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RESUMEN

La actividad antimicrobiana de los iones Ag+ se estimo por
el método de la concentracion minima inhibitoria para cepas
microbianas seleccionadas por su relacion con el deterioro
de productos carnicos, mientras la de las peliculas activas
con iones Ag+ mediante el método de difusion en agar y en
medio liquido. Ademas, se caracterizaron por calorimetria
diferencial de barrido y andlisis termodindmico mecanico. La
incorporacion de plata en una concentracion de 3 % no alte-
16 la estructura y propiedades térmicas de los materiales plas-
ticos elaborados. Los iones Ag+ inhibieron el crecimiento de
varias cepas microbianas, resultando la de S. tiphymurium
ATCC 14028 la que presentara mayor resistencia, lo que de-
muestra el potencial antimicrobiano de la plata. Aunque las
peliculas antimicrobianas con plata no mostraron efectos
inhibidores, debe tenerse en cuenta su potencial como en-
vases para alimentos para incrementar la seguridad alimentaria
y vida util.
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ABSTRACT

Development of antimicrobial plastic films with silver ions
for active packaging of sausages

The antimicrobial activity of the Ag+ ions was assessed by
the minimum inhibitory concentration method for microbial
strains selected for their relationship with the spoilage of
meat products, while the films active with Ag+ ions by agar
diffusion and liquid medium methods. Moreover, were
characterized by differential scanning calorimetry and
mechanical thermodynamic analysis. The incorporation of
silver in a concentration of 3 % did not alter the structure
and thermal properties of the plastics products. Ag+ ions
inhibited the growth of various microbial strains, resulting in
the S. typhimurium ATCC 14028 which present greater
resistance, demonstrating the potential antimicrobial silver.
Although antimicrobial silver films showed no inhibitory
effects should be taken into account their potential as food
packaging to increase food security and life.

Keywords: sausages, active packaging, silver ions,
antimicrobial activity.

INTRODUCCION

Los envases antimicrobianos constituyen una forma
promisoria de envase activo de alimentos, en particular
para productos carnicos. La aplicacion directa de sus-
tancias antibacterianas en las superficies de los embu-
tidos tiene beneficios limitados, porque las sustancias
activas se neutralizan cuando entran en contacto con
el alimento o difunden rapidamente a su interior. Por
otra parte, la incorporacion de agentes bactericidas o
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bacteriostaticos en formulaciones de productos carnicos
puede resultar en la inactivacion parcial de las sustan-
cias activas por los constituyentes de los productos y
por lo tanto se espera que tenga solo un efecto limitado
sobre la microflora en la superficie.

Las sustancias antimicrobianas incorporadas en los
materiales de envasado pueden controlar la contami-
nacion microbiana mediante la reduccion de la tasa de
crecimiento y ampliacion de la fase de latencia del mi-
croorganismo diana, o mediante la inactivacion de
microorganismos por contacto. La inclusion de sustan-
cias antimicrobianas en peliculas plasticas tiene el pro-
posito de su liberacion gradual en la superficie del pro-
ducto para inhibir el crecimiento de microorganismos y
aumentar la vida util y seguridad del producto (1).

La plata es un metal con propiedades antimicrobianas
conocidas. A bajas concentraciones no causa toxicidad
y su uso puede reducir los problemas de resistencia
debido a las bacterias resistentes (2-5). Los iones de
plata inactivan las proteinas de la membrana, lo que
resulta en dafio en el ADN. También, ayudan en la ge-
neracion de especies quimicas reactivas al oxigeno,
forman complejos con azufre, nitrogeno y oxigeno, da-
fando el mecanismo de division celular (6-9). Las pro-
piedades antimicrobianas de la plata a menudo estan
relacionadas con la cantidad y tasa de liberacion de
iones Ag+ a partir de los materiales. En su estado me-
talico es inerte, pero puede reaccionar con la piel o
humedad de los alimentos para formar iones Ag+ acti-
vos (2,10,11).

Aunque se reportan algunas investigaciones concer-
nientes a la aplicacion de compuestos de plata en peli-
culas poliméricas como polipropileno (12), poliuretano
(13) y polilactida (14), la impregnacion de peliculas plas-
ticas con agentes antimicrobianos es aun escasa en la
literatura cientifica. En este contexto, el objetivo del
presente trabajo fue desarrollar peliculas plasticas
antimicrobianas con iones Ag+ para el envaso activo
de embutidos carnicos.

MATERIALES Y METODOS

La actividad antimicrobiana de los cristales de Ag+
inorganicos en polvo suministrados por Clariant S.A.
se realizd mediante la determinacion de la concentra-
cion minima inhibitoria (CMI), usando las siguientes

cepas microbianas: Pseudomona aeruginosa ATCC
27853, Penicillium chrysogenum ATCC 8507,
Lactobacillus acidophillus ATCC 4356, Listeria
monocytogenes ATCC 19112 y Salmonella
tiphymurium ATCC 14028, seleccionadas por su rela-
cién con el deterioro de los productos carnicos. La CMI
se determino por el método indirecto basado en la esti-
macion del crecimiento microbiano por turbidez en el
cultivo en medio liquido (1).

La preparacion de las cepas bacterianas y diluciones se
realiz6 a partir de los cultivos de trabajo de cada una de
las cepas de estudio, sembradas en caldo BHI (Brain
Heart Infusion, Merck), de los que se tom6 un inéculo
y sembro6 por aislamiento en agar TSA (Trypticase Soy
Agar, Merck), incubabas a 36 + 2 °C durante 24 h.
Transcurrido este tiempo se tomaron colonias aisladas
de cada microorganismo y se inocularon en tubos con
10 mL de agua peptona estéril (0,1 %) y se ajusto cada
una de las anteriores hasta obtener una turbidez en cada
tubo (cultivo madre), similar a la turbidez del patron
McFarland 0.5 (1,5 x 108 bacterias/mL). La lectura de
la turbidez se realizo utilizando una plantilla con patrones
lineares negros de diferente tamafio y comparando el
patrén con el tubo de la suspension bacteriana.

A partir del cultivo madre se prepararon las diluciones
seriadas decimales hasta 10-3, donde 1 mL del cultivo
se inoculd en un frasco con 9 mL de agua peptona
estéril correspondiendo a la dilucion 10-1 y asi conse-
cutivamente hasta la dilucion 10-3; se sembro cada
microorganismo de la tltima dilucién en agar TSA e
incub6 a 36 + 2 °C durante 24 h para realizar el re-
cuento y confirmar la concentracion del inoéculo. Para-
lelamente se midi6 la absorbancia en un
espectrofotometro GENESYS 10S UV-VIS a 620 nm
usando como blanco el caldo TSB (Trypticase Soy
Broth, Merck) y como muestra cada cepa bacteriana
comparada con el patron 0.5 de la escala McFarland
(NTC 2455). Se realizo la lectura de absorbancia de la
dilucion hasta 10-3 de cada cepa microbiana y sembr6
en placa profunda en agar TSA, incubadas a 36 +2 °C
durante 24 h para confirmar el in6culo de trabajo.

Para la preparacion de las diluciones para determinar
la CMI se usaron 12 tubos con 4 mL de caldo TSB. Al
tubo nimero 1 se le adiciono 0,4 g del agente activo y
se homogenizo6 hasta disolverlo completamente. Del
tubo 1 se transfirieron 2 mL al segundo tubo con caldo
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TSB y asi sucesivamente hasta completar los 12 tubos
con el objetivo de obtener concentraciones decrecientes
del agente antimicrobiano. Del tltimo tubo se descarta-
ron 2 mL de la disolucion. Posteriormente se inocularon
100 pL de cada microorganismo en evaluacion se inocu-
laron en cada tubo (de la serie de 12) a partir de la dilu-
cion 10-3. Se tomo un tubo control que solamente conte-
nia medio de cultivo TSB y se inoculd. Todos los tubos
fueron incubados durante 48 ha 36 £2 °C. Después de la
incubacion se realizo la lectura de los tubos y la ausencia
de turbidez en el caldo TSB demostr6 un resultado positi-
vo para la inhibicion bacteriana por los cristales de plata.
Los tubos donde se evidencio turbidez fueron confirma-
dos sembrando 1 mL en profundidad en agar TSA. La
CMI se expreso mg/L y el resultado se report6d tomando
el tubo inmediatamente anterior al cual hubo crecimiento
de microorganismos.

Considerando los materiales que se utilizan para em-
butidos de res y pollo, se desarrollaron dos tipos de
fundas plasticas impermeables (Nylon-6 y PA-6 con
64 um de espesor) mediante extrusion de burbuja-
tubular (130 °C-14000 kPa), identificadas segun la dis-
tribucion de capas como tratamiento patron (PA/adhe-
sivo/PE-pigmento/adhesivo/PA del exterior al interior),
y tratamiento con iones Ag+, incorporando un 3 % (m/
v) de cristales inorgdnicos en la capa interna del mate-
rial, como agente antimicrobiano.

Para la evaluacion de la actividad antimicrobiana se
utilizo el método de difusion en agar. A partir de un
inoculo de concentracion conocida, se adicionan 100
pL de la dilucion 104 en placas Petri con agar Miieller-
Hinton (Merck) y con un asa de hockey estéril se
homogenizo el inoculo en la superficie del agar y se
colocan asépticamente sobre la superficie del medio,
discos de 6 mm de diametro de la muestra del material
y se incuban por 24 h a 36 + 2 °C. Los halos con au-
sencia de crecimiento se consideran positivos para la
actividad microbicida del agente antimicrobiano. Asi-
mismo, se evalud la actividad bactericida en medio li-
quido mediante la introduccion de muestras de 10 cm2
de los materiales, en tubos con 10 mL de TSB. Los
tubos se inocularon con 1 mL de la suspension
microbiana determinada e incubados a 36 + 2 °C; los
recuentos se realizaron al inicio y a los 10; 20 y 30 dias.
Los resultados se expresaron en porcentaje de reduc-
cion durante el tiempo de incubacion.

Ademas, el material polimérico fue caracterizado por
calorimetria diferencial de barrido (DSC-2920, TA
Instruments) en atmdsfera de nitrogeno con un flujo
de 50 mL/min, con ciclos de calentamiento de 10 °C/
min hasta una temperatura maxima de 200 °C, soste-
nida por 5 min, para luego enfriar a una velocidad
controlada de 10 °C/min y analisis termodinamico me-
canico (DMA-Q800, TA Instruments), con una l[ami-
nade 17,0 x 6,0 mm y espesor 0,05 mm; previo acon-
dicionamiento en estufa a 40 °C.

RESULTADOS Y DISCUSION

La Tabla 1 muestra los resultados de la CMI de los
cristales inorganicos de plata. Se observa que la con-
centracion minima a la cual el agente activo inhibe el
desarrollo microbiano correspondié a 2,5 % para P.
aeruginosa ATCC 27853 y P. chrysogenum ATCC
8507, 5 % para L. acidophillus ATCC 4356 y L.
monocytogenes ATCC 19112 y 10 % para S.
tiphymurium ATCC 14028, cepa que presento la ma-
yor resistencia a la accion bacteriostatica de los iones
Ag+t, lo que se corresponde con lo informado (15), lo
que puede deberse a que en bacterias Gram negativas,
los biocidas son bloqueados cuando alcanzan blancos
especificos en la membrana bacteriana externa rela-
cionados con la activacion de las bombas proteicas de
iones dependientes de energia (16, 17); también se ha
reportado que en mutantes de E. coli existi6 una ma-
yor resistencia por una disminucion de la permeabili-
dad de la membrana externa (16), causada por la for-
macion de pozos de forma irregular y una progresiva
liberacion de lipopolisacaridos y proteinas de la mem-
brana, debidas en primera instancia a la reduccion del
metal (18).

Otro de los mecanismos de accion de los iones Ag+
plantea que estos son primeramente adsorbidos por la
superficie de las células microbianas e incorporados a
las células por transporte activo, reaccionan con las
enzimas e inhiben procesos metabolicos necesarios para
el sostenimiento celular (19). Otros trabajos (20, 21)
informan que la actividad antimicrobiana de los iones
Ag+ se debe a la atraccidn electrostatica entre la mem-
brana celular del microorganismo con carga negativa y
las particulas cargadas positivamente.
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Tabla 1. Concentracién minima inhibitoria de los cristales inorganicos de plata

Dilucién (mg/L)

Microorganismo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
100000 50000 25000 12500 6250 3125 15625 780 390 190
S. tiphymurium
= + + + + + + + + +
ATCC 14028
P. aeruginosa
- - e + + + + + + -
ATCC 27853
L. acidophillus
- - + + + + + + + +
ATCC 4356
L. monocytogenes
- = + + + + + + + +
ATCC 19112
P. chrysogenum
- - - + + + + + + +
ATCC 8507

Otros trabajos (22) informan que las levaduras y E.
coli son inhibidos a concentraciones bajas de
nanoparticulas de plata, mientras que S. aureus no se
inhibié a ninguna de las concentraciones ensayadas.
Estos resultados fueron relacionados con la genera-
cién de radicales libres que pueden atacar la membra-
na lipidica y disminuir sus funciones, aunque el efecto
es especifico para cierto tipo de microorganismos, dada
la especificidad del contenido de peptidoglicanos en
cada una de las membranas de bacterias Gram positi-
vas y Gram negativas.

Los resultados de la evaluacion de la actividad
antimicrobiana de las peliculas, tanto por el método de
difusién en agar como en medio liquido, no fueron los

esperados teniendo en cuenta los resultados de la CMI
para cada una de las cepas microbianas. Estos resulta-
dos pueden deberse a la no migracion de los iones Ag+
en el medio de cultivo, caracteristica de este tipo de
agente antimicrobiano, cuya accion microbicida es prin-
cipalmente por contacto en superficie (/).

Para el caso de la evaluacion por DMA (Tabla 2), no
se observaron diferencias significativas (p < 0,05) en-
tre el material para salchichon de pollo patrén y con
aditivo, para la temperatura de transicion vitrea y moé-
dulo de almacenamiento, lo cual sugiere que la adicion
del componente antimicrobiano no produjo cambios en

Tabla 2. Ensayo DMA para los materiales para fundas de salchichones de pollo y res, con y sin

iones Ag*
Médulo de Médulo de
Material de funda Tg (°C) ] ,
almacenamiento pérdida
Salchichén de pollo sin iones Ag” 83,5 (0,5) 1786 (193) 144 (5) b
Salchichon de pollo con iones Ag” 83,8 (0,6) 1925 (56) 154 (3) a
Salchichon de res sin iones Ag* 86,0 (2,0) 1404 (160) 104 (13)
Salchichon de res con iones Ag” 84,4 (0,8) 1414 (95) 111 (7)

Tg = temperatura de transicién vitrea.

Media (desviacién estandar). n = 3.

Letras diferentes indican diferencia significativa para p < 0,05.
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estas propiedades termodinamicas, mientras que el
modulo de pérdida si present6 diferencias (p < 0,05),
aunque carecen de poca importancia practica.

Asimismo, no se detectaron diferencias significativas
(p £0,05), entre el material para salchichon de res pa-
trén y con aditivo, para la temperatura de transicion
vitrea, modulo de almacenamiento y médulo de pérdi-
da, lo cual indica que la adicion del componente
antimicrobiano, no produjo cambios en estas propieda-
des termodinamicas en el material de empaque del sal-
chichon de res.

Los dos tratamientos de ambos materiales de fundas para
salchichones de pollo y res, presentaron un termograma
dinamico mecanico caracteristico de las poliamidas, con
lo cual se puede afirmar que la inclusion de los iones Ag+
no modifico esta propiedad termodinamica.

Los resultados de la DSC para ambos materiales, el
empleado como funda para los salchichones de pollo y
res, respectivamente, no se diferenciaron (p < 0,05) con
la adicién o no de los iones Ag+, al presentar valores de
temperatura de transicion vitrea (media (DS); n=3) de
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