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INTRODUCCION

En los ultimos tiempos ha crecido el interés por el
desarrollo de materiales con capacidad de formacién de
pelicula y propiedades antimicrobianas con el objetivo de
alargar la vida util de los alimentos. En este contexto,
peliculas de quitosano han mostrado una gran promesa
para su aplicacién en conservacion de los alimentos. El
quitosano es un biopolimero natural, biodegradable, no
toxico que deriva de la desacetilacién de la quitina y ha
recibido considerable atencion por sus aplicaciones en
industrias médicas, alimenticias y quimicas.

El objetivo de este trabajo consiste en la preparacion
de peliculas a base de quitosano con Tween 80 como
plastificante y un compuesto bioactivo (hidroquinona o
&cido salicilico) capaces de provocar un efecto inhibitorio
0 bactericida frente a la bacteria Leuconostoc
mesenteroides MS1. La misma, se presenta como
alterante de salchichas tipo Viena y cuyo crecimiento se
manifiesta en el producto envasado al vacio a partir de
dos a tres semanas de almacenamiento bajo refrigeracion
provocando hinchazén de los envases.

METODOS

Materiales

Los reactivos utilizados fueron: quitosano (86.64%,
Parafarm); acido acético glacial (99.5%, Cicarelli);
hidroquinona; é&cido salicilico (Cicarelli); Tween 80
(Anedra). Man Rogosa y Sharpe, agar bacteriolégico,
solucion de NaCl al 8.5%.

Preparacion de films antimicrobianos

Las peliculas se obtuvieron mediante el proceso
denominado casting, donde la mezcla de reaccion
obtenida de disolver 0.10 g de quitosano en buffer de
acético 0.10 M a pH 4, de adicionar el compuesto
bioactivo (hidroquinona o acido salicilico) y el
plastificante (Tween 80) en concentraciones conocidas,
fue vertida en cajas de Petri y puesta a secar a
temperatura ambiente. El plastificante se adiciona a las
peliculas Unicamente por la necesidad de mejorar las

propiedades mecanicas de las peliculas. Las peliculas
ensayadas fueron las siguientes:

e Quitosano 1%

e Quitosano 1%; tween 2.5%

e Quitosano 1%, tween 2.5%; ac. salicilico 0.8%

e Quitosano 1%,; tween 2.5%; hidroquinona 0.01%

e Quitosano 1%; tween 2.5%; hidroquinona 0.015%

e Quitosano 1%; tween 2.5%; hidroquinona 0.02%.

Determinacion del efecto antimicrobiano de films a
base de quitosano

El aislamiento de la bacteria se realiz6 a partir de
paquetes envasados al vacio de salchicha tipo Viena que
mostraron indicios de deterioro por hinchazén como
consecuencia de la formacién de gas. Se procedié al
hisopado de la superficie de la salchicha mediante un
hisopo estéril y se inocul6 en caldo MRS con campana de
Durham invertida. Se los incubé a 30°C por el término de
72 hs. Los tubos positivos que presentaron turbidez y
formacion de gas fueron repicados en MRS agarizado
con posterior incubacion en microaerofilia por 72 hs.
Posteriormente, se aislaron colonias sospechosas y se
continu6 con la tipificacién bioquimica y molecular de la
cepa.

La actividad antimicrobiana de las peliculas
bioactivas frente a Leuconostoc mesenteroides MS1 se
evalud mediante un test de sensibilidad utilizando la
metodologia descrita en la norma M02-A11 del Clinical
and Laboratory Standards Institute (2012), con algunas
modificaciones. En resumen, pequefios trozos de
peliculas bioactivas se colocaron en la superficie del
medio de cultivo MRS agarizado al 2% en placas de
Petri; previamente inoculadas con una suspension de la
cepa Leuconostoc mesenteroides MS1 de una turbidez
equivalente a un estandar de 0.5 Mc Farland (1.5 x 108
CFU / ml). Dichas placas se incubaron a 30°C durante 48
h. Una pelicula de cada preparacién se cortd en tres
piezas y se utilizd como réplica. Se usaron peliculas de
quitosano y plastificante como pruebas de control
negativo, en las mismas condiciones que las pruebas con
las peliculas bioactivas.

Posteriormente, se tomd una muestra en los halos de
inhibicion, se sembré en placas de Petri con MRS sin



antimicrobianos y se incubé a 30 °C por 48 h.
Posteriormente se observé evidencia o no de crecimiento
de Leuconostoc mesenteroides MS1 en las muestras,
determinando si las peliculas bioactivas resultaron
bactericidas o inhibitorias. Si no hubo crecimiento, se
considera que la pelicula bioactiva tuvo un caracter
bactericida; mientras que si hubo crecimiento, la
actividad de la misma fue inhibitoria.

RESULTADOS

Las peliculas que contenian Quitosano al 1% y
Quitosano al 1%; Tween 80 al 2,5% no formaron un halo
inhibitorio alrededor de ellas en la placa de Petri pero si
se evidencié que no hubo crecimiento debajo de ellas
(Figura 1). Este efecto del quitosano puede estar
relacionado al hecho de que no difunde a través del
medio de agar y que por lo tanto solo los
microorganismos que estan en contacto directo con los
sitios activos del quitosano seran inhibidos (Coma et al.,
2002).

compuestas por Quitosano 1% (superior) y Quitosano
1%; Tween 2.5% (inferior).

No se registré un efecto inhibitorio sobre la bacteria
Leuconostoc mesenteroides MS1 en presencia de
peliculas compuestas de quitosano, Tween 80 y acido
salicilico en ninguna de las proporciones evaluadas. Sin
embargo, al incorporar hidroquinona como compuesto
activo a la formacion de peliculas si se pudo apreciar el
efecto antimicrobiano del mismo.
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En la Figura 2, se puede observar que la pelicula
conteniendo hidroquinona al 0.015% P/P y 0.02% P/P
como antimicrobiano difunde desde el disco al medio de
cultivo produciendo una zona de inhibicién.

Los mismos en una posterior siembra de los halos de
inhibicién demostraron ser peliculas bactericidas.

|Fig. 2. Halos de inhibicién en films de quitosano con
0.015 %P/P (superior) y 0.02 %P/P (inferior) de
hidroquinona y 2.5% P/P de Tween 80.

CONCLUSIONES

Diferentes peliculas a base de quitosano han sido
evaluados en la basqueda de inhibidores y bactericidas de
la bacteria Leuconostoc mesenteroides MS1, presente en
salchichas tipo Viena, envasadas al vacio a partir de dos a
tres semanas de almacenamiento bajo refrigeracion.

De esta investigacion se concluye que peliculas con
hidroquinona pueden ser utilizadas como potencial
bactericida y pueden resultar prometedores para alcanzar
peliculas con propiedades antibacteriales para una futura
aplicacién como material para envoltorio de alimentos.
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