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Abstract

The design of active biodegradable materials and packaging is one of the challenges of society whose purpose is to
try to solve the environmental problems that have been generated by plastic waste by developing biodegradable packaging
to improve food conservation and extend shelflife. Analyzed the preparation of an ideal mixture using potato starch (PS), tea
tree oil (TO), and gum Arabic (GA), obtaining after extrusion and pressing process the thermoplastic biopolymer plates, that
were analyzed their antimicrobial properties. Nineteen samples biopolymer with different proportions were produced PS,
TO, and GA. The results obtained from PS/GA based biopolymers (60/2) and (70/5) showed increased antimicrobial activities
against Gram-positive and negative bacteria, respectively, followed by the PS/TO (60/1) and (70/0.5). No synergistic effect
was observed between TO and GA. It was found that the variation in the PS formulation with TO and GA influenced the
antimicrobial activity of the obtained product.

Keywords: biomaterials; starch; antimicrobial; biodegradation.

Actividad microbioldgica en biopolimeros biodegradables a
base de almidon de papa y sustancias organicas

Resumen

El disefio de materiales y envases biodegradables activos es uno de los retos de la sociedad cuyo fin es tratar de
resolver los problemas ambientales que se han generado por los residuos plasticos desarrollando envases biodegradables
que permitan mejorar la conservacién de los alimentos y alargar su vida ttil. Se analizé la preparacién de una mezcla ideal
utilizando almid6n de papa termoplastico (AP), extracto de arbol de té (AT) y goma ardbiga (GA), obteniendo luego de
un proceso de extrusion y prensado las planchas de biopolimero termoplastico, que fueron analizadas para determinar
sus propiedades antimicrobianas. Se elaboraron 19 muestras de planchas de biopolimeros con distintas proporciones AP,
AT y GA. Los resultados obtenidos de los biopolimeros a base de AP/GA (60/2) y (70/5) mostraron mayores actividades
antimicrobianas contra bacterias Gram positivas y negativas, respectivamente, seguidas de las formulaciones con AP/EAT
(60/1) y (70/0,5). No se observé un efecto sinérgico entre el AT y la GA. Se encontré que la variacién en la formulacién del
AP con AT y GA influy6 en la actividad antimicrobiana del producto obtenido.

Palabras clave: biomateriales; almiddn termoplastico; antimicrobiano; biodegradacioén.
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Actividad microbiolégica en biopolimeros biodegradables

Introduccion

El uso de biomateriales a base de polimeros
biodegradables ha despertado un gran interés en el sector
industrial por su selectiva funcionalidad para regular la
transferencia de humedad y la permeabilidad selectiva
a los gases de productos frescos, lo que permite mejorar
la calidad y extender la vida util de estos productos. El
enfoque actual de estas tecnologias de empacado consiste
en caracterizar las propiedades funcionales del empaque y
posteriormente orientar el estudio de su interaccién como
empaque o recubrimiento comestible sobre la superficie
de un alimento [1-5].

Los envases y recubrimientos a base de almidén,
uno de los polisacaridos naturales mdas abundantes
renovable, altamente disponible y de bajo costo, es el
mas comunmente utilizado en la industria como material
biodegradable en sustitucién de envases sintéticos, ya que
tienen la caracteristica de generar una barrera eficiente
contra compuestos de baja polaridad, pero tiene la
desventaja que presentan pobres propiedades mecanicas
y no ofrecen una buena barrera contra la humedad. Es por
lo que, se estan desarrollando envases biodegradables y
recubrimientos comestibles con la combinacién de mas
de un componente organico y agentes hidrofébicos, con
la finalidad de conjugar las propiedades que brindan de
manera individual cada uno de ellos [6-11].

Laincorporaciéon de compuestos antimicrobianos
y antioxidantes a los envases biodegradables es de
gran interés porque permite alargar la vida util de los
productos envasados y entre los posibles compuestos
activos, los aceites esenciales de plantas y algunos de sus
componentes aislados, reinen la doble propiedad de ser
antimicrobianos y antioxidantes [12, 13].

Algunos investigadores han evaluado Ila
eficacia del aceite esencial del arbol de té (Melaleuca
alternifolia (Maiden & Betche) Cheel como posible agente
antimicrobiano y antioxidante, obteniendo resultados
significativos de actividades antimicrobianas [14].

Por otro lado, la goma ardbiga un polisacarido
natural ampliamente usado en la industria alimentaria
y proveniente del exudado del arbol de acacia (Acacia
senegal (L.) y A. seyal Delile). Su estructura quimica
consiste basicamente en un grupo de macromoléculas
caracterizadas por una elevada proporcién de
carbohidratos (97%), siendo la D-galactosa y la
L-arabinosa los monosacaridos predominantes y una baja
proporcién de proteinas [15]; es un emulsificante efectivo
que tiene baja viscosidad, buena actividad superficial y
habilidad para formar una pelicula protectora; produce
peliculas con las propiedades de un hidrocoloide y puede
formar emulsiones estables con la mayoria de los aceites
[16].

Algunas investigaciones refieren que la actividad
antimicrobiana exhibida por la goma ardbiga podria
atribuirse a las enzimas como oxidasas, peroxidasas y
pectinasas presentes en su fraccion proteica [15-18]. Tal
es el caso de la actividad inhibitoria en el crecimiento
de ciertas especies patégenas periodontales tales como
Prophyromonas gingivalis y Prevotella intermedia [19].

Durante las dos ultimas décadas, la popularidad
delos empaques antimicrobianos en alimentos ha sido uno
de los mayores paradigmas, ya que se ha demostrado que
algunos aditivos actiian mas eficazmente cuando forman
parte del recubrimiento comestible que cuando fueron
aplicados en soluciones acuosas mediante aspersion o
inmersion [4, 9, 12, 20, 21].

En la actualidad existe una gran cantidad de
publicaciones basadas en el uso de almiddén, obtenido
de diferentes fuentes para la produccién de productos
biodegradables con propiedades fisicas y mecanicas
adecuadas,tambiénsehanincorporadootroscomponentes
como quitosano, algunos aceites esenciales, entre otros
aditivos, con el fin de mejorar sus caracteristicas mediante
la interaccién entre moléculas [21, 22]. En Ecuador se
cuenta con una variedad de papas que no existe a nivel
mundial y que le da una buena caracteristica al almidén,
ademas se cuenta con una flora tnica, de donde se pueden
extraer principios activos como aceites esenciales, gomas
y resinas las cuales pudieran proporcionar en el disefio de
un biopolimero buenas aplicaciones para su uso industrial
con la formacién de peliculas y espumas, entre otros
materiales.

El objetivo de este trabajo consistié en obtener
planchas de biopolimeros a base de almidén de papa
termoplastico conteniendo sustancias naturales (arbol de
té y/o goma arabiga) con propiedades antibacterianas.

Materiales y métodos
Materiales

Los reactivos y cepas utilizadas fueron: almidén
de papa (Solanum tuberosum L.) de la empresa Organic
Potato Starch, aceite de arbol de té ( M. alternifolia) de
la Casa del Quimico, Quito, Ecuador, goma arabiga (A.
nilotica (L.) Delile), Sigma Aldrich, estearato de zinc, Acros
Organics y Glicerina, Fisher Chemical. Para los andlisis
microbiolégicos se emplearon las cepas Staphylococcus
aureus ATCC 25923 y Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, enlatabla 1 se presentan los antibidticos utilizados
como controles positivos.

Los equipos utilizados consistieron en una
extrusora continua tipo Brabender Plasticorder PL 2000,
que consta un tornillo sinfin situado en el interior de
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una camara calefactada con una boquilla, una unidad de
controladores de temperatura Eurotherm y una unidad de
procesado de datos PL-2000. La mezcla o formulaciones
preparadas con una balanza analitica de rangode 0- 220 g,
Ap=+0,001g (tabla 2) se colocé en la tolva que alimenta la
extrusora en forma de suspension usando la metodologia
descrita por Beltran y Marcilla [23]. En la prensa de platos
calientes Mecamaq PHF 50, se colocé la masa extruida y
se empled un molde circular de acero inoxidable de 15 cm
de didmetro y aproximadamente 1 mm de espesor para
obtener las planchas.

Tabla 1. Antibidticos y bacterias utilizadas como
controles positivos en los ensayos de actividad
antimicrobiana de las muestras de planchas elaboradas
de biopolimeros biodegradables.

Staphylococcus aureus Pseudomonas aeruginosa

Eritromicina 15 pg Oxoid®
Ceftazidima 30 pg Oxoid®
Oxacilina 5 pg Oxoid®

Procedimiento experimental
Obtencion del biopolimero

Se pesd y mezcl6 cada uno de los compuestos,
segun lo especificado en la tabla 2. La mezcla homogénea
se ingres6 a la extrusora de mono tornillo a 110 °C con
una velocidad de 80 rpm formandose asi el material
termoplastico biodegradable a base de almidén de papa
(figura 1). Seguidamente 40 g de material termoplastico
extruido fue colocado en el molde de la prensa de platos
calientes, a 150 °C durante 12 min y una presion de 80 bar
(figura 2).

Analisis de actividad antimicrobiana

Se utilizé la metodologia indicada por Velasco
[24] con algunas modificaciones. Todos los ensayos se
realizaron por triplicado. Para la preparacién del medio
de cultivo, se colocé aproximadamente 20 mL de agar
Miieller-Hinton (Himedia®) en placas de Petri estériles,
una vez solidificado el agar en las placas, se realiz6 el
control de esterilidad y se conservaron a 4 2C, hasta el dia
del ensayo.

Tabla 2. Formulaciones de componentes quimicos utilizados para la obtencién de planchas de biopolimeros

biodegradables.
FORMULACION
CODIFICACION Izlmid()n Glicerina Agua Estea_r ato A ceite de, Goma arabiga
e papa %) (%) de zinc arbol de té (%)
(%) (%) (%)
60AP 60 24 16 1 0 0
60AP 0,5GA 60 24 16 1 0 0,5
60AP 1GA 60 24 16 1 0 1
60AP 2GA 60 24 16 1 0 2
60AP 5GA 60 24 16 1 0 5
60AP 0,5AT 60 24 16 1 0,5 0
60AP 1AT 60 24 16 1 1 0
60AP 2AT 60 24 16 1 2 0
60AP 7TAT 60 24 16 1 7 0
60AP 1GA 0,5AT 60 24 16 1 0,5 1
60AP 1GA 1AT 60 24 16 1 1 1
60AP 2GA 0,5AT 60 24 16 1 0,5 2
60AP 2GA 1AT 60 24 16 1 1 2
70AP 70 18 12 1 0 0
70AP 0,5AT 70 18 12 1 0,5 0
70AP 0,5GA 70 18 12 1 0 0,5
70AP 1GA 70 18 12 1 0 1
70AP 2GA 70 18 12 1 0 2
70AP 5GA 70 18 12 1 0 5

AP: almiddn de papa termoplastico; AT: arbol de té; GA: goma arabiga.
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Figura 1. Material termoplastico a base de almid6n
de papa utilizado para la elaboracién de planchas de
biopolimeros biodegradables.

Figura 2. Planchas de biopolimeros biodegradables
elaboradas con diferentes formulaciones de sustancias
quimicas.

Parala preparacion delos discos de biopolimeros,
se cortaron discos de 6 mm de didmetro, se colocaron en
placas de Petri y esterilizaron bajo luz UV durante 90
minutos, previos al ensayo. Para la reactivacién de los
microorganismos, las cepas bacterianas se mantuvieron
en medios de conservacion a temperatura ambiente y se
verificd su pureza. Para la preparacién de los indculos
bacterianos estos se prepararon en solucion salina estéril
(0,85% p/v NaCl), a partir de un cultivo fresco de cada cepa
bacteriana replicada en agar Miieller-Hinton, hasta lograr
una turbidez correspondiente al patrén de McFarland
N2 0,5 (1,5 x 108 UFC-mL?) (Hardy Diagnostics®) para
cada una de las cepas bacterianas. Seguidamente los
in6culos de cada microorganismo se sembraron en la
superficie del agar con un hisopo estéril, se colocaron

sobre el agar inoculado los discos de biopolimero, agua
(testigo negativo) y antibidticos de referencia para cada
microorganismo (testigo positivo).

Paralaincubacidn las placas de Petri se colocaron
en una estufa a 37 °C por 48 horas. Finalmente, las
lecturas de los resultados se realizaron midiendo los halos
de inhibicién a las 24 y 48 horas, expresando el diametro
de la zona de inhibicién en milimetro (mm). Los halos de
inhibicién de cada biopolimero fueron comparados con
los halos de inhibicién de los testigos positivos y la prueba
se considerd negativa cuando se observd crecimiento
microbiano alrededor de los discos.

Resultados y discusion

Los resultados obtenidos de la evaluacién
antimicrobiana realizada a cada una de las planchas de los
biopolimeros formulados se presentan en la tabla 3.

Se observo que las formulaciones realizadas
con las mezclas 60AP y 70AP que contenian almidén de
papa, glicerina, agua y estearato de zinc, no presentaron
actividad antimicrobiana con ninguna de las bacterias
analizadas. Mientras que todas las mezclas que contenian
goma arabiga o arbol de té presentaron halos de inhibicién
para ambas bacterias.

Para las bacterias Gram positivas (S. aureus
ATCC 25923), el mejor biopolimero fue la formulaciéon
60AP 2GA, dado que los valores obtenidos en el halo de
inhibicién de la bacteria ensayada fueron los méas cercanos
a los testigos positivos realizados. En el caso de las
bacterias Gram negativas (P aeruginosa ATCC 27853), la
mayor actividad antimicrobiana fue la formulacién 70AP
5GA (figura 3).

Se observo un comportamiento particular de la
actividad antimicrobiana con las mezclas de 60% de AP y
GA (figura 3), donde la actividad antimicrobiana aumenté
de acuerdo con el incremento en el porcentaje de GA hasta
llegar a una actividad maxima con un halo de 17 mm de
didametro utilizando la formulacién al 2% de GA, y luego
el halo disminuyé a 12 mm de diametro, al aumentar la
concentraciéon al 5% de GA. Este comportamiento fue
atribuido a la cinética de saturacién por el sustrato, que
fue propia de las actividades enzimaticas relacionadas
con las actividades antimicrobianas de diversos extractos
organicos [25-29].

La incorporacidn de aceite esencial de arbol de té
en la formulacién de los biopolimeros permitié observar
actividad antimicrobiana en todas las concentraciones
evaluadas (0,5; 1; 2 y 7%). Para las bacterias Gram
positivas (S. aureus ATCC 25923), la formulacién 60AP
1AT, mostro alta actividad antimicrobiana, aunque menor
que la evidenciada para la goma arabiga. De igual forma,
para las bacterias Gram negativas (P aeruginosa ATCC
27853), la combinacion de 70AP 0,5AT, presentd una alta
actividad antimicrobiana (figura 4).
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Tabla 3. Valores obtenidos en los didmetros de los
halos de inhibicion del crecimiento bacteriano, de cada
una de las muestras de las planchas de biopolimeros
biodegradables analizadas.

] Promedio Promedio
BIOPOLIMERO
S. aureus (mm) P, aeruginosa (mm)
60AP 0,00 0,00
60AP 0,5GA 8,33 13,00
60AP 1GA 13,33 11,50
60AP 2GA 17,00 17,75
60AP 5GA 12,00 12,25
60AP 0,5AT 15,00 17,75 . o
60AP 2AT 14,33 11,00 de las planchas de biopolimeros biodegradables con las
60AP 7AT 1533 19,50 formulaciones 60AP 2GA'y 70AP 5GA.
60AP 1GA 0,5AT 12,00 18,00
60AP 1GA 1AT 15,00 18,00 rfﬁb‘:‘\ P j-"%%‘ﬁ_ 19
60AP 2GA 0,5AT 12,00 11,00
60AP 2GA 1AT 15,00 19,75
70 AP 0,00 0,00
70AP 0,5AT 13,40 20,33
70AP 0,5GA 11,00 17,25
70AP 1GA 14,33 17,50
70AP 2GA 12,00 17,50
70AP 5GA 12,33 21,50
Staphylococcus aureus (Gram positiva)
Eritromicina (E) 22 mm
Testigos positivos Oxacilina (OX) 33 mm

Pseudomonas aeruginosa (Gram
negativa)

Ceftazidima (CAZ) 35 mm

AP: almidén de papa termoplastico; AT: arbol de té; GA:
goma arabiga.

2 aeruprn O3 O
M9 Nov-1 T

9
COnr 2GA 0"‘“ /
s 2 QUreys
19 mny;
s Figura 4. Resultados de los halos de inhibicién del

crecimiento bacteriano obtenidos utilizando muestras
de las planchas de biopolimeros biodegradables con las

— formulaciones 60AP 1AT y 70AP 0,5AT.
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En el caso del biopolimero 60AP 2AT se observd
una disminucién del halo de inhibicién del crecimiento
bacteriano, tanto para el testigo positivo, como para el
testigo negativo. Esta variacion en los resultados se podria
explicar al hecho de que cuando varias sustancias actian
compitiendo unas con otras sobre algin sitio activo
especifico de la membrana o pared celular y/o sobre un
sistema enzimatico, se produce una cinéticas de saturacién
y no se observa un incremento en las actividades, por ello
en este caso se podria inferir que otro tipo de sustancia
presente en el aceite esencial se estaria expresando y
generando union con la estructura de la membrana celular
de la bacteria [26, 29, 30]. Los mecanismos de accidon
antimicrobianos exactos de los aceites esenciales del arbol
de té no estan claramente identificados, pero parece que
estan relacionados con la naturaleza hidrofébica de los
diversos tipos de compuestos presentes en el extracto,
ocasionando trastornos en la estructura y permeabilidad
de la membrana o sistemas enzimaticos, que dan lugar a
problemas de fuga de iones y otros compuestos [29-31].

Como se puede observar en la tabla 3 no se
tuvo un efecto de sinergismo entre las concentraciones
utilizadas de manera combinada del AT y la GA, lo que
pudiera ser debido a que ambos componentes ejercen su
efecto antimicrobiano a través de mecanismos similares
y muy probablemente relacionados con la actividad
de algunas enzimas [14, 17] o de la interacciéon de
estas moléculas o parte de ellas con sitios especificos
de unién en la pared celular de las bacterias [32, 33],
haciendo que se estableciera una competencia entre
ellos por los sitios activos, lo que ocasiond una cinética
de saturacion, impidiendo de esta forma, sumar los
efectos antimicrobianos de cada una de estas sustancias.
Esto se fundamentd con la investigacion realizada por
Montenegro [25] donde se evalud el efecto antimicrobiano
de la goma arabiga sobre la bacteria Gram positiva Bacillus
subtilis en leche, encontrando una disminucién del 40%
en la tasa de crecimiento de esta bacteria cuando se le
afiadié 47 uM de GA, confirmando de esta manera el efecto
bacteriostatico y ademds una cinética de saturacién en el
efecto antimicrobiano de la GA.

Esta investigacion generd el disefio de un biopolimero
biodegradable a base de almidén termoplastico y goma
arabiga como agente antimicrobiano destinado a la
elaboracién de envases biodegradables, lo que constituyé
una novedad ya que hasta la actualidad no se ha
reportado formulaciones de biopolimeros biodegradables
antimicrobianos usando goma arabiga.

Conclusiones

Se demostrd que los biopolimeros elaborados
a base de almidén de papa con la incorporacién de
goma arabiga y aceite esencial de arbol de té exhiben
propiedades antimicrobianas significativas contra
bacterias Gram positivas del género Staphylococcus y
bacterias Gram negativas del género Pseudomonas, lo

cual los convierten en una alternativa para el disefio de
biopolimeros de uso industrial.
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