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RESUMEN

Una de las lineas para el desarrollo de envases activos contempla la incorporacién de agentes antimicrobia-
nos como el quitosano, polisacérido derivado del exoesqueleto de crustaceos. No obstante, su elevada masa
molar restringe su difusion desde el envase hacia el alimento por lo que el empleo de oligémeros de caracte-
risticas diferenciales es una alternativa interesante, alin poco investigada. El objetivo de este trabajo fue obte-
ner peliculas activas a base de almidon de maiz termoplastico (TPS) mediante la incorporacion de oligoquito-
sanos (OQ, masa molar = 290 g mol™ y grado de polimerizacién = 2). Estos materiales fueron obtenidos me-
diante termo-compresion en una prensa hidraulica. Se realizaron ensayos de difusion de los OQ desde la ma-
triz de TPS hacia un medio liquido con diferentes grados de acidez (pH = 3, 5y 7). Las condiciones del me-
dio liquido fueron seleccionadas segun la acidez de una amplia variedad de alimentos. A partir de estos ensa-
yos, se demostro la capacidad de difusién de los oligémeros y su dependencia con el pH del medio. La efi-
ciencia de la incorporacién de los OQ en el material de envase se comparo con la correspondiente al método
convencional de spray del alimento con una solucién del agente activo. La capacidad antimicrobiana de las
peliculas y de las soluciones de OQ se evalu6 a partir del recuento de hongos y levaduras, empleando frutillas
frescas como alimento de estudio. Los resultados derivados de estos ensayos evidenciaron el caracter activo
de la pelicula desarrollada, demostrandose ademas la mayor eficacia del uso de envases activos antimicrobia-
nos, respecto de los métodos convencionales.

Palabras clave: pelicula activa — almiddn termoplastico — oligdmeros de quitosano — difusion — capacidad
antimicrobiana.

ABSTRACT

One of the research lines related to active packaging takes into account the incorporation of antimicrobial
agents such as chitosan, a polysaccharide derived from the crustaceans’ exoskeleton. However, because of
chitosan high molar mass, its diffusion from the package to the food surface is restricted, so the use of oligo-
mers is an interesting but less investigated alternative. The purpose of this work was to obtain active films
based on thermoplastic corn starch (TPS) by adding oligochitosans (OC, molar mass = 290 g mol™ and de-
gree of polimerization = 2). Films were thermo-compressed in a hydraulic press. Diffusion assays of OC
from TPS matrix to liquid medium with different acidity degree (pH = 3, 5, and 7) were performed. Liquid
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medium conditions were selected according to the acidity of a wide variety of foods. From these assays, oli-
gomers diffusion capacity and the dependence with pH were demonstrated. The efficiency of OC incorpora-
tion in packaging material was compared to the corresponding to the conventional method by food spray with
a solution of the active agent. The antimicrobial capacity of films and OC solutions was evaluated from the
count of yeasts and molds, using fresh strawberries as food product. Obtained results from these experiments
showed the active character of films based on TPS and OC, and a greater efficiency of antimicrobial active
packaging compared to the conventional methods.

Keywords: active film — thermoplastic starch — chitosan oligomers — diffusion — antimicrobial capacity.

1. INTRODUCCION

En general, los agentes antimicrobianos se aplican a los alimentos para extender la vida util del producto me-
diante métodos directos, siendo el spray la tecnologia mas empleada a escala industrial. El amplio uso de esta
técnica se basa en la simplicidad, costo, y versatilidad para una amplia variedad de productos. Sin embargo,
la pérdida de eficiencia del poder activo de la solucién es una de las principales desventajas de esta forma de
aplicacion y puede atribuirse a diferentes factores, induciendo al uso de soluciones de relativamente altas
concentraciones (aunque dentro de los establecidos por las regulaciones vigentes). Por un lado, la concentra-
cién del antimicrobiano podria reducirse debido a reacciones secundarias con algunos componentes del ali-
mento, disminuyendo asi la efectividad del método. Por otra parte, el agente podria migrar rapidamente hacia
el interior del alimento, dejando desprotegida la superficie del producto en contacto con el medio. En tal sen-
tido, la incorporacidn de agentes antimicrobianos a matrices poliméricas es una alternativa interesante para
desarrollar envases activos. Asi, se lograria una liberacién controlada del antimicrobiano hacia la superficie
del alimento, manteniendo una concentracion efectiva superficial durante tiempos mas prolongados, permi-
tiendo asi reducir las concentraciones del preservador utilizado. El quitosano, polisacarido obtenido a partir
de exoesqueletos de crustaceos, ha demostrado ser un efectivo agente antimicrobiano, especialmente frente a
hongos y otras bacterias causantes de enfermedades transmitidas por alimentos (ETASs). Sin embargo, la ele-
vada masa molar del mismo dificulta su difusion desde el envase hacia el alimento. Una opcién innovadora
seria el empleo de oligoquitosano (OQ) cuyas caracteristicas diferenciales facilitarian su difusién. Por otra
parte, el uso de materiales biodegradables de origen natural para el desarrollo de envases resulta interesante
desde el punto de vista ecoldgico. Dentro de este contexto, el almiddn es una alternativa prometedora debido
a su bajo costo, amplia disponibilidad y funcionalidad. Adicionalmente, este polisacarido puede ser procesa-
do empleando la tecnologia desarrollada para los polimeros sintéticos. Si bien el almidén no es un material
termoplastico, el procesamiento del mismo bajo elevados esfuerzos de corte y altas temperaturas, en presen-
cia de plastificantes, permite obtener almidén termopléstico (TPS) [1]. La incorporacion de oligdémeros de
quitosano a matrices de TPS permitiria obtener materiales biodegradables con una funcionalidad adicional. Si
bien el desarrollo de peliculas de almidén con la adicién de quitosano ha sido ampliamente estudiada [2,3],
son escasos los trabajos que evallan la incorporacion de oligomeros de quitosano a matrices de TPS, como
asi también la difusién de este derivado. Asimismo, aungue son numerosos los estudios relacionados con los
envases activos, que incluyen en su formulacion compuestos antimicrobianos, todavia no se ha realizado un
analisis exhaustivo de sus aplicaciones con fines de prevenir el deterioro fungico de alimentos [4]. Ademas,
la mayoria de estos estudios concernientes al efecto de los envases activos sobre hongos y levaduras, se refie-
ren al uso de aceites esenciales [5-7].

El objetivo de este trabajo fue desarrollar peliculas de almidén de maiz termoplastico (TPS) y quito-
sano de baja masa molar con el propdsito de obtener envases activos para productos frutihorticolas frescos.
Los oligoquitosanos (OQ) empleados en este estudio fueron caracterizados empleando técnicas de analisis
complementarias. Se optimizaron las condiciones operativas para la obtencion de la pelicula activa mediante
termocompresion. Se realizé un analisis macro y microestructural de los materiales como asi también la de-
terminacion de sus propiedades 6pticas. La liberacion de los OQ desde la matriz de TPS fue llevada a cabo
empleando un medio liquido simulante a diferentes valores de pH. Ademas, se estudié comparativamente el
uso de envases tipo bolsa a base de esta pelicula activa y el de una solucién enriquecida con los oligémeros
para extender la vida util de frutillas frescas.

2. MATERIALES Y METODOS

Se empled almidén de maiz nativo provisto por Misky-Arcor (Tucuman, Argentina) con un contenido de
amilosa de 23,9 + 0,7 % [8]. Los oligoquitosanos (OQ) fueron obtenidos por degradacién oxidativa del quito-
sano asistida por radiacion de microondas empleando una modificacion del método propuesto por SHAO et
al. [9]. El quitosano usado como materia prima (masa molar = 468,200 Da) fue sintetizado a partir de quitina
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thenida de residuos de exoesqueletos de langostinos (Pleoticus miilleri) segtin el método propuesto por ZU-
NIGA et al. [10].

La masa molar promedio y el grado de polimerizacién de los OQ fueron determinados por el método
del andlisis del grupo terminal [9]. La caracterizacién morfoldgica fue realizada por Microscopia Electrénica
de Barrido (SEM) usando un microscopio electrénico JEOL JSM-35 CF con detector de electrones secunda-
rios.

La caracterizacion estructural se llevo a cabo empleando Espectroscopia Infrarroja con Transformada
de Fourier (FTIR) utilizando un espectrofotometro Thermo Nicolet Nexus. La muestra fue preparada molien-
do y mezclando OQ con KBr (Sigma—Aldrich, 99 %) al 1 % m/m, obteniéndose una pastilla transparente. Los
espectros se adquirieron a partir de 100 escaneos acumulados a una resolucién de 4 cm™ en un intervalo de
4000-400 cm ",

Las propiedades térmicas se determinaron por Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) empleando
un calorimetro Perkin Elmer Pyris I. Se pesaron aproximadamente 10 mg de OQ en capsulas herméticas para
evitar la pérdida de agua durante el ensayo. Las muestras fueron calentadas de 30 a 250 °C a 10 °C/min, bajo
atmdsfera de nitrogeno. A partir del termograma, se determinaron la temperatura de inicio y la de fusién asi
como también la entalpia asociada a dicha transicion térmica. La degradacion térmica se estudié6 mediante
Andlisis Termogravimétrico (TGA) empleando una balanza TA Instrument Discovery Series. Las muestras
se calentaron de 30 a 700 °C a 10 °C/min, bajo atmosfera de aire. A partir de las curvas de pérdida de masa en
funcion de la temperatura se determinaron la temperatura de inicio y la de méxima degradacion.

Para preparar la pelicula TPS-OQ-TPS se disolvieron oligoquitosanos (OQ) en una solucién de acido
acético al 0,1% v/v, obteniéndose una concentracion de 0,3 g/mL. Paralelamente, se obtuvieron peliculas de
almidén termoplastico (TPS) empleando las mismas proporciones de los componentes y condiciones de pro-
cesamiento ya reportadas en un trabajo previo [11]. La solucién enriquecida en OQ fue esparcida sobre el
film TPS obteniéndose una capa delgada y homogénea del agente antimicrobiano. Luego, otra pelicula de
TPS fue colocada sobre la capa de OQ y el sistema bicapa fue procesado mediante termocompresion en una
prensa hidraulica a 90 °C durante 5 minutos. La concentracion final de OQ en la pelicula TPS-OQ-TPS fue
0,12 g/grps.

La microestructura de la pelicula se estudié por SEM con un microscopio electrénico JEOL JSM-35
CF con detector de electrones secundarios, usando un voltaje de 10 kV. Las peliculas fueron criofracturadas
por inmersion en nitrogeno liquido, se montaron sobre tacos de bronce y se recubrieron con una capa de oro.

El color de la pelicula se determiné en un colorimetro Hunterlab UltraScan XE en modo transmitancia,
analizando al menos diez posiciones al azar del material en estudio. Los pardmetros de cromaticidad a (ver-
de-rojo) y b (azul-amarillo) asi como la luminosidad (L) se obtuvieron segln la escala Hunter.

La opacidad de la pelicula se determin¢ a partir de la integracion de la curva espectrofotométrica entre
400 y 700 nm. Para la obtencién de dicho espectro, las peliculas fueron cortadas en rectangulos y colocadas
en celdas de 1 cm de camino dptico, empledndose un espectrofotometro PG Instruments T60 UV/vis.

La difusién de los OQ desde la pelicula TPS-OQ-TPS se evalud a partir de la inmersién de especime-
nes previamente pesados en un volumen determinado de simulante. Estos ensayos se realizaron a temperatura
ambiente, empleando medios liquidos simulantes con diferentes grados de acidez (pH =3, 5y 7). Se tomaron
alicuotas del medio liquido a distintos tiempos (30, 60, 120, 150, y 180 min), cuantificandose espectrofoto-
métricamente la concentracién de oligémeros segln el método de la D-glucosamina descripto por SHAO et
al. [9]. A tal fin, se utilizé un espectrofotometro Spectronic 21D y los valores informados corresponden al
promedio de, al menos, cinco determinaciones para cada tiempo y pH ensayados.

Se evalu6 la capacidad antimicrobiana de la pelicula TPS-OQ-TPS y de una solucién de OQ emplean-
do frutillas frescas como alimento de referencia. Para llevar a cabo este estudio, se seleccionaron frutas con el
mismo grado de maduracion, como asi también de tamafios y peso similares (~ 20 g). Ademas, las muestras
no presentaban signos visibles de dafios fisicos ni de podredumbre. Cabe destacar, que las frutillas estudiadas
no fueron sometidas a ningln pre-tratamiento de sanitizacion con el propésito reducir la carga microbiana
inicial. Para evaluar la capacidad antimicrobiana de la pelicula TPS-OQ-TPS, se obtuvieron envases flexibles
tipo bolsa mediante termosellado siguiendo el procedimiento descripto por LOPEZ et al. [12]. Las frutillas
fueron introducidas individualmente dentro de cada uno de los envases a base de TPS-OQ-TPS, preparandose
tres réplicas de estas muestras que fueron denominadas OQpeiicui- POr Otra parte, otro lote de frutillas fueron
sometidas a la técnica de spray, empleando un volumen determinado de solucion del agente activo (OQs).
Dicha solucion fue preparada de manera similar a la solucién enriquecida de estos derivados, previamente
descripta. Cabe destacar que el contenido de OQ en los envases de TPS-OQ-TPS era el mismo que el corres-
pondiente al volumen de solucién de oligémeros utilizado para el spray de los frutos. Paralelamente, se pre-
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pararon tres réplicas de frutos control que fueron denominados C. Todas las muestras fueron almacenadas a
25 °C y 50 % HR durante siete dias. Al concluir dicho tiempo de almacenamiento, se procedio a analizar mi-
crobiolégicamente los frutos ensayadas. Se tomaron porciones de 10 g de cada una de las frutillas almacena-
das y se procesaron en un homogeneizador Stomacher Seward Model 400 con agua peptonada bufferada (pH
= 7,2 £ 0,2 a 25 °C), previamente esterilizada. De esta manera, se obtuvo un homogeneizado del alimento
cuya concentracion resultd de 1 % m/v. Alicuotas de 1 mL de cada uno de los homogeneizados se sembraron
en placas 3M™ Petrifilm™ Count Plates para el recuento de hongos y levaduras. A partir de cada homoge-
neizado se prepararon tres réplicas, de manera de disponer de nueve recuentos de hongos y levaduras para
OQpeticutar OQs01 Y C. Todas las placas sembradas fueron incubadas a 37 °C durante siete dias. Luego se hizo
el recuento del total de hongos y levaduras y los valores informados fueron expresados como unidades for-
madoras de colonias (UFC) por gramo de alimento.

Para el tratamiento estadistico de los datos experimentales se utilizo un analisis de varianza (ANOVA),
realizdndose un estudio comparativo de las caracteristicas de las peliculas asi como también de los resultados
obtenidos en los ensayos de difusion y de capacidad antimicrobiana. Ademas, se empleé el Test LSD (Least
Significant Difference) de Fisher para analizar las diferencias con un nivel de significancia de p = 0,05.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

El mecanismo de degradacion oxidativa del quitosano en presencia de un agente oxidante y asistida por ra-
diacién microondas se representa en la Figura 1. Esta via de sintesis resulta similar para diferentes agentes
oxidantes tales como hipoclorito de sodio y peréxido de hidrogeno.

HOH,C NH, . HOH,C NH,
o Oxidante P~
Yng HO 5 i g HO o o
HO o] d EEE—— HO. OH OH &
\H Radiacion »
: HOH,C microondas HOH,C

Figura 1: Representacion esquematica de la sintesis de oligdmeros de quitosano.

La relevancia del estudio de las caracteristicas estructurales de los OQ radica en que las mismas influ-
yen en la potencialidad de las aplicaciones de este polisacérido de bajo peso molecular. La masa molar pro-
medio de los OQ sintetizados resulté ser de 290 g mol™. Se ha informado que la masa molar de estos deriva-
dos depende de las condiciones de reaccidn. En tal sentido, ZHENG et al. [13] evaluaron el efecto de cuatro
variables independientes (relacion de quitosano/solucion, temperatura, tiempo y cantidad de agente oxidante)
sobre la masa molar del derivado sintetizado. Estos autores optimizaron las condiciones operacionales de
manera tal de obtener un oligémero de aproximadamente 11000 Da. Considerando que la masa molar de las
unidades repetitivas de glucosamina es 161, el grado de polimerizacion de los OQ resultd de aproximada-
mente 2. Este bajo valor de masa molar supone una mayor movilidad y capacidad de difusion de estos deri-
vados. Esta funcionalidad le otorga un valor agregado a la capacidad antimicrobiana inherente de los deriva-
dos de quitosano, ampliando asi su campo de aplicacion.

En la Figura 2 se muestran micrografias SEM a distintas magnificaciones de los oligémeros de quito-
sano. Se evidencid la presencia de unidades de forma esférica, con superficies lisas y tamafios uniformes.
Morfologias similares fueron reportadas por KHANMOHAMMADI et al. [14]. A partir de las micrografias
SEM se pudo determinar el diametro medio del OQ el que result6 ser de 1,5 £ 0,2 um, midiendo al menos
cien unidades esféricas.
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Figura 2: Micrografias SEM de los oligémeros de quitosano sintetizados.

Los espectros FTIR aportaron informacion relevante para el estudio de la estructura quimica de este
derivado del quitosano. La Tabla 1 presenta la asignacion de las principales bandas correspondientes a los
grupos funcionales caracteristicos de los OQ. Espectros similares han sido reportados por otros autores [15-
18].

Tabla 1: Asignacion de bandas FTIR de oligomeros de quitosano.

NUMERO DE ONDA (cm™) GRUPO FUNCIONAL
3735 -OH libres
3450 Vibraciones de estiramiento de O-H y N-H
2918 Vibraciones de estiramiento simétricas de C-H en cade-
2881 nas alquilicas
1653 Vibraciones de estiramiento de C-O en los grupos aceti-
1323 los remanentes
1419 Deformacion simétrica de -CHj;
1379
1151 Vibraciones de flexion de C-O-C en las unidades repetiti-
895 vas
1031 Vibraciones de estiramiento de C-OH
667 Deformacion fuera del plano del -NH

El estudio de las propiedades térmicas de los oligdmeros permite determinar las condiciones de proce-
samiento de estos polisacaridos de bajo peso molecular. Asi, se puede establecer el rango de temperatura 6p-
timo que permita la fusién del material, evitando su degradacién térmica. La curva de DSC de los OQ evi-
dencid un Gnico evento endotérmico asociado a la fusién de las cadenas poliméricas de estos derivados (Figu-
ra 3a). El inicio de esta transicion térmica tuvo lugar a los 45 °C, mientras que el pico de fusion se detectd a
los 73 °C. Por otra parte, la entalpia asociada a este evento térmico fue de 234 J/g. EIl termograma evidencio
la presencia de un segundo pico que se atribuye a la fusion del quitosano de partida [19].

La Figura 3b muestra la pérdida de masa de los oligdmeros de quitosano sintetizados en funcion de la
temperatura. El andlisis del comportamiento de la degradacion térmica de los OQ evidenci6 la ocurrencia de
tres etapas de pérdida de peso irreversibles. La primera (~ 10 %) esta asociada a la evaporacién del agua fisi-
camente adsorbida y fuertemente unida por puentes hidrégeno al polisacarido [20]. La segunda etapa corres-
ponde a la degradacion de las cadenas poliméricas de los OQ, siendo ésta la mas relevante ya que permite
determinar las condiciones de procesamiento térmico de estos derivados. Esta pérdida de peso esta relaciona-
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da con la despolimerizacidn/descomposicion de las cadenas de polimero a través de la desacetilacion y del
clivaje de las uniones glicosidicas [21]. La degradacién térmica asociada a este evento comenzé en ~ 100 °C,
presentando una maxima velocidad de descomposicion a 280 °C. Si bien el valor de la temperatura de degra-
dacion méaxima de los OQ concuerda con el reportado por ZIEGLER-BOROWSKA et al. [22] para quitosano,
la temperatura de inicio se desplaz6 hacia valores significativamente menores. Este resultado puede atribuirse
a que el método de degradacion oxidativa empleado para la obtencion de los OQ alter6 la estructura del qui-
tosano, minimizando interacciones intra- e intermoleculares y disminuyendo el peso molecular del polisaca-
rido [13]. El Gltimo evento de pérdida de peso corresponde a la destruccion térmica del anillo de piranosa y a
la descomposicion del residuo carbonoso [20, 23].
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Figura 3: a) Termograma DSC y b) curva TGA de los oligémeros de quitosano sintetizados.

Los oligdmeros caracterizados fueron incorporados a una matriz de almidén termoplastico (TPS), ob-
teniéndose la pelicula TPS-OQ-TPS. Macroscépicamente, este material presentd una adecuada flexibilidad y
una apariencia homogénea, siendo ademas facil de manipular. Por otra parte, resulté ser una pelicula transli-
cida, con una superficie suave y tonalidad ambar-amarillenta. A pesar del acabado satinado, la misma no pre-
sentd una textura oleosa ni adherente al tacto.

El analisis microestructural de los materiales poliméricos permite estudiar la homogeneidad de su su-
perficie y del area transversal, ademas de evaluar la compatibilidad entre los diferentes constituyentes. La
superficie de fractura de la pelicula TPS-OQ-TPS resulto lisa, sin poros, fisuras, ni canales de migracion del
glicerol (Figura 4). Esto confirma la evaluacién macroscépica de la pelicula respecto de la ausencia de oleo-
sidad o adhesividad al manipular el material.

Figura 4: Micrografia SEM de la superficie de fractura de la pelicula TPS-OQ-TPS.
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El analisis microestructural de la pelicula evidencié una fractura vitrea como consecuencia de la in-
mersion del material en nitrogeno liquido. No se detecto la presencia de particulas de OQ esféricas dispersas
en la matriz de TPS. Esto podria atribuirse a la buena disolucién de los derivados en acido acético antes de su
incorporacién en la pelicula bicapa de TPS como asi también a la eficiencia del proceso de termocompresion
del material final. Ademas, la eficacia del procesamiento junto con la buena compatibilidad quimica entre los
OQ y la matriz de TPS, se corroboraron debido a la ausencia de fases dispersas.

Dada la capacidad antimicrobiana de los OQ, el propdsito de incorporar estos derivados a una matriz
de almidon es desarrollar envases activos para alimentos. Asi, la determinacion de las propiedades 6pticas
resulta crucial ya que condicionan la aceptacion visual del producto por parte del consumidor. Los parame-
tros de cromaticidad a y b de la pelicula TPS-OQ-TPS resultaron ser de -0,97 + 0,18 y 6,20 + 1,30, respecti-
vamente. El valor relativamente alto de b denota la tonalidad amarillenta de la pelicula que se corresponde
con la observacion visual del material. Este desarrollo de color podria atribuirse principalmente a la reaccion
de degradacién no enzimatica de Maillard que sufren los derivados de quitosano. Los productos de las reac-
ciones de Maillard son compuestos de Amadori y polimeros insolubles, conocidos como melanoidinas que le
confieren la coloracién observada al material final [24-25]. El valor de L del material desarrollado fue de
87,00 £ 0,70. Respecto a la opacidad de la pelicula TPS-OQ-TPS, esta propiedad dptica resulté de 66,40 +
2,50 AU x nm.

La incorporacién de antimicrobianos al material del envase supone que los agentes activos difundan
de manera controlada desde la matriz hacia la superficie del alimento. Esta liberacion estd condicionada por
distintos factores: la estructura y el tamafio del agente activo como asi también la composicion y morfologia
de la matriz. Si bien el gradiente de concentracion es la fuerza impulsora de la migracion, las condiciones del
medio también influyen en la liberacion, siendo el grado de acidez del alimento envasado uno de los factores
mas relevantes. Dentro de este contexto, se evalud la liberacién de los oligomeros desde la pelicula hacia
medios liquidos simulantes de alimentos &cidos a tres valores de pH. Cabe destacar que los mismos fueron
seleccionados en funcion de los grados de acidez caracteristicos de una amplia variedad de alimentos.

La Tabla 2 incluye el porcentaje de difusion de los oligomeros desde la pelicula TPS-OQ-TPS hacia
medios liquidos a distintos pH en funcién del tiempo.

Tabla 2: Porcentaje de difusion de los oligomeros desde la pelicula TPS-OQ-TPS a distintos tiempos hacia un medio
liquido simulante con diferentes grados de acidez (pH=3,5,y 7).

pH DEL MEDIO DIFUSION DE LOS OLIGOMEROS (%)
LIQUIDO SIMULANTE| _ 55 i t = 60 min t = 120 min t=150min | t=180min
3 67,19+2,05 | 7473+2,12 75,52 +2,85 91,20+186 | 89,82+ 0,89
5 6454+2,39 | 69,27 +1,52 75,25+ 0,93 84,78+293 | 89,89 +1,34
7 58,18 £ 0,20 65,90 + 2,36 66,95 + 2,57 76,97 £2,93 85,86 + 4,16

En primer lugar, es relevante mencionar que los derivados estudiados fueron capaces de migrar desde
la matriz de almidén hacia los tres medios ensayados. En todos los casos estudiados, la mayor velocidad de
difusién tuvo lugar durante los primeros 30 min de inmersién. A partir de la primera hora, la concentracién
del derivado en dichos medios sigui6 incrementandose lentamente en el tiempo ensayado. Adicionalmente,
bajos valores de pH favorecieron la difusién del oligosacarido hacia el medio liquido. Asi, la difusion alcan-
zada al maximo tiempo ensayado resulté de 90 % para los medios a pH 3, 5; mientras que para el pH 7 resul-
t6 ser de 86 %. Este resultado puede atribuirse a la mayor afinidad de estos derivados del quitosano con en-
tornos de bajo pH, ya que la protonacion del grupo amino favorece su disolucion y consecuentemente su di-
fusion.

Teniendo en cuenta la capacidad que posee el quitosano y sus derivados de inhibir el crecimiento de
hongos y levaduras, se selecciond como alimento de referencia un producto fresco altamente susceptible al
deterioro por contaminacion con este tipo de microorganismos. Particularmente, las frutillas son frutas muy
perecederas con una vida Util corta, de aproximadamente siete dias si se conservan en condiciones adecuadas
(0°C y alta humedad relativa). Ademas, poseen una epidermis muy fina que las hace sensibles a golpes y
magulladuras y muy susceptibles al ataque de hongos y levaduras. Todos estos factores impulsaron el desa-
rrollo de diferentes practicas y metodologias que permitan prolongar la vida Util, garantizando la calidad nu-
tricional, organoléptica y microbioldgica post-cosecha de estas frutas. Para evaluar comparativamente la
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efectividad de los OQ en solucidn y contenidos en el material del envase, se realizaron estudios de capacidad
antimicrobiana empleando frutillas frescas como alimento de referencia. La Figura 5 muestra el recuento de
hongos y levaduras de las frutillas control (C), las tratadas con la solucidén conteniendo los oligdmeros
(OQso1) mediante la técnica de spray, como asi también las frutas envasadas en bolsas a base de TPS-OQ-TPS
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Figura 5: Recuento de hongos y levaduras de frutillas control (C), tratadas con la solucion conteniendo los oligdmeros
(OQqo1) mediante la técnica de spray, como asi también los frutos envasados en bolsas a base de TPS-OQ-TPS (OQqejicula)-

Como puede observarse en la Figura 5, la técnica de spray empleando la solucién de OQ inhibi6 signi-
ficativamente el desarrollo de hongos en las frutillas, alcanzandose una reduccién del 70 % en el crecimiento
de estos microorganismos. En tanto que la incorporacion de los derivados de quitosano en el material de en-
vase de TPS-OQ-TPS potencié el efecto antifingico de este agente activo, disminuyendo el desarrollo de
hongos en los frutos envasados en un 76 % respecto del spray. En relacién al recuento de levaduras, no se
observé una reduccién notoria entre el control y el spray con la solucion de OQ. Sin embargo, el uso de enva-
ses activos de TPS-OQ-TPS evidencié una mayor capacidad de inhibicidn del desarrollo de levaduras en los
frutos estudiados, observandose una reduccion del 52 % del crecimiento de estos microorganismos.

Comparando la eficacia del agente activo aplicado por spray con la incorporacion del mismo al mate-
rial del envase, este estudio evidencié un incremento notorio de la proteccidn del alimento contra el ataque de
hongos y levaduras cuando los OQ se encuentran contenidos en la matriz de almidon. Estos resultados po-
drian atribuirse a que la liberacién controlada de los derivados desde el envase hacia las frutillas garantiza un
suministro gradual de los OQ, incrementando asi la vida util del alimento. Esta migracion paulatina de los
OQ implica un mayor tiempo de permanencia de estos agentes activos sobre la superficie de las frutillas,
donde su accién es requerida, minimizando la contaminacién microbiana del producto. Por otra parte, los
envases actlan como barrera fisica de proteccion de los frutos permitiendo ademas el intercambio gaseoso
del producto con el medio.

4. CONCLUSIONES

En este trabajo se obtuvieron peliculas a base de almidon de maiz termoplastico conteniendo oligémeros de
quitosano como agentes antimicrobianos. Estos materiales se emplearon para desarrollar envases tipo bolsa
para productos frutihorticolas frescos tales como frutillas enteras. La capacidad antimicrobiana de estos enva-
ses se estudié comparativamente con el método convencional de spray para extender la vida Gtil de estos pro-
ductos alimenticios. Los oligdmeros considerados en este estudio fueron sintetizados previamente en el labo-
ratorio a partir de la degradacion oxidativa de quitosano asistida con radiacién microondas, obteniéndose
derivados de baja masa molar y grado de polimerizacién. En primera instancia, estos oligomeros fueron ca-
racterizados morfoldgica y estructuralmente. El procesamiento de obtencion de la pelicula activa bicapa fue
optimizado, obteniéndose un material homogéneo, translicido y de coloracién &mbar-amarillenta. El analisis
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de la microestructura de la pelicula evidencio la compatibilidad entre la matriz de almidén termoplastico y
los oligoquitosanos como asi también la buena integridad del material final. Se determinaron las propiedades
opticas de la pelicula activa a partir de la medicion del color y opacidad de la misma. Se demostro que la di-
fusion de los oligémeros desde la matriz polimérica hacia un medio liquido depende del grado de acidez del
medio simulante, siendo este proceso favorecido por bajos valores de pH. A partir de un estudio microbiold-
gico, se demostrd que el uso de envases activos con capacidad antimicrobiana resulta mas eficiente que el
método de aplicacion por spray de una solucién del agente activo sobre frutillas frescas.
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