H,0

Figura 2.3.4. Arreglo experimental para reaccion de fotoinjerto de AA en solucion.

El procedimiento descrito para la reaccion de injerto de AA en las superficies de

BOPP, se optimizé mediante la evaluaciéon de las caracteristicas finales de las peliculas
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modificadas, debidas a la variacion de ciertos parametros involucrados en la metodologia.
Estos parametros fueron: la naturaleza hidrofébica o hidrofilica del material (con o sin
previo tratamiento corona), la concentracion de BF en la solucién reactiva (0,025; 0,05; 0,1
y 0,2 M), el tiempo de irradiacién (entre 30 segundos y 7 minutos) y también la distancia
existente entre el sustrato y la fuente de luz UV (separaciones de 6, 12, 22 y 28 cm).

Todos los productos obtenidos, antes de ser analizados fueron sumergidos en una
solucion de NaOH (pH 11) y luego exhaustivamente lavados para remover el
homopolimero formado y eliminar los posibles restos de reactivos. Las peliculas fueron

secadas a temperatura ambiente.

o} Fotoinjerto de AA en presencia de los vapores del mondémero.

Esta experiencia fue realizada con la colaboracién del Dr. Daniel Esteban Weibel
del Laboratorio de Fotoquimica de Superficies de la Universidad Federal de Rio Grande do
Sul.

A diferencia de las reacciones de injerto mostradas anteriormente, en este caso el
injerto de AA se efectud en presencia de los vapores del mondmero y sin la utilizacion de
fotoiniciador: se colocé una pelicula rectangular de BOPP (1,5 cm x 2,5 cm) fija en el
soporte metdlico de un reactor herméticamente cerrado (Figura 2.3.5). Para generar una
atmdsfera con vapores de AA dentro del mismo, se burbujed N, a flujo constante (5
mL/seg) mediante una trampa de vacio conteniendo el monémero puro. Este reservorio
se colocé en un bafio a 50°C y conectado a la entrada de gases del reactor. Luego se
procedid a realizar la fotdlisis o irradiacidén del sistema, utilizando una ldmpara comercial
de mercurio de media presién (250 W) como fuente de luz, la cual fue colimada por una
ventada de cuarzo que formd parte del reactor utilizado. Los vapores a la salida del
reactor de fotdlisis fueron recolectados en un Erlenmeyer conteniendo una solucién de
NaOH 0,5M. Después de irradiadas las muestras, se hizo circular N, (5 mL/seg) por 15 min
adicionales para eliminar del interior del reactor todos los vapores. Posteriormente las
superficies modificadas fueron enjuagadas con solucion de NaOH y lavadas con H,0

destilada.
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Figura 2.3.5. Arreglo experimental utilizado en reacciones de fotoinjerto en presencia de

vapores del AA.

2.3.2 Caracterizacion de las superficies modificadas superficialmente

o Mediciones gravimétricas

El procedimiento general para calcular el porcentaje de injerto (%G), consistid en
pesar las peliculas plasticas de BOPP antes y después de ser modificadas por las

reacciones de copolimerizacidn de AA. El %G se calculé mediante la siguiente ecuacion:

m(BOPP — g — AA) - m(BOPP)

0, =
hG m(BOPP)

100

Donde m(BOPP-g-AA) corresponde a la masa del copolimero de injerto 6 sustrato
modificado y m(BOPP) a la masa de sustrato sin modificar, es decir a la masa de la pelicula
de BOPP comercial. Las medidas gravimétricas se realizaron con una precision de 0,1 mg

(todos los datos fueron tomados por duplicado).

o Titulacion volumétrica de grupos dcidos presentes en superficies de BOPP- g- AA

El numero de equivalentes de grupos —COOH presentes en las peliculas de BOPP-

g-AA, fueron determinados por titulacién volumétrica por retroceso con una solucion de
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NaOH 0,036 M. El NaOH en exceso fue titulado con una solucion de HCl 0,0517 M,

utilizando fenolftaleina como indicador.

o Espectroscopia infrarroja.

Todos los espectros obtenidos se realizaron directamente sobre las peliculas
modificadas y sin modificar, con el fin de analizar diferencias en las estructuras quimicas
del sustrato y del producto. Para esto se utilizd un FT-IR Nicolet 5-SXC en modo de
transmitancia y de Reflectancia Total Atenuada (ATR). Todos los espectros fueron
realizados con una resolucion de 4 cm'l, acumulando 32 mediciones. El aire ambiental fue

tomado como background para los espectros.

o Medidas espectrofotométricas de peliculas poliméricas.

Los espectros UV Visibles de las peliculas modificadas y sin modificar, fueron
adquiridos en un espectrofotémetro T60-U controlado por el software UVWIN 5 v 5.05.
Para ello las peliculas fueron soportadas mediante cinta doble faz en el porta muestra del
equipo y ubicadas en el paso 6ptico de la fuente de luz. Los espectros se registraron en

varios puntos de la pelicula, en el rango de 250- 350 nm.

o Determinacion del dnqulo de contacto.

Las medidas de humectabilidad o dngulo de contacto (WCA), se llevaron a cabo
utilizando el método de la gota sésil, colocando un volumen de aproximadamente 5 uL de
agua sobre la superficie polimérica de interés. Los angulos fueron determinados antes y
después de la modificacion de BOPP. Se utiliz6 un microscopio éptico con camara
acoplada para captura de imdagenes y el calculo de los valores de dichos angulos se llevé a

cabo con el software ImageJ 1.40g. Todas las mediciones se realizaron por duplicado.

o Medida de la transparencia de peliculas modificadas por injerto.

El procedimiento aplicado para determinar la trasparencia de las peliculas
injertadas con AA, se basé en el método ASTM D 1746 — 03 “Standard Test Method for
Transparency of Plastic Sheeting”, el cual es utilizado para determinar la trasparencia de

hojas plasticas incoloras o traslucidas, en términos de su transmitancia regular (%T).
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En este trabajo, la transmitancia de las peliculas modificadas fue comparada con la
transmitancia regular de una pelicula de BOPP comercial sin modificar. Para esto se
determiné el area bajo la curva, integrando el espectro de transmitancia obtenido en el
rango visible (400-800 nm) para cada pelicula de BOPP-g-AA y para las peliculas de BOPP

comercial sin injerto.

2.3.3 Incorporacion del agente antifiingico NAT.

o Inmovilizacion fisica de NAT en peliculas BOPP-g-AA.

La unidon de la natamicina a las superficies injertadas se realizé sumergiendo a las
peliculas de BOPP-g-AA en una solucion acuosa del antifungico (24 pug/mL) a pH 8,0,
conseguida mediante la adicién de una solucion buffer fosfato. Luego de 24 horas
sumergidas, las peliculas fueron removidas y lavadas con solucién buffer. Posteriormente

las superficies obtenidas fueron secadas a temperatura ambiente hasta peso constante.

o Inmovilizacion covalente de NAT en peliculas previamente injertadas.

En un balén se colocé 5 mL de DMF; 8,8 mg de DCC (agente acoplante) y la pelicula de
BOPP-g-AA de 16 cm? de drea; esta mezcla permanecié en agitacién por 30 minutos a una
temperatura de 35°C. Posteriormente, se anadié al baldn de reacciéon 0,0216 g de NAT y se
dejé en agitacion por 12 hs a 35°C. Transcurrido este tiempo, las peliculas fueron
retiradas, lavadas exhaustivamente en el solvente de reacciéon y luego enjuagadas
vigorosamente con acetona y agua destilada. La pelicula de BOPP-g-AA utilizada, fue
pesada y caracterizada por espectroscopia FT IR — ATR y espectrofotometria UV-Visible,

antes y después de efectuar la reaccion de acoplamiento de NAT.

o Recubrimiento de peliculas de BOPP con mezcla de resina polimérica y NAT.

Peliculas BOPP/RA: NAT.

La obtencidn de las peliculas BOPP/RA: NAT se llevé a cabo cubriendo la superficie de
peliculas de BOPP comercial, con una mezcla conformada por polimetacrilato de metilo y
NAT. Esta mezcla (RA:NAT) se obtuvo agregando una masa conocida del agente
antifungico a una suspension homogénea de polimetacrilato de metilo en acetato de etilo.

Posteriormente, con un pulverizador se aplicéd dicha suspension sobre la pelicula plastica e
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inmediatamente después se utilizé un rodillo de goma espuma para terminar de extender
homogéneamente el recubrimiento. Las peliculas recubiertas se dejaron secar a
temperatura ambiente hasta peso constante. El espesor de las mismas fue determinado

con un micrémetro Schwyz modelo ESP1-0001PLA.

2.3.4. Determinacion de NAT en peliculas activas.

o Cuantificacion de NAT unida a peliculas de BOPP-g-AA.

La metodologia consistié en extraer la NAT unida a la superficie de las peliculas y luego
determinar la concentracion de NAT en el solvente utilizado en dicha extraccion. Primero
se optimizaron las condiciones relacionadas al tiempo de extraccion y al solvente utilizado.
Esta optimizacidon se hizo a través del estudio del porcentaje de recuperacion de una
cantidad conocida de NAT.

Habiendo establecido las condiciones oOptimas para cuantificar la NAT unida a
superficies de BOPP-g-AA, a continuacién se estudio la capacidad de carga del antifungico
por parte de peliculas con diferentes porcentajes de injerto.

o Desarrollo y optimizacion de la metodologia analitica.

Se distribuyé un volumen de 150 puL de una solucién de NAT (20 pg/mL; pH =8)
sobre la superficie modificada de una pelicula BOPP-g-AA. Las pruebas se realizaron en
peliculas con dos grados de modificacion diferentes: 0,5 %G y 7 %G. Posteriormente las
peliculas fueron colocadas en estufa a 45°C hasta desaparecer las gotas depositadas.

Para llevar a cabo la extracciéon de la NAT unida a las peliculas BOPP-g-AA, se
colocaron superficies de 3 x 5 cm? de area de dichas peliculas, en frascos de penicilina
rotulados conteniendo 10,0 mL del solvente de extraccidn. Como solventes de prueba
para la extraccion del compuesto, se utilizaron agua destilada y una mezcla de metanol:
acido acético (MeOH: Ac), 95:5; El proceso de extraccion se realizé al abrigo de la luz, a
una temperatura de 8°Cy con agitacion constante.

En diferentes intervalos de tiempo, se tomd una alicuota del solvente de extracciéon

de cada uno de los frascos y se analizé por espectrofotometria UV- Visible en el rango de
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250- 350 nm (Los respectivos controles también fueron incluidos en este procedimiento).
El porcentaje de recuperacién fue estimado al comparar la cantidad de NAT cuantificada
por espectrofotometria UV- Visible, con la cantidad tedrica de compuesto depositada
inicialmente en la superficie de la pelicula.

o Cuantificacion de NAT en peliculas BOPP-g-AA con diferentes %G

Primero se inmovilizd fisicamente el antifungico en peliculas BOPP-g-AA con
porcentajes de injerto de diferentes (0,5; 2,5; 4,5; 7; 12; 15 y 20 %G). Luego se sometio a
cada una de las peliculas resultantes (BOPP-g-AA + NAT) a una extraccion con MeOH: Ac
(95:5) por un periodo de 5 hs a 8°C y sin acceso de la luz (Estas condiciones fueron
previamente establecidas como las mas adecuadas para la extraccion de la NAT).
Posteriormente se midid la absorbancia del solvente de extraccidn a una longitud de onda
de 319,4 nm. La concentracion de NAT fue determinada a través de la curva de calibracion
correspondiente. La cantidad de antifungico presente en la superficie injertada, se calculd
teniendo en cuenta el valor de concentracién obtenido y el porcentaje de recuperacién de
la técnica.

o} Cuantificacion de NAT presente en coating de peliculas activas BOPP/RA:

Para cuantificar la NAT presente en el coating adherido al BOPP, se cortd la
totalidad de la pelicula de interés en cuadrados de 0,5 cm de lado y se los colocé en un
frasco de penicilina con 4,0 mL de acido acético glacial en agitacion moderada. A modo de
control, se colocé en otro recipiente y en exactamente las mismas condiciones, una
pelicula de iguales caracteristicas pero sin NAT en la formulacién del coating (BOPP/RA).
Luego de 5 hs, se recuperd el sobrenadante y se lo filtré6 con una membrana de nylon de
0,45 pum. A continuacion se analizé el solvente filtrado mediante espectrofotometria UV-
Visible en el rango de 250- 350 nm. La cantidad de NAT fue calculada a partir del valor de

absorbancia obtenido a 319,4 nm y de la curva de calibracidén correspondiente.
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2.3.5. Migracion de NAT en agua. Liberacion del agente antifiingico de peliculas
BOPP-g-AA + NAT y BOPP/RA + NAT en agua.

La migracion de NAT de las peliculas BOPP-g-AA +NAT y BOPP/RA:NAT en agua, se
realizé en ambos casos, colocando las peliculas (15 cm? de area) en contacto con un
volumen conocido de agua destilada a temperatura ambiente. Durante la prueba de
migracion, se prestd especial atencién a que la superficie de la pelicula conteniendo NAT,
permaneciera en contacto con el solvente. Ademas, los recipientes utilizados fueron
recubiertos con papel aluminio para prevenir la descomposicion de la NAT por accién de la
luz. Como muestras control, se testearon peliculas injertadas y/o recubiertas sin NAT y
una solucién de concentraciéon conocida del analito preparada y almacenada en las
mismas condiciones.

En diferentes periodos de tiempo, se tomd una alicuota de 3 mL de cada solucién en
contacto con las peliculas y se midié su absorbancia a una longitud de onda de 319,4 nm.
Después de cada una de las mediciones, la alicuota fue devuelta a la solucién madre. El
calculo de la concentracidon de NAT en el agua destilada, se realizé a partir de la relacién

entre el valor de absorbancia medido y la curva de calibracién correspondiente.

2.3.6. Pruebas microbiologicas

o Preparacion de in6culo de mohos o levaduras.

Se prepararon sendos indculos de Saccharomyces cerevisiae o Aspergillus niger
recuperados en agar mohos y levaduras, provenientes de la coleccién de
microorganismos del Centro de Quimica Aplicada (CEQUIMAP) vy del Laboratorio de
Bromatologia del Departamento de Bioquimica Clinica de la FCQ, respectivamente. Se
prepard una suspension madre de cada uno de los mencionados microorganismos en
buffer fosfato de dilucidn estéril, con una concentracién comprendida entre 10% — 10°
UFC/mL, a partir de la cual se realizaron las correspondientes diluciones decimales

seriadas.
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o Preparacion de indculo mixto de mohos y levaduras

El indculo mixto de S. cerevisiae y A. niger, se prepard adaptando la metodologia
propuesta por Martorell et al. basada en la estimacidn de la carga microbiana presente en
un medio liquido YPD (2% glucosa, 1% extracto de levadura y 2% peptona) a través de la
medicion de la densidad dptica a 600 nm (Lante et al. 2011; Martorell et al. 2011).

En el presente trabajo, se inoculéd un volumen de 50 mL de caldo cerebro corazén
estéril, con levaduras extraidas de un repique conservado a una temperatura de 51 °C. A
la suspensién resultante se la mantuvo en agitacidon a 30°C y por un periodo de 17 hs.
Luego se transfirié una alicuota de 4 mL de esta suspensiéon a 50 mL de caldo cerebro
corazon, para entonces medir su densidad dptica a una longitud de onda de 600 nm. Se
ajustoé el valor de absorbancia de la suspension entre 0,3 y 0,35 unidades. Seguidamente
se dejé en agitacién el caldo de cultivo a 30°C por 3 hs. Transcurrido este tiempo, se tomod
una alicuota de 15 mL de la suspension y se la adiciond a un erlenmeyer conteniendo 50
mL de caldo nutritivo; después de homogeneizar, se ajusto la absorbancia entre 0,3 y 0,35
unidades. Este procedimiento permitid hacer crecer las levaduras hasta la etapa
exponencial y por lo tanto obtener un inéculo fresco de estos microorganismos, con una
concentracion promedio de 1,9 x 10° UFC/mL.

La incorporacién de A. niger al inéculo de S. cerevisiae, se efectud posteriormente a la
ultima resuspension de levaduras en caldo cerebro corazén y se llevd a cabo a través del
hisopado de la superficie de un medio de cultivo sélido (M y L) conteniendo las colonias
fructificadas de A. niger. La carga arrastrada por el hisopo, se resuspendid en el caldo de
cultivo con las levaduras en la etapa exponencial y se homogeneizé vigorosamente hasta
obtener finalmente una suspension homogénea.

En la Figura 2.3.6., se muestran ilustrativamente los pasos realizados en la preparacion

del indculo mixto.
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Figura 2.3.6. Preparacion de indculo mixto de mohos y levaduras (M y L) en fase

exponencial.

o Ensayos microbioldgicos en medio de cultivo. Ensayos de difusion en placa

Sobre placas de Petri, conteniendo medio de cultivo agar para mohos y levaduras
estéril, se rastrillé un indculo (0,2- 0,4 mL) de levaduras y/o mohos suspendidos en buffer
fosfato estéril. Sobre este indculo se colocaron discos de las peliculas a testear, de un
didmetro aproximado de 1,5 cm, con el lado de interés en contacto con el agar. Las placas
fueron incubadas en estufa a 37 £ 1 2C, por un periodo de entre 24 y 48 hs. Pruebas
preliminares permitieron establecer a estas condiciones como las mas adecuadas para

obtener una lectura estable y confiable del crecimiento de los microorganismos.

o Ensayos microbioldgicos en quesos

e Técnica de hisopado de la superficie del alimento.

La carga fungica en la superficie del queso, fue arrastrada cuidadosamente
utilizando un hisopo estéril embebido en buffer fosfato. Este procedimiento se repitié
utilizando un segundo hisopo sin embeber y realizando el arrastre en sentido
perpendicular al efectuado en el paso anterior. Ambos hisopos inmediatamente después
de ser utilizados, fueron sumergidos conjuntamente en 5,0 mL de buffer fosfato estéril y
agitados vigorosamente para arrastar a la fase liquida la carga adherida de

microorganismos. El indculo resultante, se homogenizé por agitacién en vdrtex para
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obtener una suspensién uniforme. Para cada suspensidn, se realizaron las diluciones
seriadas correspondientes, de las cuales se tomd un volumen conocido y se sembré por
rastrillado en una placa conteniendo agar para mohos y levaduras. Las placas fueron
incubadas a 37° C por un periodo de 24 a 48 hs y posteriormente se efectud el recuento

de las colonias presentes.

e Estudio de la distribucion de colonias en superficie de queso.

El estudio de la carga fungica superficial de quesos, se realizé mediante la técnica
de hisopado descripta en el punto anterior. Las superficies de los alimentos analizados
correspondieron a queso de elevada humedad.

Para conocer la distribucidon precisa de mohos y levaduras en la superficie del
queso seleccionado en este trabajo de Tesis, una porcién del mismo (23 x 8 cm?y 1 cm de
espesor), fue dividida en ocho sectores de 24 cm? cada uno y analizado cuantitativamente
mediante la técnica de hisopado. De esta manera, se realizd el recuento de colonias

pertenecientes a cada sector de la porcidn de queso analizada.

e Homogenizacion de carga microbiana: contaminacion de la superficie de queso.

Para obtener una distribucidn regular de mohos y levaduras en la porcidn de queso
a ensayar, se contamino a la superficie de la misma con un indculo fresco de S. cerevisiae y
A. niger en condiciones controladas. Para esto, se depositaron sobre la superficie del
mismo, tres alicuotas cada una de 250 pL del indéculo mixto y se distribuyeron
homogéneamente con espdatula de Drygalsky hasta absorberse el liquido en la superficie
del alimento. Por ultimo se dejo orear a las superficies del queso en una campana de flujo

laminar a temperatura ambiente.

e Ensayo de efectividad antimicrobiana de las peliculas activas.

Se cortd una cantidad de porciones de queso de (23 x 6 cm? y 1 cm de espesor)
equivalente al nimero de ensayos previstos durante el periodo de almacenamiento (21
dias) (Figura 2.3.7.). Luego, cada una de las porciones fue contaminada intencionalmente
con un in6culo mixto de mohos y levaduras (0,3. 10° UFC/mL y 1,9 .10° UFC/mL

respectivamente) segun la metodologia descrita anteriormente.
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Figura 2.3.7. Porciones de queso para ensayo de efectividad antifungica en queso y

disposicion de las peliculas a testear en contacto con la superficie del alimento.

Sobre la superficie de queso contaminada, se pusieron en contacto peliculas
activas, peliculas de BOPP comercial sin modificar y también se dejé espacios vacantes a
modo de control. Las superficies poliméricas fueron cuadradas, de 4 cm de lado y con el
lado activo en intimo contacto con el alimento (Figura 2.3.7). Posteriormente las muestras
de queso fueron envueltas en papel film de cocina para evitar la pérdida de humedad y la
contaminacién cruzada. Todas las muestras fueron realizadas por duplicado y las mismas
fueron almacenadas por 21 dias a 25+ 2°C y 40% de humedad relativa.

A intervalos de tiempo preestablecidos dentro del periodo de almacenamiento, se
determindé mediante el hisopado cuantitativo, el nimero de mohos y levaduras presentes
en la superficie del alimento en contacto con las peliculas activas, peliculas de BOPP
comercial, de los espacios vacantes (CONTROL) y/o de zonas pintadas directamente con

una suspension de NAT (300 mg/L).

2.3.7. Determinacion del contenido de NAT en superficie de queso: ISO 9233-
1:2007 (IDF 140-2: 2007)

La cuantificacion de NAT en muestras de queso que estuvieron en contacto con las
peliculas activas, se llevod a cabo siguiendo los lineamientos de la norma internacional 1SO

9233-1:2007 (IDF 140-2: 2007). Este método es apto para determinar la migracion de
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natamicina al interior del alimento y controlar los limites de tolerancia de dicho
compuesto en cdscaras de quesos y sectores adyacentes.

La metodologia consistié en colocar las muestras de queso de aproximadamente 10 g
y 5 mm de espesor, en un Erlenmeyer con 100 mL de MeOH en agitacion por 90 minutos.
Trascurrido este tiempo, se afiadié 50 mL de H,0 destilada y se colocd en freezer por 60
minutos. Posteriormente se filtré el extracto, cuidando que la temperatura no se
incremente y asi evitar la disolucién de grasa precipitada; luego una alicuota de 5 mL se
filtr6 nuevamente con una membrana de nylon de 0,22 um de tamafo de poro. Por ultimo
se registré el espectro UV-Visible de la solucion obtenida, en el rango de 300- 350 nm,
determinando el valor de absorbancia a 319,4 nm. Como blanco se utilizé una mezcla
MeOH:H,0 (2:1). La concentracion de NAT en la solucién final fue determinada a través
del valor de absorbancia medido y de la curva de calibracidon correspondiente; de ese
modo se calculé la masa de NAT expresada en mg, presente en la muestra de queso y se la
relacioné con el peso de la muestra expresada en Kg, o con el drea de la porcién
expresada en dm?.

Para evaluar la eficiencia de extraccién y cuantificacion de NAT por el uso de esta
técnica, se procesé una muestra control de queso con una cantidad conocida del agente

antifungico. En este ensayo el porcentaje de recuperacion de la NAT fue del 93,75%.
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Capitulo 3: Resultados y discusion
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3.1 Modificacion superficial de materiales poliméricos: Injerto de AA en
peliculas comerciales de BOPP.

La superficie de un polimero, es la principal participe en todas las interacciones
fisicas y quimicas que el material mantiene con su entorno. Por esta razon y debido a la
naturaleza hidrofdbica e inercia quimica de la mayoria de los materiales poliméricos, es
que a los fines de conseguir una aplicacion determinada, generalmente es necesario
realizar modificaciones a nivel superficial. En este trabajo de Tesis, se efectuaron una serie
de actividades relacionadas a la modificacion superficial de peliculas pldsticas de BOPP de
uso comercial, a través del injerto de AA. A continuacion, se exponen los resultados
obtenidos en cuanto al uso de métodos de alta energia (descarga corona y tratamiento
plasma) para llevar adelante estas modificaciones. Como asi también en cuanto a la

optimizacion de la técnica de fotoinjerto de AA llevada a cabo con el mismo propdésito.
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3.1.1 Injerto de AA en peliculas comerciales de BOPP, mediante previa
activacion a través de tratamiento plasma o descarga corona

Se estudid la posibilidad de llevar a cabo el injerto de AA en peliculas de BOPP,
mediante el uso individual de fuentes de alta energia, como son la descarga corona y la
radiacidon plasma. La metodologia general adoptada para llevar a cabo el proceso de
injerto mediante estas técnicas, fue la de “injerto secuencial” o de “pre-irradiacion”
(Bhattacharya 2004; Gupta, Krishnanand, and Deopura 2012).

Esta metodologia involucra dos etapas independientes: La primera, consiste en
efectuar la activacidn o pre-irradiacion de las peliculas de BOPP, mediante su exposicion al
plasma o la descarga corona. En esta etapa se generan en la superficie del material,
radicales libres que pueden ser oxidados por accion del oxigeno atmosférico,
convirtiéndose en grupos reactivos como ser, peroxidos, hidroperéxidos, etc.

La segunda etapa, implica colocar a la pelicula previamente activada, en contacto
con el mondmero a injertar (en nuestro caso, AA). En esta etapa y en las condiciones
adecuadas, las especies reactivas generadas en primera instancia, son capaces de iniciar el
proceso de polimerizacidn y consecuentemente el injerto de AA sobre la superficie.

Para finalizar, los residuos de homopolimero y mondmero libres, son removidos de
la superficie a través de sucesivos lavados. En la Figura 3.1.1, se muestra

representativamente el proceso global de este tipo de modificaciones.

1) Tratamiento de exposicién
Plasma o descargacorona Pelicula de BOPP

e

0-0 }
.. 11
Pelicula de BOPP Pelicula de BOPP 2) Exposicién

activada al »
Aire 3) Solucién de
Mondmero

AA:H,0 (50:50)

Wgdsn

Injerto de Poli(AA) en
pelicula de BOPP

Figura 3.1.1. Injerto secuencial mediante activacion plasma o descarga corona.

La exposicidn de las peliculas de BOPP al plasma, fue llevada a cabo en un equipo

de escala industrial, cominmente utilizado para incrementar la hidrofilicidad de
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superficies de BOPP y facilitar asi la adhesion de tintas. También es empleado para
eliminar residuos orgdnicos y para la deposicion de aluminio sobre peliculas de este
mismo material. Para efectuar las reacciones de injerto, se variaron los pardmetros de
equipo correspondientes a la velocidad de transito de la pelicula polimérica y a la relacién
de Ar/0O, en la mezcla de gases del plasma, propiamente dicho (Tabla 3.1.1). Luego de ser
tratadas las peliculas, estas fueron expuestas al oxigeno atmosférico por un periodo
aproximado de 5 minutos y posteriormente colocadas 12 hs en contacto con una solucién
de AA al 50% (BOPP+ Plasma + AA). A continuacién, las mismas fueron exhaustivamente
enjuagadas. En la Figura 3.1.2 se muestra los espectros FT IR- ATR obtenidos para las
peliculas ensayadas en estas condiciones.

Potencia Velocidad de transito de pelicula

Pelicula Ar: O,
(KW) (m/min)
+plasma - 1) 0,1 400 80:20
+ plasma - 2) 0,1 200 80:20
BOPP
+ plasma - 3) 0,1 400 99:1
+ plasma - 4) 0,1 200 99:1

Tabla 3.1.1. Condiciones de equipo para el tratamiento plasma de las peliculas de BOPP.

T T T T
35 00 3000 50 0 1900

Ndamero de onda (cm™)

Figura 3.1.2. Espectros FT IR- ATR de peliculas de BOPP tratadas por plasma: a)
BOPP + Plasma; b) BOPP + Plasma -1 + AA; c) BOPP+ Plasma -2 + AA; d) BOPP+ Plasma -3 +
AA; e) BOPP+ Plasma -4 + AA.
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La activacion de las peliculas mediante descarga corona, también fue llevada a

cabo en un equipo de escala industrial. En este caso, el estudio del injerto sobre la

superficie del polimero, se efectué modificando la potencia de descarga del equipo vy el

tiempo de exposicidén al oxigeno atmosférico de las peliculas pre-activadas. En la tabla

3.1.2 se resumen las condiciones utilizadas en estos ensayos y en la Figura 3.1.3, se

muestran los espectros FT IR- ATR de dichas superficies luego de estar en contacto con la

solucién de AA (BOPP + Corona + AA).

Pelicula

+ Corona -1)

+ Corona -2)
BOPP

+ Corona -3)

+ Corona -4)

Potencia Velocidad de transito de pelicula
(Kw) (m/min)
2,8 30
2,8 30
3,5 30
3,5 30

Tiempo de exposicion

al oxigeno atmosférico

5 min
5seg
5 min

5 seg

Tabla 3.1.2. Condiciones de equipo para la activacion por descarga corona de las

peliculas de BOPP.

e)

M

3000 2500 2000 1500 10060

Numero de onda (cm)

Figura 3.1.3. Espectros FT IR-ATR de peliculas de BOPP tratadas por descarga corona y

puestas en contacto con solucion de AA: a) BOPP + Corona — 1 + AA; b) BOPP+ Corona — 2 +

AA; c) BOPP+ Corona — 3 + AA; d) BOPP+ Corona — 4 + AA; e) BOPP+ Corona (exposicion al

oxigeno de 5 min); f) BOPP+ Corona (exposicion al oxigeno de 5 seg).
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El analisis de los espectros ATR obtenidos para las peliculas tratadas por ambas
metodologias (tratamiento plasma y descarga corona), sugiere que en las condiciones
ensayadas, el injerto de AA en las peliculas de BOPP no se llevd a cabo de manera
satisfactoria. En el conjunto de espectros (Figuras 3.1.2 y Figura 3.1.3), no se evidencia la
presencia de bandas adicionales a las del polipropileno, correspondientes a poliAA
(Bandas a 1700 cm™ y/o 1550 cm'l). Por esta metodologia, tampoco se apreciaron
diferencias en las muestras tratadas por descarga corona y expuestas por diferentes
lapsos de tiempo al oxigeno atmosférico (Figura 3.1.3, espectros e y f).

El tratamiento de peliculas poliméricas, mediante las técnicas de descarga corona o
plasma, es uno de los recursos mas utilizados en la industria del plastico, para conseguir
propiedades que por lo general son ajenas a los materiales destinados a envases. Con
estas técnicas, también es posible la incorporacién de grupos funcionales a través de la
copolimerizacién de determinados mondmeros vinilicos. Los resultados obtenidos en esta
parte del trabajo de Tesis, sin embargo, indican que en las condiciones ensayadas, no fue
posible llevar a cabo el injerto del mondmero AA en las peliculas de BOPP previamente
activadas por plasma o descarga corona. Esto posiblemente fue debido a las limitaciones
de los equipos industriales utilizados en esta experiencia (Figura 3.1.6 y 3.1.7), cuyos
margenes de variacidon en cuanto a la velocidad de trénsito, potencia, distancia entre el
sustrato y la fuente de energia y la atmdsfera reactiva, fueron muy bajos, pudiendo asi
afectar el rendimiento de las reacciones de injerto.

Se estima que el tiempo de exposicion de las peliculas plasticas a las distintas
fuentes de energia, no fue el suficiente para que en las condiciones ensayadas se genere
la cantidad adecuada de sitios reactivos. El tiempo de tratamiento promedio de las
peliculas poliméricas, fue aproximadamente de 0,6 seg para descarga corona y 0,03 seg
para tratamiento plasma. Estos valores de tiempo, comparados con los informados en
trabajos similares (Lei and Liao 2001; Sciarratta et al. 2003; Sun et al. 2010; Wang and

Chen 2007) son en algunos casos, dos érdenes de magnitud menor.
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Dos aspectos muy importantes en estos procesos de activacién y posterior
funcionalizacién de las superficies son: i) el periodo que transcurre luego de la activacién y
ii) las condiciones de almacenamiento de la pelicula activada.

Los sitios activos formados en el polimero por su exposicién a la descarga corona o
al tratamiento plasma, son los precursores en el proceso de copolimerizacién. Estos
pueden tener tiempos de vida de hasta 15 dias en condiciones de vacio y baja
temperatura (-80° C). Sin embargo, a temperaturas cercanas a los 30 °C y en atmdsferas
con presencia de oxigeno, rdpidamente ocurre el movimiento de las cadenas del polimero
tratado y la reaccidn con especies activadas de la atmdsfera (O, 02*, 03). Esto facilita en
poco tiempo la descomposicién y desactivacién de estos sitios, resultando en su mayoria,
dobles enlaces entre las cadenas del polimero y especies oxidadas estables que son
incapaces de iniciar el proceso de polimerizacién (Figura 3.1.4). (Bhattacharya 2004;

Gupta, Krishnanand, and Deopura 2012)

\ H,0
. — -
H o0 Q- OH 0
.
s C e uv s C e 0, L VI H ——C H ——C —
Corons del aire - o
Plasma

Figura 3.1.4. Mecanismo de formacion de radicales libres y posterior oxidacion por

exposicion a fuentes de energia externas.

La presencia de estas especies polares, resultado de la oxidacién de la superficie,
fue comprobada a través de mediciones del angulo de contacto del agua (WCA) en una
pelicula de BOPP tratada por radiacidén plasma. En la Figura 3.1.5 se puede observar que
en comparacion a la pelicula sin tratamiento, la superficie tratada mostré un descenso en
el valor de WCA medido, producto de su mayor caracter hidrofilico. Esta caracteristica, es
la deseada por las industrias que procesan esta clase de materiales, para la aplicacion de

tintas, recubrimientos, mejorar la adhesién, etc.
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a) b)
WCA=102° WCA=86°

&

Figura 3.1.5. WCA de a) BOPP sin tratamiento corona b) BOPP con tratamiento corona.

La probable homopolimerizacién del mondémero, en la segunda etapa del proceso,
es otro de los factores responsables de la inhibicién de la reaccién de injerto. Este
fenédmeno tiene como consecuencia un aumento en la viscosidad del medio, junto con
una disminucién en la movilidad de las cadenas a injertar; por lo tanto, hay una
disminucion en la velocidad de reaccion de copolimerizacién. Esto se presenta
generalmente a temperatura ambiente en las soluciones de mondmero, donde la

movilidad de las cadenas reactivas es baja (Lei & Liao, 2001; Wang & Chen, 2007).

Figura 3.1.7. Equipo de tratamiento por descarga corona utilizado.

60



3.1.2 Injerto de AA en peliculas comerciales de BOPP, mediante reaccién
asistida por radiacion UV: reaccion de fotoinjerto.

Fotoinjerto de AA mediante solucion reactiva de mondmero y fotoiniciador.

Las reacciones de injerto fueron realizadas en un sistema constituido por el
sustrato polimérico en forma de pelicula (BOPP) puesto en contacto con una solucion del
mondmero (AA) y fotoiniciador (BF). Este sistema fue irradiado con luz UV de 254 nm, la
cual es usada como fuente de energia para llevar a cabo la reaccién. Esta radiacién logra
los estados excitados de la molécula de BF, capaces de iniciar la reacciéon de co-
polimerizacién entre el AA y el sustrato (J Deng et al. 2009; Ranby, Yang, and Tretinnikov
1999). La Figura 3.1.8 muestra el esquema general para la reaccidn de fotoinjerto de AA
en superficies de PP. Cabe destacar que en dicho proceso, es posible que ocurran
reacciones secundarias, como ser degradacidon de la matriz polimérica, reacciones de
entrecruzamiento, oxidaciones, homopolimerizacién, entre otras (Costamagna 2006).

o
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Figura 3.1.8 Esquema de reaccion de fotoinjerto de AA en BOPP (Costamagna 2006)

Las variables modificadas para llevar a cabo la optimizacién de las reacciones de

injerto, fueron:
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e Hidrofilicidad de la superficie de BOPP a injertar: En este caso, se evalud el injerto de
AA en superficies previamente tratadas con descarga corona y en superficies sin
tratamiento previo (de menor hidrofilicidad que las anteriores).
e Distancia entre el sustrato y la fuente de luz UV: El fotorreactor, provisto de una
bandeja movil (Figura 2.3.3), brindd la posibilidad de estudiar los efectos de la separacién
existente entre la fuente de radiacién UV (ldmpara de mercurio) y el sustrato polimérico.
Para esto se estudiaron separaciones de 6, 12, 22 y 28 cm.
e Concentracion de BF en la solucidn reactiva: Se varié la concentracion de fotoiniciador
presente en la solucién reactiva de mondmero. En la tabla 3.1.3 se indican los valores de
concentracion de BF estudiados.
e Tiempo de radiacion UV o tiempo de reaccion: Se evalud el rango de tiempo de
exposiciéon UV que fuese necesario para conseguir la modificacidon deseada en las peliculas
de BOPP.

Antes de ser analizados, todos los productos obtenidos fueron exhaustivamente
lavados para remover posibles restos de homopolimero y reactivos.

Para evaluar el grado de modificacion o “grafting” de las superficies tratadas, se
empled el pardmetro de “porcentaje de injerto” (%G). Dicha magnitud es determinada

gravimétricamente y corresponde a la siguiente ecuacion:

m(BOPP — g — AA) - m(BOPP)

0, =
hG m(BOPP)

100

Donde m(BOPP-g-AA) corresponde a la masa del co-polimero de injerto 6 sustrato
modificado y m(BOPP) a la masa de sustrato sin modificar.

Otra de las metodologias utilizadas para determinar el grado de injerto de las
superficies, fue la cuantificacion de grupos acidos (COOH) provenientes del poliAA
injertado. Esto se llevd a cabo mediante la titulacion acido base de los grupos carboxilicos
presentes en la superficie de las peliculas modificadas.

La caracterizacion quimica de las superficies, fue realizada por espectroscopia FT

IR- ATR. En la Figura 3.1.9, se puede observar el espectro de una superficie de BOPP sin
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tratamiento (espectro a) y otro del mismo material injertado con AA (espectro b). En el
espectro a), se realizd la siguiente asignacion de bandas, tipicas del polipropileno:

e Bandasa 1457 cm™ y 1376 cm™: vibraciones de flexién de CHs.

e Bandas a 2838 cm™ y 2917 cm™ vibraciones de tensién de CH,.

e Bandas a2948 cm™ y 2867 cm™: vibraciones de tensién de CHs.

1376

1000

Nimero de onda (cm?)

Figura 3.1.9. Espectro FT IR de: a) BOPP sin modificar y b) BOPP- g- AA.

En el espectro de la superficie de BOPP injertada con AA (espectro b), a diferencia
del espectro del sustrato, se observa una banda intensa a 1704 cm = correspondiente a la
vibracién del enlace C=0 de -COOH y otra banda a 1559 cm?, correspondiente a la
vibracion de tension de grupo -COO". Ambas, caracteristicas del poliAA injertado.

El grado de hidrofilicidad/ hidrofobicidad de las peliculas injertadas, fue estimado
mediante la medicion del dngulo de contacto de gota de agua (WCA). Esto es una medida
de la “mojabilidad” de la superficie, es decir, de la capacidad para generar interfaces entre
la pelicula y en este caso, agua. Esta caracteristica es determinante en vista de una dada
aplicaciéon tecnoldgica, por ejemplo en la fijacion de tintas, recubrimientos o la
inmovilizacion de moléculas bioactivas.

Por ultimo se evalud el efecto del injerto sobre la transparencia de las peliculas

modificadas. Para este fin se siguieron los lineamientos de la norma ASTM “Standard Test
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Method forTransparency of Plastic Sheeting” (ASTM D1746 2003), la cual permite llevar a
cabo determinaciones de transparencia de hojas pldsticas incoloras en término de su
transmitancia (%T).

Con el uso combinado de estas técnicas de caracterizacion, se conocid el
comportamiento de cada una de las variables estudiadas, en relacidn a la modificacién de
las peliculas de BOPP. De este modo y teniendo en cuenta el objetivo concreto del trabajo,
se establecieron las condiciones dptimas del sistema para llevar a cabo las reacciones de
injerto.

A continuacién se muestran los resultados para cada una de las variables modificadas

en el sistema:

e Hidrofilicidad previa de la superficie de BOPP a injertar.

Se observé que el injerto en las superficies de BOPP con previo tratamiento corona (42
dyn/cm?), se llevé a cabo de manera homogénea en la totalidad de la pelicula. Por el
contrario, en las superficies de BOPP sin previo tratamiento corona, la simple inspeccién
visual de las mismas, permitié diferenciar zonas aisladas en donde el injerto fue efectivo
(zonas levemente opacas) y zonas en las que no (zonas traslucidas).

La diferencia en la homogeneidad del injerto, segun el tratamiento previo de la
pelicula de BOPP, podria explicarse a través de la polaridad de las superficies y su
consecuente interaccién con la solucién reactiva: aquellas peliculas con previa activacion
Corona, es decir, de mayor hidrofilicidad, permitieron que la solucién reactiva (de caracter
hidrofilico, debido al solvente y el mondmero utilizados) se distribuya de manera
homogénea al estar en contacto con la pelicula. La interaccidn entre el monémero y las
cadenas del polimero en estas superficies, se vio favorecida para llevar a cabo la reaccién
de injerto. Por el contrario, en las superficies sin previo tratamiento corona, es decir, de
naturaleza predominantemente hidrofdbica, la solucién reactiva se distribuyd de manera
no homogénea y con una pobre interaccidén con las cadenas del polimero, favoreciendo
probablemente la reaccién de copolimerizacién Unicamente en las zonas amorfas del

mismo.
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e Separacion entre el sustrato y la fuente de luz UV.

En este punto se modificd la posicion de la bandeja moévil del fotorreactor, a los fines
de optimizar el pardmetro de la separacién entre la fuente de luz UV y sistema reactivo.

Para una separacion de 6 cm entre la fuente de luz UV y el sistema reactivo, la energia
radiante fue suficiente para dafiar la superficie del polimero, observandose la
deformacion de las peliculas. Al evaluar una separacion de 12 cm., se obtuvieron
modificaciones homogéneas en la totalidad de las superficies tratadas. Y en las posiciones
cuya separacion fue de 22 cm y 28 cm, el injerto de las superficies fue heterogéneo y poco
efectivo. Esto puede deberse a que la potencia radiante que incide en el sistema de
reaccién, se hace menor al aumentar la separacién entre la fuente UV y el sustrato
polimérico, lo cual favorece la modificacién del polimero en las zonas amorfas.

Segln estas observaciones, se eligié una separacion de 12 cm entre la fuente de luz y

el sistema reactivo, para llevar a cabo la modificacidn de las peliculas.

e Concentracion de BF en la solucion reactiva.

La velocidad de una reaccién de injerto, es dependiente de la naturaleza del
mondémero, del sustrato polimérico y en gran medida de la concentracién del iniciador
(Bhattacharya 2004). La solubilidad, la concentracidén y el tipo de iniciador, son factores
determinantes en el proceso de injerto de cualquier monémero. En la tabla 3.1.4 se
muestran los valores de %G de las peliculas injertadas, habiendo utilizado diferentes

concentraciones de BF.
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Tiempo de Separacion fuente UV/

Sustrato [BF] %G
irradiaciéon sustrato
BOPP
7 min 12 cm 0,025 M 1,8
(Con previo tratamiento Corona)
BOPP
7 min 12cm 0,05 M 10,8
(Con previo tratamiento Corona)
BOPP
7 min 12 cm 0,1M 20,8
(Con previo tratamiento Corona)
BOPP
7 min 12 cm 0,2 M 20,1

(Con previo tratamiento Corona)
Tabla 3.1.4. Fotoinjerto de AA en BOPP variando la concentracion de BF de la solucion

reactiva.

El aumento en el grado de modificacién, junto con el de la concentracion de BF, se
debe a que al aumentar la cantidad de iniciador, se genera un mayor nimero de especies
excitadas que son las responsables de dar inicio a la reaccidn de polimerizacidn radicalaria
(paso de iniciacion); esto se traduce en una cinética elevada de la reaccion de injerto. Por
otra parte, por encima de una concentracién limite de fotoiniciador, la abundancia de las
especies excitadas, conduce a que estas también puedan participar en las reacciones de
terminacidn de la cadena polimérica. Este es el caso del radical benzopinacol, BFHe (Figura
3.1.10), el cual en estos casos tiende a participar en el paso de terminacion por
acoplamiento (J Deng et al. 2009).

Para cada reaccién de fotoinjerto, existe una concentraciéon de iniciador por
encima de la cual el grado de modificacion disminuye o permanece invariable
(Bhattacharya 2004; Mohamed et al. 2012). Segun los valores de %G obtenidos para este
sistema (tabla 3.1.4), concentraciones de BF superiores a 0,1 M, no generaron cambios
significativos en el porcentaje de injerto de AA. Mientras que con el uso de
concentraciones menores, se obtuvieron bajos grados de modificacion y en algunos casos,
heterogéneos. Es por esto que a los fines de obtener los mayores porcentajes de injerto,
empleando el menor tiempo de exposicion UV, para este sistema se escogid una

concentracion de iniciador 0,1 M.
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Figura 3.1.10. Mecanismo de formacion de las especies activas de la BF por accion de la

luz UV.
e Tiempo de irradiacion.

En la tabla 3.1.5 se muestran los valores de %G obtenidos para superficies de BOPP
injertadas, utilizando diferentes tiempos de irradiacion UV. También se exponen los moles
de grupos dcidos (-COOH) presentes en la superficie, determinados por titulacion
volumétrica acido- base.

Se observa un claro incremento del grado de modificacion de las superficies, junto
con el aumento del tiempo de radiaciéon UV. Esta tendencia se muestra ademas en la

Figura 3.1.11 y es coherente con la cuantificacion de grupos -COOH injertados.

moles de grupos WCA
Sustrato Tiempo de irradiacion % G
-COOH en superficie* ()

BOPP - - - 89,0°+0,6°
BOPP 30 0,5 1,2x10-4 75°t 2°
BOPP 45” 1,5 2,2x10-4 46°+0,6°
BOPP 1’ 2 2,8 x10-4 39°t+0,6°
BOPP 1’ 30" 4 6,0 x 10-4 NPD
BOPP 2 7,5 6,9 x 10-4 NPD
BOPP 7’ 20 1,7x10-3 NPD

Tabla 3.1.5. Modificacion de las peliculas BOPP-g-AA en funcion del tiempo de irradiacion.

*Moles determinados por titulacion volumétrica en una superficie de 16 cm’. NPD= No fue posible

determinar.
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Figura 3.1.11. Porcentaje de modificacion (%G) en funcidn del tiempo de irradiacion.

La caracterizacidn por espectroscopia infrarroja, permitid establecer las diferencias
entre las estructuras quimicas de las superficies injertadas y los correspondientes
sustratos. En la Figura 3.1.12 se presentan los espectros FT IR de transmisién de las
superficies tratadas con diferentes tiempos de exposicién UV. En la misma Figura, se
incluye a modo de comparacion el espectro de una pelicula de BOPP sin modificar. En los
espectros obtenidos, a medida que el tiempo de reaccidén o irradiacién es mayor, se
observa un incremento en la intensidad de la sefial caracteristica del poliAA
(aproximadamente a 1700 cm™), en relacién a las bandas originales del polipropileno
(1457 cm™ y 1376 cm™). Esto corrobora que el grado de modificacion de las peliculas

tratadas, se hace mas importante a medida que aumenta el tiempo de exposicién UV.
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Figura 3.1.12. Espectros IR de superficies injertadas con AA a diferentes tiempos de
radiacion UV. Intensidad relativa de la banda de vibracion C=0 (1700 cm'l) relativa a la

banda —CH, (1457 cm™) de PP.

Los cambios quimicos y estructurales de las superficies injertadas también pueden
ser representados por la medicién del WCA. En lineas generales, esto permite definir el
caracter hidrofilo/ hidréfobo de las superficies modificadas. En la tabla 3.1.5 y en la Figura
3.1.13 se observa un marcado descenso del WCA, junto con el incremento del grado de
modificacidn de las superficies. Esto es consecuencia de la creciente cantidad de grupos
carboxilicos, provenientes del AA injertado. En las peliculas con grados de injerto por
encima de 1’ 30” de exposicién UV, no fue posible determinar el WCA debido a la
rugosidad y excesiva mojabilidad de las superficies, lo cual generd la dispersion inmediata

de la gota de H,0 al entrar en contacto con estas peliculas.
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Figura 3.1.13. WCA de superficies BOPP modificadas a diferentes tiempos de irradiacion
UV: a) BOPP comercial (42 dyn/cm?) sin injerto; b) BOPP-g-AA con un tiempo de
irradiacion de 30”; c) BOPP-g-AA con un tiempo de irradiacion de 45”; c) BOPP-g-AA con

un tiempo de irradiacion de 1°.

El atributo de la “claridad” o trasparencia de una pelicula, es determinado por su
capacidad de transmitir una imagen formada por la luz que la atraviesa. Es decir, esta
directamente relacionada con la transmitancia regular de la pelicula (ASTM D1746 2003).

Los resultados de transmitancia de algunas peliculas modificadas, se indican en la
Tabla 3.1.6. En ella se observa que los materiales que fueron injertados usando tiempos
de irradiacién menores a 45”, conservan hasta el 84% de la transparencia propia de una
pelicula de BOPP comercial sin modificar. Como era de esperar, la “opacidad” de las
peliculas modificadas, aumenta con el grado de injerto de las superficies.

Transparencia relativa al BOPP
Tiempo de irradiacion

comercial
BOPP - 100%
BOPP- g- AA 30” 99,5%
BOPP- g- AA 45” 84,0%
BOPP- g- AA i 30,5%
BOPP- g- AA 2’ 9,2%

Tabla 3.1.6. Trasparencia de peliculas de BOPP-g-AA con diferentes tiempos de irradiacion.

Fotoinjerto de AA en presencia de los vapores del mondmero

Estudios sobre la utilizacion de radiacion UV en atmodsferas reactivas, han
demostrado que esta metodologia es una manera sencilla y eficaz de introducir

determinados grupos funcionales en la superficie de los polimeros (Weibel et al. 2009).
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En esta seccion se mostraran los resultados obtenidos, acerca del uso de una
técnica de injerto de AA en presencia de los vapores del mondmero y asistida por luz UV.
Dicha experiencia, fue llevada a cabo en el laboratorio de Fotoquimica y Superficies
(LAFOS) de la Universidad Federal de Rio Grande do Sul (UFRGS), Brasil, con la
colaboracién del Dr. Daniel Esteban Weibel.

La metodologia consistid en exponer una superficie de BOPP (1,5 cm x 2,5 cm), a
una radiacién UV proveniente de una ldmpara de mercurio de media presion. Este proceso
fue llevado a cabo dentro de un reactor herméticamente cerrado, en el cual mediante una
corriente de N, se introdujo vapores del mondmero AA. Distintas superficies del polimero
fueron tratadas de igual manera pero por diferentes periodos de tiempo de exposicion
UVv.

Los valores de WCA medidos para cada una de las superficies modificadas, figuran

a continuacion en la tabla 3.1.7:

Sustrato Tiempo de WCA
modificado irradiacion ()
BOPP - (89,0 1,0)°
BOPP 1 15’ (43,3+1,7)°
BOPP 2 30 (44,0 £1,9)°
BOPP 3 60’ (48,1+1,7)°

Tabla 3.1.7. Modificacion de BOPP asistido por UV en presencia de vapores de AA. Valores
de WCA.

En la Figura 3.1.14, se exponen los espectros FT IR- ATR obtenidos de cada una de

las peliculas injertadas por esta metodologia.
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Figura 3.1.14. Espectros FT IR- ATR de peliculas de BOPP-g-AA obtenidas por fotoinjerto en
presencia de vapores de monomero. a) 15 min de irradiacion UV; b) 30 min de irradiacion

UV; ¢) 60 min de irradiacion UV.

Los resultados obtenidos, confirman la presencia de los grupos C=0 y -OH en la
superficie de las peliculas modificadas: En los espectros a, b y ¢ (Figura 3.1.14), se observa
una banda ubicada alrededor de 3363 cm™ atribuida a la vibracién de estiramiento del
grupo —OH. En dichos espectros, también se encuentran bandas en 1709 cm'ly 1557 cm™,
atribuibles a la tension de C=0 de -COOH y C-O de -COQ/, respectivamente. La presencia
de estos grupos electronegativos e hidrofilicos en las superficies modificadas, es la
responsable del descenso observado de los valores de WCA (Tabla 3.1.7). En estos datos,
se observa que entre las muestras irradiadas por diferentes periodos de tiempo (15, 30 y
60 min), no hubo diferencias significativas en el valor de WCA.

Los resultados obtenidos indican que la reaccion de co-polimerizacién de AA se
llevé a cabo mediante la simple irradiacion con luz UV. Como se menciond anteriormente,
este fendmeno también es observado, en reacciones de injerto, donde se utilizan otras
fuentes de energia (plasma, descarga corona, ultravioleta de vacio, etc.) (Rajajeyaganthan

et al. 2011). La posibilidad de generar el injerto de las peliculas de BOPP en presencia de
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los vapores del mondmero, significa una gran ventaja desde el punto de vista
metodoldgico para una posible aplicacidn tecnoldgica a mayor escala. Sin embargo, en
este caso en particular, fueron necesarios elevados tiempos de radiacién UV para
conseguir grados de modificacidn apreciables por las técnicas utilizadas. Para evitar esto,
el uso de una fuente de luz UV de mayor potencia, o la presencia de un fotoinicador en la
mezcla reactiva, son estrategias viables y capaces de reducir el tiempo de reaccion de

polimerizacién (Dorval Dion and Tavares 2013).

3.1.3 Conclusiones parciales

Se evalud el uso de técnicas de alta energia, como son el tratamiento plasmay la
descarga corona, para llevar a cabo el injerto de AA en peliculas de BOPP comercial. Para
esto, se realizaron experiencias adaptadas a instalaciones de tipo industrial. Las
limitaciones inherentes al equipamiento utilizado y las condiciones de uso de los mismos,
impidieron lograr satisfactoriamente la modificacion superficial deseada. Sin embargo, se
adquirié conocimiento del potencial de estas metodologias y equipamientos, para futuras
aplicaciones en lo que respecta a modificacién superficial.

Con el mismo objetivo de llevar a cabo el injerto de AA en superficies comerciales
de BOPP, se exploré y optimizé cada uno de los pardmetros involucrados en la reaccién de
fotoinjerto previamente estudiada por Costamagna et al. Se exploraron variables como: la
hidrofilicidad del sustrato, la distancia entre la fuente de irradiacion y el sustrato, la
concentracion del fotoiniciador y el tiempo de reaccién. Luego del andlisis de cada una de
estas variables, se establecié un conjunto de condiciones para el sistema estudiado, con el
cual se efectuaron las posteriores reacciones de injerto.

El porcentaje de injerto o grado de modificaciéon de las superficies tratadas (%G),
mostré una notable dependencia con el tiempo de radiacion: al incrementarse el tiempo
de exposicién UV, el injerto de AA sobre la superficie se hizo cada vez mds importante. Los
estudios de angulo de contacto, espectroscopia IR y la cuantificacién de grupos -COOH en

la superficie, dieron cuenta de este comportamiento.
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Paralelamente, también se consiguid el injerto de AA en superficies de BOPP
mediante reaccion de fotoinjerto en presencia de vapores del mondmero. Esta técnica
resulté ser sencilla, limpia y de facil aplicacidon. Sin embargo, mediante esta metodologia,
se consiguieron bajos porcentajes de modificacién, comparados a los obtenidos por la
metodologia de fotoinjerto en solucidn reactiva. Se estima que la ausencia de
fotoiniciador en el sistema de reaccidn, fue una de las causas de los extensos tiempos de
irradiacion necesarios para llevar a cabo la reaccion de injerto. Por otro lado, la posibilidad
de ingresar los vapores de AA en el sistema de reaccidn, representa una herramienta

interesante a la hora de la posible aplicacion a mayor escala.
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3.2 Incorporacion del agente antifingico (NAT) en peliculas de BOPP.

Para obtener sistemas activos antimicrobianos, es necesario conferirle al material
del cual estd hecho el envase, las propiedades bioldgicas correspondientes a través de la
incorporacion de agentes bioactivos. El agente antimicrobiano escogido en este trabajo de
Tesis, fue la natamicina (NAT), también conocida como pimaricina. La incorporacion de
dicho compuesto a superficies de BOPP, fue llevada a cabo a través de: i) su interaccion
fisica con peliculas previamente injertadas con AA (BOPP-g-AA), ii) mediante la unidn
covalente a peliculas de BOPP-g-AA y iii) a través de su incorporacion a una resina
polimérica, que posteriormente fue extendida a modo de recubrimiento o “coating” sobre
las peliculas de BOPP comerciales sin modificar. A continuacion, se muestran los resultados

obtenidos para cada una de estas alternativas de inmovilizacion.
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3.2.1. Inmovilizacidn fisica de NAT en superficies de BOPP-g-AA.

Se propuso la incorporacidn fisica del agente antifungico 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
cuestién, cuenten con los grupos funcionales adecuados que aseguren su interaccidon
especifica. En este caso, se capitalizé la gran variedad de grupos funcionales presentes en
la molécula de NAT, para conseguir su interaccién con peliculas de BOPP injertadas con AA
(BOPP-g-AA) (3.1).

Inmovilizacién FiSICA
BOPP-g-AA

?
RERE RIS 24 hs
g

Y I///' e )3 JEY

| Secado a T° ambiente
BOPP-g-AA + NAT

Solucion de NAT
24 pg/mL

pH=8 (Buffer fosfato) . L.
Interacciones Electrostaticas, Van der

Waals, Puente H o incluso oclusion del
antifangico.

Figura 3.2.1. Inmovilizacion de NAT en superficies injertada, BOPP-g-AA

En la Figura 3.2.1 se muestra el procedimiento general con el cual se llevé a cabo la
union fisica de NAT a las peliculas modificadas. 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:

1) Interaccion electrostdtica: La presencia de los grupos carboxilicos
pertenecientes a las cadenas de poliAA injertadas funcionarian de puntos de unién, al
interactuar electrostaticamente con los grupos amino protonados de la molécula de NAT
(Costamagna 2006).

2) Interacciones puente hidrogeno y Van der Waals: La gran diversidad de grupos
funcionales presentes en la molécula de NAT (oxidrilo, amino, éster, éter, epdxido, acido

carboxilico y dobles enlaces conjugados), sumado a que la estructura de esta es
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considerablemente mayor a la de las unidades monoméricas de AA, permitiria que se
establezca una gran cantidad de interacciones puente hidrégeno y Van der Waals con las
cadenas de AA injertadas (Garcia-Vargas et al. 2014).

3) Oclusion del agente bioactivo: Las modificaciones por fotoinjerto usualmente
son acompanadas por reacciones de entrecruzamiento, reordenamientos y formaciéon de
dominios puntuales de homopolimero. Esto conlleva a una arquitectura compleja de la
superficie, con una morfologia rugosa e irregular que normalmente es responsable de la
oclusion o “entrampe” de moléculas activas; en este caso, NAT (Costamagna 2006; J Deng

et al. 2009; J M Goddard and Hotchkiss 2007).

Determinacion de NAT en las superficies inmovilizadas.

Uno de los objetivos especificos, planteados en el presente trabajo de Tesis y de
particular interés para la posterior aplicacién tecnolégica de estos sistemas, fue
determinar cuantitativamente NAT unida a las peliculas modificadas (BOPP-g-AA + NAT).
Para llevar a cabo esta determinacion, las peliculas con NAT inmovilizada fueron
sometidas a una extraccion capaz de remover el compuesto, para posteriormente
determinar su concentracion mediante espectrofotometria UV-Visible. En la Figura 3.2.2,

se muestra el espectro UV- Visible de la NAT, obtenido en las condiciones utilizadas.
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Figura 3.2.2. Espectro UV- Visible de la NAT.

Para optimizar el método de cuantificacidn, se evalué el uso de dos solventes de
extraccion y se determind el porcentaje de recuperacion de NAT para cada uno de ellos.

Los solventes estudiados fueron una mezcla de metanol:acido acético (MeOH:Ac; 95:5) y
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agua Milli-Q. Ambas extracciones se realizaron al resguardo de la luz y a 10°C para evitar la
descomposicién de NAT.

Para llevar a cabo el ensayo de recuperacidn, se utilizaron dos superficies de BOPP-
g-AA de porcentajes de injerto (%G) diferentes: a) 0,5% y b) 7%. Los tiempos de extraccion

y porcentajes de recuperacidon obtenidos para cada superficie, se muestran en la tabla

3.2.1.
Solvente de Porcentaje de
%G » Tiempo (hs) 5

extraccion recuperacion
BOPP-g- AA + NAT 0,5 MeOH: Ac 5 90%
BOPP-g- AA + NAT 7 MeOH: Ac 5 98%
BOPP-g- AA + NAT 0,5 H,0 5 52%
BOPP-g- AA + NAT 0,5 20 123 52%
BOPP-g- AA + NAT / H,0 5 8%
7 H,0 123 33%

BOPP-g- AA + NAT

Tabla 3.2.1. Condiciones de extraccion de NAT de superficies modificadas. Porcentajes de

recuperacion.

De los resultados obtenidos, se desprende que luego de 5 hs de extraccién, la
mezcla de MeOH:Ac permitié recuperar un 90 y 98% de la NAT total, presente en las
peliculas 0,5% y 7% G, respectivamente. Con el uso de H,0 Milli-Q, en todos los casos se
obtuvieron recuperaciones menores al 52%, dependiendo del tiempo y el grado de injerto.
Este comportamiento en parte es debido a la baja solubilidad de la NAT en agua, en tanto
gue en metanol y acido acético, la solubilidad del antifingico es elevada, lo cual facilitaria
su extraccion (HanusSova et al. 2010; Richey et al. 2000b; Suloff 1999).

Luego de desarrollar la metodologia analitica para cuantificar NAT unida a las

peliculas BOPP-g-AA, se determiné como vario la cantidad de antifingico inmovilizado, en
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funcion del grado de modificacion (%G) de las superficies. Los resultados obtenidos se

muestran en la Figura 3.2.3.

NAT (ug/cm?)

10
%G
Figura 3.2.3. Capacidad de carga de NAT por parte de peliculas de BOPP- g- AA con
diferentes %G.

A medida que la modificacién superficial de las peliculas de BOPP-g-AA se
incrementd, la cantidad de NAT inmovilizada fue mayor. Esta tendencia se mantuvo hasta
un valor critico de 4,5 %G, en donde la NAT cuantificada por unidad de area fue de 6
ug/cm?. Por encima de este porcentaje de injerto, la cantidad de NAT inmovilizada en la
superficie del polimero, disminuyo considerablemente con el aumento del %G.

El decaimiento de la capacidad de carga de NAT por parte de las peliculas con %G
mayor al 4,5%, es debido a que junto con el avance de la reaccion de injerto del polimero,
se produce un mayor nimero de entrecruzamientos fisicos y quimicos entre las cadenas
de poliAA; esto genera una estructura de red compacta, en donde el copolimero de injerto
se comporta como un sélido ensamblado. En consecuencia hay un menor nimero de sitios
de unidn para la NAT y por lo tanto la interaccion disminuye (Costamagna 2006; Garcia-
Vargas et al. 2014; )] M Goddard and Hotchkiss 2007; Kato et al. 2003).

Dados estos resultados, para llevar a cabo la inmovilizacion de NAT, se
seleccionaron peliculas con injertos menores al 4%, ya que se demostré que no son

necesarios mayores modificaciones para unir eficientemente el agente antifungico.
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Ademas, pensando en la posible aplicacidén de estos sistemas, esto significa una ventaja
en cuanto al ahorro de tiempo, energia y reactivos utilizados, ya que el porcentaje de

injerto esta directamente relacionado con el tiempo de irradiacion insumido.

Actividad antifungica de peliculas BOPP-g-AA + NAT

Los principales ensayos microbiolégicos utilizados, para comprobar la eficiencia de
una pelicula con propiedades antibacterianas o antimicdticas, se basan en la capacidad de
éstas para suprimir o inhibir el crecimiento de los microorganismos cuando son puestos en
contacto directo con un medio de cultivo inoculado.

Para testear la actividad antimicética de las peliculas de BOPP-g-AA + NAT, se
realizaron ensayos de difusion en medio de cultivo especifico para mohos y levaduras. Los
mismos fueron llevados a cabo colocando discos de las peliculas modificadas, en contacto
con la superficie del medio previamente inoculado con una suspensién de Saccharomyces
cerevisiae.

En estos ensayos, si las peliculas desarrolladas poseen la capacidad de inhibir el
crecimiento de los mohos y levaduras presentes en el area en contacto del medio de
cultivo, significa que el antimicético efectivamente se encuentra disponible para actuar
biolégicamente y que el proceso de inmovilizacidén no ha dafiado de manera critica su
capacidad antimicrobiana.

Al analizar los resultados de las placas ensayadas (Figura 3.2.4), se observa que las
peliculas BOPP-g-AA + NAT, fueron capaces de inhibir completamente el desarrollo de
hongos sobre la superficie del medio de cultivo. Ademads, se observa la presencia de halos
de inhibicion dependiendo del grado de injerto de cada pelicula. Con estos ensayos,
también se corrobord que la actividad antifungica de las peliculas de BOPP-g-AA + NAT,
estd limitada Unicamente al lado injertado con AA de la superficie de BOPP. Mientras que
en el lado sin modificar y el lado Unicamente injertado con el monémero, no se observd

actividad inhibitoria.
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PP-g-AA 0,5 %G + NAT PP-g-AA 3,8 %G + NAT PP-g-AA 7 %G + NAT PP-g-AA 8 %G + NAT PP-g-AA 12 %G + NAT

Imagen 3.2.4. Ensayos microbiolégicos de difusion en placa para superficies de BOPP-g-AA

+ NAT.

Pruebas de migracion del agente antiftingico

Determinar las condiciones en las cuales se lleva a cabo la posible transferencia del
agente antifungico, desde la matriz del envase hacia el alimento, es una consideracién de
suma necesidad en el desarrollo de esta clase de dispositivos (Han 2005). Conocer estos
aspectos, determinara si el material puede ser utilizado como envase activo de alimentos
grasos, alimentos con alto o bajo contenido de agua, alimentos secos, etc.

Como parte del trabajo de Tesis, se llevaron a cabo una serie de experiencias que
ayudaron a establecer en qué clase de alimentos seria posible la aplicacion de los sistemas
desarrollados (BOPP-g-AA + NAT). Dichas experiencias, consistieron basicamente en la
deteccion de la NAT liberada a diferentes medios liquidos, por parte de las peliculas
bioactivas. Los medios liquidos ensayados fueron: a) solucidon buffer (pH=7), b) H,0
destilada y c) hexano. La eleccion de estos dos ultimos (b y c), se basé en su uso como
simulantes de alimentos acuosos no acidos y alimentos grasos, en algunos ensayos de
migracion especifica, respectivamente.

Para llevar a cabo la experiencia, se utilizaron tres peliculas diferentes de BOPP-g-
AA (2,5 %G) + NAT. Cada pelicula fue sumergida por separado en alguno de los medios
liquidos (a, b o c¢), por un periodo de tiempo determinado. Luego, se analizé cada uno de
los liquidos en contacto con las peliculas, mediante espectrofotometria UV- Visible. En el
caso del sistema formado por la pelicula activa y hexano, luego de 24 hs de permanecer

en contacto, se evaporo el solvente con el objetivo de realizarle a los residuos presentes,
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un ensayo de actividad antimicrobiana. Al mismo tiempo, a la pelicula inmovilizada que
estuvo en contacto con el solvente organico, se le realizé un barrido espectral UV- Visible,
con el propdsito de determinar mediante esta técnica la presencia de NAT. En la Figura

3.2.5 se muestra esquematicamente los pasos y ensayos realizados en la experiencia

completa.
30 min —
BOPP-g - AA +
NAT (H,0)
r\ Clb
g!, ‘!ngg{ 30 min _
‘BOPP_ s ) Ll Barrido espo.ectral EOP;g-?AA+
AT (Buffer de las soluciones 315 5?515’?-
pH=8) entre 400- 250 nm

f\ Barrido espectral directo
A LA T 24h dela pelicula,
SV i . entre 400- 250 nm
BOPP-g— AA+ —)
NAT (hexano) _ {_\

I : i jA AT

hexano ENAT?

1)Evaporacion total; Ny C1c
Ensa 0 microbi0|é iCO* , 2)Re- suspension en Buffer
Y - g estéril (0,5mL} Ensayo microbiologicodirecto
(Difusion en placa; -

H *
10 * UFC/mL) de la pelicula

(Difusion en placa;
10 *UFC/mL)

Siembra: 0,4 mL de solucién

Figura 3.2.5. Esquema de los ensayos realizados para la determinacion de difusion de NAT

en hexano, H,0 y buffer.

El andlisis del espectro UV obtenido para las soluciones A y B después de 30 min,
indica que hubo transferencia de NAT desde la pelicula hacia el H,0 y el buffer,

respectivamente (Figura 3.2.6, a) y b)).
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Figura 3.2.6. Espectros UV de a) H,0 en contacto con pelicula BOPP-g —AA + NAT (A); b)

Solucion buffer en contacto con pelicula BOPP-g —AA + NAT (B); c) hexano en contacto con

pelicula BOPP-g —AA + NAT (C) ; d) pelicula BOPP-g —AA + NAT luego de estar en contacto

Con el propdsito de conocer

con hexano (C1b)

la cinética de migracién del

compuesto,

adicionalmente se realizaron ensayos de liberacidon de NAT en agua. En la Figura 3.2.7 se

muestran la cantidad de antifungico liberado en funcién del tiempo, para peliculas BOPP-

g-AA + NAT con diferentes porcentajes de injerto (%G).
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Figura 3.2.7. Migracion de NAT de peliculas BOPP-g-AA + NAT en agua.
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En el caso de la superficie de BOPP-g-AA con 0,8 %G, la maxima cantidad de NAT
liberada fue de 0,17 mg/dm2 y se registré a partir de las 2 horas de sumergidas las
peliculas. Este valor representa un 40% del total de antifungico presente en la superficie
activa. Por su parte, las peliculas con valores de 2,4 %G y 4,3 %G, en un periodo de 32 hs
liberaron como méaximo un 55% (0,35 mg/dm?) y 72% (0,77 mg/dm?), respectivamente,
del total de NAT. Como se expresé anteriormente, estos valores de liberacion de NAT en
agua, seguramente se encuentran limitados por la solubilidad del antifungico en este
medio (HanusSova et al. 2010).

En cuanto a la migracién de NAT en hexano, (Figura 3.2.5, C), el espectro UV del
solvente sugiere que en el periodo de 24 hs no ha tenido lugar la transferencia del
antifungico (Figura 3.2.6, c)). El ensayo microbiolégico de los residuos de la evaporacién
del hexano (Cla), mostré que estos no fueron capaces de inhibir el desarrollo de
levaduras en la superficie del medio de cultivo y que por lo tanto, no habria NAT en los
mismos (Figura 3.2.8). Adicionalmente, los ensayos realizados a la pelicula de BOPP-g-AA +
NAT luego de estar en contacto con el hexano (C1b y Clc); arrojaron ambos, resultados
positivos en cuanto a la presencia de NAT en la superficie del polimero: en primer lugar, el
espectro obtenido directamente de la pelicula modificada (€1b), muestra el perfil tipico
del compuesto antifungico (Figura 3.2.6 d); en segundo lugar, el ensayo microbiolégico de
dicha pelicula (€C1c), mostré que ésta es capaz de inhibir totalmente el desarrollo de las

levaduras en el medio de cultivo (Figura 3.2.9).

Figura 3.2.8. Ensayo microbioldgico de los residuos de evaporacion provenientes de

hexano (Cla).
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Figura 3.2.9. Ensayo microbioldgico de pelicula de BOPP-g- AA + NAT después de estar 24

hs en contacto con hexano (Clc).

El conjunto de resultados obtenidos en hexano, asegura que el grado de
transferencia de NAT, desde la pelicula a dicho solvente, fue considerablemente bajo. Y
que ademas, luego de 24 hs, estas superficies conservaron su actividad antifungica. Este
comportamiento podria deberse a la pobre capacidad del hexano para interactuar con las
cadenas injertadas de poli AA y de solvatar a la molécula de NAT: el cardcter apolar del
hexano haria que su interaccidn con las cadenas polares de poliAA injertado, sea
desfavorable. Adicionalmente, la baja solubilidad de la NAT en este compuesto y el tipo de
interacciones (idnicas, Van de Waals, puente hidrégeno, etc.) que ésta mantiene con la
superficie y el interior de la estructura polimérica, ayudarian a que el proceso de
solvatacion en estas condiciones, no esté favorecido.

La interpretacion de estos resultados, nos permite inferir que el uso de estos
dispositivos antimicrobianos, en alimentos con elevado contenido graso (por ejemplo los
guesos), evitaria el desarrollo microbiano sobre la superficie de la matriz alimenticia y al
mismo tiempo aseguraria una baja migracién del compuesto hacia el interior de la misma,

conservando asi sus propiedades y garantizando su seguridad alimentaria.

3.2.2 Inmovilizacién covalente de NAT en superficies de BOPP-g-AA.

La unién covalente de compuestos bioactivos en la superficie de un polimero, ha

adquirido gran importancia en la industria biomédica, textil, electréonica y por supuesto en
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la de envases para alimentos. El concepto global de esta clase de modificacién es similar al
que se viene desarrollando hasta aqui: en una primera instancia es necesario conseguir la
funcionalizacién superficial de un polimero, cuyas propiedades de “bulk” o matriz, se
desee conservar (injerto de mondmeros especificos en la superficie). Luego, a través del
intermediario necesario, se lleva a cabo la unién covalente de la molécula bioactiva (J.M.
Goddard and Hotchkiss 2007).

El método de inmovilizacidn covalente de NAT desarrollado en este trabajo, es
similar al utilizado en reportes anteriores para la inmovilizacién de enzimas y otras
biomoléculas sobre superficies poliméricas (Chinchilla et al. 2001; Li et al. 1998; N.
Tsubokawa, Hosoya and Kurumada 1995).

En esta ocasién, los grupos carboxilicos de las peliculas BOPP-g-AA con 1 %G,
fueron pre-activados con N,N'-diciclohexilcarbodiimida (DCC), para luego ser acoplados a

NAT a través de la formacién de un enlace amida (Figura 3.2.10).

DgC NAT
IS S A & &
- BOPP- g- AA — -[BOPP-g-AA]-NAT
Figura 3.2.10. Inmovilizacion covalente de NAT en pelicula de

BOPP- g- AA.

La Figura 3.2.11 muestra los espectros FT IR- ATR de la pelicula injertada antes
(BOPP-g-AA) y después de la inmovilizacién covalente de NAT ([BOPP-g-AA]-NAT). En
comparacion al espectro de la superficie de BOPP-g-AA (Espectro a)), en el espectro de la
pelicula [BOPP-g-AA]-NAT (Espectro b)), se observa la presencia de una sefial a 1653 cm™,
caracteristica de la vibracién del enlace C=0O de amida. Ademas, en este espectro la
intensidad de la sefial de C=0 de acido carboxilico, se ve disminuida en relacién a la del
espectro de la pelicula BOPP-g-AA. Por su parte, en el espectro del lado no modificado por
injerto (Espectro c)), no se observaron diferencias al compararlo con el espectro de una
pelicula de BOPP comercial sin modificar. Adicionalmente, el espectro UV realizado a la

pelicula [BOPP-g-AA]-NAT (Figura 3.2.12), presenta los maximos de absorbancia
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caracteristicos de la molécula de NAT. Estos resultados indican que la inmovilizacién

covalente de NAT, fue llevada a cabo de manera exitosa sobre la superficie de la pelicula

de BOPP-g-AA.
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Figura 3.2.11. Espectro FT IR- ATR de a) BOPP-g- AA, c) [BOPP- g- AA]-NAT lado injertado,
c) [BOPP- g- AA]-NAT lado sin injertar.
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Figura 3.2.12. Espectro UV de pelicula [BOPP- g- AA]-NAT.
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Actividad antifungica de peliculas [BOPP-g-AA]—NAT.

La actividad bioldgica de estas peliculas fue evaluada mediante su eficiencia para
inhibir el desarrollo de levaduras en medios de cultivo. La Figura 3.2.13 muestra los

resultados de los ensayos microbioldgicos en placa.

= /

Figura 3.2.13. Ensayo microbioldgico de pelicula de [BOPP-g-AA]-NAT

Se puede observar que en toda la superficie del medio de cultivo, incluso debajo de
las peliculas de [BOPP-g-AA]-NAT, hubo desarrollo de las colonias de levaduras inoculadas.
Lo cual indica que la actividad antifingica de la NAT unida covalentemente, en estas
condiciones, se ha visto afectada de manera critica.

La ausencia de actividad antifungica observada, podria atribuirse al impedimento
del agente antimicrobiano para interactuar de manera eficiente con componentes de la
pared celular de las levaduras. Diversos estudios indican que la molécula de NAT afectaria
ciertas funciones de membrana de los hongos, a través de su unidn especifica con el
ergosterol presente en la célula (Leeuwen et al. 2013; Ollé Resa, Jagus, and Gerschenson
2014). Al estar unida covalentemente, la disponibilidad de NAT para interactuar con los
componentes celulares de los hongos se veria alterada y por lo tanto, también su
efectividad antifungica (Silvestre, Duraccio, and Cimmino 2011). Probablemente, una
disposicion de las cadenas injertadas, en donde exista una mayor movilidad de la molécula
bioactiva y se reduzcan inconvenientes estéricos, evitaria que la actividad antimicrobiana

de las peliculas modificadas se vea comprometida como en este caso.

3.2.3 Recubrimiento antimicrobiano de superficies de BOPP comercial.

”

La preparacion de las peliculas activas con recubrimiento o “coating
antimicrobiano (BOPP/RA:NAT), se llevd a cabo sobre peliculas de BOPP comercial. Para

esto se extendid manualmente sobre las superficies de BOPP, una mezcla de resina
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polimérica y NAT (RA:NAT, a partir de aqui). La resina utilizada en esta ocasion,
corresponde a polimetacrilato de metilo disuelto en acetato de etilo. El espectro
infrarrojo, determinado experimentalmente para esta sustancia, se muestra en la Figura
3.2.14. Cabe destacar, que este polimero se encuentra incluido en el C.A.A, en la “Lista
positiva de polimeros y resinas para envases y equipos en contacto con alimentos”, en el
Capitulo IV. Art 207 (CAA, 2013).

El estudio de las peliculas BOPP/RA:NAT, se realizé para dos formulaciones
diferentes del coating RA:NAT: 0,25% y 5% en peso de NAT. El aspecto de las peliculas con
coating 0,25%, no presentd cambios visibles en comparacion a las superficies de BOPP sin
recubrir, siendo estas transparentes y uniformes.

El C.A.A. exige realizar a aquellos recubrimientos de polimetacrilato de metilo
destinados a formar parte del envase de un producto alimenticio y cuyo espesor sea
mayor a 0,2 mm, una serie de lavados a temperatura ambiente por 24 hs (CAA, 2013). Las
peliculas con coating, desarrolladas en este trabajo de Tesis, no estarian al alcance de esta
exigencia, ya que el espesor promedio medido para estas peliculas fue de 0,020+£0,001

mm, lo cual significa entre 0,1- 0,5% el peso de la pelicula de BOPP.
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Figura 3.2.14. Espectro infrarrojo de resina acrilica empleada en los recubrimientos con

propiedades antimicrobianas.
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Actividad antifungica de peliculas BOPP/RA:NAT

A continuaciodn, en la Figura 3.2.15, se muestran las placas correspondientes a los

ensayos de difusién en medio de cultivo, para una pelicula BOPP/RA:NAT 0,25%.

Figura 3.2.15. Ensayos microbiolégico en medio de cultivo, frente a S. cerevisiae de a)

BOPP control; b) BOPP/RA; c) BOPP/RA:NAT- 0,25 % p/p.

Como puede observarse en las imagenes, hay una completa inhibiciéon de las
levaduras por parte de la pelicula BOPP/RA:NAT. En la placa c), correspondiente a la
pelicula BOPP/RA:NAT 0,25%, se puede observar en el agar en contacto con la pelicula
bioactiva, un pequeno halo de inhibicion de 2 mm, lo cual condice con el hecho de que el
agente antifungico debe migrar a través del coating para ejercer su efecto antimicrobiano

sobre la superficie (Hauser and Wunderlich 2011).

Figura 3.2.16. Consecutivos ensayos microbiolégico en medio de cultivo, frente a S.

cerevisiae de BOPP/RA:NAT-5 % p/p.

La Figura 3.2.16 corresponde a ensayos de difusién en placa, realizados
consecutivamente a una misma pelicula de BOPP/RA+ NAT, 5%. Es decir, se realizd con
una misma superficie recubierta, sucesivos ensayos microbiolégicos en placas diferentes,

con una separacion de 48 hs cada uno (tiempo suficiente para visualizar el desarrollo de
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las colonias en el medio de cultivo, a temperatura ambiente). Como se puede observar, la
pelicula inhibié el crecimiento de los microorganismos en repetidas aplicaciones,
generando un halo de difusion en todos los casos. Estos resultados corroboran, ademas de
la eficiente actividad antifingica del sistema, que la NAT puede difundir a través del
material, para luego hacerlo en la superficie del agar. Y que por lo tanto, su actividad
antifungica es el resultado de un adecuado balance entre la velocidad de difusién de la
NAT y la velocidad de crecimiento de las levaduras. Esta es una consideracién necesaria 'y
muy valiosa a tener en cuenta en el disefio de un envase bioactivo, ya que define Ila
efectividad del material ante la presencia y el desarrollo de ciertos microorganismos en la
superficie del alimento (Han 2005; Ollé Resa, Jagus, and Gerschenson 2014). La
conservacion de las propiedades antimicrobianas, demostrada a través de los sucesivos
ensayos de inhibicidn, reviste gran importancia practica, debido a que permitiria la
reutilizacion del envase luego de cada vez que éste sea retirado de la superficie del

alimento.

3.2.4 Conclusiones parciales.

Se evaluaron diferentes estrategias para otorgarle propiedades antimicrobianas a
la superficie de peliculas plasticas de uso comercial. Para ello el antifungico NAT,
comunmente utilizado en la industria alimenticia, fue incorporado a la superficie de
peliculas de BOPP mediante tres estrategias diferentes: A) A través de su unién de tipo
fisica con peliculas de BOPP previamente modificadas por el injerto de AA (BOPP-g-AA), B)
A través de su unidn covalente a superficies previamente injertadas (BOPP-g-AA) y C) En
forma de coating de superficies de BOPP comercial sin modificar.

La NAT fue eficientemente unida a superficies de BOPP-g-AA mediante
interacciones de tipo idnica, Van der Waals, puente hidrégeno, etc. Los ensayos
microbioldgicos de estas superficies, comprobaron que la NAT inmovilizada ejercié su
efecto antimicrobiano, inhibiendo el desarrollo de levaduras en la superficie de medios de

cultivo. La presencia de halos de difusion y los ensayos de liberacién en medios acuosos,
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sugieren que el agente activo es capaz de migrar desde las peliculas a los sistemas con
elevado porcentaje de agua. Por otro lado, el ensayo de migracién en un medio apolar,
simulando el entorno de un alimento graso, demostrd que la difusidn del antifungico no
tuvo lugar en esas condiciones. Por lo tanto, que las superficies conservaron su interaccion
con la NAT y consecuentemente, su actividad antimicrobiana.

Se desarrollé una metodologia capaz de determinar el grado de fijacion de la NAT
por parte de las peliculas injertadas. Al respecto, hubo un aumento de la cantidad de NAT
inmovilizada en relacién al porcentaje de injerto (%G). Esta tendencia se mantuvo hasta
un valor critico de %G, por encima del cual, la cantidad de NAT presente en la superficie
disminuyé considerablemente. Este fendmeno, es atribuido a reacciones de
entrecruzamiento y reordenamientos superficiales dependientes del tiempo de radiacién
al cual fueron sometidas las peliculas. Pensando en la modificacidon que seria necesaria
para la obtencién de peliculas bioactivas por la incorporacién de NAT, este
comportamiento significa una ventaja, ya que se ha observado que peliculas con bajos %G
(0,5 = 1 %G) son capaces de fijar eficientemente el antifungico, dando como resultado
peliculas con una notable actividad antimicrobiana.

En general la unién covalente de moléculas bioactivas a superficies poliméricas, es
una herramienta efectiva en cuanto a la funcionalizacién del material y ademas util para
evitar la migracidn de los compuestos bioactivos. Sin embargo, en la practica, este tipo de
inmovilizacion suele ser de dificil aplicacién a nivel industrial, debido a los requerimientos
del proceso y los materiales utilizados.

En este trabajo de Tesis se consiguié la union covalente del antifungico NAT a la
superficie de peliculas injertadas. Estudios de espectroscopia IR y espectrofotometria UV,
demostraron que la uniéon de NAT fue efectiva. Sin embargo, en las condiciones
ensayadas, las peliculas covalentemente inmovilizadas no fueron efectivas frente a la
inhibicidn de Saccharomyces cerevisiae.

Por ultimo, se llevaron a cabo recubrimientos o coatings de superficies de BOPP,
empleando un barniz polimérico conteniendo el agente antimicrobiano. La técnica resultd

ser efectiva y de facil aplicacion. Estas superficies recubiertas, demostraron tener notable
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actividad antimicrobiana frente a levaduras. Dicha actividad fue sostenida luego de
repetidas aplicaciones de la misma superficie. Estos sistemas dejan abierta la posibilidad
de estudiar a los mismos, como dispositivos de administracién controlada del agente
antifdngico, cuyo objetivo sea asegurar concentraciones dptimas de accién en la superficie

del alimento.
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3.3 Evaluacion de la eficiencia de las peliculas modificadas

A continuacidn, se presenta el estudio de las propiedades antimicrobianas de las
peliculas desarrolladas en esta Tesis. Dichas propiedades fueron evaluadas sobre la matriz
real de un alimento perecedero, mds precisamente, queso fresco. Para llevar a cabo este
andlisis, se tuvo en cuenta entre otros aspectos, las caracteristicas microbioldgicas de la
matriz alimenticia, los efectos residuales de la aplicacion de las peliculas activas, las

condiciones de almacenamiento y por supuesto, el efecto inhibitorio resultante.
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3.3.1 Analisis de la carga microbiana en la matriz alimenticia.

Como ya se mencioné en el transcurso de esta Tesis, la obtencidon de materiales
poliméricos con propiedades antimicrobianas, resulta de gran interés en numerosos
campos de aplicacidn, pero sin lugar a duda uno de los mas atractivos es su utilizacién
como envases activos para alimentos. En este sentido, hay varios factores que deben ser
considerados en el disefio de esta clase de dispositivos: el material polimérico, los
requerimientos del agente activo, el alimento en el que va ser aplicado y por supuesto,
los microorganismos que se desea inhibir. Por lo tanto, el estudio de la efectividad
antimicrobiana de estos sistemas, requiere un examen que implique la combinaciéon de
cada uno de estos elementos.

La mayoria de los reportes que evaluan la efectividad antimicrobiana de envases
activos han sido llevados a cabo usando medios de cultivo, los cuales proveen las
condiciones favorables para el desarrollo de los microorganismos vy la efectiva actividad
antimicrobiana de los materiales. Por lo general, los microorganismos que se desarrollan
en medios de cultivo, no estan expuestos a las condiciones de estrés a las que
normalmente estdn sometidos en los alimentos. Del mismo modo, algunos sistemas
antimicrobianos demuestran fuerte poder inhibitorio de microorganismos en medios de
cultivo, pero no demuestran el mismo comportamiento cuando son evaluados en
alimentos reales. Esto claramente muestra los efectos de la interaccidn entre los
ingredientes del alimento, los microorganismos y el material activo (Han 2005).

El objetivo principal de este trabajo fue la obtencién de peliculas plasticas con
propiedades antifungicas y por lo tanto, que puedan ser utilizadas como envases de
contacto directo con alimentos, inhibiendo o retrasando el crecimiento de
microorganismos en la superficie de los mismos. En esta bulsqueda, el analisis
microbioldgico de la superficie del alimento, es un ensayo clave para la evaluacién del
poder antifungico de las peliculas desarrolladas.

La contaminacién por hongos y levaduras de productos lacteos, particularmente en
guesos, es una de las causas de inconvenientes econédmicos y sensoriales mas frecuentes

gue presentan estos alimentos. Este tipo de contaminacién por lo general ocurre luego del
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proceso de pasteurizacién y se produce en los ambientes de manufactura del queso
(Richard, Derek, and Mark 2003; Torkar and Vengust 2008).

En general, existen tres tipos de distribucidon espacial de microorganismos en la
matriz alimenticia:
- Distribucion al azar.
- Distribucion regular.

- Distribucion heterogénea.
En la Figura 3.3.1, se muestra graficamente cada una de estas distribuciones.

a) b) c)

Figura 3.3.1. Distribucion espacial de microorganismos en alimentos: a) Distribucion al

azar; b) Distribucidn regular; c) Distribucion heterogénea.

En la distribucién al azar (Figura 3.3.1, a)), existe la misma probabilidad para
cualquier célula de microorganismo, de ocupar alguna posicién libre en la matriz del
alimento y por lo tanto, la presencia de un microorganismo no afectara la posicién de
otros individuos adyacentes. Cuando el nivel de microorganismos es elevado y hay
hacinamiento, sin llegar a haber agregados de los mismos, se trata de una distribucion
regular (Figura 3.3.1, b)). Por ultimo, en la distribucion heterogénea ((Figura 3.3.1, c)), hay
agregados o conjuntos de células microbianas en donde su patrén general de distribucion,
no esta definido. Este ultimo tipo de distribucion es el mas comun en muchos alimentos y
refleja indirectamente las consecuencias de factores externos en el crecimiento de los
organismos. También es el tipo de distribucién que, a los fines practicos del analisis,

presenta mayores desventajas y variabilidad en los resultados (Jarvis 2008).
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Hay ciertos factores en los quesos que determinan sus caracteristicas
microbioldgicas. EIl modo de elaboracién, la actividad de agua (por ejemplo, quesos
frescos), la presencia de microorganismos responsables del proceso de maduracién, la
consistencia, son algunos de los factores responsables de que los quesos sean una matriz
compleja a la hora de su andlisis microbiolégico. Para confirmar el tipo de distribucién de
microorganismos (particularmente de mohos y levaduras) presentes en el queso fresco
empleado en este trabajo, se realizo el ensayo microbiolégico de una porcidon del alimento
elegida al azar. Para esto, se dividié el drea superficial de la porcién, en sub-areas de
muestreo, para luego mediante la técnica de hisopado, determinar el nimero de
microorganismos presentes en cada region.

En la Figura 3.3.2 se muestran los valores del recuento de cada area en el queso
analizado. En ella se puede observar una gran dispersion en el recuento del nimero de
mohos y levaduras, ademads de la presencia de conjuntos o agregados de dichos hongos.
Como se subrayd anteriormente, esta distribucién de tipo heterogénea, representa un
serio inconveniente en el momento del andlisis microbiolégico, dado que incrementa la
variabilidad del ensayo y dificultaria la correcta evaluacién del poder antimicrobiano de las
peliculas activas.

M: 0 UFC M: 0 UFC M: 0 UFC M: 0 UFC
L: 0 UFC L: 2 UFC L: 6 UFC L:35 UFC

M: 5 UFC M: 0 UFC M: 86 UFC M:5 UFC
L: 67 UFC L:4 UFC L: 136 UFC L:35 UFC

Figura 3.3.2. Distribucion de colonias de mohos y levaduras en superficie de queso fresco

analizada.

Para obtener una distribucion regular y controlada de la carga microbiana en la
superficie del queso, se inoculd a las porciones o fetas del mismo, con una suspensién de

mohos (0,3. 10° UFC/mL) y levaduras (1,9 .10° UFC/mL) en condiciones controladas. Esta
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contaminacion intencional de la superficie, significé una carga de 150 UFC/cm? y 500
UFC/cm? de mohos y levaduras respectivamente. Dicha carga microbiana, segun ensayos
microbioldgicos realizados a diferentes marcas de queso fresco y a los limites de
aceptacion previstos en el Cddigo Alimentario Argentino (C.A.A.), es una carga en
superficie considerablemente superior a la natural en un queso fresco para este tipo de

microorganismos (CAA; 2010).

3.3.2 Prueba de la efectividad antimicrobiana de peliculas de BOPP-g-AA+ NAT
en matrices reales de queso fresco

Para llevar a cabo el ensayo de efectividad antimicrobiana sobre la superficie del
alimento, se utilizaron las peliculas de BOPP-g-AA desarrolladas (Seccién 3.2). En esta
ocasion, se seleccionaron superficies del polimero modificado con un porcentaje de
injerto de 2,5%. Esta clase de peliculas, demostrd tener buena capacidad de carga de NAT,
sin resentirse de manera critica ciertas caracteristicas visuales como la transparencia y la
rugosidad.

Las peliculas injertadas seleccionadas, fueron inmovilizadas fisicamente con NAT
(Seccidn 3.2) y posteriormente recortadas en cuadrados de 4 cm de lado. Previamente al
ensayo de efectividad sobre el queso, se comprobd la actividad antimicrobiana de estas
peliculas frente a S. cerevisiae y A. niger, a través de un ensayo de difusidon en placa
(Figura 3.3.3). Alli se evidencio que estas peliculas son capaces de inhibir completamente
el crecimiento de ambas especies en la superficie del agar y que ademas existe una cierta
transferencia de NAT, desde la pelicula hacia el medio de cultivo, ya que se observd la
presencia de un halo de inhibicién en torno a la superficie de las peliculas activas

ensayadas.
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Figura 3.3.3. Ensayo de difusion en placa para peliculas de BOPP-g-AA (2,5%G)+ NAT,

previo al ensayo en superficie de queso.

Luego de haber comprobado su actividad antifungica, las superficies BOPP-g-AA +
NAT, a las cuales vamos a identificar en este ensayo como “ACTIVAS”, las mismas fueron
colocadas en intimo contacto con sectores de la porcién de queso previamente inoculada.
Del mismo modo, otros sectores del alimento se pusieron en contacto con peliculas de
BOPP comercial sin modificar, mientras que otros espacios permanecieron vacantes a
modo de control (Figura 3.3.4). Cada una de las fetas de queso fresco en contacto con las
peliculas a ensayar, fue envuelta en papel “film” de cocina para evitar la contaminacién
cruzada y la pérdida de humedad, luego fueron almacenadas 21 dias a temperatura

ambiente (25+ 2)°C y 40% de humedad relativa.

BOPP  CONTROL
(Zona vacante)

Figura 3.3.4. Disposicion de las peliculas testeadas en el ensayo de efectividad

antimicrobiana sobre queso fresco.

A diferentes tiempos de almacenamiento, se determiné el nimero de mohos y

levaduras presentes en la superficie del queso en contacto con las peliculas ACTIVAS,
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BOPP (peliculas del polimero comercial sin modificar) y CONTROL (dreas vacantes
recubiertas Unicamente por papel “film” de cocina). Cada determinacién correspondiente
a un dia de almacenamiento, se realizé por duplicado.

La metodologia empleada para el andlisis microbiolégico, fue el hisopado de las
superficies de queso, seguido de la suspensién en buffer fosfato estéril (pH= 8).
Posteriormente se realizd la siembra de los indculos correspondientes en placas de agar

para mohos y levaduras e incubacion de las mismas a 37°C por 48 hs (Figura 3.3.5).

e [ N M
PR
4cm:
dcm’ ' ' '
HISOPADO DILUCION PLAQUEO LECTURA
5 mL Buffer Fosfato 0.1-0.4mL 37°C;24 hs
(PHS)

Figura 3.3.5. Ensayo microbioldgico de superficies en contacto con pelicula ACTIVA, BOPP

o0 CONTROL. Hisopado y siembra de indculo.

La Figura 3.3.6 muestra el numero de colonias de S. cerevisiae por unidad de area
(UFC/ cm?) presentes en la superficie de queso en el area CONTROL, BOPP y en contacto
con la pelicula ACTIVA, respectivamente.
—m— CONTROL

—e—BOPP

—A—ACTIVO
1.0x10° o

5.0x10° - ®
i o e
/ -

0.0 —§

UFC/ cm2

Figura 3.3.6. UFC/cm” en funcién del tiempo de almacenamiento para S. cerevisiae
presentes en superficies de queso recubiertas con: pelicula de BOPP comercial (Azul), sin

recubrir (Rojo) y pelicula ACTIVA (Verde).
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En la figura 3.3.6 se observa que en los primeros 13 dias de almacenamiento, el
area en contacto con la pelicula de BOPP presenta un menor nimero de levaduras en
comparacion con el area CONTROL del queso. Este efecto inhibitorio, impartido por la
pelicula pldstica sin modificar, seria el resultado de la combinacién de dos factores: uno es
la restriccion mecdnica que soportan las células de S. cerevisiae en presencia de la pelicula
de BOPP. Y el otro es la menor disponibilidad de oxigeno en el area en contacto con la
superficie de BOPP, en comparacién al area CONTROL. Esta baja disponibilidad de oxigeno
tiene como consecuencia un menor rendimiento en el uso de energia por parte de las
células de levaduras y por lo tanto, una disminucién en su desarrollo (Totora 2007). Este
efecto inhibitorio se evidencié hasta el dia 13 de almacenamiento, en donde la carga de S.
cerevisiae en la superficie del alimento, es igualada a la carga CONTROL. En ambos casos,
el recuento del nimero de levaduras se incrementé en los primeros dias de
almacenamiento (fase exponencial): hasta el dia 5 para el area CONTROL y hasta el dia 7
para la superficie de queso en contacto con BOPP, registrandose una carga de 1. 10°
UFC/cm? y 5.10° UFC/cm?, respectivamente. Luego de este tiempo, el numero de
levaduras disminuyd notablemente en ambos casos (fase de declive o muerte),
probablemente debido a que los productos metabdlicos de los microorganismos
alcanzaron valores de concentracion téxicas para las mismas células, limitando asi su
desarrollo (Richard, Derek, and Mark 2003). Esta diferencia de tiempo en que los
microorganismos comenzaron a autolimitarse, también refleja el efecto inhibitorio
inherente de la pelicula comercial dispuesta sobre la superficie del queso.

En relacion a las superficies de queso que estuvieron en contacto con las peliculas
ACTIVAS, el efecto inhibitorio fue notablemente superior al observado con la pelicula
comercial. Ademas, este efecto fue sostenido en la totalidad de los 21 dias de
almacenamiento del alimento (Figura 3.3.6). Cabe aclarar que la inhibicidon observada por
parte de las peliculas ACTIVAS en estas condiciones, no representd un efecto fungicida, ya
gue el niumero de levaduras determinado tras la aplicacién de las peliculas, se incrementd

levemente en relacidn a la carga inicial de levaduras presentes en la superficie de queso.
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Para analizar las diferencias encontradas en términos de capacidad antimicrobiana
y asi evaluar el poder antifungico de las peliculas activas, en la Figura 3.3.7 se presentan
los valores de Log UFC en funcidén del tiempo de almacenamiento.

Se observa que las peliculas ACTIVAS, a la semana de estar el queso almacenado a
temperatura ambiente, generaron en la carga de levaduras, una reduccion logaritmica de
1,6 unidades con respecto a la superficie CONTROL. Es decir que en estas condiciones,
luego de siete dias de su aplicacion, las peliculas activas desarrolladas fueron capaces de
inhibir hasta un 97,5 % de las levaduras presentes en la superficie del queso. Por otro
lado, si bien se sefiald que hubo cierto grado de inhibicidon debido a la aplicacion de la
pelicula comercial de BOPP en la superficie del queso inoculado, la reduccién logaritmica
producida por esta, fue muy baja (0,3 log). Por lo cual, en términos de efectividad
antimicrobiana, existe una diferencia poco significativa entre la muestra cubierta con la
pelicula comercial y la muestra control. Esta capacidad de conservacién por parte de las
peliculas activas, en comparacion a las peliculas comerciarles, fue sostenida practicamente
en todo el periodo de almacenamiento, ya que luego de 21 dias, estas superficies fueron
capaces de inhibir un 96,8% (1,5 log) de las levaduras presentes en la superficie de queso.

—m— CONTROL

—e—BOPP
8- —A—ACTIVO

o

et —, —

//\/

Figura 3.3.7. Log UFC vs tiempo de almacenamiento de S. cerevisiae presentes en
superficies de queso recubiertas con: pelicula de BOPP comercial (Azul), sin recubrir (Rojo)

y pelicula ACTIVA (Verde).
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En la Figura 3.3.8, se muestra la imagen de una superficie de queso, en la cual
durante todo el periodo de almacenamiento, un sector estuvo en contacto con la pelicula
activa (BOPP-g-AA + NAT) y otro sector en contacto con la pelicula de BOPP comercial. En
esta imagen se observa que a medida que aumenta el tiempo de almacenamiento, en los
sectores sin recubrir con las peliculas plasticas hubo un notable desarrollo de los mohos
inoculados en la superficie. Por otro lado, en los sectores en contacto con las peliculas
poliméricas, la simple inspeccidn visual sugiere, equivocadamente, que el crecimiento del

hongo ha sido inhibido en ambos casos por igual.

Figura 3.3.8. Comparacion visual del desarrollo de hongos en la superficie de queso en

contacto con pelicula ACTIVA y pelicula comercial de BOPP.

A partir del andlisis realizado con respecto a la inhibicién de la flora fungica,
resulta evidente que la inspeccidn visual de las superficies del queso, no es suficiente para
describir en su totalidad el efecto inhibitorio impartido por las peliculas activas ¢ las
peliculas comerciales de BOPP. Por esta razdon, es que el ensayo microbioldgico
cuantitativo de la superficie del alimento, fue un ensayo indispensable para conocer el

desempeiio de cada una de las peliculas poliméricas.
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El recuento de A. niger presentes en la superficie del alimento, fue obtenido de los
ensayos microbioldgicos realizados para los dias 0, 5, 15, y 21 de almacenamiento a
temperatura ambiente. En la Figura 3.3.9 se muestra el nimero de colonias de A. niger
expresado en Log UFC, para cada superficie del queso en el periodo de almacenamiento
evaluado. Cabe aclarar, que al igual que para S. cerevisiae, la carga inicial de A. niger en la
superficie del queso corresponde a los recuentos del dia 0.

I CONTROL
I BOPP
ACTIVO

6
5 -
4
3
2
: : I : :
0 5 10 15 21

Tiempo (Dias)

Log UFC

Figura 3.3.9. Log UFC de A. niger en superficie de queso en contacto con pelicula ACTIVA,
BOPP comercial y el CONTROL).

De los resultados mostrados en la figura, se desprende que a partir deldia5yen la
totalidad del periodo de almacenamiento (21 dias), en la superficie de queso en contacto
con la pelicula ACTIVA, hubo una reduccidn logaritmica de 2 unidades con respecto al
CONTROL, lo que representa una inhibicion del 99% de los mohos presentes en superficie.
Ademas, se registrd una leve accién fungicida en los primeros 5 dias de contacto. Por su
parte, la carga fungica en el queso recubierto por la pelicula comercial de BOPP, sufrié una
reduccion logaritmica que no superd las 1,4 unidades logaritmicas, en relacion a la
superficie de queso CONTROL.

Las superficies de BOPP comercial al estar en intimo contacto con la del alimento,

no permiten la formacion y maduracion de los conidiéforos del hongo y por lo tanto de
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sus esporas. Estas estructuras son las responsables, entre otras cosas, del mal aspecto de
un alimento en el cual se han desarrollado mohos en su superficie. Sin embargo, la
germinacién y el desarrollo polarizado de una red de hifas en toda la superficie del
alimento y por debajo de la pelicula pldstica, se lleva a cabo de manera acelerada. Estas
estructuras, también son capaces de generar las micotoxinas necesarias para su
crecimiento y desarrollo. Es decir, la aplicacion de la pelicula plastica comercial dificulta
mecanicamente una de las etapas del ciclo biolégico de los hongos, impidiendo en este
caso su desarrollo fructificado, pero no evita la formacion de hifas vegetativas capaces de
poner en peligro la seguridad del alimento.

En las peliculas ACTIVAS, sin embargo, ademas de la componente mecanica en
cuanto a la inhibicidn, la presencia de NAT juega un papel fundamental en las propiedades
antimicrobianas de dichas superficies. Los resultados obtenidos sugieren que en la
superficie del queso se ha inhibido no Unicamente el desarrollo de la estructura
fructificada del moho, sino también la red microscépica que éste puede formar entre la
superficie del queso y la pelicula plastica.

La NAT actua uniéndose al ergosterol presente en las membranas celulares de los
hongos, logrando disminuir su concentracién, sin modificar la permeabilidad de la
membrana. Esto impacta en la formacién de capas de ergosterol, anulando el ensamble
de las paredes celulares y consecuentemente impidiendo la germinacién de los tubos
polarizados de formacidon de hongos y conidios (Leeuwen et al. 2013; Welscher et al.
2008). Por lo tanto, esta sumatoria de efectos mecanicos y antifungicos de las peliculas
activas, consigue que en la superficie del queso fresco se inhiba eficientemente el
desarrollo de mohos y también de levaduras.

La inocuidad es uno de los cuatro grupos basicos de caracteristicas, que junto con
las nutricionales, organolépticas y comerciales, componen la calidad de los alimentos
(OMS; 2007). La diferencia en la efectividad de inhibicidn que existe entre las peliculas de
BOPP-g-AA + NAT vy las peliculas de BOPP comercial, muestra la divergencia entre un
material con posible aplicacion de envase activo y un material con propiedades

Unicamente de barrera, que es comunmente empleado como envase tradicional. El uso de
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las peliculas activas desarrolladas en este trabajo, supone una buena estrategia para
asegurar la calidad del alimento, garantizando su inocuidad y conservacion de
propiedades organolépticas.

En el caso particular de los mohos, su presencia en el queso es indeseable debido a
gue ademas de poder influenciar en sus propiedades organolépticas, pueden producir
micotoxinas que representen un riesgo para la salud (Torkar and Vengust 2008).

En la Figura 3.3.10 se muestra la prevencion del crecimiento de mohos naturales
de la superficie de queso fresco, después de 21 dias de almacenamiento en contacto con

una pelicula activa desarrollada en esta Tesis.

Figura 3.3.10. Inhibicion de mohos en la superficie de queso fresco en contacto con

pelicula ACTIVA (BOPP- g- AA + NAT).

Las diferencias obtenidas para las muestras CONTROL, BOPP y ACTIVA se
observaron claramente en los recuentos de flora fungica realizados en placa,
correspondientes a cada superficie. Estos son obviamente el reflejo de las capacidades

inhibitorias de cada uno de los sistemas estudiados (Figura 3.3.11).

Figura 3.3.11. Recuento de mohos y levaduras presentes en superficie de queso a)

CONTROL, b)BOPP, c) ACTIVA en el dia 5 de almacenamiento.
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Comparacion del efecto antimicrobiano entre la aplicacion directa de NAT en

suspension y la aplicacion de las peliculas de BOPP-g-AA+NAT.

En quesos, la NAT puede ser aplicada en forma de aspersion sobre hormas, trozos,
fetas, en forma de pinturas para coberturas o junto con anti-apelmazantes para su uso en
gueso rallado. Ademas puede ser empleada en otros alimentos donde especificamente, a
través de la autoridad sanitaria nacional, se permita su uso como sustancia antifungica
(CAA; 2014).

A los fines comparativos, una suspension de NAT (300 mg/L), se aplicé en una
superficie de queso sin recubrir. Posteriormente, se llevd a cabo el andlisis microbioldgico
de la superficie de queso para conocer el nimero de S. cerevisiae presentes (Figura
3.3.12). Cabe destacar que la concentracion de agente antifungico utilizada, fue la
recomendada por distribuidores del antimicrobiano y productores de alimentos lacteos.
Ademas, es la establecida por la FDA para su aplicacién sobre la superficie de quesos y

otros derivados (FDA, 72.155,1994).
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Figura 3.3.12. Log UFC vs tiempo de almacenamiento para superficie de queso en
contacto con pelicula ACTIVA; superficie CONTROL y superficie pintada con suspension de

NAT (300 ppm).
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Los datos mostrados en la Figura 3.3.12 indican que después de una semana de
almacenamiento a temperatura ambiente, durante todo el periodo de tiempo evaluado y
con respecto al control, la NAT aplicada en forma de suspensidon sobre la superficie del
alimento, produjo una reduccion logaritmica entre 1 y 1,3 unidades. Con el uso de las
peliculas activas, en cambio, se registraron reducciones superiores a 1,5 unidades en el
mismo periodo. De hecho, estudios adicionales realizados en muestras de queso fresco a
temperatura ambiente y sin inocular, arrojaron resultados promisorios en cuanto a la
utilizacién de estas peliculas, como envases que consiguen prolongar el tiempo de vida util
del alimento, ya que fueron capaces de inhibir en un 90% el nimero de mohos y levaduras

luego de 45 dias de almacenamiento a temperatura ambiente.

Cuantificacion de residuos de NAT en muestra de alimento en contacto con

peliculas BOPP-g-AA + NAT.

A pesar del manejo que actualmente se le da a la NAT, su aplicacion de manera
directa al alimento puede presentar limitaciones en los beneficios que brinda. Esta puede
sufrir pérdida de actividad, interactuar con otros aditivos o componentes naturales del
alimento, migrar al interior del alimento, disminuir su concentracién efectiva en la
superficie, etc. (Ollé Resa, Jagus, and Gerschenson 2014).

Sin embargo, una de las consecuencias de la aplicacién directa del antimicrobiano y
gue reviste mayor atencién, es el minucioso control de los limites especificos de
aceptacion de dicho compuesto. Para esto, la autoridad regulatoria vigente, en nuestro
caso la Administracién Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnoldgica Médica
(ANMAT), a través del C.A.A., establece las restricciones de uso de aditivos alimentarios y
otras sustancias, ente ellas la NAT.

Con el objetivo de conocer la concentracion de residuos de NAT en el alimento,
luego de que este haya estado en contacto con las peliculas activas y se haya registrado
un efecto de conservaciéon en el mismo, se aplicd una metodologia analitica en
concordancia con el marco regulatorio vigente. La metodologia empleada siguié los
lineamientos de la norma ISO 9233-1:2007 (IDF 140-2: 2007) “Cheese, cheese rind and

processed cheese -- Determination of natamycin content”. En lineas generales, esta técnica

110



permite determinar cuantitativamente NAT en una porcién de queso de 5 mm de espesor,
a través de la extraccion con MeOH y H,0, seguida de la cuantificacion mediante
espectrofotometria UV- Visible.

Para la cuantificacidon de residuos de NAT en la matriz alimenticia, se escogié una
muestra de queso que permanecié en contacto con una pelicula de BOPP-g-AA (2,5%G) +
NAT durante 13 dias de almacenamiento a temperatura ambiente. El andlisis fue llevado a
cabo luego de dicho periodo de tiempo, ya que en los estudios de inhibicién de mohos y
levaduras, se consideré que aproximadamente después de la segunda semana de
contacto, la pelicula activa logré su maxima capacidad de conservaciéon sobre la superficie
del alimento (Figura 3.3.7).

La totalidad de la superficie de queso en contacto con la pelicula activa, fue
removida y procesada segun la metodologia mencionada (Figura 3.3.13). Estudios
realizados adicionalmente, acerca de la eficiencia de recuperacidon de NAT por el uso de

esta técnica, arrojaron porcentajes de recuperacién de aproximadamente un 99 %.

4cm
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-

Figura 3.3.13. Porcion de queso analizada para la cuantificacion de NAT.

El CAA (Res 19, 30.01.95), define a la NAT como un conservante antimicético
permitido para el tratamiento de cascaras de queso y de envolturas de embutidos secos
que deban sufrir proceso de maduracidon. En esta resolucidon se establece que la
concentracion residual de este compuesto no debe ser mayor a 1 mg/dm? de superficie de
queso o embutido (CAA; 2010). Segun la metodologia empleada en el presente trabajo, la
concentracion residual de NAT presente en el queso, luego de 13 dias de almacenamiento,
fue de 0,077 mg/dmz, es decir trece veces menor al limite permitido. Este resultado, sin
lugar a dudas refleja lo ventajoso del uso de este tipo de sistemas, que incluso a bajas

concentraciones del agente antifungico, son capaces de optimizar la accion conservante
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de la NAT y consecuentemente reducir los riesgos y efectos indeseados asociados a la

ingesta de este u otros compuestos comunmente utilizados en la industria alimenticia.

3.3.3. Valoracion de los resultados obtenidos en las condiciones experimentales
utilizadas.

Las técnicas de conservaciéon de los alimentos tienen como principal objetivo la
preservacion de la calidad de los alimentos. Durante su almacenamiento, los productos
alimenticios experimentan mayores o menores modificaciones, tanto en su composicion
como en su calidad. La velocidad y caracteristicas de estos procesos de deterioro
dependen, ademds de su composicién, en gran medida de las condiciones en que son
resguardados (Gemeil 2006). Como se menciond anteriormente, las condiciones
experimentales utilizadas en este trabajo (temperatura de almacenamiento, tiempo y
carga microbiana en superficie), son condiciones que indudablemente influyen en la
caducidad de esta clase de alimentos. Sin embargo, permitieron evaluar el notable
desempeiio de las peliculas ACTIVAS de BOPP-g-AA + NAT, frente a la presencia de mohos
y levaduras en la superficie de queso fresco.

Desde este punto de vista, es de esperar que los resultados obtenidos en cuanto a
la inhibicion por parte de las peliculas desarrolladas, sean notablemente superiores
cuando el uso de estos dispositivos sea llevado a cabo en condiciones que preserven la
calidad higiénica, sanitaria y sensorial de los productos. Es decir, en condiciones que
reduzcan o inhiban el crecimiento de microorganismos (por ejemplo, almacenamiento en
refrigeracion o congelacion). En estos casos, la sumatoria de ambas estrategias de
conservacion aseguraria un incremento en el tiempo de vida atil del alimento. Ademas,
brindaria la posibilidad de disminuir la cantidad necesaria de NAT inmovilizada en las
superficies de BOPP-g-AA y por lo tanto implicaria la posibilidad de generar menores
grados de modificacion o injerto en el polimero. Al mismo tiempo, también se disminuiria
la concentraciéon de residuos de NAT en la superficie del alimento, con las ventajas
normativas y de marketing que esto significa. Por ultimo, todo esto implicaria una
reduccion de los costos asociados a la produccién y aplicacién de este tipo de envases

activos para alimentos.
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3.3.4 Prueba de la efectividad antimicrobiana de peliculas con recubrimiento
activo, BOPP/RA + NAT.

En la seccion 3.2, conjuntamente con el desarrollo de las peliculas de BOPP
injertadas con AA y NAT inmovilizada, se expuso también la obtencidon de peliculas activas
a base del recubrimiento de BOPP comercial, con una mezcla de NAT y poli(metacrilato de
metilo). Estas superficies, mostraron una eficiente actividad antimicrobiana frente a S.

cerevisiae, incluso en reiterados ensayos de difusion en placa (3.2.3).

En esta ocasion, en la Figura 3.3.14, se muestra la inhibicidn total del crecimiento
de hongos por parte de una pelicula de BOPP/RA+ NAT (5% p/p) en contacto con la
superficie del agar. Alli también se muestra cémo la pelicula control de BOPP/RA, es decir,
sin NAT en el barniz polimérico, no posee efecto antimicrobiano frente a los
microorganismos de la superficie. Estas imagenes, ponen de manifiesto el hecho de que al
estar en contacto la pelicula activa con la superficie del agar, la NAT es capaz de
abandonar la resina polimérica que recubre el BOPP, y ejercer su poder antifungico sobre

los hongos presentes en la superficie.

Figura 3.3.14. Ensayo de difusion en placa frente a S. cerevisiae de BOPP/RA (CONTROL) y
BOPP/RA + NAT, 5% p/p.

Debido a su posible migracién, desde el punto de vista de la seguridad alimentaria,
todas las sustancias antimicrobianas utilizadas en el desarrollo de envases activos, deben
ser aptas para su uso en alimentos. Acido sérbico, acido benzoico, acido propidnico, nisina
y otros compuestos, son algunos ejemplos de sustancias con diferente actividad

antimicrobiana, que han sido incorporadas a peliculas plasticas para la elaboracion de
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envases activos (Silveira et al. 2007). La NAT, al ser un aditivo alimentario autorizado para
su uso en alimentos, necesita ser regulada en cuanto a los limites de concentracion en la
superficie alimentaria.

Para evaluar la efectividad antimicrobiana de las peliculas de BOPP/RA +NAT en
matrices reales, mas precisamente en una superficie de queso, se procedié de manera
similar a la expuesta para las peliculas de BOPP-g-AA + NAT. A diferencia del ensayo
anterior, en este caso se evalud unicamente el efecto inhibitorio sobre S. cerevisiae. Dicho
efecto, fue comparado con el generado sobre una superficie de queso pintada con una
suspension de NAT (300 mg/L) y el correspondiente control. El nUmero de levaduras
presentes en la superficie del alimento, fue determinado mediante la técnica de hisopado
y monitoreado en funcidn del tiempo de almacenamiento (0, 7 y 21 dias) a temperatura
ambiente (23+2 °C) (Figura 3.3.15).

[ BOPP/RA + NAT

I CONTROL
I Soin. de NAT

i .

0 7 14 21
tiempo (dias)

Figura 3.3.15. LogUFC de S. cerevisiae en funcion del tiempo de almacenamiento.

De la Figura 3.3.15 se desprende que la inhibicion de S. cerevisiae en la superficie
de queso fresco en contacto con la pelicula de BOPP/RA+ NAT, tuvo lugar durante los 21
dias de almacenamiento a 23° C. Luego de tres semanas de almacenamiento, el recuento
de levaduras en la superficie de queso recubierta con la pelicula activa, se redujo en 0,9

unidades logaritmicas respecto a la muestra control, este efecto inhibitorio resulté ser
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inferior al observado en la superficie de queso pintada con la suspension de NAT. La Figura

3.3.16 muestra los recuentos en placa obtenidos para este ensayo.

Figura 3.3.16. Recuento de levaduras presentes en superficie de queso a) CONTROL,

b)BOPP/RA+ NAT c) pintado con solucion de NAT 300 mg/L.

El menor grado de inhibicidon por parte de las peliculas recubiertas en relacion a la
superficie de queso pintada con NAT, probablemente fue debido a un bajo coeficiente de
difusién del compuesto en la resina polimérica, cuando esta fue puesta en contacto con la
superficie del queso. En consecuencia, la NAT liberada a la superficie del alimento, no fue
suficiente para superar los efectos antifungicos observados en la regidn pintada con la
suspension de NAT. Por el contrario, cuando la matriz polimérica es puesta en contacto
con un medio termodinamicamente favorable, el coeficiente de difusidén se incrementa y
por lo tanto se lleva a cabo la difusiéon del compuesto (Mastromatteo et al. 2010). Este
ultimo caso, corresponde a los resultados obtenidos en los ensayos microbiolégicos
realizados en medios de cultivo, donde hubo una inhibicidn total de la flora fungica y una
gran difusién de NAT en el agar (Figura 3.3.14).

La liberacién de NAT en agua por parte de las peliculas BOPP/RA+ NAT en funcion
del tiempo, es representada en la Figura 3.3.17. Los resultados indican que la maxima
cantidad de NAT liberada por estas superficies fue de 0,045 mg/dm?, lo que representa
solo el 12,5% del total de NAT presente en el recubrimiento. La cantidad de NAT liberada
al medio liquido, fue menor que el determinado en la superficie de queso que estuvo en
contacto con las peliculas de BOPP-g-AA + NAT (3.3.2.). Esto se debe a que la difusién de la
NAT en las peliculas activas recubiertas, se encuentra regulada por la capa de
polimetacrilato de metilo que actua como barrera. En cambio en las superficies BOPP-g-

AA + NAT, el tipo de interaccion que existe entre el polimero y el agente antifungico
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(interaccidn electrostatica, Van der Waals, oclusion, etc.), facilita la difusion de la NAT

cuando las peliculas son puestas en contacto con un medio acuoso.

% de liberacion
N-\_‘\

L) ) L) L) L) L) L) L) T L) L) L) T ) L) 1
0 1 2 3 4 5 & 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Tiempo (Dias)

Figura 3.3.17. Liberacion de NAT de peliculas recubiertas BOPP/RA + NAT en H,0.

Para conocer la liberacién del antifingico en la superficie del queso, tras la
aplicacion de las peliculas activas de BOPP/RA+ NAT, se monitored la cantidad de NAT
remanente en el recubrimiento o “coating” en diferentes periodos del tiempo de
almacenamiento. En este ensayo, la resina polimérica fue disuelta en acido acético y
cuantificada la NAT mediante espectrofotometria UV- Visible. Los resultados obtenidos se
muestran en la tabla 3.3.1, donde se evidencia que luego de estar en contacto la pelicula
con el queso por 21 dias, no hubo modificaciones apreciables en la cantidad de NAT

presentes en el coating.

Dia 0 7 21
NAT remanente 39+2pug 40+2ug 41+2pug

Tabla 3.3.1. Cuantificacion de NAT remanente en pelicula de BOPP/RA + NAT, en contacto

con superficie de queso a los 0,7 y 21 dias de almacenamiento a temperatura ambiente.

Los resultados obtenidos demuestran que la liberacién de la NAT en la matriz de un

alimento graso, no se lleva a cabo de igual forma que en una matriz predominantemente
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acuosa. Las condiciones encontradas en los sistemas con elevado contenido de agua,
favorecen la difusién del compuesto activo a través del recubrimiento polimérico, el cual
sirve de “regulador” de la transferencia de masa del compuesto activo (Quintavalla and
Vicini 2002). Se estima que el uso de las peliculas BOPP/RA+ NAT en alimentos con
elevada a, como ser jugos, yogures, quesos blandos, entre otros, podria contribuir
eficientemente en el incremento del tiempo de vida util de estos alimentos, regulando de

manera gradual la concentracion de antifungico presente en el alimento.

3.3.5 Conclusiones parciales

En esta seccion se evalud las propiedades antimicrobianas de las peliculas
desarrolladas de BOPP-g-AA + NAT y BOPP/RA + NAT en matrices reales de alimento,
especificamente, queso fresco. El efecto inhibitorio de estos sistemas fue estudiado frente
a A. niger y S. cerevisiae, que son habitualmente microorganismos contaminantes de la
superficie de estos alimentos a la hora de su manufactura.

Las peliculas de BOPP-g-AA + NAT al estar en contacto con la superficie de queso
inoculado, mostraron una eficiente actividad antifungica, reduciendo en no menos de
96,8% la carga de S. cerevisiae y 99% la de A. niger. Este efecto inhibitorio, fue sostenido
en un periodo de almacenamiento de 21 dias a temperatura ambiente. Ademas, estas
peliculas superaron los efectos de inhibicién propios de las peliculas comerciales de BOPP,
gue fueron capaces de evitar la formacién de colonias fructificadas de mohos, pero no de
inhibir el crecimiento de las hifas microscépicas del microorganismo y el desarrollo de
levaduras por debajo de la pelicula. Esto marca la clara diferencia entre las peliculas
desarrolladas, utiles como envases bioactivos y las peliculas comerciales con propiedades
Unicamente de barrera, tipicas de un envase tradicional.

Comunmente, al igual que otros agentes antimicrobianos empleados en alimentos,
la NAT es directamente aplicada en polvo o en suspension sobre la superficie del queso,
poniendo en riesgo la seguridad quimica del producto y la eficiencia del antifungico. En
este trabajo, se compard el efecto antimicrobiano generado en una superficie de queso,
sobre la cual el antimicético fue aplicado directamente en forma de suspensién. En estas

areas del alimento, se encontrd incluso una inhibicion menor a la obtenida mediante el
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uso de las peliculas activas de BOPP-g-AA + NAT, quedando asi expuesto el eficiente uso
de la NAT inmovilizada en las peliculas modificadas y la posibilidad de disminuir la
cantidad de antimicrobiano necesario para conservar el alimento. En relacién a esto
ultimo, los ensayos realizados segliin métodos oficiales para la cuantificacion de NAT en
queso, luego de estar el alimento en contacto 13 dias con las peliculas activas, arrojaron
valores residuales de hasta un orden de magnitud menor, en comparacién a los limites
permitidos segln la normativa vigente (CAA).

Las peliculas con recubrimiento antimicrobiano (BOPP/RA + NAT) fueron capaces
de inhibir el crecimiento de levaduras sobre la superficie del queso en contacto
(aproximadamente en un 90%) a través de la transferencia de NAT. El grado de migracion
del agente antifingico varié seglin el medio en contacto con la superficie polimérica,
observandose que en medios de elevado contenido de agua, la difusién del agente activo
se incrementd. Es por esto, que se estima que la aplicacion de estos sistemas en alimentos
de elevada a,, cumplirian la funcidon de envases activos antimicrobianos, capaces de
mantener la concentracién éptima de agente antifungico en la superficie del alimento.

El conjunto de peliculas desarrolladas, reune las caracteristicas apropiadas para su
aplicacién como envases activos antimicrobianos. Su uso, combinado con las condiciones
de almacenamiento o procesos que eviten el desarrollo de microorganismos
(refrigeracidon, congelamiento, pre-coccion, etc.), son una estrategia prometedora para
conseguir el principal objetivo de esta clase de tecnologias: mantener los pilares de

calidad e incrementar el tiempo de vida util del alimento envasado.
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4.1 Conclusiones generales

Tradicionalmente se desea que el envasado de los alimentos sea capaz de
mantener su calidad hasta el final de la etapa de distribucién o hasta el momento del
consumo del producto. Sin embargo, en la practica la calidad de los alimentos se va
deteriorando durante el periodo de almacenamiento, debido en parte a los procesos a los
gue es expuesto el alimento en el envasado y sobre todo debido a que los materiales
tradicionales de envasado, no poseen la capacidad de satisfacer los requerimientos
especificos de cada uno de alimentos a los que estdn destinados. En este contexto, la
tecnologia de los envases activos se presentd como una opcién eficiente para atender a
cada uno de los requerimientos criticos de los alimentos, mediante la interaccion
deliberada entre el envase o componentes del mismo, con el alimento o su entorno.

El objetivo principal de este trabajo de Tesis, fue la obtencién y evaluacién de
peliculas plasticas que tuviesen el potencial para ser usadas como material de envases
activos para alimentos y que especificamente sean capaces de inhibir o retardar el
crecimiento de determinados microorganismos (mohos y levaduras), y de esta forma
extender el tiempo de vida del alimento envasado, manteniendo la calidad del mismo.

El sustrato elegido para obtener esta clase de materiales antimicrobianos, fue el
polipropileno biorientado (BOPP), el cual es comunmente utilizado como materia prima
para envases de un gran numero de productos, en su mayoria alimenticios. Para brindarle
a este material las propiedades especificas y necesarias para cumplir con el objetivo
planteado, en un primer paso fue necesario llevar a cabo su modificacion a nivel
superficial. Para ello se aplicé una metodologia sencilla de modificacién quimica, que
condujo a la obtencién de peliculas de BOPP con grupos reactivos en la superficie, que
posteriormente servirian como sitios de anclaje de la molécula organica antifungica,
natamicina (NAT). La técnica estuvo basada en el injerto de la superficie pldstica con el
mondémero vinilico AA, a través del uso de radiacién UV. Sobre esta metodologia, se
realizaron diferentes pruebas para llevar adelante |la optimizacion de la reaccion de injerto
o fotoinjerto, modificando ciertos parametros involucrados en el proceso. Como resultado

se pudo establecer un conjunto de condiciones dptimas, que permitieron llevar a cabo la
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funcionalizacion de las peliculas con buenos rendimientos y cumpliendo con las
perspectivas programadas.

Debido a su facil e inmediata posibilidad de industrializacién, alternativamente a la
técnica de fotoinjerto por radiacion UV, se evalué el uso de los métodos de activacion
superficial por tratamiento plasma y por descarga corona. Estas técnicas fueron utilizadas
para generar en la superficie del material, especies reactivas capaces de iniciar el proceso
de copolimerizacién de AA; dichas experiencias fueron llevadas a cabo en instalaciones
industriales. Desafortunadamente, las limitaciones instrumentales y la poca flexibilidad de
las actividades de la planta, impidieron que estas metodologias pudieran ser del todo
adaptadas para cumplir con el propdsito deseado. Sin embargo, el conocimiento adquirido
del equipamiento y de los procesos asociados a estas técnicas de activacién superficial,
nos permitid desarrollar un criterio especifico de cdmo deberian ser empleadas estas
técnicas, para lograr el objetivo deseado.

Las superficies modificadas por reaccion de fotoinjerto, sirvieron como soporte del
compuesto bioactivo NAT (BOPP-g-AA + NAT), el cual es ampliamente utilizado en la
industria alimenticia como inhibidor del crecimiento de mohos y levaduras en productos
lacteos y ciertos alimentos cdrnicos de maduracién. Este compuesto fue incorporado
eficientemente a las superficies modificadas por injerto, mediante dos estrategias
diferentes. Una de ellas implicd la unidn covalente del antifdngico a los grupos carboxilicos
de las cadenas injertadas, gracias al uso de un agente acoplante (DCC). La otra estrategia
de inmovilizacién, fue a través de la interaccion fisica de la NAT con las peliculas
poliméricas a través de interacciones de tipo electrostatica, Van der Waals y también a
través de la retenciéon del compuesto activo, debido a la morfologia irregular de la
superficie.

Las pruebas microbioldgicas realizadas en medio de cultivo para este grupo de
peliculas, demostraron que las superficies con NAT inmovilizada fisicamente (BOPP-g-AA +
NAT) fueron capaces de inhibir completamente el desarrollo de S. cerevisiae y A. niger. En
tanto que las peliculas con el antifungico unido covalentemente ([BOPP-g-AA]-NAT), no

mostraron ser efectivas frente a la inhibicion de estos microorganismos. Estos resultados,
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sin lugar a duda motivaron a la eleccidon de las peliculas BOPP-g-AA + NAT como los
materiales con potencial aplicacién de envases antimicrobianos. Ademas, por el sencillo
proceso de obtencién de estas superficies, se cree que seria una contribucién favorable
en el momento de una posible aplicacién a mayor escala.

Otra opcidn utilizada en este trabajo de Tesis para brindarle a las superficies de
BOPP propiedades antimicrobianas, fue a través de su recubrimiento con un barniz
polimérico conteniendo el compuesto antifungico. Las peliculas asi obtenidas,
demostraron ser notablemente eficientes a la hora de inhibir el desarrollo de levaduras en
ensayos de difusion en placa. Ademas, en determinadas condiciones estas peliculas fueron
capaces de inhibir el crecimiento de S. cerevisiae en repetidas aplicaciones de la misma
superficie activa sobre la superficie del agar. Esto es muy significativo ya que denota el
enorme potencial de estas peliculas para formar parte de envases antimicrobianos que
puedan ser reutilizados en un alimento.

La evaluacién final de las peliculas con comprobada actividad antimicrobiana, se
realizd en una matriz real de alimento. La matriz seleccionada para llevar a cabo estas
pruebas, fue un queso fresco. La superficie de esta clase de alimentos frecuentemente se
ve contaminada con numerosas especies de mohos y levaduras, la mayoria indeseadas
debido a que alteran sus propiedades organolépticas, pero también son capaces de poner
en riesgo la seguridad del producto.

Los estudios microbioldgicos realizados en el alimento, indicaron que la aplicacidon
de las peliculas BOPP-g-AA + NAT sobre la superficie del queso, fueron capaces de inhibir
desde un 96,8% la carga de S. cerevisiae y en no menos de un 99% la de A. niger, por un
periodo de almacenamiento de 21 dias a temperatura ambiente. Este notable efecto
inhibitorio fue superior al comparado con el generado por la aplicacién de peliculas BOPP
sin modificar, comunmente utilizadas como envase tradicional de estos alimentos y
también fue superior al generado por la aplicacién directa de la NAT en forma de
suspension sobre el alimento. Es por esto que la aplicacion de las peliculas desarrolladas

en este trabajo de Tesis sobre este tipo de matrices, se cree que es un aporte interesante
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a las técnicas clasicas de conservacion y envasado, cuyo principal objetivo es evitar el
deterioro de los alimentos.

Una de las razones de utilizar estas peliculas como envases, es reducir la
posibilidad de que los compuestos antimicrobianos que normalmente estan en contacto
con los alimentos, puedan migrar o ser transferidos al producto alimenticio. Para conocer
el desempefio de las peliculas desarrolladas en esta Tesis con respecto a este punto, se
determinéd el contenido de NAT residual en muestras de queso que permanecieron en
contacto con las peliculas activas y en donde se observé una notable accién antifungica.
Esta determinacidon se realizd mediante la aplicacion de un método oficial (ISO 9233-
1:2007).

Los resultados obtenidos indicaron que la cantidad de NAT presente en el
alimento, luego de estar este en contacto un tiempo prolongado con las peliculas
bioactivas, fue un orden de magnitud menor al establecido por la legislacién vigente en
nuestro pais (C.A.A.) y el resto del mundo. Este resultado positivo, corrobora el
comportamiento de las peliculas activas BOPP-g-AA + NAT en los ensayos de liberacién del
agente antifungico en medios liquidos de baja polaridad (hexano).

Las diferencias existentes entre las peliculas comerciales, la aplicacién directa del
antifungico sobre el alimento y las peliculas desarrolladas en este trabajo de Tesis,
muestra claramente la divergencia entre un material con propiedades tipicas de un envase
tradicional (BOPP), la ineficiencia en algunos casos de la aplicacion directa de agentes
antimicrobianos (suspensiéon de NAT) y los beneficios conseguidos por el uso de un
material antimicrobiano (BOP-g-AA + NAT) con potencial uso como envase activo.

Las peliculas con recubrimiento antimicrobiano (BOPP/RA:NAT), demostraron ser
también muy eficientes a la hora de evitar el desarrollo de mohos y levaduras. Estas
fueron capaces de inhibir aproximadamente un 90% el crecimiento de levaduras
presentes en la superficie de un queso almacenado por 21 dias a temperatura ambiente.
Este efecto inhibitorio por parte de las peliculas recubiertas, se estima que podria ser

notablemente superior en alimentos con mayor actividad de agua (ay), ya que se
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comprobé que la transferencia del compuesto bioactivo desde la matriz polimérica a la
superficie en contacto, se ve favorecida en medios con alto contenido acuoso.

La evaluacidn de la efectividad antimicrobiana de las peliculas desarrolladas en
esta Tesis, en particular sobre la superficie del alimento, se llevé a cabo en condiciones
extremas, las cuales son favorables para el desarrollo exacerbado de microorganismos en
el alimento. Estas condiciones fueron utilizadas intencionalmente y permitieron evaluar la
destacada capacidad bioactiva de las peliculas desarrolladas. Es entonces que se supone
que esta capacidad se veria favorecida, si la aplicacion de estas peliculas es acompafiada
por las condiciones de almacenamiento normales y/o recomendadas para esta clase de
alimentos. De esta forma seria de esperar un mayor efecto antimicrobiano y por lo tanto

un mejor efecto de conservacion del producto.
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