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Resumen

El creciente interés por alimentos frescos sin conservantes sintéticos ha impulsado el desarrollo de envases
activos para mejorar su conservacion. El uso de antimicrobianos naturales, como el eugenol, es una alternativa
prometedora debido a sus propiedades antisépticas y antibacterianas, aunque su volatilidad y sensibilidad al
oxigeno y la luz limitan su aplicacién. El acetileugenol, un derivado del eugenol, también ha demostrado
actividad antimicrobiana. Incorporar estos compuestos en matrices poliméricas biobasadas es una solucion
eficaz para crear envases activos que prolongan la vida uatil de los alimentos sin recurrir a conservantes sintéticos.
El objetivo de este trabajo es la sintesis del acetileugenol, y el desarrollo de films de alginato y quitosano
conteniendo eugenol y acetileugenol como agentes inhibitorios de bacterias como Escherichia coliy Staphylococcus
aureus. Los resultados muestran que es posible obtener films biobasados con excelentes propiedades inhibitorias
del crecimiento bacteriano.
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Abstract

The growing interest in fresh food without synthetic preservatives has prompted the development of active
packaging to improve preservation. The use of natural antimicrobials, such as eugenol, is a promising alternative
due to its antiseptic and antibacterial properties, although its volatility and sensitivity to oxygen and light limit
its application. Acetyleugenol, a derivative of eugenol, has also demonstrated antimicrobial activity.
Incorporating these compounds into bio-based polymeric matrices is an effective solution to create active
packaging that prolongs the shelf life of food without resorting to synthetic preservatives. The aim of this work
is the synthesis of acetyleugenol, and the development of alginate and chitosan films containing eugenol and
acetyleugenol as inhibitory agents against bacteria such as Escherichia coli and Staphylococcus aureus. The results
show that it is possible to obtain bio-based films with excellent bacterial growth inhibitory properties.

Keywords: eugenol; acetyleugenol; bio-based polymeric films; microbial inhibition.

Introduccion

En los ultimos afios ha aumentado el interés de los consumidores por alimentos frescos o minimamente
procesados, sin conservantes sintéticos, con una vida tutil prolongada y una calidad controlada. El desarrollo de
envases activos se presenta como una tecnologia prometedora para mejorar la conservacion de los alimentos con
el objetivo de cumplir con estos requisitos (Wicochea-Rodriguez et al., 2019).

Debido a los posibles problemas de salud relacionados con los conservantes sintéticos, el uso de
antimicrobianos de origen natural se esta convirtiendo en una alternativa atractiva entre los aditivos que se
pueden incorporar en la matriz del envase.

En ese sentido, el eugenol (4-alil-2-metoxifenol) es un compuesto fenélico presente principalmente en los
aceites esenciales que se obtienen a partir del clavo de olor, la canela y la nuez moscada. Es un liquido aceitoso
de color amarillo péalido que posee un olor caracteristico y ademas es poco soluble en agua (Taverna et al., 2022).

Debido a sus propiedades antisépticas y antibacterianas ha sido ampliamente investigado para diversas
aplicaciones en el area de la odontologia, la industria de los alimentos y la medicina. Sin embargo, su alta
volatilidad y su sensibilidad al oxigeno y a la luz limitan su uso en la industria alimentaria (Cheng et al., 2019).

Por otra parte, el acetileugenol, es un compuesto organico derivado del eugenol, se trata de un éster acetilado
del eugenol. A su vez, fue evidenciado que tiene actividad antimicrobiana frente a algunas bacterias y hongos,
ademas de sus usos en las industrias alimentarias y de productos cosméticos y/o farmacéuticos (de Almeida et
al., 2019).

La incorporacién de eugenol y sus derivados en matrices poliméricas se ha propuesto como una alternativa
eficaz para producir envases activos para alimentos (Taverna et al., 2022). Se han reportado trabajos sobre
matrices poliméricas que contienen eugenol destinadas a envases alimenticos tales como films de almidén
(Cheng et al., 2019; Taldn et al., 2019), polietileno lineal de baja densidad (Goitii et al., 2016), poli-3- hidroxibutirato
(Melendez-Rodriguez et al., 2019), quitosano y alginato de sodio (Purwanti et al., 2018).

Es importante mencionar que los films basados en polimeros naturales (polisacaridos, proteinas) son
preferibles a los derivados del petréleo. En este sentido, el quitosano y el alginato de sodio son excelentes
candidatos para la obtencion de films para ser utilizados en la industria de los envases de alimentos. El quitosano
es un polisacarido compuesto de unidades de glucosamina y N-acetil-glucosamina distribuidas al azar. La
obtencién de quitosano a partir de la quitina se realiza a través de un proceso de desacetilacion parcial alcalina
de residuos de la industria pesquera de crustaceos. Las costas de la Republica Argentina son una de las
principales fuentes de crustaceos de excelente calidad en el mundo (Caprile, 2005). Por otra parte, el alginato de
sodio es un polisacarido natural extraido de las paredes celulares de algas pardas con estructura similar a los
hidrogeles solubles en agua. Es ampliamente utilizado en las industrias alimentaria, farmacéutica, biomédica y
en biotecnologia. Ha sido muy atractivo para la industria de los alimentos debido a sus caracteristicas espesantes,
estabilizantes y gelificantes (Muchiutti et al., 2019).

En el presente trabajo se sintetiz6 y caracteriz6 acetileugenol y se desarrollaron films de alginato y quitosano,
a los cuales se les incorporaron eugenol y acetileugenol como agentes inhibitorios de bacterias tales como la
Escherichia coli (ATCC 8739) y Staphylococcus aureus (ATCC 29213). Se realizaron antibiogramas para ambas cepas
de bacterias y se compararon resultados con los reportados en la bibliografia.



Desarrollo

a) Materiales utilizados

Para el desarrollo de los films se utilizd alginato de sodio (Pura Quimica S. A.), quitosano (Sigma-Aldrich) y
cloruro de calcio (Cicarelli).

Para la sintesis del acetileugenol se emplearon los siguientes reactivos: eugenol (Sigma-Aldrich); piridina
(Sigma-Aldrich); diclorometano (Sintorgan); DMAP (4-(dimetilamino)-piridina) (Sigma-Aldrich); anhidrido
acético (Cicarelli); bisulfato de potasio (Sigma-Aldrich).

b) Sintesis y caracterizacién del acetileugenol

Para la sintesis de acetileugenol, se partié de una solucién preparada mediante la agitacién de 10,00 g de
eugenol en 2,00 ml de piridina, a la cual se le incorporaron 20,00 ml de diclorometano y 10,00 mg de DMAP. La
solucién se mantuvo en agitacion durante 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se afiadid
anhidrido acético en una relacién molar de 1:1 con respecto al eugenol, y se continué la agitacion durante 60
minutos mds. Una vez finalizada la reaccién, se incorporé una solucion al 10,00% de bisulfato de potasio (KHSO.)
para neutralizar el exceso de piridina. A continuacién, se realizé6 una extracciéon con 20,00-30,00 ml de
diclorometano (DCM) para eliminar las impurezas solubles en agua. Cada vez que se anadia DCM, la mezcla se
agitaba vigorosamente y se dejaba reposar para permitir la separacion de las fases acuosa y orgdnica. La fase
acuosa, que contenia las sales disueltas, se drend, conservandose la fase organica.

Posteriormente, la fase organica se lavo con agua hasta alcanzar un pH neutro (pH 7) y se secé con sulfato de
sodio anhidro (Na;SO,) para eliminar cualquier traza de agua en la mezcla. Finalmente, el solvente se evaporo¢ al
vacio utilizando un rotavapor, separando asi el acetileugenol. El acetileugenol se caracterizd6 mediante
espectroscopia de resonancia magnética nuclear de protones (*"H RMN). Los espectros se adquirieron en un
espectrometro de Resonancia Magnética Nuclear Bruker UltraShield™ 400 (Bruker, Alemania) a 400 MHz,
empleando cloroformo deuterado como disolvente para las muestras secas. Los desplazamientos quimicos (8) se
expresaron en ppm, y para el analisis de los espectros se utiliz6 el software Mestre-C. La asignacion de los picos
se hizo a partir de las sefales caracteristicas del eugenol y el acetileugenol reportadas por Altamirano et al. (2005).

c) Preparacion de films

Para la preparacion de los films, inicialmente se prepard una solucion de alginato de sodio al 2,00% en peso
en agua destilada, calentdndola a 60 °C hasta lograr su completa disoluciéon. Ademas, se obtuvieron peliculas de
alginato reticulado iénicamente mediante tratamiento con cloruro de calcio (CaCl,) al 20,00%. Paralelamente, se
prepararon films de quitosano al 1,00% (p/v). Las composiciones detalladas de los films se presentan en la Tabla
1.

Tabla 1. Composicion de los films de alginato de sodio y quitosano.

. Alginato de . Acido Cloruro de
Films Euf(;e)n ol Acetll(el;genol sodio 2,00% Qul‘[(oiano acético calcio
& & (®) 8 glacial () (20,00%) (g)
1 1 - 1 - - 0,1
2 1 - 1 - - -
3 - 1 1 - - 0,1
4 - 1 - - -
5 1 - - 1 1 -
6 - 1 - 1 1 -

Una vez preparadas las soluciones, se vertieron en moldes y se secaron en una estufa de vacio a 60 °C durante
48 horas. Posteriormente, los films se desmoldaron y se almacenaron en un desecador hasta su analisis.

d) Ensayos microbioldgicos
Para la realizacion de los ensayos de antibiogramas se utilizaron las cepas Escherichia coli ATCC 8739 y
Staphylococcus aureus ATCC 29213. Luego de preparar los films (segtn las proporciones indicadas en la Tabla 1),
se mantuvieron a temperatura ambiente hasta la hora del ensayo. La actividad antimicrobiana de los films frente
a Escherichia coli ATCC 8739 y Staphylococcus aureus ATCC 29213 se evalu6 mediante el método de difusidn en agar
midiendo el didmetro de la zona de inhibicién producida por el film (Malbran, 2012). Se dispusieron discos de



cada uno de los films en cajas de Petri, conteniendo como medio de cultivo Tripteina de soya agarizada. Una de
ellas fue previamente inoculada con Escherichia coli ATCC 8739 y la otra, con Staphylococcus aureus ATCC 29213.
Se preparo el indculo siguiendo el método de suspension directa de colonias en una solucién salina para obtener
una densidad de 0,50 en escala de McFarland que equivale a una concentracién de 1,50 x 10® UFC/mL (McFarland,
1907) y se redujo la concentracién de bacterias a 10° UFC/mL para su posterior realizacion del ensayo.

Mediante un hisopo embebido en la solucién se distribuy6 de manera uniforme en toda la placa y se colocé en
la superficie cada uno de los films a ensayar. A continuacidn, las placas de Petri se incubaron a 37 °C durante 24
horas. Posteriormente se analizaron los resultados de cada film para cada bacteria, en los casos donde hubo
inhibicion, se midi6 el halo generado con el software Image J.

e) Resultadosy discusién
En la Figura 1 se muestra el espectro correspondiente al acetileugenol sintetizado. Se puede observar una
pureza de alrededor del 60,00% de acetileugenol, y un espectro “limpio” de la reaccion llevada adelante.
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Figura 1. 'H RMN espectro del acetileugenol.

Para el eugenol, el protén metilico muestra un desplazamiento quimico de 3,90 ppm (a), mientras que los H
adyacentes al doble enlace se observan a 3,35 ppm (b). Por otra parte, la sefial con desplazamiento quimico en
3,82 ppm corresponde al H metilico del acetileugenol (c) y la sefial en 3,38 ppm corresponde a los H adyacentes
al doble enlace en el acetileugenol (d). Asimismo, se puede observar en 2,31 ppm la sefial correspondiente al H
del grupo carbonilo presente en el acetileugenol (e).

La Fig. 2 muestra los halos de inhibicién de un film de alginato sin reticulado para Staphylococcus aureus y
Escherichia coli como bacterias representativas Gram-positivas y Gram-negativas, respectivamente.

a) b)

a) Staphylococcus aureus. b) Escherichia coli.
Figura 2. Ejemplo de ensayo de difusién en agar para film de alginato sin reticulado conteniendo eugenol
utilizando los dos microorganismos.

En la tabla 2 se presentan los halos de inhibicién de los diferentes films preparados.



Tabla 2. Actividad antimicrobiana de los films mediante la técnica de difusion en agar *

Microorganismo
Didmetros de halos de inhibicién (mm)
Films Escherichia coli ATCC 8739 Staphylococcus aureus ATCC 29213

1 No inhibe No inhibe
2 19,5 27
3 No inhibe 20
4 No inhibe 25
5 No inhibe No inhibe
6 17 19,5

*El didametro medido comprende los 5 mm del film.

Los resultados obtenidos revelan que la capacidad antimicrobiana de los films varia significativamente segtin
la presencia de CaCl, y el tipo de compuesto incorporado, estos resultados son consistentes con los presentados
por Ghosal et al. (2019). Los films de alginato sin entrecruzamiento, tanto con eugenol (2) como con acetileugenol
(4), mostraron una considerable actividad antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus, con halos de inhibiciéon
de 27,00 mm y 25,00 mm respectivamente, mientras que el film con eugenol también inhibid Escherichia coli con
un halo de 19,50 mm. En contraste, los films reticulados (1 y 3) no inhibieron E. coli y apenas mostraron actividad
frente a S. aureus, sugiriendo que el reticulado restringe la difusiéon de los compuestos antimicrobianos,
limitando su eficacia. La mayor susceptibilidad de S. aureus, una bacteria Gram-positiva, frente a los compuestos
probados en comparacion con E. coli, Gram-negativa, resalta la importancia de las diferencias en la estructura
de la pared celular bacteriana en la difusién y accién de los agentes antimicrobianos. En los films de quitosano,
se observo que el film con acetileugenol (6) presenté actividad antimicrobiana contra ambas bacterias, con halos
de 17,00 mm para E. coli y 19,50 mm para S. aureus, mientras que el film con eugenol (5) no mostr6 inhibicién
alguna. Esto sugiere que el acetileugenol se difunde mejor a través de la matriz de quitosano que el eugenol, lo
que podria deberse a diferencias en la interaccion del compuesto con la matriz polimérica o en su solubilidad.
En general, estos resultados subrayan la importancia del disefio del film y la naturaleza del compuesto activo en
la eficacia antimicrobiana, destacando que la difusion del agente antimicrobiano dentro del material es un factor
critico para su actividad. Los resultados obtenidos estan en concordancia con lo reportado por Taverna et al.,
2022.

Conclusiones

Se han desarrollado films poliméricos de alginato de sodio y quitosano conteniendo eugenol y acetileugenol.
Los mismos presentan excelentes propiedades inhibitorias del crecimiento bacteriano demostrando que son una
alternativa prometedora para la obtencién de films biobasados para ser utilizados como envases activos en la
industria de los alimentos.
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