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Notacion
Unidades
Ag Area transversal en cualquier instante m?
Ao Area inicial m?
AC  Acido citrico
Ae  Acido estéarico
AgNPs Nanoparticulas de plata
AL  Acido lactico
AM Antimicrobiano de Streptococcus infantarius
aislado del pozol
AM  Acido malico
An Aceite esencial de naranja
Ao  Acido oleico
ASTM  Sociedad Americana de pruebas y materiales
ATCC American Type Collection Culture
aw Actividad de agua
BAL Bacteria acido lactica
BHI Caldo Infusion Cerebro Corazon
C Caseinato
CABA Cuerpo académico de Biotecnologia
Agroalimentaria
CC Caseinato de calcio
CL Aceite esencial de clavo
CMC  Carboximetilcelulosa
CMGe Carboximetil-gelana
CS Caseinato de sodio
Du2o-aire  Difusividad del agua gaseosa a través de la m?/s
masa de aire estancado
Dw2os  Difusividad del agua gaseosa a través de la m?/s
pelicula
Do, Difusividad de oxigeno a través de la pelicula m2.s
EC Aceite esencial de canela
EDTA Acido etinel diamino tetra-acetico
ESU Extracto de semillas de uva
F Fuerza N
Gel Gelatina
Gli Glicerol

HAP  Hidroxiapatita
HEC  Hidroxietilcelulosa
HPC  Hidroxipropilcelulosa
HPMC  Hidroxipropilmetilcelulosa
HR Humedad relativa
J Jengibre
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Unidades

KC Caseinato de potasio

KG Konjac glucomanano

Lo Altura o longitud inicial m
LDPE Polietileno de baja densidad

Lim Limoneno

L Altura o longitud en cada instante de tiempo m
Lys Lisozima

MC Metilcelulosa

ME Modulo de Young MPa
MEO  Mentha Pulegium
MRS  Caldo De Man Rogosa y Sharpe

NA No aplica

NaC  Caseinato de sodio

Nis Nisina comercial

No,  Flux molar de oxigeno g.molOz/m?s

] Diametro cm

p/p Relacién peso/peso

p/v Relacién peso/volumen

Po Presién parcial de vapor de agua en la Pa

interfase silica gel-aire dentro de la celda
Presién parcial de vapor de agua en la

P4 superficie de la pelicula hacia el interior de la Pa
celda
Pc Pelicula control
PFSP  Peso final seco de la pelicula g
PG Pectina-Gelana
PISP  Peso inicial seco de la pelicula g
PLA  Acido polilactico
PO, Permeabilidad al oxigeno gmPa's'm?
Po2s  Permeabilidad de oxigeno a través de la g.mol m/ Pas m?
pelicula
Po2..r  Presion final en la cdmara de baja presion Pa
Po2i  Presion inicial en la camara de baja presion Pa

Psat Presién de saturacion
Es la presion atmosférica en el sitio de

Pr experimentacion (presion atmosférica de 81460 Pa
Tulancingo, Hidalgo)
PVA  Permeabilidad al vapor de agua gmPa’'s'm?
PVA  Polivinil alcohol
Q Quitosano
S Sepiolita

SEM  Microscopia electrénica de barrido
SF Solucion filmogénica
Soy Soya

Vi



Propiedades fisicas y bioactividad de peliculas con agentes Notacion
antimicrobianos producidos por bacterias acido-lacticas
Unidades
T Temperatura °C
UA Unidades de actividad
UFC  Unidades formadoras de colonias
ul Unidades internacionales
uv Luz ultra violeta
ZOE  Zataria multifora Boiss
Letras griegas
Unidades
a Ancho de la tira de pelicula m
A Poain  Diferencia de presiones (media logaritmica) Pa
ACp, Diferencia de concentracidon de oxigeno (g/m®; mol/m?®)
AE Diferencia total de color
AL Diferencia de longitudes m
AX Espesor de la tira de pelicula m
EH Deformacion de Hencky (-)
Of Esfuerzo a la fractura Pa
oT Esfuerzo verdadero Pa

Vi
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Resumen

Las peliculas comestibles con compuestos antimicrobianos son empaques
bioactivos, biodegradables y novedosos que pueden extender la vida util de los
alimentos a través de la inhibicion de microorganismos patdégenos que pudieran
estar presentes en la superficie del mismo. En este trabajo se formularon dos tipos
de peliculas antimicrobianas; 1) pectina-gelana (PG) (P = 1% p/p, G = 0.2% p/p, 5
mM CaCl,) y 2) caseinato de sodio (C, 4% p/v), con glicerol como plastificante y
dos tipos de bacteriocinas (93000 unidades de actividad (UA)/pelicula): a) péptidos
producidos por Streptococcus infantarius, bacteria acido-lactica aislada del pozol y
b) nisina comercial (Nis). Se evalué la actividad antilisterial de las peliculas a lo
largo del tiempo en dos condiciones ambientales: 35 °C, 32% HR y 4 °C, 98% HR,
usando Listeria monocytogenes como microorganismo indicador. La finalidad fue
establecer si la naturaleza de la matriz polimérica tiene efecto en la difusion del
agente antimicrobiano y por lo tanto en la duracion de la actividad de la pelicula.
Con estos estudios se espera contribuir a generar empaques activos disefiados
para proteger productos alimentarios de la accion de microorganismos patdgenos.
Ademas de los analisis de actividad antimicrobiana, se evaluaron las propiedades
mecanicas (ASTM D882), de permeabilidad al oxigeno (PO;) (ASTM D1434) y
permeabilidad al vapor de agua (PVA) (ASTM E96-00), asi como las
caracteristicas de color, solubilidad y microestructura mediante microscopia
electronica de barrido (SEM) de las peliculas para determinar el posible efecto del
compuesto antimicrobiano en esas propiedades. A 35 °C, la caja control (sin
pelicula) presento crecimiento de L. monocytogenes desde las 24 h. Las peliculas
C inhibieron parcialmente el crecimiento de L. monocytogenes, siendo C-AM la
que mostré la mayor actividad antimicrobiana (80% de inhibicion) a partir de t=48
h. Las peliculas PG-AM y PG-Nis inhibieron completamente el crecimiento de L.
monocytogenes hasta t=192 h. A 4 °C, las peliculas C-AM y C-Nis extendieron la
fase lag del crecimiento del microorganismo indicador hasta 11 y 38 dias,
respectivamente. En contraste, las peliculas PG practicamente inhibieron el

crecimiento de L. monocytogenes durante el tiempo que durd en experimento (61

Vi
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dias). AM gener6é mayor actividad antimicrobiana que Nis, lo cual puede atribuirse
a que AM se ha identificado como una bacteriocina del tipo IlI, con actividad
antilisterial y peso molecular mayor que Nis, lo cual puede generar una difusion
prolongada a través de la pelicula, dando lugar a una actividad antilisterial que se
prolonga a lo largo del tiempo. La incorporaciéon de los compuestos
antimicrobianos no generd diferencias significativas (p>0.05) en las propiedades
mecanicas, PVA, PO, color y solubilidad. Las peliculas con AM presentaron
menores valores del mddulo de Young y mayor elongacién que las que contenian
Nis, lo cual se atribuye a un efecto de plastificacion de AM. SEM evidencié

peliculas lisas, homogéneas y sin irregularidades en sus cortes transversales.
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En las ultimas décadas la poblacion mundial se ha interesado en consumir
alimentos libres de patégenos, con la menor cantidad de aditivos quimicos, con
valores nutricionales elevados y sensorialmente aceptables. Ha surgido el
concepto de “alimentos saludables o funcionales”, en donde se incluyen alimentos
que aportan caracteristicas nutricionales adicionales para el mejoramiento de la
calidad de vida (Arrieta et al., 2014; Giménez et al., 2012). Para conciliar las
demandas de los consumidores por alimentos procesados, se han desarrollado
tecnologias innovadoras enfocadas a la conservacion de los alimentos de manera
“natural”, con el fin de ofrecer al consumidor productos alimenticios con mayor vida
util y procesamiento minimo (Aliabadi-Shojaee et al., 2014; Balciunas et al., 2013).
Dentro de estas tecnologias destacan las que incluyen sistemas biologicos
antimicrobianos como las bacterias acido-lacticas y sus bacteriocinas (Favaro et
al., 2014)

En las ultimas dos décadas se han incrementado las investigaciones sobre
bacteriocinas y sus aplicaciones en la bioconservacion de alimentos. Dentro de las
aplicaciones innovadoras de las bacteriocinas se encuentra su inclusion como
agentes antimicrobianos en peliculas o recubrimientos para la conservacion de
alimentos (Cao-Hoang et al., 2010). La funcion que tienen estas peliculas y/o
recubrimientos adicionados con agentes antimicrobianos es inhibir el crecimiento
de microorganismos patégenos causantes de deterioro de los alimentos, aumentar
la vida de anaquel del producto envasado y/o reducir la aparicion de cepas
resistentes que son de alto riesgo para la salud (Ponce-Alquicira, 2008). Las
investigaciones mas recientes se han enfocado en el desarrollo de empaques
antimicrobianos y biodegradables, es decir formulados a partir de ingredientes que
en su mayoria proceden de fuentes renovables (polisacaridos, proteinas), evitando
el uso de parafinas, aceites minerales, polietilieno y plasticos derivados del
petréleo. El desarrollo de estos empaques activos biodegradables promueve la
reduccion en la generacion de residuos plasticos procedentes de alimentos
procesados. Por otra parte, la adicion directa de antimicrobianos (acidos

organicos, extractos de especias, agentes quelantes, enzimas, bacteriocinas, etc.)
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a los alimentos, podria dar lugar a una pérdida de la actividad debido a la
lixiviacion en la matriz alimentaria y reaccion cruzada con otros componentes de
los alimentos, tales como lipidos o proteinas (Mauriello et al., 2005). Por lo tanto,
el uso de peliculas comestibles que contienen agentes antimicrobianos,
principalmente bacteriocinas, podria ser mas eficiente en tecnologias de barreras

aplicadas a la conservacién de alimentos.

El objetivo del presente estudio fue evaluar la actividad antimicrobiana de
dos bacteriocinas: a) péptidos producidos por bacterias acido-lacticas aisladas del
pozol (bebida acida y refrescante de origen Maya obtenida del maiz a través de
fermentaciones no alcohdlicas y consumida en el suroeste de México, (Escalante
et al., 2001; Wacher et al., 2000). y b) nisina comercial; en dos formulaciones de
peliculas a base de biopolimeros. Se examind la bioactividad de las peliculas a lo
largo del tiempo en dos condiciones ambientales: 35 °C, 32% HR y 4 °C, 98% HR.
La finalidad fue establecer si la naturaleza de la matriz polimérica tiene efecto en
la difusion del agente antimicrobiano y por lo tanto en la duracion de la actividad
de la pelicula. Con estos estudios se espera contribuir a generar empaques
activos disefados para proteger productos alimentarios de la accion de
microorganismos patdégenos. Ademas de los analisis de actividad antimicrobiana
de las peliculas, en este trabajo se evaluaron las propiedades mecanicas y de
barrera (permeabilidad al oxigeno y vapor de agua), asi como las caracteristicas
de color y solubilidad de las peliculas para determinar el posible efecto del

compuesto antimicrobiano en estas propiedades.
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2.1. Bioconservacion

La produccidén de alimentos menos procesados, “mas naturales”, pero al
mismo tiempo con altas expectativas en cuanto a su conservacion, calidad e
inocuidad, es una de las tendencias actuales de las empresas productoras de
alimentos y motivo de muchas investigaciones alrededor del mundo (Balciunas et
al., 2013; Bierhalz et al., 2012; Cosentino et al., 2012; Gorrasi et al., 2012; Pérez-
Espitia et al., 2014). El poder satisfacer tal demanda representa un reto importante
para los investigadores y para las empresas del ramo alimenticio, principalmente
cuando lo que se quiere es la eliminacion o disminucion de conservadores
quimicos en los alimentos. Es por ello que para la industria alimentaria, la
bioconservacién ha logrado convertirse en el sustituto principal de la conservacion

quimica, tecnologia aun vigente en muchos sectores de productos alimenticios.

La bioconservacién se puede definir como la extensién de la vida util e
incremento de la seguridad de los alimentos, utilizando su microbiota natural o los
metabolitos de ésta (Calo-Mata et al., 2007; Gao et al., 2014; Garcia et al., 2010;
Gialamas et al., 2010; Lopez-Lopez & Jiménez-Vera, 2008). El término microbiota
hace referencia a la utilizacibn de microorganismos capaces de producir
sustancias inhibidoras que impidan el desarrollo de microorganismos que puedan
afectar la calidad de los alimentos. Un ejemplo de bioconservacion es la utilizacion
de péptidos antimicrobianos producidos por bacterias acido-lacticas (BAL),
conocidas como “bacteriocinas”. Actualmente, el término “bacteriocina” se usa
para describir a péptidos catidnicos pequefios, termoestables, sintetizados por
bacterias Gram positivas, principalmente bacterias acido-lacticas y que tienen un
espectro amplio de inhibicion (Cotter et al., 2012). Debido a que las bacterias
acido-lacticas tradicionalmente se asocian como seguras y estan presentes en
alimentos de forma natural, las bacteriocinas surgen como principal tépico en

bioconservacion de alimentos (Garcia et al., 2010).
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Las bacterias acido-lacticas producen distintos compuestos con actividad
antimicrobiana, dentro de los que destacan; acidos organicos, diacetilo, acetoina,
peréxido de hidrégeno, reuterina, reutericiclina y bacteriocinas (Galvez et al.,
2007). La estructura, clasificacion y modo de accion de las bacteriocinas se

discuten en secciones posteriores.

Numerosos estudios reportan ventajas del uso de bacteriocinas en sistemas
alimentarios: |) extension de la vida de anaquel de alimentos, Il) proporcionan
proteccion adicional a los tratamientos térmicos, Ill) disminuyen el riesgo de
transmision de microorganismos patdgenos a través de la cadena alimentaria, V)
disminuyen las pérdidas economicas debido a contaminaciones alimentarias, V)
reducen la aplicacion de conservadores quimicos, VI) permiten la aplicacion de
tratamientos quimicos menos severos sin comprometer la seguridad alimentaria ni
la conservacion de nutrientes termolabiles ni las propiedades organolépticas, VII)
permiten el desarrollo de nuevos alimentos (menos acidos, con menos sal y con
mayor contenido de humedad), VIIl) se puede cumplir la demanda de alimentos
minimamente procesados, mas frescos y listos para consumir (ready-to-eat food)
(Galvez et al., 2007). Otra innovacion en el campo de las bacteriocinas es su uso
en la elaboracion de peliculas comestibles activas, en donde la actividad
antimicrobiana de las bacteriocinas se usa para impedir el desarrollo de bacterias
patdgenas sensibles a estos agentes en alimentos empacados con esas peliculas

activas (Gialamas et al., 2010; Leroux et al., 2003).

2.2. Historia de los recubrimientos alimentarios

El uso de recubrimientos comestibles para alimentos, es una practica
antigua, algunos ejemplos son el recubrimiento a base de algas para empacar
sushi, los empaques para embutidos, papel de arroz para empacar caramelos o
golosinas pegajosas y los recubrimientos desarrollados para frutas o vegetales
que imitan las cubiertas naturales. Existen reportes que datan de los siglos Xl y
XlIl en los que se menciona que en China se utilizaban ceras para recubrir a los

citricos retardando su desecacion (Baldwin et al., 2012; Debeaufort et al., 1998;
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Greener & Fennema, 1994). Durante el siglo XVI se practicaba en Inglaterra el
“‘enmantecado” (recubrimiento con grasa animal) de productos alimentarios para
prevenir la pérdida de humedad de éstos. No fue hasta los afios 50’s y mitad de
los 80’s que se desarrollaron trabajos orientados al uso de peliculas y
recubrimientos para extender la vida de anaquel y mejorar la calidad de los
alimentos (frescos, congelados y procesados). Desafortunadamente esta
tecnologia es de valor limitado y tiene areas de oportunidad, debido a las pobres
propiedades de barrera que presentan estas peliculas y recubrimientos, esto se ha
confirmado tanto en la literatura como en la practica. En los ultimos afos se han
desarrollado mezclas a base de aceites, ceras, distintos biopolimeros y otros
aditivos, esto con el objetivo de conseguir buenas propiedades de barrera (baja
permeabilidad al vapor de agua y gases) en alimentos (Campos et al., 2010;
Martin-Belloso et al., 2009).

2.3. Peliculas y recubrimientos comestibles

Las peliculas y recubrimientos comestibles son sistemas que permiten
mejorar la calidad de los alimentos, asegurando en los mismos una mayor vida de
anaquel, ademas de mantener el valor nutricional, la sanidad, calidad, estabilidad
y economia (Espinel et al., 2014). Sus usos se describen en el Cuadro 1, los
cuales pueden ser como embalaje individual (materiales para contener o recubrir
alimentos), para separar los compartimientos de ingredientes heterogéneos,
ademas de que se les puede incorporar aditivos, agentes antimicrobianos,
sabores, colores y otras sustancias que ayuden a mejorar las propiedades
sensoriales e incrementen la vida de anaquel de un alimento (Martin-Belloso et al.,
2009).

2.3.1. Pelicula comestible

La pelicula comestible puede ser definida como una matriz preformada
delgada, que posteriormente sera utilizada en forma de recubrimiento en el
alimento o estara ubicada entre los componentes del mismo (Pérez-Espitia et al.,
2014).
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2.3.2. Recubrimiento comestible

Un recubrimiento comestible es una matriz delgada, continua que se
estructura alrededor de un alimento, formada generalmente mediante la inmersion
del mismo en una soluciéon formadora de peliculas (Cagri et al., 2004; Ramos et
al., 2012). Tanto las peliculas como los recubrimientos pueden cumplir muchos de
los requisitos involucrados en la comercializacion de alimentos (Cuadro 1), entre
los que destacan el valor nutricional, la sanidad, calidad, estabilidad y economia.
Pueden emplearse como barrera a los gases (CO,, O, y vapor de agua), formando
un tipo de atmosfera modificada en la superficie del alimento (ver Figura 1). Un
ejemplo de ello son los recubrimientos de frutas y hortalizas frescas, en donde la
funcién primordial es la de restringir la pérdida de humedad de la fruta hacia el
ambiente y reducir la absorcidon de oxigeno por la fruta para disminuir la tasa de

actividad respiratoria evitando la oxidacion del producto.

Cuadro 1. Funciones de las peliculas y recubrimientos comestibles en los
alimentos, asi como el tipo de pelicula adecuado para tal fin.

Funcién Pelicula
Retardar la migracion de humedad y solutos. Lipidos
Retardar la migracion de aceite y grasa. Hidrocoloide
Retardar la pérdida de compuestos volatiles de sabor. | Hidrocoloide-lipido
Vehiculo de aditivos alimentarios, valor nutricional. Hidrocoloide-lipido

Nota: El término Hidrocoloide-lipido hace referencia a una pelicula compuesta por la combinacion
de ambas sustancias. Fuente: (Cagri et al., 2004)
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En una pelicula o recubrimiento comestible pueden actuar sinérgicamente
otros materiales como los agentes plastificantes, agentes antimicrobianos,
saborizantes, antioxidantes y pigmentos (Gialamas et al., 2010); cada uno con un
propdsito especifico, como la mejora de las propiedades organolépticas del
producto, el aumento la vida de anaquel del mismo, disminucion de costos de
produccion, entre otros. Adicionalmente representan una alternativa a los
materiales comerciales de empaque que se emplean actualmente en los productos
alimentarios, desde un punto de vista de la proteccion al medio ambiente, se
conciben menos costosos que los plasticos (ejemplo poliestireno o policloruro de
vinilo), ademas su uso reduciria significativamente la basura asociada con

alimentos frescos y procesados (Lin & Zhao, 2007).

24. Tipos de materiales usados para la fabricacion de peliculas y

recubrimientos comestibles

La elaboracién de peliculas y recubrimientos comestibles involucra utilizar
biopolimeros naturales de alto peso molecular que proporcionen una matriz
macromolecular con alta cohesividad. Algunos autores (Olivas & Barbosa, 2009)
clasifican a los componentes de las peliculas y recubrimientos comestibles en tres

categorias: lipidos, hidrocoloides y mezclas (Figura 2).

Dentro de los hidrocoloides que se emplean para este propdsito estan las
proteinas, celulosa y sus derivados, alginatos, pectinas, almidones y gomas,
principalmente; los cuales debido a su naturaleza hidrofilica, suelen presentar
valores altos para la permeabilidad al vapor de agua. Los lipidos incluyen; a las
ceras, acilgliceroles y acidos grasos, mientras que las mezclan incluyen
hidrocoloides y lipidos. Los otros componentes en la formulacion lo constituyen
plastificantes, emulsificantes, agentes de superficie activa (tensoactivos), agentes
con principio activo (péptidos antimicrobianos (PAM), aceites esenciales),
lubricantes, etc., los cuales tienen que ser afiadidos en la formulacién para mejorar

las propiedades de la pelicula o recubrimiento.
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Figura 2.- Materiales usados en la elaboracion de peliculas y recubrimientos comestibles (Aguirre-
Loredo, 2011; Debeaufort & Voilley, 2009).

2.4.1. Peliculas a base de lipidos

Los lipidos para la fabricacion de peliculas comestibles incluyen: ceras
naturales (carnauba, candelilla y cera de abeja). Estos materiales al usarse solos
presentan algunas limitaciones tales como propiedades mecanicas pobres e
incluso mala apariencia (Gennadios et al., 1997). Sin embargo su baja polaridad y
capacidad para formar una red molecular densa y ordenada les brinda excelentes
propiedades de barrera contra la humedad; es por eso que los lipidos son
mezclados con otras sustancias como polisacaridos, ya que estas combinaciones
proporcionan al recubrimiento mayor estabilidad (Baldwin et al., 2012; Koelsch,
1994).

2.4.2. Peliculas a base de proteinas

Las peliculas y recubrimientos elaborados a base de proteinas consisten en
redes macromoleculares continuas, de baja humedad y poco ordenadas. Debido a
su estructura secundaria abierta, flexible, movil y a su caracter i6nico presentan

mayor interaccion molecular que los polisacaridos, facilitando de esta manera la

e



Propiedades fisicas y bioactividad de peliculas con agentes Marco
antimicrobianos producidos por bacterias acido-lacticas tedrico

formacion de peliculas a través de la formacion de enlaces de hidrogeno
intermoleculares, interacciones electrostaticas e hidrofdbicas, fuerzas de Van der
Waals, enlaces covalentes y puentes disulfuro; por lo tanto se favorece el
incremento de la cohesién de la matriz macromolecular proteinica para formar la
pelicula, ademas de que ésta resulta con buena barrera al oxigeno. La
probabilidad de formacion de enlaces intermoleculraes depende de la
conformacién de la proteina y las condiciones del proceso. La formacion de una

red macromolecular proteica requiere de tres pasos (Gennadios, 2002):

1. La ruptura de los enlaces o interacciones intermoleculares que estabilizan a
los polimeros.
El reordenamiento y orientacion de las cadenas poliméricas.
Formacion de una estructura tridimensional estabilizada por interacciones

intermoleculares después de la remocion del solvente.

Entre las proteinas formadoreas de peliculas y recubrimientos cometibles
se encuentran: caseina, proteinas del suero de leche, proteina se soya, zeina de
maiz, colageno, gluten de trigo, queratina, la proteina de cacahuate y albumina de
huevo. Las interacciones entre los aminoacidos que estructuran tales proteinas
favorecen la creacion de peliculas y recubrimientos con excelentes propiedades
cohesivas, sin embargo este tipo de hidrocoloides tienen aplicacion en los casos
en los que el control de la migracion del vapor de agua no es el objetivo principal,
debido a la presencia de grupos polares, los cuales permiten la asociacion de
cadenas poliméricas con el agua mediante puentes de hidrégeno, aumentando asi
la afinidad de la pelicula por el agua. Sin embargo, el desarrollo de cubiertas
compuestas en las que se combinan proteinas con materiales hidrofébicos,

ofrecen muchas oportunidades para este proposito (Dangaran et al., 2009).
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24.21. Caseina

La caseina es la principal proteina de la leche, representa el 80% del total
de las proteinas de la leche, esta conformada por 4 subunidades: a-s4, a-s2, B-
caseina y kappa-caseina con los siguientes porcentajes: 38%, 10%, 36% y 13%
(Audic et al., 2003). Debido a la presencia de prolina en su estructura, la caseina
presenta buena capacidad emulsificante, lo que la hace de particular interés
cuando se requiere desarrollar peliculas compuestas proteina-lipidos. La
formacion de peliculas comestibles a base de este tipo de proteina requiere el
empleo preferente de caseinatos de sodio (NaC) o potasio (KC), debido a que
éstos presentan mejor solubilidad en agua y logran peliculas con buenas
caracteristicas funcionales, las cuales se confieren por la composicion de los
aminoacidos en la estuctura de la caseina (Fernandez & Maté, 2011). Entre las
caracteristicas que proporcionan los aminoacidos de la proteina a las peliculas

tenemos;

e Peliculas con resistencia a la desnaturalizacion térmica, y/o coagulacion; las
peliculas se mantienen estables en un rango amplio de pH, temperatura y
concentracion de sales.

e La matriz de caseina en las peliculas se forma de manera aleatoria y es poco
compacta, problema que se mejora con la utilizacion de ultrasonido o micro-
fluidizacion, procesos que involucran alto cizallamiento, lo cual provoca
cambios en la estructura de las proteinas que favorecen las interacciones
moleculares, logrando una emulsion estable y fina. Esta mayor organizacion
molecular puede dar como resultado peliculas rigidas y con alta resistencia
mecanica (Khwaldia et al., 2004).

¢ La formacion de peliculas a partir de caseinato se facilita con la utilizacion de
soluciones acuosas, éstas favorecen el entrecruzamiento y la formacion de
enlaces intermoleculares, incrementado asi la cohesion de las peliculas
(Mendoza-Mendoza, 2012)
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e Las peliculas de caseinato son demasiado solubles en agua, lo cual se puede
disminuir usando soluciones amortiguadoras con pH igual al punto
isoeléctrico de las proteinas (Khwaldia et al., 2004).

e La naturaleza hidrofilica de la peliculas de caseina limita su capacidad para
proveer una barrera a la humedad (Arrieta et al., 2013).

La formacién del gel por parte de este tipo de proteinas se conforma
basicamente por un conglomerado de micelas de caseina, mismas que resultan de
interacciones hidrofébicas y por la formacion de complejos de fosfato de calcio con
residuos de fosfoserina presentes en la estructura de la caseina (Fernandez &
Maté, 2011).

2.4.3. Peliculas a base de polisacaridos

Los hidratos de carbono o azucares son los compuestos organicos mas
abundantes y a su vez los mas usados en la industria de alimentos, se usan como
estabilizantes, espesantes y gelificantes, ademas por sus propiedades
filmogénicas, pueden ser utilizados en la elaboracién de peliculas comestibles, las
cuales presentan buenas propiedades mecanicas y son barrera eficiente contra
compuestos de baja polaridad. Sin embargo, debido a su naturaleza hidrofilica
presentan baja resistencia a la transferencia de vapor de agua (Arredondo-Ochoa,
2012). Los azucares mas evaluados en la formacion de peliculas comestibles
incluyen celulosa y sus derivados, quitina, quitosano, pectinas, goma gelana,
almidon, pululano, alginato, entre otros; éstos tienen las caracteristicas de ser
polimeros de cadena larga, solubles en agua y de producir un fuerte aumento en

la viscosidad al dispersarse en agua.
24.31. Celulosay derivados

La celulosa se compone de unidades de D-glucosa vinculadas a través de
enlaces glucosidicos B-1,4. Para aumentar la solubididad al agua de este
polimero, se recomienda someterlo a un tratamiento con alcali para hinchar su

estructura, seguido de una reaccién con acido cloroacético, cloruro de metilo y
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oxido de propileno. Este tipo de tratamientos ademas de buscar el aumento de la
solubidad del polimero, produce carboximetilcelulosa (CMC), metilcelulosa (MC),
hidroxipropilcelulosa (HPC), hidroxietilcelulosa (HEC) e hidroxipropilmetilcelulosa
(HPMC), derivados que generan peliculas inodoras, insipidas, flexibles, con
propiedades mecanicas moderadas, resistencia a aceites y grasas, transparentes
y ademas presentan mejores propiedades de barrera frente al vapor de agua y al
oxigeno (O3); su permeabilidad es comparable con la permeabilidad que presenta
el polietileno de baja densidad (LDPE), lo cual convierte a los derivados de
celulosa en buenos candidatos para la formacién de peliculas comestibles.
Numerosas invetigaciones se han realizado en cuanto a la fabricacion de peliculas
compuestas a base de MC e HPMC (Bello-Gutiérrez, 2000; Murray et al., 2000;
Nieto, 2009).

2.4.3.2. Quitina y quitosano

La quitina es el segundo biopolimero mas abundante en la naturaleza
después de la celulosa. Se encuentra en el exoesqueleto de los crustaceos, en las
paredes celulares de los hongos y otros materiales biolégicos. Su estructura es
idéntica a la celulosa excepto que el hidroxilo secundario, en el segundo atomo de
carbono de la unidad D-glucosa, se sustituye por un grupo acetamida. El
quitosano se deriva de la quitina por desacetilacion en presencia de alcali. Por lo
tanto, el quitosano es un copolimero constituido por R-(1-4)-2-acetamido-D-
glucosa y R-(1-4)-2-acetamida-D-glucosa, este ultimo por lo general superior al
80%. El quitosano se describe en términos del grado de desacetilacién, el peso
molecular promedio y sus propiedades antimicrobianas. Es un polimero
biodegradable, no toxico, biocompatible, semipermeable, con propiedades
filmogénicas y antimicrobianas, lo que lo convierte en un material versatil y con un
gran potencial en la industria para la creacién de empaques con las siguientes
caracteristicas: biodegradables, biocompatibles, delgadas, claras, resistentes, con
propiedades antimicrobianas (dadas por la presencia del grupo amino en la
posicion C2), buenas propiedades de barrera frente al oxigeno, semipermeables y

flexibles (Castafieda et al., 2011; Dutta et al., 2009). La mayoria de las

12



Propiedades fisicas y bioactividad de peliculas con agentes Marco
antimicrobianos producidos por bacterias acido-lacticas tedrico

propiedades mecanicas de las peliculas de quitosano son comparables con las de
varios polimeros comerciales de mediana fuerza (ejemplo derivados celuldsicos).
Dichas caracteristicas pueden modificar la atmdsfera, lo que retrasa la maduracién
y la disminucion de las tasas de transpiracién en las frutas y verduras (Aguirre-
Loredo, 2011).

2.4.3.3. Pectinas

Las pectinas normalmente se localizan entre los espacios intercelulares de
los tejidos vegetales de manzanas y citricos. Son sustancias poliméricas de
elevado peso molecular, cuya cadena principal se encuentra formada es
encialmente por enlaces -1,4 entre unidades (150 a 500) de acido galacturdnico
(Figura 3), sus grupos carboxilos pueden estar parcialmente esterificados con
metoxilos (Pérez-Espitia et al., 2014). En las cadenas laterales se pueden
encontrar tambien unidades de galactosa, ramnosa y arabinosa (Bello-Gutiérrez,
2000).
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HA\QH *.'/ ?)H ?I\(E’H g/ L—Q—]‘\El /'
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Acido a-DR-galacturdmico

Figura 3.- Estructura quimica del acido galacturénico y de pectinas, (Bello-Gutiérrez, 2000).

La aplicacion principal de las pectinas en la industria radica en su capacidad
de formar geles estables y firmes. Asi, las pectinas ricas en grupos metoxilos
(aquéllas con mas del 50% de los grupos carboxilos esterificados) gelifican tanto
en medio acuoso como hidro-alcohdlicos, siempre que sean ricos en azucar (60-
85%), ademas por tener 50% o menos de unidades de acido galacturénico, no
pueden reaccionar con iones calcio, formando geles sélo en medios acidos dentro

de un intervalo de pH de 2 a 3.5. En cambio, las pectinas pobremente metoxiladas
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(20-40% de los grupos carboxilo esterificados) pueden gelificar pero a condicién
de que estén presentes iones calcio y un pH 2.8 a 6.5 (Bello-Gutiérrez, 2000); bajo
estas condiciones forman lo que se conoce como una organizacion tipo “caja de
huevo” (Figura 4), organizacion estructural que da inicio a la matriz filmogénica
(Voragen et al., 2009).

Para la elaboracién de peliculas comestibles se usan frecuentemente
pectinas de bajo metoxilo, ademas de la adicion de un agente plastificante y en
algunos casos acidos organicos. Las peliculas de pectinas poseen caracteristicas
similares a las peliculas de alginato, son transparentes, inodoras y sus
propiedades mecanicas y de barrera son pobres (Olivas & Barbosa, 2009).

Figura 4.- Modelo de caja de huevo para describir la gelificacion de pectinas de bajo metoxilo
(Voragen et al., 2009).

2.4.3.4. Gelana

Es un exopolisacarido bacteriano, producido mediante fermentacion
aerobica de la glucosa, por parte de la bacteria Sphingomonas elodea (Nieto,
2009; Zhu et al.,, 2014). La estructura basica es una molécula lineal
aproximadamente de 500 kDa, formada por el tetrasacarido estructural: glucosa,
acido glucuronico, glucosa y ramnosa (Figura 5).
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Figura 5.- Estructura quimica de la goma gelana en su forma desacilada (Yuguchi et al., 1999).

La hidratacién de la goma, al ser un polisacarido aniénico, queda inhibida si
existen iones divalentes en el medio como calcio o magnesio. El problema se
soluciona utilizando secuestrantes de estos iones para que la goma pueda
disolverse en agua fria. La temperatura de hidratacion de la goma depende de la
concentracion iénica del medio, a mayor concentracibn se necesita mayor

temperatura para su dispersion (Kirchmajer et al., 2014).

La formacién de geles de gelana ocurre a partir de asociaciones idnicas
entre las dobles hélices existentes cuando gelana se encuentra en disolucién. Sus
geles se comparan con los geles de carragenina y agar. Entre las caracteristicas

de gelana y sus geles estan (Damodaran et al., 2008):

e Es un polvo blanquecino soluble en agua.

e El peso molecular de la goma gelana pueden variar desde 4x10° hasta
aproximadamente 6x10° Daltones.

e Requiere de cationes para gelificar.

e Presenta diferencias en las temperaturas de gelificacion/fusion (histéresis

térmica).

La funcionalidad de la goma gelana depende de su grado de acilacion
(presencia de grupos acetilo o glicerilo en su estructura), gelana de alto
acilogenera geles suaves, elasticos, transparentes y flexibles, mientras que los
geles de gelana de bajo acilo resultan duros, no elasticos y quebradizos (Nieto,
2009). La goma gelana puede utilizarse en combinacion con otros hidrocoloides

como: goma xantana, alginato, goma guar, CMC, gelatina, carrageninas, agar,

15



Propiedades fisicas y bioactividad de peliculas con agentes Marco
antimicrobianos producidos por bacterias acido-lacticas tedrico

pectinas o almidones modificados para generar una gama amplia de propiedades

reoldgicas de sus geles (Osmalek et al., 2014).

2.4.4. Otros componentes

Frecuentemente a las formulaciones de peliculas y recubrimientos
comestibles se adicionan otros componentes con el objetivo de modificar las
propiedades mecanicas, opticas, de barrera y proveerlas de actividad frente al
medio ambiente. Estos compuestos pueden ser plastificantes, tensoactivos,
antimicrobianos (AM), antioxidantes, pigmentos, vitaminas, etc. Entre los
plastificantes mas usados estan los polioles (glicerol, sorbitol, manitol,
propilenglicol y polietilenglicol 200 y 400) y azucares (monosacaridos, disacaridos
y oligosacaridos). Los plastificantes se incorporan a las peliculas y recubrimientos
comestibles con el objetivo de mejorar las propiedades mecanicas: incrementar la
flexibilidad de la cubierta, lograr una pelicula menos fragil y disminuir la formacion
de escamas y grietas. Sin embargo, pueden disminuir la capacidad de las
peliculas y recubrimientos para actuar como barreras frente a la humedad,
oxigeno y aromas, esto a causa de que el plastificante conlleva a disminuir las
fuerzas intermoleculares a lo largo de las cadenas poliméricas, facilitando la
movilidad molecular (Krochta, 2002).

Existe una hipotesis que supone que los grupos polares a lo largo de las
cadenas del plastificante, desarrollan puentes de hidrogeno entre el polimero y el
plastificante, remplazando asi las interacciones polimero-polimero, Io que se
traduce a una menor resistencia en la fuerza a la fractura y un aumento en la
deformacion (Aguilar-Mendez, 2005). Segun Sothornvit y Krochta (2000) para la
eleccién de este tipo de compuestos debe tenerse en cuenta su compatibilidad
con el polimero, deben ser permanentes en el sistema y eficientes en conseguir
las propiedades deseables de la pelicula, como la proteccion contra la humedad
(PVA), pues su naturaleza influye drasticamente en las propiedades de
transferencia de masa, por ejemplo la adicion de plastificantes hidrofilicos

incrementa la permeabilidad al agua en la pelicula en comparacién con la adiciéon
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de plastificantes hidrofébicos (Joshi & Petereit, 2013). El efecto de los
plastificantes en las propiedades mecanicas y de barrera de peliculas a base de
biopolimeros es ampliamente reportada en la literatura. Por ejemplo, Ziani et al.,
(2008) evaluaron el efecto de glicerol y de Tween® en las propiedades quimicas y
fisicas de peliculas a base de quitosano con diferentes grados de deacetilacion.
Los autores encontraron que la presencia del plastificante disminuye la resistencia
mecanica, proporciona elasticidad y vuelve mas permeable a la pelicula, estos
resultados concuerdan con lo encontrado por Arrieta et al., (2013), quienes
reportaron que la adicion de diferentes concentraciones de glicerol en la pelicula
genera una disminucién en sus modulos de Young y en los esfuerzos maximos a
la tensidén, pero incrementa el porcentaje de elongacion de las peliculas. Por otra
parte, en peliculas a base de quitosano, glicerol y acido oleico se determiné que el
incremento de la proporcidn glicerol/quitosano en las peliculas incrementa la
permeabilidad al vapor de agua, indistintamente de la presencia o no de acido
(Aguirre-Loredo et al., 2014).

2.4.5. Mezclas

Con la intencion de contrarrestar las deficiencias propias de cada
componente y mejorar las propiedades mecanicas de peliculas a base de
biopolimeros, se utilizan frecuentemente mezclas de éstos. Estas peliculas o
recubrimientos compuestos usan dos o mas materiales, mezclados en la
formulacion o en forma de laminados, lo cual permite mejorar las propiedades de
intercambio gaseoso, adherencia y permeabilidad al vapor de agua (Campos et
al., 2010).

En la literatura se reportan numerosas investigaciones de peliculas a base
de mezclas. En algunas de estas mezclas se logran efectos sinérgicos en las
propiedades mecanicas (Lee et al., 2004). De forma general, los principales retos

en el desarrollo de peliculas biopoliméricas biodegrables incluyen:
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e El desarrollo de formulaciones ad hoc para cada tipo de alimento

e Mejorar la estabilidad bioquimica, fisicoquimica, antimicrobiana de los
alimentos empacados con este tipo de peliculas, sin efecto adverso en la
calidad sensorial del alimento. Esto contribuira a eliminar o disminuir el uso
de conservadores quimicos en alimentos.

e Peliculas inocuas para el consumo humano

e Peliculas con resistencia mecanica suficiente y costos competitivos para

sustituir a los materiales sintéticos actuales.

Estas son las razones primordiales por las que se le ha llamado “La

Tecnologia de los Envases del Futuro” (Debeaufort et al., 1998).
2.5. Métodos de elaboracién de peliculas y recubrimientos comestibles

Las peliculas comestibles multicomponentes se han ido perfeccionando
para obtener las maximas ventajas de los componentes involucrados en su
formulacion, durante su elaboracién se busca establecer la mejor interaccion entre
las macromoléculas que las componen, esto puede lograrse bajo la accion de
tratamientos quimicos o fisicos. Algunos de los procesos de elaboracion de
peliculas biopoliméricas se reportan en numerosas publicaciones (Aguirre-Loredo
et al., 2014; Dangaran et al., 2009; Gennadios, 2002; Greener & Fennema, 1994;
Khwaldia et al., 2004; Nieto, 2009; Pérez-Espitia et al., 2014) y de forma general

son:

a. Técnica de vaciado; en la cual el material (biopolimero) se disuelve en agua,
alcohol, soluciones diluidas de acidos o mezclas de solventes, en muchos de
los casos es necesario someter la solucion a un calentamiento, ajustar el pH, y

posteriormente vaciar a un molde y evaporar el solvente.

b. Coacervacion simple; en la que se consigue la formacién de la pelicula a
partir del cambio de fase o precipitacion de un hidrocoloide en disolucion

acuosa mediante modificaciéon de alguna propiedad del disolvente (pH, carga

18



Propiedades fisicas y bioactividad de peliculas con agentes Marco
antimicrobianos producidos por bacterias acido-lacticas tedrico

eléctrica, etc.) o por adicion de otro disolvente en el cual el polimero es

insoluble.

c. Coacervacion compleja; en la que dos soluciones de hidrocoloides con
cargas opuestas se combinan, provocando la interaccion y la precipitacion de

la mezcla de polimeros.

d. La eliminacion del disolvente; en el que la formacion de una pelicula sélida
se lleva a cabo por la evaporaciéon del disolvente en el que se encuentra. Para
obtener una pelicula con propiedades mecanicas adecuadas es necesario

ajustar correctamente la temperatura y velocidad de secado.

e. La fusion y solidificacion; empleada en peliculas de naturaleza lipidica.
Consiste en el calentamiento de la sustancia empleada por encima de su punto

de fusién y su posterior enfriamiento.

En cada método pueden desarrollarse una serie de interacciones
dependiendo del tipo de componentes utilizados para la formacién de la pelicula,

algunas de ellas pueden ser:

e Reaccidon quimica (desnaturalizacidn de proteinas por acidos grasos).
e Dispersion de sustancias hidrofdbicas en la técnica de emulsificacion.
¢ Recubrimiento sobre un soporte emulsificado.
e Adsorcion sobre un soporte mas o menos poroso.
Las diferencias en los métodos de elaboracion de peliculas tendran efecto
en las propiedades de las mismas.

2.6. Empaques para alimentos

Los empaques para alimentos estan disefiados para conseguir la
conservacion y entrega segura de productos alimenticios hasta su consumo,
protegiendo a los alimentos contra el oxigeno, vapor de agua, luz, asi como de la
contaminacién quimica y fisica. Actualmente se distinguen 2 grupos de empaques:
(1) empaques inteligentes y (2) empaques activos.
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2.6.1. Empaques inteligentes

Los empaques inteligentes son aquellos que poseen la habilidad para el
monitoreo de las condiciones del alimento empacado, es decir proveen de
informacion acerca de los diferentes factores que pudiesen danar al alimento
durante su trasporte y almacenamiento. Para tal fin utilizan sensores o indicadores
los cuales son colocados dentro o fuera del empaque. Algunos ejemplos de dichos
sensores son sensores de tiempo, de temperatura, de niveles de oxigeno, de

didéxido de carbono y de crecimiento microbiano (Drago et al., 2010).
2.6.2. Empaques activos

Son sistemas que estan directamente relacionados con el proceso de
conservacion del producto, para ello existen diferentes compuestos activos que se
adicionan al empaque, frecuentemente peliculas, lo cual depende del atributo de
calidad que se desea mantener en el alimento, por ejemplo existen peliculas que
modifican los procesos fisiolégicos como la respiracién en frutas y vegetales,
proceso quimicos como la oxidacion de lipidos, fisicos como la deshidratacion;
para tales efectos se adicionan al empaque alimentario compuestos removedores
de humedad, removedores de oxigeno, de dioxido de carbono, etc. Dentro de los
empaques activos se encuentran también aquellos a los cuales se les adicionan
sustancias con actividad antimicrobiana, los cuales pueden funcionar como
barrera al crecimiento de microorganismos patogenos o deterioradores (Pavlath-
Orts, 2009).

2.6.2.1. Peliculas poliméricas con actividad antimicrobiana

Aunque la incorporacion de compuestos antimicrobianos puede realizarse
tanto en materiales sintéticos como naturales, la atencidn se ha enfocado hacia la
incorporacion de los mismos en empaques a base de biopolimeros, debido a que
ademas de funcionar como barreras selectivas contra la transmision de gases,
vapores y solutos, son biodegradables (Ibarguren et al., 2010). Dentro de la

clasificacion de empaques activos, los empaques con actividad antimicrobiana son
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los mas prometedores. Estos empaques se han definido como “Materiales que
extienden la fase lag y reducen la velocidad de crecimiento de microorganismos
para prolongar la vida util y mantener la calidad y seguridad de los alimentos”
(Mauriello, 2008; Quintavalla & Loredana, 2002; Sanchez et al., 2010). Diversos
autores (Appendini & Hotchkiss, 2002; Cooksey, 2001; Mangalassary, 2012) han
usado distintas clasificaciones para describir los tipos de empaques con

sustancias antimicrobianas. A continuacion se mencionan tres categorias:

(N Los que contienen un agente antimicrobiano encapsulado que migra
hacia la superficie del alimento durante el almacenamiento.

(I)  Los que actuan sobre los microorganismos presentes en la superficie
del alimento sin que el agente antimicrobiano migre (empaques a los
que la adicién del agente antimicrobiano se realizé6 de manera directa).

(llly  Empaques con una matriz que actua como vehiculo para el agente
antimicrobiano. Los agentes con actividad antimicrobiana de mayor uso
son clasificados en 2 categorias; los sintetizados quimicamente y los
naturales (Cuadro 2), entre algunos de estos estan: aceites esenciales y
extractos de plantas, acidos organicos, sistema lactoperoxidasa,
polisacaridos como el quitosano, nitritos, sulfitos, enzimas y el uso de
bacterias acido lacticas (BAL) aisladas de productos como: productos
lacteos, productos fermentados carnicos, pescados y vegetales,
utilizando las propiedades antibacterianas atribuidas a los productos
finales de su metabolismo (perdxido de hidrégeno, acido lactico, acético,

reuterina y bacteriocinas, entre otros).
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Cuadro 2. Compuestos antimicrobianos de importancia en la industria de los
alimentos.

Antimicrobianos sintetizados Antimicrobianos naturales
: quimicamente
Acidos organicos e inorganicos Lactoferrina
Tiosulfinatos Enzimas
Antibidticos Bacteriocinas
Fungicidas Aceites esenciales de platas y especias
Nitritos Quitosano
Isotiocianatos Porfirinas
Agentes quelantes Metales

Fuente: Lagaron et al., 2012.

La eficacia de estos compuestos con actividad antimicrobiana se ha

demostrado en diversos trabajos.

2.6.2.2. Aceites esenciales

En el desarrollo de peliculas comestibles activas, los aceites esenciales
(AE) de hierbas y especias han sido ampliamente utilizados. Son definidos como
“‘liquidos aceitosos aromaticos obtenidos de la planta individual o de sus
componentes que la integran: flores, brotes, semillas, hojas, ramas, cortezas,
hierbas, madera, frutos y raices”. Su composicion quimica depende fuertemente
de la parte de la planta, el momento de la cosecha (antes, durante o después de la
floracién), la temporada de cosecha y las fuentes geograficas (Campos et al.,
2010). Los componentes principales de los AE son sustancias fendlicas
(monoterpenos), las cuales se cree son responsables de las propiedades
antimicrobianas, sin embargo, se ha reportado en algunos trabajos (Arrieta et al.,
2013; Rocha et al., 2014; Zahedi et al., 2010) que algunos de los componentes
menores actuan sinérgicamente con otros componentes de la matriz del alimento,
como las proteinas y grasas, lo que repercute en la actividad antimicrobiana y

antioxidante de los AE.
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Algunos de los aceites esenciales utilizados en la fabricacion de peliculas
comestibles antimicrobianas son extraidos de plantas y especias, ejemplo; canela,
pimienta, clavo de olor, cassia, ajo, salvia, orégano, pimiento, tomillo, romero,
hierba de limén y scutellaria (Du et al., 2009). EI modo de accién de estos
compuestos se atribuye a su contenido en monoterpenos, los cuales debido a su
caracter lipdfilo y su coeficiente de particion especifica se acumulan en la bicapa
lipidica de la membrana citoplasmatica de las células bacterianas, provocando la
interrupcion de la estructura de la misma, es decir logran que pierda su
permeabilidad para los protones y los iones mas grandes. Algunas desventajas del
empleo de AE en la elaboracion de peliculas comestibles son: su procedencia
(plantas desconocidas y no comestibles), baja solubilidad en agua y una mala
distribucion en la solucion filmogénica (Campos et al., 2010). No obstante, se ha
mostrado que la accion antimicrobiana de este tipo de compuestos puede ser
eficiente para la eliminacién o reduccion de microorganismos patégenos en

alimentos.
2.6.2.3. Acidos organicos

Los acidos organicos tales como acido lactico, malico y citrico, son
comunmente incorporados en las soluciones formadoras de peliculas y
recubrimientos comestibles. Su actividad antimicrobiana contra las principales
bacterias patdégenas de los alimentos se basa en la reduccion del pH y la fuerza
motriz de protones, alterando asi el transporte de nutrientes, lo que se traduce en
la muerte de la bacteria (Campos et al., 2010). La incorporacion de estos
compuestos puede producir cambios en las caracteristicas y propiedades fisicas
de la pelicula, tales como espesor y permeabilidad al vapor de agua. Esta
tendencia puede ser relacionada en parte a que los acidos pueden ejercer un
efecto plastificante por contener grupos hidroxilo, los cuales pueden tomar parte
en las interacciones polimero-polimero, mediante el desarrollo de puentes de
hidrogeno (Cagri et al., 2001).
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2.6.2.4. Bacteriocinas

Son sustancias de origen proteico con actividad antimicrobiana, producidas
por bacterias lacticas. Los géneros reportados como productores de este tipo de
péptidos incluyen; Lactococcus, Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc,
Carnobacterium, Streptococcus, Enterococcus, y Bifidobacterium (Ghanbari &
Jami, 2013). Las bacteriocinas se clasifican en 4 clases (Papagianni, 2003),
(Cuadro 3): Clase | constituida por péptidos pequefios generalmente menores a 5
kDa, termoestables, caracterizados por la presencia de aminoacidos no esenciales
(lantionina, dehidroalanina, dehidrobutirina, B-metil-lantionina). La clase Il son
bacteriocinas no modificadas o no lantibibticos, la representante de esta clase es
la pediocina, dentro de la clase lll encontramos un grupo de bacteriocinas
producidas por Lactobacillus helveticus y Enterococcus faecium, las cuales se
caracterizan por ser termolabiles y por poseer un peso generalmente mayor a 30
kDa y la clase IV bacteriocinas complejas que llevan restos lipidicos e hidratos de

carbono.

Las bacteriocinas se caracterizan por presentar un efecto antagénico contra
especies de microorganismos taxondmicamente relacionados, ya sean patdégenos
o causantes de deterioro, contienen entre 20 y 60 aminoacidos (ver Cuadro 4), son
moléculas catidnicas, hidrofobicas o anfifilicas, presentan estructuras hélices a o
bien hoja plegada (3, pueden ser ricas en tirosina o histidina, ademas de presentar
puentes disulfuro, tioéter o grupos tiol libres, presentan puntos isoeléctricos en un
intervalo de pH 8.6 a 10.4, su actividad antibacteriana no se destruye por
tratamientos con acidos organicos, se favorece a pH acidos, son destruidas con
pH por arriba de 10, se inactivan por proteasas incluyendo aquellas de origen

pancreatico tales como la tripsina y a quimotripsina (Papagianni, 2003).
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Cuadro 3. Clasificacion de las bacteriocinas producidas por bacterias acido
lacticas (BAL).

Categoria Caracteristicas y subclases

Incluyen uno o dos péptidos lantibidticos. Su peso molecular es

Clase |. Lantibiéticos aproximadamente de 2 a 5 kDa. Tipo A: Moléculas grandes y

flexibles. Tipo B: Moléculas globulares sin carga o carga neta

negativa.

Clase II. No lantibidticos Péptidos estables al calor, con peso molecular

aproximadamente <10kDa.

Clase Ill. No lantibidticos Proteinas termolabiles, de peso molecular arriba de 30 kDa.
Clase IV Bacteriocinas complejas, las cuales contienen restos de lipidos

o carbohidratos.

Fuente: Papagianni, 2003.

Cuadro 4. Caracteristicas de algunas bacteriocinas producidas por bacterias
lacticas.

Bacteriocina Numero de | Peso molecular =]] Cargas positivas a pH.

aminoacidos (kDa) 4 | 5 6 7
Nisina A 34 3.5 10.1 5 5 3 3
Lacticina 481 27 3.8 NA 3 2 0 0
Lactocina S 37 3.9 NA 3 2 0 0
Pediciona AcHf 44 4.6 9.6 6 6 3 3
Enterocina A 47 4.8 8.9 5 5 4 4
Divercina V41 43 4.5 8.6 3 3 3 3
Leucocina A 37 3.9 9.5 5 4 2 2
Sakacina A 41 4.3 100 | 4 3 3 3
Carnobacteriocina B2 48 5.0 104 | 5 4 4 4
Lactococina B 47 5.3 9.1 4 3 2 2
Carnobacteriocina A 53 5.1 9.3 1 1 1 1
Lactococina 55 5.8 8.6 4 4 1 1

Fuente: Ray et. al., 2001 citado en Quintero, 2006, Nota: PI: punto isoeléctrico, NA = no aplica.

Las bacteriocinas han tenido un papel importante en la industria de los
alimentos porque intervienen en la preservacion y mejora de la calidad higiénica
de los mismos, inhibiendo la flora competitiva, la cual incluye microorganismos
patdogenos. Ademas, su incorporacién en productos alimentarios coadyuva en la

reduccién de conservadores quimicos asi como en la utilizacion de tratamientos
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térmicos menos severos. Para ello, estos compuestos deben cumplir con lo

siguiente (Ruiz et al., 2006):

e Ser producidas por bacterias de grado alimentario (con estatus GRAS), es
decir no deben llevar asociado ningun riesgo para la salud humana.

e Ser termorresistentes.

e Tener actividad bactericida contra bacterias patégenas o alterantes del
alimento.

e Su adicién debe conllevar un efecto beneficioso, como puede ser un aumento
de la seguridad, la calidad o la conservacion del aroma y propiedades
organolépticas del alimento, y nunca se han de adicionar en concentraciones
superiores a las encontradas en sus fuentes naturales.

e Poseer una actividad altamente especifica.

Existen numerosos tipos de bacteriocinas (Cuadro 4), las mas importantes
son; nisina y pediocina. La primera es un miembro de la familia de los lantibiéticos
(clase |, por poseer el aminoacido lantionina), es definida como un péptido
pequeio de 34 aminoacidos, termorresistente, catidnico, producido por
Lactococcus lactis; su uso esta permitido en mas de 50 paises y su aplicacion en
sistemas alimentarios ha sido ampliamente estudiada (Cuadro 5), se ha probado
en productos carnicos, lacteos y vegetales, se ha utilizado en peliculas fabricadas
a base de almiddén de tapioca (Sanjurjo et al., 2006), proteina de suero (Pintado et
al., 2009), caseinato de sodio (Kristo et al., 2008), derivados de celulosa (Cha et
al.,2003), glucomananos (Xu et al., 2007), quitosano (Cé et al., 2012), entre otras.
Por ser péptido cationico el modo de accion de esta bacteriocina es basicamente
desestabilizar y permeabilizar la membrana citoplasmatica de bacterias gram
positivas, por medio de la formacion de poros transitorios o canales idnicos que
causan la disipacién o reduccion de la fuerza motriz de la célula debido a la
interaccion con polimeros anionicos que constituyen la pared celular, por lo
general fosfolipidos (Figura 6). Como anteriormente se habia mencionado, la

actividad antimicrobiana de la nisina y de algunos otros compuestos con actividad
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antimicrobiana en peliculas y recubrimientos depende de la composicion del
sistema, de las condiciones de su uso y del método empleado para su
elaboracion. En estudios realizados por Herman & Garro (2006) se evalud el
efecto de tratamientos térmicos en la concentracidn minima inhibitoria (CIM) de
nisina. En este trabajo se reporté que la nisina tratada térmicamente muestra una
CIM de 65 ppm, mientras que la no tratada térmicamente, su CIM fue igual a 4
ppm. Estudios menos recientes (Richard, 1993, citado en Suarez, (1997) se
reportaron posibles cambios en la estructura de la nisina, mismos que ocurren
durante el proceso de esterilizaciéon por el método de HTST (High Temperature
Short Time), los cuales posiblemente reducen la actividad listericida de nisina.

En cuanto a efectos del pH en la actividad de la nisina, se ha reportado que
a valores de pH 5.5, presenta poca solubilidad, estabilidad y su actividad
antimicrobiana disminuye, por ser una molécula cationica. Esto lo han verificado
otros estudios, Sanjurjo et al, (2006) evaluaron la bioactividad de peliculas de
almidén incorporadas con 1322 Ul/cm? de nisina, las cuales se sumergieron en
soluciones con diferentes valores de pH, observandose una reduccion en la
liberacion de la nisina en las peliculas que se sumergieron en soluciones de pH
6.5 — 7.2. La liberacion de nisina se favoreci6 cuando las peliculas se sumergieron
en soluciones con pH de 5.5. En soluciones de pH alcalino (>7) los grupos
hidroxilo son capaces de provocar ataques nucleofilicos a los aminoacidos
lantibidticos (deshidroalanina y deshidrobutirina) lo que explica la inestabilidad y
descenso de la solubilidad de la nisina (Lagaron et al., 2012).

Clase |
Ejemplo: Nisina

Clase Il

Ejemplo: Lactococina A Figura 6.- Esquematizacién del modo de

accion de las bacteriocinas. A) Modo de accion
de la clase | cuyo representante es la nisina;
Pared muestra el ataque al lipido Il en la pared celular,
inhibicion de la sintesis de peptidoglucano y
formacion de poros en la membrana celular. B)
Lipido Il | g Modo de accion de la clase Il como ejemplo se
O muestra la Lactococina A. Fuente: Cotter et. al.,

Membrana
celular

2012.

l Formacién poros

Inhibicién de la sintesis Formacidén poros 27
De peptidoglucano
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Cuadro 5. Aplicacion de bacteriocinas a diferentes peliculas biopoliméricas para reducir el desarrollo de microorganismos
patégenos en alimentos

Biopolimero

Bacteriocina,

antimicrobiano

Carga de
antimicrobiano en
la pelicula

Microorganism
o indicador

Observaciones

Referencias

Acido No indica la cantidad final . L o .
llActi del péntido en la pelicula Listeria La incorporacién de pediocina a las peliculas elaboradas a
potifactico Pediocina PA- ’p p . P S base de PLA+PA mostré tener una alta actividad anti-listeria, Woraprayote
(PLA) s0lo indica la solucion monocytogenes . . .
, 1/Ach (P) d d aproximadamente del 99%. La evaluacién de la activad etal.,, 2013
particulas madre preparaaa (ATT19115) timicrobi lizé a 37 °C 24 h
aserrin (PA) inicialmente 0.2% p/v de antimicrobiana se realiz6 a por .
Pediocina.
Listeria
monocytogenes | Fue inefectivo contra Listeria monocytogenes, Escherichia coli Gadang et al
Aislado de Escherichia coli 0157:H7. Inhibié el crecimiento de Salmonella typhimurium. 20%8 N
proteina de Nisina 6-18 x10° Ul/g O157:H:7 y Los tratamientos se evaluaron por 28 dias a 4°C.
suero Salmonella
typhimurium
Extracto de Escherichia coli Los resultados muestran una reduccion contra Escherichia
Aislado de . O157:H7, coli O157:H7 y Salmonella typhimurium igual a 1.8 y 0.6 log .
, semilla de uva ESU= 1% p/p . L S Sivarooban et
proteina de . L 3 Salmonella UFC/mL, respectivamente; mientras que para Listeria
(ESU), nisina Nisina = 1x10” Ul/g . . . al., 2008
soya _ o typhimurium'y monocytogenes la reduccion fue mayor (2.9 log UFC/mL). Los
EDTA EDTA=0.16% p/p e ;
Listeria tratamientos se evaluaron a 37 °C por 48 h.
monocytogenes
Los resultados demuestran que después de 7 dias de )
Alginato Nisina 0, 500-1000 Ul/mLsr Staphylococcus | gimacenamiento a 4 °C, se observé una reduccion de 0.91y | Millette etal.,
aureus. 1.86 log CFU/cm?, utilizando peliculas con una concentracion 2007
de 500-1000 IU/mLsF .
o 2000, 3000 y 5000 Listeria innocua La bacteriocina inhibié el crecimiento de L innoc_ug, mostranfjo un o
Almidon de - efecto mayor al aumentar la concentracion de nisina. La pelicula Sanijurjo et al.,
tapioca Nisina Ul/mLse (881, 1322, (CIP 8011, con 2,204 1U/cm?, pH: 5.5 reduijo 4 ciclos log la cuenta viable de 2006
P 2204 Ullcm?). CCMA 29) ' > P o5 Tedu 9

Listeria innocua durante 240 min a 28 °C.
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Bacteriocina,
antimicrobiano

Carga de

la pelicula

antimicrobiano en

Microorganism
o indicador

Observaciones

Referencias

Nisina mostré mayor efectividad que lactato de sodio y sorbato
o Listeria de potasio para reducir el crecimiento de Listeria Kristo et al.,
sodio Nisina 0.05 2 0.5 mg/pelicula | monocytogenes monocytogenes durante 10 dias a 10 °C. Sin embargo la 2008
inclusion de antimicrobianos modificé negativamente las
propiedades mecanicas de las peliculas.
) Nisina redujo 1.1 log UFC/g de L. innocua en queso fresco
Caselna.lto de Nisina 6.25 mg/g 2(1000 Listeria innocua inoculado en la superficie y almacenado por 7 dias a 4 °C. Cao-Hoang et
sodio Ul/em®) Nisina mostré mayor actividad antilisterial en la superficie del al., 2010
queso que hacia el interior de éste.
Bacteriocinas La presencia de cepas productoras de bacteriocinas en
producidas por las peliculas de caseinato y metilcelulosa gener6 actividad
Cepas: cepas al inicio del antilisterial, ya que al final de la prueba (12 dias de Sanchez et al
Caseinato de Lactobacillus. experimento: 238 a 272 almacenamiento a 5 °C) lograron una reduccion de 2014 v
sodio y acidophilus 'y mg/mLse en peliculas | Listeria innocua | aproximadamente 1.5 ciclos Log con respecto al control. Cabe
metilcelulosa Lactobacillus. de caseinato 294 a 301 mencionar que el crecimiento de L. inocua se favorecio en
reuteri mg/mLsr en peliculas peliculas de caseinato logrando alcanzar una poblacién de
de metilcelulosa 10’UFC/cm?.
Kocuria Se realiz6 el modelado de la desorcién de nisina de las
rhizophila peliculas. El pH no mostré efecto en la cinética de desorcion, Guiga et al.,
Hidroxipropil- Nisaplin (nisina) 166.7 pg mL" ATCC 9341 el incremento en la concentracion de NaCl de 0.8 a 3.2% 2009
metilcelulosa ’ (Micrococcus disminuy6 el coeficiente de desorcion y el incremento en la
luteus). temperatura (10 °C a 28 °C) lo aumento.
La pelicula control de KG no mostrd tener inhibiciéon hacia
Streptococcus ningun patégeno, la mezcla KG, Nis y Q no mostré efecto
OKG aureus, Listeria | contra Escherichia coli, sin embargo la incorporacion de nisina
o190 |y | 1827064 55, | TSRS | (42000 Lopaieus o peiese KO Querat st | Liota, 200
glucomanano . 4:6, 3:7, 2:8, 1:9 p/p, o ’
(KG) quitosano (Q) Nis=1050 Ul/mg y Escherichia

coli.

monocytogenes, Bacillus cereus. Se presentd una sinergia
entre quitosano y nisina. Las peliculas Q-nisina y KG-nisina

mostraron menor actividad antimicrobiana que KG-Q-nisina.
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Microorganism
o indicador

Observaciones

Referencias

No se especifica, se

La incorporacién de nisina en las peliculas, mostré tener

KG y goma Nisina Usé nisina con actividad | StaPhylococcus efecto antimicrobiano contra Staphylococcus aureus, asi Xu et al.. 2007
gelana de 1050 Ul/mg aureus mismo se observé que conforme aumento la concentracion de b
gelana en la pelicula, los halos de inhibicién se incrementaron.
Se obtuvo una reduccién significativa de L. monocytogenes en
las primeras 4 h de incubacion a 24 °C en los tratamientos con
Pectina 'y . i Listeria peliculas PLA/pectina/nisina, comparados con el control. Las .
acido Nisina 500 Ulimg pelicula monocytogenes peliculas PLA/nisina y PLA/pectina sin nisina no mostraron Jin etal., 2009
polilactico efecto en la reduccidn del microorganismo indicador. En todos
(PLA) los tratamientos, L. monocytogenes se recupera a partir de
t=8h.
Nisina. 4cido 50 Ul/mLsgr nisina 1.5- Resultados indican que después de 24 h de incubacién a 37
’ o isteri °C la incorporacion de nisina (50 Ul/mL) AM, AL y AC en
Proteina de malico (AM), 3% de CZS;SQO delos monéf;gsenes peliculas mostré actividad contra los microorganismos Pintado et al.,
suero lactico (AL) y y Listeria inocua indicadores utilizados. Dicho efecto podria atribuirse a los 2009
citrico (AC) valores de pH resultantes en las peliculas después de la
adicion de los acidos.
Streptococcus Los tratamientos fueron incubados por 24 h a 35 °C, mostraron
Metilcelulosa y aureus (ATCC tener actividad contra los microorganismos indicadores
nanoparticulas o 15%, 20%, 33%, 45%, 6538) y i . . Pérez-Espitia
de 6xido de zinc Pediocina 50% plp Listeria utllllz.ados. Se observo un.a alta act|V|d.a.d por pgrte dela etal, 2013
(ZnO) monocytogenes pediocina contra las bacterias gram positivas utilizadas en el

(ATCC 15313)

estudio.

Nota: SF= Solucion filmogénica
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o . . Y . o Justificacion
antimicrobianos producidos por bacterias acido-lacticas

Debido a la creciente demanda de los consumidores por productos libres de
conservadores quimicos, pero a la vez con altas expectativas en cuanto a su
conservacion, calidad e inocuidad, la industria continua la busqueda de agentes
antimicrobianos naturales, entre los que destacan: aceites esenciales (mentol,
eugenol, fenoles, mentona, borneol, tirpineno, pineno, etc.) (Holley & Dhaval,
2005), enzimas (peroxidasa y lisozima) (Cissé et al., 2013; Lee & Sea., 2014; Lee
& Min., 2013) y bacteriocinas (nisina, pediocina, enterocina, latococina, etc.)
(Cissé et al., 2013; Iseppi et al., 2008; Jin et al., 2009; Quintero, 2006; Teixeira-
Barbosa., 2013; Woraprayote et al., 2013).

Las bacteriocinas son sustancias sintetizadas a nivel ribosomal por
bacterias acido lacticas, las cuales poseen la capacidad de actuar selectivamente
contra el crecimiento de microorganismo patégenos relacionados o no con el
deterioro de alimentos, tales como Listeria, Clostridium, Staphylococcus y Bacillus
spp. (Appendini & Hotchkiss, 2002; Millette et al., 2007; Sanjurjo et al., 2006).
Estos parametros determinan la solubilidad, bioactividad, estabilidad y difusividad

en matrices alimentarias (Guiga et al., 2009; Guiga et al., 2010).

En la ultima década se han desarrollado peliculas activas antimicrobianas a
base de bacteriocinas (Begonya et al., 2007; Bonilla et al., 2014; Cao-Hoang et al.,
2010; Espinel et al., 2014; Gadang et al., 2008; Gandhi & Chikindas, 2007;
Gniewosz et al., 2014; Guo et al., 2014; Lee & Sea., 2014; Lee & Min., 2013;
Pérez-Espitia et al., 2014; Sanchez et al., 2014; Yen et al., 2014). La efectividad
de estos compuestos antimicrobianos en peliculas biopoliméricas se ha evaluado
y en muchos casos ésta depende de la matriz polimérica, la cual tiene un papel
fundamental en la difusion del compuesto activo a través de la pelicula y en la
desorcién de éste hacia el alimento (Guiga et al., 2009). Una liberacion rapida del
agente antimicrobiano proveera de una actividad antimicrobiana efectiva en las
primeras horas de elaboracion de las peliculas, disminuyendo ésta
paulatinamente, por efecto de dilucidn, interaccién con componentes del alimento
o degradacioén proteolitica, lo cual afecta la vida de anaquel del producto (da Silva
Malheiros et al., 2010).
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Por lo tanto, son necesarios mas estudios para disefar peliculas bioactivas
contra microorganismos patégenos de interés en alimentos. En dichos estudios se
considera importante evaluar la actividad antimicrobiana de las peliculas, en
funcion del tiempo y de distintas condiciones ambientales. Es fundamental disefiar
matrices poliméricas biodegradables (biopoliméricas), que permitan una liberacién
controlada del agente antimicrobiano sin detrimento de las propiedades mecanicas
y de permeabilidad de las peliculas. Esto permitira avanzar en el estudio de los
bioplasticos activos alimentarios necesarios para el desarrollo sustentable de la

industria de los alimentos.
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e : : PR L Hipotesis
antimicrobianos producidos por bacterias acido-lacticas P

Es posible formular peliculas biopoliméricas a partir de dos formulaciones:
1) caseinato de sodio y 2) una mezcla a base de pectina-gelana, con actividad
antimicrobiana debida a la inclusion de metabolitos de bacterias acido lacticas. La
inclusion de estos compuestos antimicrobianos no afectara significativamente las
propiedades de barrera ni las propiedades mecanicas de las peliculas formuladas,

las cuales seran una alternativa para la conservacion de alimentos sensibles a

Listeria monocytogenes.
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antimicrobianos producidos por bacterias acido-lacticas Objetivos

5.1. Objetivos general

Caracterizar peliculas de caseinato de sodio y pectina-gelana adicionadas
con péptidos antimicrobianos producidos por Streptococcus infantarius, para
contribuir en el desarrollo de empaques alimentarios biodegradables activos contra

Listeria monocytogenes.

5.2. Objetivos particulares

e Determinar el efecto de la matriz polimérica en la actividad antimicrobiana
de la pelicula durante su vida de anaquel, a través de la evaluacion de la
actividad antimicrobiana contra Listeria monocytogenes, en funcion del

tiempo y de dos condiciones ambientales.

e Evaluar el efecto del agente antimicrobiano (péptido producido por
Streptococcus infantarius) en las propiedades de transferencia de masa
(vapor de agua y O;) de las peliculas bioactivas, a través de pruebas de

permeabilidad.

e Evaluar el efecto del agente antimicrobiano en las propiedades mecanicas
de las peliculas bioactivas, a través de pruebas de tensidén uniaxial.
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antimicrobianos producidos por bacterias acido-lacticas métodos

En la Figura 7 se muestra el esquema general de la ejecucion del proyecto,
el cual involucra ensayos preliminares, teniendo en cuenta la normatividad ASTM
y protocolos experimentales establecidos en trabajos del grupo de investigacion
(Aguirre-Loredo, 2011; Aguirre-Loredo et al., 2014; Lopez-Ortega, 2011; Mendoza-

Mendoza, 2012; Terrazas-Hernandez, 2011).
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Figura 7.- Esquematizacion general del proceso de elaboracién de peliculas con sustancias
antimicrobianas y pruebas correspondientes para su evaluacion como empaques alimentarios.
Nota: Permeabilidad al oxigeno (PO,), Permeabilidad al vapor de agua (PVA), Esfuerzo a la
fractura (of), porcentaje de elongacion (%e) y Médulo de Young (ME).
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6.1. Materiales
6.1.1. Medios de cultivo

Para la preparacibn de viales de conservacion vy activacion de
microorganismos se us® caldo De Man-Rogosa-Sharpe (MRS) (BD Dibico
México®) para las bacterias acido-lacticas, y caldo Infusion Cerebro Corazon (BHI)
(Bioxon Meéxico®) para L. monocytogenes. Para las pruebas de actividad
antimicrobiana, “difusion en agar por gota”, se utiliz6 BHI-agar suave formulado
con una mezcla de 1.5% p/v caldo BHI y 0.8% p/v bacto-agar (BD™ DIFCO,
Francia). En las pruebas de crecimiento selectivo y diferencial de L.
monocytogenes, asi como en la prueba de actividad antimicrobiana de las

peliculas se utilizé medio Oxford (Dibico, México).
6.1.2. Microorganismos

Bacteria acido lactica, Streptococcus infantarius: Aislada de la bebida
fermentada “pozol” del sureste de México. La bacteria fue aislada y donada por el
grupo de investigacion de la Dra. Carmen Wacher de la Facultad de Quimica de la
UNAM. La bacteria se conservo a -80 °C en viales de 1.5 mL, los cuales contenian
0.3 mL de glicerol y 1.3 mL de la cepa crecida en caldo MRS.

Microorganismo indicador Listeria monocytogenes (CFQ-B-104):
Donado por la Dra. Gloria Diaz Ruiz del Cerapio FQ de la UNAM. La bacteria se
conservo a -80 °C, en viales de 1.5 mL, los cuales contenian 0.3 mL de glicerol y

1.3 mL de la cepa crecida en caldo BHI.
6.1.3. Biopolimeros y agentes antimicrobianos

Pectina citrica (GENU® Pectin, DE=36%, CP-Kelco, Estados Unidos de
América), gelana (Kelcogel, CP-Kelco, Estados Unidos de Ameérica), glicerol
(Quimica Meyer, México), CaCl, (JT Baker, México), caseinato de sodio (Lactonat
EN, LactoProt, Alemania), nisina (NISIN, MP Biomedicals). Los agentes

antimicrobianos utilizados en esta investigacion fueron dos bacteriocinas: a)
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péptidos producidos por la bacteria acido lactica (BAL) Streptococcus infantarius,
que en lo sucesivo se le denominara “antimicrobiano de BAL del pozol” (AM)
(Sanchez-Reyes, 2014) y b) nisina comercial (2.5% nisina en so6lidos de leche,
NISIN MP Biomedicals®).

6.2. Meétodos

6.2.1. Produccion de péptidos antimicrobianos por Streptococcus

infantarius

Se realizaron fermentaciones a nivel matraz, para ello se activaron en 5 mL
de caldo MRS estéril, 50 pL de un vial de conservacion de S. infantarius. El cultivo
se incubd a 30 °C durante 24 h, posteriormente 250 mL de caldo MRS estéril se
inocularon (1% v/v) con el cultivo activado de S. infantarius, el cual se incubd a 30
°C, 130 rpm, durante 6 h en una incubadora con agitacion orbital (Thermo
Scientific, SHKE5000-7). El tiempo de incubacion se seleccion6é con base a los
estudios de produccion del compuesto antimicrobiano realizados por (Lépez-
Ortega, 2014), en donde se muestra que la maxima actividad antilisterial de los
compuestos antimicrobianos producidos se obtiene en fermentaciones con 6 h de
edad.

Concluida la fermentacion, se separd la biomasa del caldo de cultivo a
través de centrifugaciéon (6000 rom, 30 min a 4 °C). El sobrenadante se recuperé y
su pH se ajustd a 6.5 con una solucion de NaOH 5 N; en seguida se concentrd en
un rotavapor con controlador de vacio (BUCHI R-215; 60 °C a 35 rpm; 72 mbar), el
factor de concentracion fue 2.58, es decir, por cada 80 mL de sobrenadante se
eliminaron por evaporacion 49 mL de agua. Para inactivar la accién de proteasas,
el concentrado se sometié a un tratamiento térmico, 110°C durante 10 min. Una
vez frio, el concentrado antimicrobiano (AM) se coloco en tubos Corning® estériles

y se almacené a -80 °C.
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6.2.2. Determinaciéon de la actividad antimicrobiana de los péptidos

producidos por S. infantarius y nisina comercial

La actividad antimicrobiana del extracto concentrado del medio de
produccion de S. infantarius y nisina comercial, se determiné adaptando el método
de difusion en agar por gota (Nufiez, et al., 1996), usando como microorganismo
indicador Listeria monocytogenes. En primera instancia, se realizé la activacion de
L. monocytogenes en caldo BHI. Se prepard BHI-agar suave y se colocaron 10 mL
de este agar recién preparado y aun sin gelificar en tubos de cultivo de vidrio, los
cuales se esterilizaron (121 °C, 15 min) y se enfriaron. En la campana de flujo
laminar, se adicionaron 58 uL del cultivo activo de L. monocytogenes a cada tubo,
se mezclaron suavemente y el contenido de cada tubo se vertié en una caja de

Petri estéril, gelficando bajo la campana de flujo laminar.

El método de “Difusidbn en agar por gota” consiste en evaluar halos de
inhibicion del crecimiento de un microorganismo indicador (L. monocytogenes, en
este trabajo) por efecto del agente antimicrobiano el cual se dosifica en gotas de
volumen y concentracion conocidos. Este método utiliza diluciones base dos del
agente antimicrobiano (Nuhez et al., 1996). Se elaboraron hasta un total de 8
diluciones (2°). Posteriormente, en sentido contrario a las manecillas del reloj se
colocd una gota de 10 uL de cada dilucion sobre BHI-agar suave (10 mL), el cual
previamente habia sido inoculado con 58 pL de cultivo de L. monocytogenes (10°
UFC/Caja). Una gota de AM sin diluir se colocd en el centro de cada caja
inoculada con L. monocytogenes. Las cajas se incubaron a 35 °C durante 24 h. Al
término de la incubacion se observaron los halos de inhibicion del crecimiento de
L. monocytogenes presentes en cada dilucidén. Los halos se midieron con un

vernier (Fowler, México) con 0.01 mm de exactitud.

Con la finalidad de avanzar en el proyecto global de investigacion, “Disefo y
caracterizacion de peliculas alimentarias a base de biopolimeros y antimicrobianos
naturales”, en el marco del cual se realiza el presente trabajo, se decidié usar en

las formulaciones de las peliculas, la misma cantidad de AM que la usada en el

38



Propiedades fisicas y bioactividad de peliculas con agentes Materiales y
antimicrobianos producidos por bacterias acido-lacticas métodos

mejor tratamiento de un trabajo previo (Mendoza-Mendoza, 2012); es decir, 3.84
mL de AM en cada 20 mL de solucion filmogénica, lo cual da lugar a una pelicula.
Sin embargo, el método que us6 Mendoza-Mendoza (2012) para determinar
actividad antimicrobiana de AM fue diferente. Por lo tanto se determind, a partir del
método de difusién en agar por gota, el valor de Unidades de Actividad (UA) que
corresponden a 3.84 mL de AM. Este valor se us6 para determinar la masa de
nisina comercial equivalente a ese valor de UA. En este trabajo se considero6 que 1
UA es equivalente a 1 mm de diametro en los halos de inhibicién del
microorganismo indicador (Suarez-Gea, 1997). Para determinar las UA de los
agentes antimicrobianos (AM y nisina) se considerd el reciproco a la maxima
diluciéon a la cual se obtiene una zona clara de inhibicién del microorganismo
indicador (Nuiez et al., 1996). Para el calculo de UA/mg de nisina, se determino la
correlacion entre la masa de nisina en las distintas diluciones usadas y el diametro

de inhibicion del crecimiento de L. monocytogenes (Figura 8).

La correlacion generada (Ec. 1) se usd para determinar las unidades de

actividad (UA) de la nisina comercial usada en este estudio.
Ln(D) = 0.1307 (Ln(mn)) + 2.5700 (1)
Donde:

D= Diametro del halo de inhibicion del crecimiento de L. monocytogenes (mm)

mn= masa de nisina (mg).

Conocido el valor de UA/mL de AM, se calculé la masa de nisina
equivalente en UA’s a 3.84 mL de AM (volumen de AM adicionado en 20 mL de

solucion filmogénica (SF) que da origen a una pelicula). (Nufez et al., 1996).
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Figura 8.- Relacion entre la masa de nisina en solucién y los halos de inhibicion mostrados contra
L. monocytogenes. Prueba de “Difusion en agar por gota” para determinar unidades de actividad
antimicrobiana.

6.2.3. Elaboracion de las peliculas con agentes antimicrobianos.

Para la elaboracién de peliculas bioactivas se siguio la técnica de vaciado
en placa descrita por Lopez-Ortega (2011) y Mendoza-Mendoza (2012). Se
elaboraron 2 tipos de peliculas, las cuales involucraron la utilizacion de los
siguientes polimeros: mezcla de pectina-gelana (PG) y caseinato de sodio (C). Se
utilizé agua desionizada como disolvente y como agente plastificante, glicerol. Se
evalu6 la actividad antilisterial del agente antimicrobiano producido por
Streptococcus infantarius y de nisina comercial, ambos adicionados a las peliculas
con la misma dosis de unidades de actividad (UA). En el Cuadro 6 se muestran las
formulaciones de los distintos tratamientos. Cada tratamiento conté con una
pelicula control, formulada con todos los componentes a excepcion del péptido

antimicrobiano (AM de S. infantarius o nisina).
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Materiales y
métodos

Cuadro 6. Formulaciones de las peliculas bioactivas

Peliculas
Componentes Caseinato (C) Pectina-gelana (PG)
1 2 1 2
Polimero 4% plv 4% plv Pectina=1% p/v Pectina=1% p/v
Gelana=0.2% p/v | Gelana=0.2% p/v
Glicerol 0.6% p/v 0.6% p/v 0.25% p/v 0.25% p/v
CaCl, 0 0 5mM 5mM
Nisina 0.059 0 0.059 0
mg/20 mLSF mg/20 mLSF
AM 0 3.84 0 3.84
mLAM/ZOmLSF mLAM/ZOmLSF

Nota: SF: solucion filmogénica, p/v: relacién peso volumen; AM: concentrado del medio de
produccion de S. infantarius aislado del Pozol.

Los polimeros fueron disueltos en agua desionizada con agitacion
constante. Las formulaciones de las peliculas de caseinato (C) se mantuvieron a
temperatura ambiente mientras que las formulaciones pectina-gelana (PG) se
calentaron hasta 60-65 °C durante 40 minutos. Una vez mezclados los polimeros,
se adiciond el agente plastificante. En las peliculas pectina-gelana se adicion6
CaCl; en solucién y la temperatura de la mezcla se incrementé hasta 75 °C. Las
soluciones filmogénicas se mantuvieron en agitacion por 30 min, posteriormente
se mezclaron a 2500 rpm durante 10 min con un homogenizador de alta cizalla
(Polytron-Aggregate Luzarrerstrasse 147 CH-6014 Litta/luzern), se adiciono la
cantidad correspondiente de cada compuesto antimicrobiano (AM o nisina) de
acuerdo a lo indicado en el Cuadro 6. Una vez preparada la solucion filmogénica,
ésta fue vertida en cajas Petri desechables estériles de poliestireno cristal (@ =
9.28 cm), colocando 20 mLsr por caja. Las cajas se secaron en horno de
conveccion a 35°C durante 17 h. Se examinaron 4 tratamientos, cada uno con su

respectivo blanco o pelicula control (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Tratamientos de peliculas poliméricas con antimicrobianos.

Tratamientos Blancos

1. Caseinato Antimicrobiano (C-AM) Caseinato Antimicrobiano (C-AM-blanco)

2. Caseinato Nisina (C-Nis) Caseinato Nisina (C-Nis-blanco)

3. Pectina-Gelana Antimicrobiano (PG-AM) | Pectina-Gelana Antimicrobiano (PG-AM-blanco)
4. Pectina-Gelana Nisina (PG-Nis) Pectina-Gelana Nisina (PG-Nis-blanco)

Los blancos, C-AM-blanco y PG-AM-blanco, se elaboraron adicionando
3.84 mL de caldo MRS, por cada 20 mL de solucion filmogénica. El caldo MRS
utilizado fue sometido a todo el proceso de la fermentacion y concentracion pero
sin in6culo, en otras palabras, presenta los ingredientes del medio de cultivo pero
carece del compuesto antimicrobiano producido por la BAL; mientras que los
blancos para las peliculas con nisina (C-Nis-blanco y PG-Nis-blanco), se
elaboraron adicionando 59.33 pL de buffer de acetatos estéril en cada 20 mL de

solucion filmogénica.

6.2.4. Evaluacién del efecto antimicrobiano de las peliculas bajo dos
condiciones ambientales (T= 35 +10 °C y 32+10% HRy T=4 + 2
°C y 98t10% HR)

Para la evaluacidon de la actividad antilisterial de la peliculas en primera
instancia se activé Listeria monocytogenes (ver seccién 6.2.2). De un cultivo de L.
monocytogenes de 24 h de edad se tomaron 50 yL y se colocaron en 5 mL de
caldo BHI, los cuales se incubaron a 35 °C por 6 h. De este cultivo se realizaron
diluciones decimales y de la dilucién adecuada (dilucién 10”) se tomaron 600 pL,
los cuales se sembraron por extension en superficie en medio Oxford (BD Difco)
para obtener 60 UFC/caja. Una vez fraguado el in6culo en el medio Oxford, bajo la
campana de flujo laminar y en condiciones asépticas, se coloco una pelicula con el
mismo diametro que la caja a manera de cubrir toda la superficie del medio.

Posteriormente las cajas fueron incubadas a:

1) T= 35 £ 10 °C y 32£10% HR

2) T=4 £+ 2°C y 98+10% HR.
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Es importante mencionar que, previo a su utilizacion para esta prueba, las
peliculas fueron sometidas a esterilizacion por luz UV en una campana de flujo
laminar por 24 h. En cada una de las condiciones se inocularon dos cajas por
tratamiento, teniendo un total de 36 cajas, mismas que fueron monitoreadas cada
dia hasta cumplir un total de 8 dias para la condiciéon 1y 61 dias para la condicion
2.

6.2.5. Acondicionamiento de las peliculas.

Previo a someter las peliculas a pruebas mecanicas, de barrera y fisicas,
éstas recibieron un acondicionamiento, el cual se realizd de acuerdo con el
método de la ASTM D882 (ASTM, 2010) y consistio en colocar las peliculas
durante al menos 48 h, en un desecador a temperatura de 23+ 2 °C, el cual
contenia una solucion saturada de Mg(NOs), que gener6é un ambiente de 50-55%
HR.

Finalizado el periodo de acondicionamiento, en cinco diferentes puntos de
la pelicula (orillas y centro), se midié6 el grosor, utilizando un micrémetro
electronico digital (TRUPER®). El promedio del grosor de cada pelicula se utilizd

en los calculos de propiedades mecanicas y de barrera.

6.2.6. Propiedades mecanicas de las peliculas con sustancias

antimicrobianas.

La ejecucidén de estas pruebas se realizé bajo el método estandar ASTM
D882 (ASTM, 2010) en una maquina universal (TA plus, Lloyd). Después de 48 h
del acondicionamiento de las peliculas (50-55% HR, 25 °C), éstas fueron cortadas
en tiras de 9 cm de largo por 1 cm de ancho, las cuales se sujetaron entre las
pinzas de tension dejando un espacio de 5 cm entre las pinzas. La velocidad de
extension fue de 1.5 mm/s. Se obtuvieron datos de fuerza y distancia, a partir de
los cuales se determind el perfil de esfuerzo verdadero vs. deformacién de Hencky
(en). El analisis de propiedades mecanicas utilizando estos parametros, elimina

diferencias en los resultados de un mismo tratamiento debidas a variaciones en el
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area transversal y la longitud inicial de las muestras. Se tensaron 20 tiras de cada
tratamiento y se eligieron 7 réplicas para realizar los calculos, descartando las

pruebas en donde las muestras no se fracturaron en el centro.

Para calcular la deformacién de Hencky o deformacion verdadera se uso la
Ecuacion 2;
L

L
€H=In[L—t]=InLt—InLO=InL— (2)
0 0

Donde:

en: deformacion de Hencky (-)
Lo: altura o longitud inicial (m)

L altura o longitud en cada instante de tiempo t (m)

Para calcular los esfuerzos a los que se somete la muestra en cada instante
de tension, se uso el concepto de esfuerzo verdadero, ot (Ecuacion 3), que usa el
area transversal del espécimen en cada instante de deformacién. Por lo tanto,
considerado que el volumen del espécimen es constante, se determiné el area

transversal en cualquier instante (A (t)) a partir de la Ecuacion 4.

F

=—— 3
A (3)

Ot

Ay = (Ax) * ()
Ay Ly
A(t) = T (4)

Donde;

F= fuerza (N)

Ax=Espesor de la tira de pelicula (m)

a= Ancho de la tira de pelicula (m)

A= Area transversal en cualquier instante (m?)

Ao= Area inicial en (m?)
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El porcentaje de elongacion (%e) fue calculado de la siguiente manera:

AL
%e = X 100 (5)

0

Donde:

%e= Porcentaje de elongacion

AL= Diferencia de longitudes (L - Ly, m)

El esfuerzo a la fractura (o;), porcentaje de elongacion (%e) y Médulo de
Young (ME), son las propiedades mecanicas mas comunmente determinadas en
peliculas. El esfuerzo a la fractura es un parametro importante en el disefio de
envases, mide el esfuerzo maximo que un material puede resistir antes de su
ruptura, este parametro se obtiene a través de las curvas esfuerzo-deformacion,
como el valor del esfuerzo maximo soportado por las peliculas en el instante
previo a su ruptura; mientras que el porcentaje de elongacion revela el incremento

total de la longitud de la pelicula sometida a tension, hasta el punto de ruptura.

Finalmente el Médulo de Young representa la rigidez del material cuando se
le aplica una fuerza, entre mas grande sea la rigidez mayor sera la fuerza o
esfuerzo necesario para causar una deformacién. Este valor se calculd

determinando la pendiente de la zona lineal de las curvas esfuerzo-deformacion.

6.2.7. Propiedades de barrera

6.2.7.1. Permeabilidad al oxigeno (PO;) de las peliculas con

sustancias antimicrobianas.

La permeabilidad al oxigeno se determind en el equipo VAC-V2
Permeability tester (Labthink®, China) que funciona de acuerdo al principio
manomeétrico descrito en los estandares de la ASTM D1434-82 (ASTM, 1998). Se
trabajaron 5 réplicas por tratamiento, las peliculas previamente acondicionadas
(50-55% HR, 25 °C), se cortaron en circulos de 9.8 cm de diametro (previo al
analisis se obtuvo un promedio de su espesor, tomando mediciones en 5 puntos
aleatoriamente seleccionados). Las peliculas se colocaron en las camaras del
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equipo VAC-V2. La presion de entrada del gas permeante fue de 1.01 kgf/sz. La
temperatura de las determinaciones se controlé a 25 °C, a través de un bano de
recirculacion. Se obtuvieron graficos de la presion del gas permeante (Pa) en
funcién del tiempo (s). El calculo de la difusividad y permeabilidad al oxigeno de

las peliculas se muestran en el Anexo 1.

6.2.7.2. Permeabilidad al vapor de agua (PVA) de las peliculas

con sustancias antimicrobianas.

La permeabilidad al vapor de agua (PVA) de las peliculas se determiné
realizando modificaciones al método gravimétrico ASTM E96-00 (ASTM, 2000),
cuyo fundamento se basa en la ganancia de masa de agua de una celda en donde
la pelicula actia como membrana en la interfase de dos ambientes con diferentes
humedades relativas. En este trabajo, las peliculas se colocaron en celdas de
aluminio con cierre hermético (Figura 9). En las celdas se colocaron 70 g de silica
gel como agente absorbente, dejando un espacio libre de aproximadamente
0.0168 m (X4-Xo) desde la silica hasta la superficie de la pelicula. Previo a la
colocaciéon de las peliculas, las celdas con la silica gel fueron secadas en una
estufa a 100 °C / 24 h y las peliculas fueron acondicionadas y medidas en su

grosor.

Diametro=0.0614 m

ee—

(a) Celda de aluminio
(b) Tapade la celda
(c) Pelicula con AM
(d) Silica gel (agente adsorbente)
Vista frontal de la Vista en planta de la
celda con la pelicula celda con la pelicula

Figura 9.- Vista frontal y superior de la celda de aluminio para determinar PVA. Se muestra una
celda con una pelicula, asi como las dimensiones importantes para los calculos de PVA.
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La PVA de las peliculas se determiné usando un gradiente de humedad
65%-0%, para tal motivo, las celdas con las peliculas se colocaron en un
desecador de gabinete el cual tenia una solucion saturada de NaCl, para
mantener un ambiente de 65+5% HR y una temperatura de 23+2 °C (Figura 10).
Las celdas se pesaron en una balanza analitica (aeADAM, sensibilidad 0.0001 g)
cada hora durante 8 h, para obtener el flux de masa de agua transferido a través
de la pelicula. Con el dato de flux de vapor de agua y las condiciones
experimentales de la prueba (HR, temperatura, difusividad del vapor de agua en el
aire, etc) se calcularon valores de difusividad y permeabilidad al vapor de agua de
las peliculas con y sin sustancias antimicrobianas, los calculos se realizaron como

se muestra en el Anexo 2. Se trabajaron 3 réplicas por tratamiento.

Desecador de gabi

T=23+22C
HR= 6515 %

D000 0 OO0 O

o r....{.‘r
°$ AL (NaClE8e
.’o"g’é‘.ééﬁo

Figura 10.- Equipo (desecador de gabinete) y condiciones utilizados en la PVA.

6.2.8. Propiedades fisicas

6.2.8.1. Determinacion del color a peliculas con y sin sustancias

antimicrobianas

La determinacién de color se realiz6 con un colorimetro (Konica Minolta
CM-512m3). Las peliculas obtenidas en este trabajo son totalmente traslucidas,
por lo tanto se siguio la siguiente metodologia para determinar diferencias en el
color de éstas. Las peliculas, previamente acondicionadas, se colocaron en la

superficie de una hoja blanca, posteriormente se colocé el colorimetro sobre la
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pelicula para registrar los valores de L*, a*, b*. La diferencia total de color (AE) se

calculd con la siguiente ecuacion.

AE = \/AL? 4+ Aa? + Ab? (6)

Donde AL=L*- Ly*; Aa=a*- ap*; y Ab=b*- bp*; donde L¢*, ap* y bo* son los valores
correspondientes a la hoja blanca que sirvié de fondo en cada peliculay L*, a* y b*
son los valores registrados para cada pelicula. El parametro L* corresponde a la
claridad, a* y b* a la cromaticidad. Concretamente a* define el componente rojo-
verde; rojo para valores positivos y verde para valores negativos. El parametro b*
define el componente amarillo-azul, amarillo para valores positivos y azul para

valores negativos (Aguilar-Mendez, 2005, Mendoza-Mendoza, 2012).

6.2.8.2. Determinacion de la solubilidad en agua de peliculas de

C y PG con y sin sustancias antimicrobianas

La solubilidad en agua de las peliculas, esta definida como el porcentaje de
materia seca disuelta después de un tiempo determinado de inmersion en agua. El
porcentaje de solubilidad de las peliculas se determind bajo la metodologia
descrita por Garcia et al., (2004) con algunas modificaciones: se cortaron piezas
de 2 x 3 cm de cada tratamiento, mismas que se almacenaron por 7 dias en un
desecador con pentoxido de difésforo-anhidrido para mantener una humedad
relativa cercana a 0%. Después de ese tiempo, las muestras fueron pesadas en
una balanza analitica y cada una fue colocada en vasos de precipitados de 100
mL, a los cuales se adicioné 80 mL de agua destilada, se colocé un agitador
magnético, posteriormente se colocaron en una parrilla de agitacion (CORNING
Stirrer Multiple Position 9 x 250 mL) a temperatura ambiente (=25 °C) durante 1 h.
Transcurrido el tiempo de agitacién, el contenido total del vaso fue filtrado a través
de papel filtro (Whatman No. 1), llevado previamente a peso constante en un
horno de conveccion (3 h/95 + 5 °C). El papel filtro con los restos no disueltos de

la pelicula se secé en un horno de conveccién Shel Lab (modelo 11308FX) a 60
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°C durante 2 h, se registro el peso y el porcentaje de materia soluble de la pelicula

se calculd por diferencia con la siguiente ecuacion.

(7

PISP — PFSP
%Solubilidad = ( ) X

PISP

Donde:

PISP= Peso inicial seco de la pelicula (g)
PFSP= Peso final seco de la pelicula (g)

6.2.9. Microscopia electronica de barrido

Las técnicas de microscopia han sido herramientas utiles para conocer la
arquitectura y microestructura de peliculas comestibles a escalas micro y
nanométrica. La microscopia de la superficie y de la seccién transversal de los
diferentes peliculas estudiadas en este trabajo fue examinada con un microscopio
electronico (JEOL JSM 6010LA Analytical Scanning Electron Microscope, Figura
11), el cual opera en “modo ambiental”’, es decir permite examinar especimenes
bioldgicos sin que haya una preparacion especial de la muestra. Para este trabajo,
las peliculas fueron congeladas en nitrogeno liquido y fracturadas repentinamente
para generar cortes transversales adecuados para su observacién al microscopio.
Muestras de peliculas fracturadas de aproximadamente 2 mm? fueron fijadas
sobre un porta-muestras de 4 cilindros usando cinta de carbono de doble cara. Las
micrografias de las peliculas tanto de la superficie como de la seccidn transversal
fueron observadas en escala de grises a 2 kV y a diferentes magnificaciones
350x%, 650x y 1000x.

Figura 11.- Microscopio JEOL JSM 6010LA Analytical Scanning Electron Microscope, se ilustra el porta
muestras utilizado en este trabajo.

49



Angel Gpe. Calderén Aguirre

CABA

7.22ESULTADOS

Y DISCUSIONES



Propiedades fisicas y bioactividad de peliculas con agentes Resultados y
antimicrobianos producidos por bacterias acido-lacticas discusiones

7.1. Determinacion de la actividad antimicrobiana de los péptidos

producidos por S. infantarius y de nisina comercial

La Figura 12 muestra los halos de inhibicion de L. monocytogenes por la
presencia del compuesto antimicrobiano (AM) producido por Streptococcus
infantarius (Figura 12A) y por nisina (Figura 12B), durante la prueba difusiéon en
agar por gota. Se obtuvieron halos de inhibicion claros hasta de 7.29 mm de radio
en la dilucién 2° para el caso de nisina y hasta de 7.58 mm de diametro en la

misma dilucion para el caso de AM.

25

Figura 12.- Halos de inhibicién del crecimiento de L. monocytogenes en placas de agar suave BHI.
A. Diluciones base 2 de la solucion de nisina comercial y B. Diluciones base 2 del concentrado AM.

Los datos obtenidos de la medicién de halos de inhibicion de ambos
compuestos antimicrobianos y la concentracion de la maxima diluciéon en donde se
observaron halos definidos fueron usados para determinar las unidades de
actividad (UA) de ambos compuestos antimicrobianos, AM y nisina. De esta forma,
3.84 mL de AM presentd 93000 UA. La masa de nisina con unidades de actividad
equivalente fue 0.05933 mg. Por lo tanto, cada pelicula, la cual se elabora con 20

mL de solucion filmogénica, contendra 93000 UA de antimicrobiano (AM o nisina).
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7.2. Evaluacion del efecto antimicrobiano de las peliculas
Las peliculas resultantes fueron delgadas, con facil desmolde, flexibles y

transparentes (Figura 13).

Figura 13.- (A) Aspecto de las peliculas de caseinato adicionadas con antimicrobiano (AM) de S.
infantarius (inferior derecha) o nisina (superior derecha). (B) Aspecto de peliculas de pectina-
gelana con AM (superior derecha) y con nisina (inferior derecha).

En la literatura, es comun reportar la actividad antimicrobiana de peliculas
mediante la inhibicién de un microorganismo indicador, a través del tamafo de los
halos de inhibicion (Xu et al., 2007) o por la reduccién de la unidades formadoras
de colonias (UFC) (Lee et al., 2012; Sivarooban et al., 2008). En esta
investigacion, la actividad antimicrobiana de las peliculas a dos condiciones
ambientales (1) T=35+10 °C y HR=32110%, 2) T=4+2 °C y HR=98110%, se evalu6

a través del monitoreo de UFC’s de L. monocytogenes a lo largo del tiempo.
7.2.1 Actividad antimicrobiana a 35 °C, 32% HR

Las Figuras 14 y 15 muestran el comportamiento de L. monocytogenes en
presencia de peliculas con y sin compuestos antimicrobianos. La caja testigo, en
la cual no se colocd pelicula alguna, presentdé crecimiento evidente de L.
monocytogenes a partir de las 24 h, hasta alcanzar 53 UFC/caja en 48 h. Esta
cuenta permanecido constante hasta el término de las observaciones. Estos
resultados son comparables con los obtenidos por Mendoza-Mendoza (2012)
quien reporté la aparicion de colonias de L. monocytogenes en la caja testigo (caja
sin pelicula) a las 19 h bajo las mismas condiciones de incubacion. El tratamiento
C-AM mostré colonias del microorganismo indicador hasta las 48 h de iniciada la
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incubacion y la cuenta de colonias se mantuvo sin cambio (i.e. 10 UFC/caja) hasta
el término del experimento. Comparando este resultado con la caja testigo, fue
evidente el efecto antimicrobiano de AM, el cual logré inhibir el 80% del
crecimiento de L. monocytogenes. La pelicula C-AM-blanco, la cual contenia todos
los componentes presentes en C-AM a excepcion del antimicrobiano producido
por S. infantarius, presentdé menor actividad antimicrobiana, en ella fue evidente el
desarrollo de colonias tipicas del microorganismo indicador a las 24 h de
incubacion con 22-23 UFC/caja, y este crecimiento también se mantuvo invariable
hasta concluir el experimento (i.e. 192 h). Fue notorio que aun sin agente
antimicrobiano, la pelicula C-AM-blanco, logré disminuir cerca del 60% el
crecimiento del microorganismo indicador. Este efecto de inhibicién parcial puede
ser atribuido a la barrera al oxigeno que presenta la pelicula de caseinato por si
misma. L. monocytogenes es una bacteria anaerobia facultativa, con capacidad de
crecer en condiciones de baja concentracion de oxigeno y con temperatura éptima
de crecimiento es de 37 °C (Gandhi & Chikindas, 2007). Por lo tanto, es posible su
crecimiento aun con una barrera al oxigeno; considerando ademas que los

experimentos se llevaron a cabo a una temperatura 6ptima para su crecimiento.

Por otra parte, las peliculas de caseinato con nisina (C-Nis) y su control (C-
Nis-blanco) mostraron una evolucion similar del crecimiento de L. monocytogenes,
ambas peliculas mostraron crecimiento a partir de las 24 h, con cuentas de
colonias de L. monocytogenes ligeramente superiores (12 a 15 UFC/caja) a C-AM.
Aunque ambos antimicrobianos, AM y nisina, generaron un efecto antilisteria, AM

incrementd en 24 h la fase lag del crecimiento del microorganismo indicador.
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Figura 14.- Efecto de peliculas con actividad antimicrobiana en el crecimiento de Listeria
monocytogenes en medio Oxford, en los distintos tratamientos bajo condiciones de incubacion a
35°C y 32% HR. Se muestran los resultados con su réplica.

Las diferencias encontradas en el numero de UFC en las peliculas control,
C-AM-blanco y C-Nis-blanco, puede ser debida a diferencias en las matrices
estructurales de las peliculas. Aunque ambas estan constituidas por caseinato, se
adicionaron péptidos de distinta naturaleza, AM es un extracto concentrado no
purificado conformado de péptidos antimicrobianos de peso molecular superior a
nisina (Sanchez-Reyes, 2014) y con remanentes de medio de cultivo, los cuales

pueden interferir en la cristalinidad de la pelicula y por ende en su permeabilidad y
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en los fendmenos de difusion-desorcion de compuestos a través de ella. Se debe
considerar que aunque ambos compuestos antimicrobianos se adicionaron para
generar la misma actividad antimicrobiana (93000 UA/pelicula), el volumen o masa
de cada uno de ellos fue distinto, el volumen de AM fue de 3.84 mL/20 mLs,
mientras que la nisina fue incorporada en 59.33 uL de solucién buffer de acetatos,
es decir un volumen pequefio comparado con el volumen adicionado de AM, lo

que posiblemente pudo afectar estructuralmente la matriz polimérica.

Los tratamientos correspondientes a peliculas de pectina-gelana (Figura 14
y 15) no mostraron crecimiento alguno durante el tiempo de incubacion evaluado,
sélo la pelicula PG-AM-blanco presenté 1 UCF/caja en t = 192 horas (8 dias
después de iniciada la incubacion), lo cual muestra un efecto sinérgico entre los

componentes de la pelicula y los agentes antimicrobianos adicionados.
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Figura 15.- Imagenes de cajas Petri inoculadas con Listeria monocytogenes en medio Oxford. Se
muestra el efecto de los distintos tratamientos (peliculas C y PG) en el crecimiento de L.
monocytogenes (colonias obscuras) bajo condiciones de incubacion a 35 °C y 32% HR. Flecha en
coordenadas (PG-AM-blanco; 192 h) indica la aparicién de colonias tipicas del microorganismo
indicador, para el blanco del tratamiento 3 (PG-AM).
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7.2.2 Actividad antimicrobiana a 4 °C, 98% HR

La Figura 16 muestra la evolucion del crecimiento del microorganismo
indicador con las peliculas bioactivas en condiciones de refrigeracion (4 °C y 98%
HR). La caja Petri sin pelicula presenté 46 - 48 UFC/placa, siete dias después de
iniciarse el experimento (168 h) y esta cuenta se mantuvo constante hasta el final
de las observaciones (i.e. 61 dias). Para peliculas C-Nis el crecimiento del
microorganismo indicador fue evidente a las 264 h, mientras que para C-AM el
crecimiento inicié en t=912 h. C-Nis y C-AM extendieron la fase lag del crecimiento
de L. monocytogenes en 11 y 38 dias, respectivamente, y las UFC’s se
mantuvieron sin cambio hasta el término del experimento. De acuerdo a lo
observado en la Figura 16 es evidente que AM mostré mayor actividad antilisterial
que nisina, con peliculas C-AM se desarrollaron solo 6 UFC/placa mientras que
con C-Nis se gener6 un crecimiento de 18 UFC/placa. Por otra parte, si se
comparan los tratamientos con sus blancos, las peliculas C-AM mostraron una
reduccion importante en el crecimiento del microorganismo indicador, comparado
con el efecto generado por la pelicula sin compuesto bioactivo (i.e. C-AM-blanco).
C-AM presentd 6 UFC/placa mientras que su control o blanco (C-AM-blanco)
presenté 30 UFC/placa, al finalizar el experimento. Comparando C-Nis y C-Nis-
blanco, se observa que nisina presenté solo un efecto marginal en la actividad
antilisterial de las peliculas, su efecto se presenté principalmente en las primeras
horas, C-Nis incrementdé un dia la fase lag de crecimiento bacteriano de L.

monocytogenes (ver Figura 16).

Por otra parte, las cajas Petri inoculadas con Listeria monocytogenes y en
presencia de peliculas PG no presentaron crecimiento de esta bacteria indicadora
durante el tiempo que duré la observacion (i.e. 61 dias). La Figura 17 muestra los
aspectos de las cajas en distintos tiempos de observacion. Estos resultados
muestran nuevamente que las peliculas PG tienen mayor actividad antilisterial, lo
cual pude atribuirse a algun tipo de sinergismo existente entre los componentes,
de la pelicula (pectina y/o gelana) y los péptidos antimicrobianos adicionados o

incluso a actividad antilisterial de alguno o ambos biopolimeros, ya que las
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peliculas “blanco”, sin agente antimicrobiano adicionado, tampoco presentaron

crecimiento microbiano durante los 61 dias que durod la evaluacion.
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Figura 16.- Efecto de peliculas con actividad antimicrobiana en el crecimiento de Listeria
monocytogenes en medio Oxford, en los distintos tratamientos bajo condiciones de incubacion a 4
°C y 98% HR. Se muestran los resultados con su réplica
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Figura 17.- Imagenes de cajas Petri inoculadas con Listeria monocytogenes en medio Oxford. Se
muestra el efecto de los distintos tratamientos (peliculas C y PG) en el crecimiento de L.
monocytogenes (colonias obscuras) bajo condiciones de refrigeracion a 4°C y 98% HR.
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La diferencia en actividad antilisterial entre las peliculas de caseinato y las
de pectina-gelana puede ser atribuida al pH de las soluciones filmogénicas y por
lo tanto de las peliculas, éste fue de 6.48 para las peliculas a base de caseinato, el
cual favorece el crecimiento del microorganismo indicador y no es el pH 6ptimo
para la actividad antimicrobiana de AM vy nisina. Las soluciones filmogénicas a
base de pectina-gelana presentaron pH acido (=2.43), el cual se debe a que
ambos biopolimeros presentan azucares acidos en su composicion, acido
galacturonico en el caso de pectina y acido glucurénico para gelana. El pH acido
de peliculas pectina-gelana pudo inhibir el desarrollo de Listeria monocytogenes
(Gandhi & Chikindas, 2007), ademas de favorecer la actividad antimicrobiana de
AM vy nisina en los tratamientos que las incluyeron (i.e. C-Nis, C-AM, PG-Nis, PG-
AM), ya que las bacteriocinas tienen una mejor actividad cuando se disuelven en
soluciones con pH acidos, mostrando mejor actividad a pH=5.5 y decreciendo con
el aumento del mismo (Deegan et al., 2006; Sanjurjo et al., 2006; Suarez-Gea,
1997).

El efecto antimicrobiano ejercido por pectina y/o gelana se evalué con la
prueba de difusién de gota en agar, utilizando soluciones de cada polimero y de su
mezcla en la misma proporcion (83% pectina, 17% gelana) a la usada en las
peliculas. La Figura 18 muestra los halos de inhibicion del microorganismo
indicador en contacto de distintas concentraciones de soluciones de pectina
(Figura 18 A) y gelana (Figura 18 B) por separado y la mezcla de ambos (Figura
18 C). Los resultados mostraron que concentraciones entre 6 y 10% p/v de pectina
tienen efecto antimicrobiano contra L. monocytogenes, mientras que soluciones de
gelana en concentraciones similares no presentaron efecto. Por otra parte, la
mezcla pectina-gelana al 6% p/v en agua, mostréo actividad antimicrobiana
incipiente (Figura 18C). Concentraciones altas de los polimeros, asi como de la
mezcla, impidieron realizar correctamente la prueba, pues al momento de colocar
la gota de solucion biopolimérica en la superficie del agar, ésta gelificaba muy
rapido. Sin embargo, es evidente que las peliculas tienen concentraciones mas

elevadas de estos polimeros. Por lo tanto, de acuerdo a estos hallazgos, las
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peliculas PG-blancos, presentaron actividad antilisterial debido a la pectina en su

formulacion (83% base seca).

Halos de inhibicién
mostrados por la
mezcla PG

Halos de inhibicién
mostrados por la
mezcla PG

Figura 18.- Evaluacién de la actividad antimicrobiana de soluciones de pectina (A), gelana (B) y
mezclas 83% pectina-17% gelana (C). Prueba de difusién de gota en agar. Se muestran las
concentraciones en donde fue evidente los halos de inhibicion del crecimiento de Listeria
monocytogenes en soluciones de pectina (6 a 10%) (A). En soluciones de gelana no se
presentaron halos de inhibicion (B). En la mezcla pectina-gelana fue evidente la presencia de halos
de inhibicién a partir de concentraciones de polimero del 6% (C).
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Los resultados encontrados para la prueba de difusién en agar por gota
para el caso de gelana difieren a lo encontrado por Xu et. al. (2007) quienes
evaluaron y caracterizaron peliculas a base de konjac glucomanano y goma
gelana. Para ello prepararon distintas formulaciones de soluciones filmogénicas,
variando las concentraciones de konjac glucomanano y gelana (1:9, 3:7, 5:5, 7.3 y
9:1), a cada una de las cuales se les adicioné 1050 Ul/mg de nisina. La actividad
antimicrobiana de las peliculas se evalué por el método de difusion en agar,
usando como microorganismo indicador Staphylococcus aureus. Los resultados de
este trabajo demostraron que el efecto antimicrobiano de las peliculas aumentaba

con la concentracion de gelana.

Por otro lado, la actividad antimicrobiana exhibida por |la pectina se respalda
con el estudio realizado por Gopi et. al. (2014). En dicho estudio se evalud la
sintesis de nanoparticulas de hidroxiapatita (HAP, Ca1o(PQO4)s(OH).) en presencia
de pectina de piel de banana. Al someter 4 volumenes diferentes de HAP (25, 50,
70 y 100 uL) a la prueba de actividad antimicrobiana contra S. aureus y E. coli
encontraron que las nanoparticulas de HAP sintetizadas en presencia de una
concentracion optima de pectina (0.15%) mostraron tener mejor actividad
antimicrobiana que las nanoparticulas sintetizadas en ausencia de pectina,
concluyendo entonces que la pectina extraida de la banana posee actividad
antimicrobiana, la cual es debida a la presencia de algunos componentes
organicos como &cidos uronicos, polifenoles e incluso minerales tales como K,
Na® y Mg®. En otros estudios también se ha confirmado actividad antimicrobiana
de pectinas; Jindal et. al. (2013) al realizar la prueba de actividad antimicrobiana
incluida dentro de la caracterizacién de pectina extraida de Aegle marmelos,
comunmente llamado “Bael”’, encontraron que conforme aumenta la concentracion
de pectina, incrementa también el efecto antimicrobiano de la misma. Utilizaron
como microorganismos indicadores Bacillus cereus y Escherichia coli. Por otra
parte, Bayarri et. al. (2014) demostraron que la actividad antimicrobiana de
lisozima disminuye al disminuir la concentracion de pectina de bajo metoxilo. La

actividad antimicrobiana de pectina se muestra también en los estudios de Jin et.
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al. (2009) quienes observaron una actividad antilisterial baja en peliculas de
pectina y acido polilactico. De forma similar, Olano et al. (2003) demostraron que
los oligosacaridos pécticos (obtenidos a través de hidrolisis enzimatica de
pectinas) en concentraciones de 10 mg/mL, son suficientes para neutralizar la

toxina shiga de Escherichia coli.

Los resultados de actividad antimicrobiana en las peliculas estudiadas en
este trabajo muestran que el péptido producido por Streptococcus infantarius
aislado del pozol (AM), presenta mayor actividad contra L. monocytogenes que
nisina. Esto indica que el péptido de AM puede ser una bacteriocina del tipo Il A,
ya que este tipo de péptidos se caracterizan por poseer una actividad antilisterial
mayor que nisina (Balciunas et al., 2013). Esto se respalda con los resultados de
caracterizacion bioquimica de AM que estan en proceso en el Cuerpo Académico
de Biotecnologia Agroalimentaria. Dentro de estos destacan los hallazgos de
Sanchez-Reyes (2014), quien comprobd que AM esta conformado por péptidos
termoestables (121 °C/15 min) con peso molecular cercano a 9 kDa y una
actividad antilisterial importante, lo cual es caracteristico de las bacteriocinas tipo
lA.

La actividad antimicrobiana de las peliculas de este trabajo en condiciones
de refrigeracion (T=412 °C y HR=98+10%), resultd ser superior a la reportada en
peliculas a base de metilcelulosa con aceites esenciales (Takala et al., 2013), las
cuales fueron efectivas para inhibir el crecimiento de Listeria monocytogenes,
Escherichia coli y Salmonella typhimurium en floretes de brécoli (hasta 4 dias a 4
°C para L. monocytogenes y E. coli, y hasta 12 dias a la misma temperatura para
S. typhimurium). Existen pocos reportes en la literatura en donde se evalue
actividad antimicrobiana de peliculas biopoliméricas usando tiempos de

observacion superiores a una semana.
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7.2. Propiedades mecanicas de Ilas peliculas con sustancias

antimicrobianas

El Cuadro 8 muestra los parametros que describen el comportamiento
mecanico de las peliculas. En general, no se encontré diferencia estadistica
significativa (p>0.05) entre cada tratamiento y su respectivo blanco. El médulo de
Young (ME), el cual describe la rigidez de la pelicula, no present6é diferencia
estadistica significativa entre tratamientos y su blanco pero si entre tratamientos,
lo que indica que aun tratdndose de la misma matriz polimérica, la adicion de
distintos compuestos antimicrobianos pueden dar lugar a diferencias
microestructurales que se manifiestan en las propiedades mecanicas. Las
peliculas a base de caseinato presentaron valores menores de ME que sus
contrapartes a base de pectina-gelana. Esta diferencia se atribuye a la
organizacion microestructural que adoptan los biopolimeros durante la gelificacion
y/o proceso de secado de la solucion filmogénica. Se ha reportado que gelana de
bajo acilo en presencia de calcio forma geles muy reticulados aun a bajas
concentraciones de este biopolimero (Pérez-Campos et al., 2012). De acuerdo a
estudios reoldgicos de gelana y gelana con mezclas de biopolimeros (Pérez-
Campos et al., 2012; Rodriguez-Hernandez et al., 2006; Rodriguez-Hernandez et
al., 2003), las concentraciones de gelana (0.2% p/v) y calcio (5 mM) usadas en
este trabajo para la formulacion de peliculas se consideran lo suficientemente
grandes para generar redes de gelana fuertes, capaces de albergar pectina y el
resto de los componentes (glicerol, agentes antimicrobianos) en sus espacios
intersticiales. Los valores mas pequefos para ME los presentaron las peliculas a
base de caseinato C-AM (64.42+13.32) y su blanco (137.69+21.49). La razon del
resultado puede ser que las sustancias antimicrobianas de AM actuan como
plastificantes adicionales y su efecto es mayor que nisina debido a que AM esta
adicionado en un volumen considerablemente mayor de agua, el cual incluye
también remanentes del medio de cultivo donde crecid Streptococcus infantarius.
Estos componentes y los péptidos antimicrobianos pueden disminuir la cohesion

de la pelicula al disminuir las fuerzas de interaccién entre las cadenas de los
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polimeros que conforman la matriz estructural, provocando que las cadenas
tengan menos restricciones para relajarse, dando lugar a peliculas mas flexibles,
menos rigidas. Este efecto posiblemente sea minimizado en peliculas del mismo
polimero pero con adicidbn de nisina, pues la concentracidn en masa de esta
bacteriocina fue mucho menor que la adicion del concentrado de la BAL (AM).
Resultados similares fueron reportados por Atares et. al. (2010) en peliculas de
caseinato de sodio con aceites esenciales de canela y jengibre; Arrieta et al.
(2014) en peliculas de caseinato de sodio y calcio con carvacrol, y por Giménez et.
al. (2012) en peliculas de gelatina-clara de huevo y aceite esencial de clavo. Las
peliculas PG con nisina presentaron los valores mas altos de ME, los cuales
fueron superiores a 1000 MPa, fueron peliculas rigidas cuyos valores de ME son
comparables a los reportados para peliculas de caseinato de sodio con aceites
esenciales dentro de nanoliposomas (Jiménez et al., 2014).

El esfuerzo a la fractura (or) tampoco fue diferente entre cada tratamiento y
su pelicula blanco a excepcién del tratamiento PG-Nis, en donde la pelicula con
nisina requirid mayor esfuerzo para fracturarse (35.38+10.04 MPa) que su pelicula
blanco (23.86+6.38 MPa). Comparando el efecto de las dos bacteriocinas usadas
(i.e. nisina y AM) en of, en los dos tipos de peliculas estudiadas (C y PG), la
adiciéon de AM o medio de cultivo sin péptidos bioactivos (peliculas AM-blancos),
generd una disminucion en dicho parametro. Por otra parte, los valores de
elongacion fueron congruentes con EM y oy, las peliculas menos rigidas (valores
menores de EM) y con menores valores de o; fueron las mas extensibles (i.e. C-
AM y C-AM-blanco) con valores cercanos al 50%, mientras que las mas rigidas
apenas se deforman hasta un 4% con respecto a su longitud inicial (Cuadro 8). La
Figura 19 muestra los reogramas representativos de las peliculas. Es evidente una
zona plastica mas pronunciada para las peliculas que contienen en su formulacién
AM. En contraste las peliculas con nisina fueron menos plasticas (deformaciones
pequefias antes de la fractura) y mas rigidas (pendientes mayores en la zona
lineal esfuerzo-deformacion). Por lo tanto, AM actu6 como un plastificante
adicional en las peliculas.
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Figura 19.- Reogramas representativos de las peliculas, A. Comportamiento mecanico de las
peliculas de caseinato en su diferentes tratamientos después de ser sometidas a la prueba de
tension uniaxial, B. Comportamiento mecanico de peliculas pectina-gelana (PG).
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Cuadro 8. Propiedades mecanicas evaluadas en peliculas con y sin sustancias
antimicrobianas.

Modulode  Esfuerzoala  Ejongacion

Tratamiento Young (ME, fractura (oy, )
_ MPa)  MPa)

1. C-AM 64.42+13.32 4.01+1.06° 49.71+18.36°
C-AM-Blanco 137.69+21.49° 7.350.85% 49.08+9.04°
2. C-Nis 761.70+63.98" 21.24+2.71>° 12.31+3.33%
C-Nis-Blanco 752.5363.21° 21.52+2.87 15.77+3.43°
3. PG-AM 303.76+43.93° 14.22+1.28% 24.94+4.78
PG-AM-Blanco 292.68+19.37° 12.74+0.90% 25.85+4.43°
4. PG-Nis 1323.92+106.32° | 35.38+10.04° 4.25+1.93°
PG-Nis-Blanco 1400.41£104.20° | 23.86+6.38" 2.33+0.73°

Valores promedio de 7 determinaciones + desviacion estandar. Letras diferentes entre las
columnas indican diferencia estadistica significativa (ANOVA, seguida de comparacién de medias
prueba Tukey; p<0.05).

El Cuadro 9 presenta algunos resultados representativos de propiedades
mecanicas de peliculas biopoliméricas, reportados recientemente. Es evidente en
la informacion recabada en Cuadro 9 que las condiciones experimentales
(velocidad de tension, tamano de pelicula, temperatura) difieren aun cuando el
método usado en la mayoria de los casos es el ASTM D882. Estas diferencias
experimentales y el método de andlisis de los datos generan diferencias
importantes en los valores de las propiedades mecanicas, lo cual dificulta hacer
comparaciones entre resultados de distintos grupos de investigacién. De acuerdo
a los resultados resumidos en Cuadro 9, los valores del médulo de Young de las
peliculas C-AM fueron del mismo orden de magnitud que los reportados para
peliculas de caseinato de sodio con carvacrol (Arrieta et al., 2013) y caseinato con
aceites esenciales de canela y jengibre (Atarés et al., 2010), mientras que las
peliculas C-Nis fueron mas rigidas con valores del modulo de Young en el mismo
orden de magnitud a los reportados también para peliculas de caseinato de sodio

con bacteriocinas y metilcelulosa con bacteriocinas (Sanchez et al., 2014).
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Cuadro 9. Propiedades mecanicas de algunas peliculas biopoliméricas reportadas en la literatura

Modulo de

Esfuerzo a

Pelicula Condiciones de la prueba Tratamientos ey Young la fractura EIongacmn Referencia
(km) (MPa) o (MPa) (%)
Kappa-carragenina, Metgdsi' ’i‘)sm ?1?232'12 Control 31.3341 15 26.29+2.93 | 36.46+1.04
con diferentes testombtron (M3%o- T0CT ZOE1 37.44+1.53 15.863.14 | 37.43%1.56
concentraciones de Testometric Co.. Ltd ’ ZOE2 41.12+2.89 12.75£1.54 | 39.75+4.19 | Aliabadi-
aceite esencial de Rochdale Lancs.; UK) ZOE3 62.33+3.79 10.3412.90 | 44.7415.91 | Shojaee et
Zataria multifora Boiss Tiras: 1 5 x 1d,cm ) MEO1 32.56+1.52 25.81+4.54 | 36.09+3.45 | at., 2014
(ZOE) y Mentha T= 925 I°C. HR= 53 ¥ MEO2 38.18+5.69 22.22+1.61 | 37.67+2.60
Pulegium (MEO) ; o9 70 MEO3 48.67+4.51 17.17£3.29 | 41.2546.25
v: 50 mm/min
SC:G-CRV
R 178480 | 1.50£0.20 1746
1;0:35;0 31+10 0.62+0.19 3241
1:0.15:0.10 7+1 0.14+0.06 79111
PP 8215 0.73+0.08 2715
1:0.25:0.10 20t8 | 0.42:015 | 813
Caseinato de sodio Método: ASTM D882-01 1:0.35:0.10 8+_2 0'09;0'02 62+_11 Arrieta et
(SC), caseinato calcio (ASTM 2001) - e - al., 2013
(CC), con _carvacol Tiras: 1(1><1000 mm CC.:G-C.RV 424415 1.78+0.09 642
(CRV) y glicerol (G) HR= 50% 1:0.15:0
como plastificante v: 25 mm/min 1:0.25:0 27216 0.54:0.01 9£2
' 1j0‘35j0 3943 0.50+0.02 3612
1_0' 1‘5_0' 10 13742 3.02+0.04 5+2
1;0:25;0:10 617 1.2040.05 20+3
10.35:0.10 3616 0.26+0.03 3318
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Médulo de Esfuerzo a Elongacién
Pelicula Condiciones de la prueba Tratamientos Young la fractura (%) Referencia
(MPa) o¢ (MPa) ¢
Caseinato de sodio Método: ASTM D882 SC 180145 1142 67117
(CS), con aceites (ASTM 2001) SC-ECy 25 156144 10.2+1.6 67119 Atarés et
esenciaies canela (EC) Tiras: 25x100 mm SC-ECq 075 160133 11.4+1.8 76121 al. 2010
jengibre (J) HR=33-53% SC-Gg 25 154155 1042 57+24 ”
yleng v: 50 mm/min SC-Go 75 170437 | 11.6%1.7 72428
Met°d(‘|’égN2'(')?% 527-1 PVA100 250450 | 26335 2313 26517
Qui T . PVA90:Q10 190+40 172115 28+4 173120 .
uitosano (Q) con Equipo:Maquina Universal PVAS80-Q20 240+30 1390468 4345 8146 Bonilla et
polivinil-alcohol (PVA) (Digitf_:\rl Lond1 Instrument) PVA70:Q30 310;40 1090130 2412 32;7 al., 2014
iras: 1x5cm ' N » N ",
HR= 53% v: 50 mm/min Q100 39+2 53315 20+7 612
Peliculas de caseinato
de sodio (CS) con Método: ASTM D882-3
glicerol (Gli) acido Equipo:texturémetro
estéarico (Ae) y oleico (M350-10CT, type DBB CS-Gli 14010 1.991£0.17 9.27+0.29 322+21 Broumand
(Ao), asi como MTCI, Testometric Co. CS-Gli-Ao 20030 0.31+£0.05 | 2.23+0.20 745148 ctal. 2011
incorporacion de aceite Rochdale, Englad). CS-Gli-EO-Ao 200£30 0.95+0.19 1.9410.15 212141 v
esencial de Zataria Tiras: 25x80 mm
multifora Boiss y una HR= 5015% v: 10 mm/s
proteina / lipido
Una mezcla de clara Método: ASTM D882-
de huevo-gelatina, 3Equip6’texturc’>metro C 67.94+2.72 | 5.57+0.97 | 337.6+28.7 Giménez et
aceite esencial de (TAXT2i -SMS Surrey C-S 101.9+17.8 | 12.39+2.34 37.843.0 al. 2012
clavo (CL) y sepiolita Uk) Ti’raS' 2’x 5cm ' C-CL — 10.51+1.83 | 3.84+0.29 | 426.9+31.3 v
(S). Pelicula control (C) ' C-CL-S 4.51+0.70 1.631£0.16 227.3+5.7

v:100mm/min
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Pelicula

Condiciones de la prueba

Tratamientos

Médulo de
Young
(MPa)

Esfuerzo a

la fractura
O (M Pa)

Elongacién

(%)

Referencia

Caseinato de sodio
(CS) y metilcelulosa

(MC), con adicién de Método: ASTM D-882 CS 345179 11.241.2 6.01£0.3
dos bacteriocinas Equipo: texturometro CS+L. a 318434 10.0+0.8 5.840.2
producidas por Analyser TA-XT-plus CS+L.r 252123 6.910.5 6.310.2 Sanchez et
bacterias acido lacticas Tiras:24.5 x 100 mm MC E— 532+25 31.6£0.8 2917 al., 2014
(BAL) Lactobacillus T=5°CHR=75% MC+ L. a 332+35 30.7+0.8 32.9+1.3
acidophilus (L. a) y v: 50 mm/min MC+L.r 328+21 24424 3312
Lactobacillus reuteri
(L. 1)
Caseinato de sodio-
almidén con aceites |  Método: ASTM D882 Control 55¢8 | 1900£200 | 27.6+1.5 | 2.920.5
. X Pc 63+8 1300200 8+0.7 0.840.2
esenciales de naranja (ASTM 2001) :
(An) vy limoneno (Lim) Tiras: 2.5 x 10 cm Pc-Lim 76£11 700+100 7.810.4 2.020.2 Jiménez et
dentro de .I'.= '25 °C Pc-An 89112 900+200 7.1+1.8 1.0£0.3 al. 2014
nanoliposomas de HR=53 % Soy_ 6617 900+100 9.6+1.9 1.7£0.6 v
soya (Soy). Pelicula v: 50 mm/min Soy-Lim 71£11 1000+100 11£2 1.8+£0.6
ya (50y). : Soy-An 8119 86070 9.640.3 1.740.1
control (Pc).
Pelicula preparada a Método: ASTM-828-88
base de gelatina (Gel) Equipo: Maquina Universal Galatiqa 8615 430.9+192.6 | 15.5+£3.9 48.1£12.4 Kanmani &
nanoparticulas de platé Instron (modfalo 5565, Gel/Arcilla 110112 386.4+157.0 | 19.5+4.3 34.2+8.7 Whan
(AgNPs) y 6rgano Instrop Engineering Gel/AgNPs ' 93+10 303.71+88.4 15.3+3.5 72.616.6 2014’
arcilla (Cloisite 30B) corporation, Canton MA, Gel/AgNPs/Arcilla 10510 533.1£72.8 20.8+3.1 47.316.2
) USA), v: 50 mm/min.
Método: ASTM D882 CS 0.22+0.09 3.7£0.7 125111
Caseinato de sodio (ASTM 1992) CSLys 0.18+0.09 3.4+ 0.5 11149 Mendes de
(CS) incorporadas con Tiras: 2.54x8 cm CSpH4.6 0.33+0.08 3.5£0.5 11548 Souza. et
Lisozima (Lys) y T=25°C CSpH4.6 E— 0.48+0.08 4.1+0.4 105122 al 20’10
glicerol (Gli). HR= 50-70% LysCSGli (0.5%) 0.58+0.09 4.0+0.3 1238 ”
v: 25 mm/min CSGli (0.5%) Lys 0.61+0.09 3.8+1.3 78+25
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Grosor Médulo de Esfuerzo a Elongacién
Pelicula Condiciones de la prueba Tratamientos Young la fractura o Referencia
(km) (MPa) o (MPa) )
Pelicula de quitosano Método: ASTM-D882, 2001 Q 42412 1674149 4416 205
(q)-aceite esencial de Equipo: Maquina Universal Q1:A0¢.25:ECy 25 51+5 1421480 4319 2116
hoja de canela (EC) (TA. XT plus Stable Micro Q:ECy5 48+4 1455489 373 173 Perdones
con y sin acido oleicc’) Systems, Haslemre, Q4:A0p5:ECo 5 64+3 1047161 3914 2915 etal., 2014
(A0) Englad) Q::EC, 603 96268 3846 27+4
' v: 50 mm/min Qq:Ao; 7413 848+24 33+4 1145
) CMGe/Pu
Carboximetil-gelana Met°d/§"8¢fﬂT%(?2882'°2 4/0 (p/p) 19040 27.66:2.06 | 9.80%1.20
(CMGe) y pululano | 1. 2(0x80 ot T)=25 o gg (Pjp) 160+10 23.95+1.87 | 15.83+0.93 | Zhuetal.,
(Pu) con adicion de Rz 50.70% 22 (P/p) 210£30 —— | 14.63+1.93 | 23.93+168 | 2014
glicerol (Gli) V160 i (p/p) 210£30 13.2240.64 | 26.17+1.44
- 0/4 (p/p) 17040 10.60+2.43 | 33.501.82
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7.3. Propiedades de barrera

7.3.1. Permeabilidad al oxigeno (PO;) de las peliculas con sustancias

antimicrobianas

El Cuadro 10 muestra los valores de PO, determinados en las peliculas de
los diferentes tratamientos estudiados en este trabajo. No existi6 diferencia
estadistica significativa entre cada tratamiento y su respectivo blanco. Por lo tanto
la adicion de los péptidos antimicrobianos no afectd la permeabilidad al oxigeno de
las peliculas. Es notable la diferencia en magnitud entre PO, de peliculas de
caseinato y PG, las primeras fueron hasta dos érdenes de magnitud mayores y la
inclusion de AM o nisina si tuvo efecto en el valor de PO,. Las peliculas PG
presentaron los valores mas pequefios de PO, sin diferencia estadistica
significativa por la adicidén de los dos tipos de bacteriocinas. Los resultados de PO,
de peliculas C-AM y C-Nis fueron comparables con los reportados para peliculas
de caseinato con antioxidantes (PO, = 56 a 83x107* g m s'm? Pa™) (Fabra et al.,
2011), quitosano-acido estearico (PO, = 34.9x10™ g m s'm™ Pa™") (Srinivasa et
al., 2007) y quitosano-acido oleico (PO, =14 a 46x10™™ g m s'm™? Pa™) (Aguirre,
et. al., 2014). Por otra parte, los valores bajos de PO, obtenidos en las peliculas
PG son similares a los reportados para peliculas de metilcelulosa y metilcelulosa-
acido estearico (PO, = 6 a 7.8x10™ g m s'm? Pa”) (Ayranci & Tunc, 2003),
zeina-acido oleico (PO, = 7.3x10™"* g m s'm?Pa™") (Rakotonirainy & Pauda, 2001)
e incluso plasticos sintéticos como polipropileno (PO, = 2.46x10™* g m s'm? Pa™)
polietileno de baja densidad (PO, = 3.08x10™"* g m s'm?Pa™) y polietileno de alta
densidad (PO, = 0.4x10"* g m s'm?Pa™") (Singh & Heldman, 2009).

Las diferencias en los valores de PO,, entre los distintos tratamientos
evaluados en este trabajo, pueden atribuirse a las caracteristicas propias de cada
matriz estructural de la pelicula y a posibles interacciones existentes entre los
biopolimeros estructurales y los compuestos antimicrobianos, agua e incluso iones

presentes, lo cual pudo generar matrices biopoliméricas con distintas proporciones
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de zonas amorfas/cristalinas. Se ha reportado que la plastificacion de las peliculas
genera un incremento en la movilidad de las cadenas poliméricas y este fendbmeno
puede disminuir la resistencia a la transmision de gases a través de la pelicula. Sin
embargo, en condiciones de humedad relativa intermedia o alta (50% HR o
mayor), los microcanales de la pelicula pueden estar ocupados con agua,
obstruyendo el transporte de moléculas gaseosas a través de la pelicula (Srinivasa
et al., 2007), lo cual puede explicar los valores mas bajos de PO en peliculas C-
AM, mas plastificadas que C-Nis (ver Cuadro 10). Los bajos valores de PO, en
peliculas PG puede atribuirse a una microestructura mas compacta generada por
la gelificacion fuerte de gelana (Pérez-Campos et al., 2012), lo cual da lugar a una
red menos porosa y por lo tanto menos permeable. Esto permite visualizar a las
peliculas PG como una alternativa viable para empaques alimentarios
biodegradables por sus propiedades de barrera al oxigeno, mecanicas Yy

antimicrobianas, estas ultimas discutidas en secciones previas.

Cuadro 10. Permeabilidad al oxigeno (PO;) de peliculas con y sin sustancias
antimicrobianas

PO, x 10™
Tratamiento

(gmPa's'm?

1. C-AM 40.5+5.79°
C-AM-Blanco 39.6 + 5.74°
2. C-Nis 188.4 + 6.75°
C-Nis-Blanco 184.6 + 20.8°
3. PG-AM 8.3+ 0.61°
PG-AM-Blanco 7.5+ 0.87°
4. PG-Nis 1.8 + 0.80°
PG-Nis-Blanco 2.1+0.67°

Se muestra el promedio + desviacidon estandar de cuatro determinaciones. Letras diferentes indican
diferencia estadistica significativa (Tukey, P>0.05).
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7.3.2. Permeabilidad al vapor de agua (PVA) de las peliculas con

sustancias antimicrobianas

Los valores de PVA de las distintas peliculas estudiadas en este trabajo se
muestran en el Cuadro 11. No se observd diferencia significativa entre cada
tratamiento y su correspondiente blanco, por lo que la inclusién del agente
antimicrobiano no generd cambios en la permeabilidad al vapor de agua de las
peliculas, posiblemente por las bajas concentraciones de compuestos bioactivos
usadas en los dos tipos de peliculas. Estos resultados coinciden con lo reportado
por Ko et. al., (2001) quienes observaron que la inclusion de nisina (4.0 a 160
Ul/pelicula) no generd efecto en los valores de PVA de peliculas de distintas
proteinas: aislado de proteina de suero de leche, proteina de soya, proteina de

huevo y gluten de trigo.

Las peliculas C-AM y C-AM-blanco mostraron los valores mas altos de
PVA. El resto de los tratamientos mostraron valores estadisticamente iguales,
independientemente del tipo de biopolimero estructural o antimicrobiano usado.
Estos resultados sugieren que AM probablemente genera redes de caseina menos
densas, mas plastificadas que nisina. AM esta contenida en un volumen mayor
(3.84 mL/pelicula) de agua que nisina (59.33 yL o 0.059 mg/pelicula). Adicional a
los péptidos bioactivos y al agua, AM contiene algunos componentes del medio de
cultivo que pueden actuar como plastificantes, incrementando el espacio
intermolecular polimero-polimero y favoreciendo la movilidad de cadenas
poliméricas, lo cual da como resultado el comportamiento predominantemente
plastico discutido en la seccidn de propiedades mecanicas y una estructura mas
permeable, con mayor afinidad al agua por la naturaleza de los componentes de
AM.
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Cuadro 11. Valores de Permeabilidad al Vapor de Agua (PVA) de peliculas con
agentes antimicrobianos

, Condiciones experimentales PVAx 10™
Tratamiento
T(C)  HR(%) ms”'Pa’'m?)

1 | C-AM 16.57+1.23%
C-AM-Blanco 15.65+1.56°

2 | C-Nis 7.23+0.48°
C-Nis-Blanco 6.68+0.62°

3 [ PG-AM o4 62 8.86+0.14°
PG-AM-Blanco 7.77+0.47°

4 | PG-Nis 8.76 +0.60°
PG-Nis-Blanco 8.62+0.90°

Se muestran los valores promedio de cuatro determinaciones + desviacion estandar. Letras
diferentes indican diferencia significativa (Tukey, P>0.05).

Las peliculas estudiadas en este trabajo fueron menos permeables que
algunas reportadas en la literatura. Por ejemplo, se han reportado valores de PVA
de 40.2 a 67x10"'g m s'm™?Pa'para peliculas de proteina con nisina (Ko et. al.,
2001), PVA=18.6 a 23.1x10™"'"g m s 'm™Pa" para peliculas de carboximetilcelulosa
con acido oleico (Ghanbarzadeh & Almasi, 2011); PVA = 98x10™"'g m s'm™?Pa™
para peliculas caseinato-nisina (Kristo et al., 2008); PVA = 37 a 73x10'lg m s 'm™
Pa' para peliculas de carboximetil-gelana, pululano y sus mezclas (Zhu et al.,
2014). En muchos de estos estudios, atribuyen al glicerol (plastificante usado en
las peliculas) la alta permeabilidad al vapor de agua de las peliculas. En general,
se ha reportado que las peliculas a base de proteinas presentan mejores
propiedades de barrera a la humedad que las peliculas a base de polisacaridos
(Aguilar-Mendez, 2005; Aloui et al., 2011; Bourtoom, 2008). Sin embargo, en este
trabajo esta tendencia no fue observada. Esto puede ser atribuido a la
organizacion microestructural que presenta gelana-pectina, que da lugar a
matrices menos permeables tanto al agua como al oxigeno. Esta microestructura
debera ser motivo de estudios posteriores para esclarecer las diferencias en
permeabilidades observadas entre peliculas de caseinato y de pectina-gelana. Los

resultados de PVA de peliculas PG son similares a los obtenidos en peliculas de
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mucilago de semilla de membrillo con aceite esencial de orégano (PVA=7.6 a
17x10™ g m s'm?Pa’) (Jouki et al., 2014), peliculas de almidon de
maiz/caseinato de sodio (PVA = 5.4 a 14.5x10™"" g m s'm™Pa™) (Arvanitoyannis et
al., 1996); peliculas a base de proteina de pescado/gelatina de pescado/aceites
esenciales/nanoparticulas de 6xido de zinc (PVA = 1.63 a 3.06x10"" g m s m™
Pa™) (Arfat et al., 2014) y peliculas de gelana (2%) entrecruzadas con calcio (por
inmersion en 5% CaCl,) (PVA = 8.31x10™"'g m s'm™?Pa™) (Yang et al., 2010). En
este ultimo estudio, se observé que las peliculas de gelana tratadas con CaCl;
mejoraron sus propiedades mecanicas y de barrera por la reaccion de
entrecruzamiento de cadenas de gelana a través de iones calcio. De acuerdo a
Yang et. al., (2010), los iones calcio generaron enlaces intermoleculares mas
fuertes y mas cortos, fortaleciendo la estructura de la pelicula y disminuyendo la
movilidad de ésta, lo cual result6 en menores valores de PVA. Estas
observaciones pueden explicar los resultados de PVA, PO, y propiedades

mecanicas de las peliculas PG.

7.4. Propiedades fisicas

7.4.1. Determinacion de color a peliculas con y sin sustancias

antimicrobianas

Se obtuvieron peliculas homogéneas (libres de burbujas y grumos),
delgadas, flexibles y transparentes en cada uno de los tratamientos. Una vez
extraidas las peliculas de los moldes y después de determinarles el grosor, se
observd que la inclusion de compuestos con actividad antimicrobiana producidos
por S. infantarius (AM), produce peliculas mas gruesas (200 um) que las peliculas
a las cuales se les adiciond nisina (90-107 um). Se observo también que las
peliculas de los tratamientos a los cuales se les adiciond AM mostraron una
coloracién ambar, mientras que los tratamientos a los cuales se les adiciond nisina
resultaron trasparentes con valores L*, a* y b* cercanos a la hoja de papel Bond
color blanco que sirvi6 de fondo o “background” para las mediciones de color de
las peliculas (Lo*= 88.62, ap*=1.43 y bo*= -6.75).
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Las peliculas C-AM y C-AM-blanco redujeron notablemente su claridad
(parametro L*) y los valores para la cromaticidad aumentaron, es decir predominé
una tonalidad rojo-amarillo (a*=10.52 y 10.83; b*=29.55 y 29.29). Por otra parte, en
las peliculas C-Nis y C-Nis-blanco, el parametro L* permanecidé sin cambios
significativos comparado con el fondo (hoja blanca), mientras que en los valores
de cromaticidad resaltd el color azul con valores de -3.17£1.35 y -2.99+1.21, y
amarillo, con valores de b*=0.83+0.15 y 0.80+0.18. Tendencias similares fueron
encontradas para peliculas de pectina y gelana, pero en esas peliculas se observo
un menor decremento en los valores de claridad (L*) por la incorporacion de AM.
El Cuadro 12 muestra los parametros de color y los valores del cambio de color
(AE) de cada pelicula, considerando como valor de referencia el fondo usado para
realizar las mediciones (hoja blanca). Por lo tanto valores bajos de AE indican
peliculas mas transparentes y con menor cromacidad, que en este estudio

correspondieron a las peliculas con nisina en su formulacion.

Cuadro 12. Parametros de color de peliculas de caseinato (C) y pectina-gelana
(PG) con agentes antimicrobianos.

Tratamiento Pararan*etros
Fondo (hoja blanca) | 88.61+0.005 1.43+0 -6.75+0
1. C-AM 59.43 + 0.53% | 10.52 + 0.51° | 29.55 + 0.34® | 47.55 +0.15°
C-AM-Blanco 59.76 + 0.15° | 10.83 + 0.09° | 29.29 + 0.70° | 49.97 + 0.64°
2. C-Nis 87.46+0.19° | 0.83+0.15° | -3.17+1.35° | 3.81+1.35°
C-Nis-Blanco 87.27+0.10° | 0.80+0.18° | -2.99+1.21° | 4.05+1.16°
3. PG-AM 69.55+0.35° | 3.80 +0.81° | 27.05 + 0.87°* | 38.88 + 0.98°
PG-AM-Blanco 69.45+0.28° | 3.45+0.11° | 26.71+0.18° | 38.61 + 0.30°
4. PG-Nis 87.17 £0.10° | 0.84 + 0.080° | -3.50 + 0.65° | 3.61 + 0.56°
PG-Nis-Blanco 87.62+0.07° | 0.74+0.14° | -259+ 1.05° | 4.33+1.04°

Se muestra el promedio de tres determinaciones + desviacion estandar. Letras diferentes indican
diferencia significativa (Tukey, P>0.05).
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7.4.2. Solubilidad en agua de peliculas de caseinato y pectina-gelana

con y sin sustancias antimicrobianas

La solubilidad en agua de las peliculas es un factor importante a considerar
para determinar las posibles aplicaciones industriales de las mismas. En algunas
aplicaciones se requiere que los materiales de empaque que estaran en contacto
con alimentos de alta humedad tengan una baja solubilidad para poder asegurar la
integridad del producto. Por otra parte, la solubilidad de las peliculas en agua
favorece su biodegradabilidad, aspecto importante en este tipo de materiales. Los
valores de solubilidad en agua de las distintas peliculas evaluadas en este trabajo
se muestran en el Cuadro 13. Como en las otras propiedades de las peliculas, no
se observo diferencia estadistica significativa entre cada tratamiento y su pelicula

“blanco”.

Cuadro 13. Valores promedio de la solubilidad en agua de las peliculas caseinato
y pectina-gelana con y sin sustancias antimicrobianas

Tratamiento  Solubilidad
1. C-AM 97.05+1.88°
C-AM-Blanco 97.82+1.05°
2. C-Nis 73.04+0.59°
C-Nis-Blanco 73.83+0.65°
3. PG-AM 93.19+0.90°
PG- AM-Blanco | 93.58+0.05°
4. PG-Nis 54.31+0.40°
PG-Nis-Blanco | 53.91+0.60°

Se muestra el promedio de tres determinaciones + desviacion estandar. Letras diferentes indican
diferencia significativa (Tukey, P>0.05).

Las peliculas adicionadas con AM y sus peliculas “blanco” presentaron los
valores mas altos de solubilidad (93 a 97%). Esto puede atribuirse a las posibles
interacciones moleculares entre AM y los biopolimeros (plastificacion de la matriz
estructural), generando una matriz flexible, menos compacta y con mayor afinidad
hacia compuestos polares como el agua. Se observd un comportamiento
totalmente distinto para matrices de los mismos polimeros pero con adicion de

nisina, C-Nis, PG-Nis y sus correspondientes blancos, estas formulaciones

77



Propiedades fisicas y bioactividad de peliculas con agentes Resultados y
antimicrobianos producidos por bacterias acido-lacticas discusiones

generaron peliculas con menores valores de solubilidad, atribuible a la formacion
de redes mas compactas, menos plastificadas y por lo tanto con menor capacidad
de hinchamiento por sorcion de agua. Este comportamiento es congruente con los

resultados de las propiedades mecanicas y de permeabilidad de las peliculas.

7.5. Microscopia electrénica de barrido

Los componentes de las peliculas pueden organizarse de maneras muy
diferentes en la matriz polimérica durante el secado de la pelicula. La
microestructura de las peliculas se estudié cualitativamente mediante microscopia
electronica de barrido (SEM) bajo modo ambiental, es decir no fue necesario
realizar tratamientos laboriosos en las muestras, solo se acondicionaron en un
desecador con silica gel (=0% HR). La Figura 20 muestra las micrografias
obtenidas tanto de la seccién transversal como de la superficie de cada uno de los

cuatro tratamientos evaluados asi como de sus correspondientes blancos.

De forma general, las secciones transversales de las peliculas se
observaron compactas, homogéneas con cierta rugosidad que puede ser debida al
corte de la pelicula (trituracion de peliculas congeladas en nitrégeno liquido). Es
notoria la presencia de agregados o “grumos” de pelicula en la superficie de C-
AM, los cuales son polvos microscépicos de la misma pelicula que quedaron
adheridos a su superficie después del proceso de trituracion en una licuadora.
Desafortunadamente no fue posible realizar una réplica de este tratamiento, pero
macroscopicamente fue evidente la presencia de polvos adheridos en esa
pelicula, la cual fue la mas flexible (mas plastica y dificil de fracturar) y mas
higroscopica. Es importante enfatizar que los tratamientos evaluados generaron
peliculas con estructuras compactas, indicativo de compatibilidad entre los
componentes de la misma (Espinel et. al., 2014), y que los agentes
antimicrobianos no generaron imperfecciones o irregularidades en la estructura de
la pelicula, lo cual respalda el hecho de que los agentes antimicrobianos usados

en este trabajo, no tuvieron efectos en las propiedades fisicas de las peliculas.
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Figura 20.- Micrografias (seccién transversal y superficie) a escala de grises 2 kV, en resolucion de 1000x de los diferentes tratamientos de
peliculas evaluadas y sus respectivos blancos.
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Con base en los resultados generados en este trabajo se concluye que los
compuestos antimicrobianos producidos por Streptococcus infantarius, bacteria
aislada del pozol, tienen mayor actividad antilisterial que nisina comercial en
peliculas de caseinato, en las concentraciones estudiadas. La actividad antilisterial
fue mas efectiva a 4 °C y 98% HR (condiciones de refrigeracion). En esas
condiciones la fase de latencia del crecimiento microbiano se extendié hasta 38
dias y después de ese tiempo el 90% de la poblacion de listeria fue inhibida hasta
el término de la evaluacion (61 dias).

En las peliculas pectina-gelana se detecté un efecto sinérgico entre pectina
y ambos antimicrobianos (AM y Nis). Se comprobd que pectina presenta actividad
antilisterial en las concentraciones usadas en las peliculas y la combinacion
pectina-gelana-antimicrobiano inhibié totalmente el crecimiento de Listeria

monocytogenes, tanto a 35 °C como a 4°C.

En condiciones de refrigeracion, las peliculas PG-AM fueron eficaces para
inhibir completamente L. monocytogenes durante periodos prolongados de
almacenamiento. Por lo tanto, estas peliculas representan una opcion viable para

prolongar la conservaciéon de alimentos susceptibles a Listeria monocytogenes.

La incorporacion de compuestos antimicrobianos (AM o Nis) no gener6
diferencias significativas en las propiedades mecanicas y de barrera (PVA, PO,)
de las peliculas. AM actué como plastificante adicional, generando peliculas
menos rigidas, con mayor capacidad de deformarse sin fractura (comportamiento
plastico) y mas solubles en agua. Las peliculas PG fueron menos permeables
tanto al agua como al oxigeno, que las peliculas de caseinato, lo cual se puede

atribuirse a diferencias en la organizacion micro-estructural de la matriz polimérica.

La visualizacion de la microestructura de las peliculas con SEM confirmo
estructuras compactas, homogéneas, indicativo de compatibilidad entre los

componentes de la pelicula.
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En investigaciones futuras sobre el tema se sugiere:

= Usar Microscopia Confocal para estudiar la organizacién microestructural de
las peliculas evaluadas en este trabajo. Esta técnica permitiria estudiar
secciones Opticas a lo largo de la seccion transversal y generar imagenes
tridimensionales de la morfologia de la muestra, generando conclusiones mas
robustas acerca de las diferencias microestructurales entre peliculas PG y C
que dan lugar a diferencias en las propiedades de barrera y mecanicas.

*» Prolongar la prueba de actividad antimicrobiana en peliculas PG con
sustancias antimicrobianas a 35 °C, estableciendo técnicas que permitan
mantener una humedad relativa superior a la evaluada en este estudio (32%) y
evitar de esta forma la deshidratacion del medio de cultivo (agar Oxford), que
fue la limitante para un monitoreo prolongado en esta prueba.

= Evaluar el comportamiento antimicrobiano de las peliculas estudiadas en
alimentos inoculados con Listeria monocytogenes y otros microorganismos
indicadores de importancia en la industria de los alimentos.

* Producir y evaluar matrices (PG y C), inoculadas con concentraciones mas
bajas de AM, es decir con la concentracion minima inhibitoria reportada para
este compuesto en otros estudios realizados dentro del Cuerpo Académico de
Biotecnologia Agroalimentaria (CABA).

» Estudiar el comportamiento antimicrobiano de pectinas, para establecer el
posible modo de accidn de estos polimeros contra microorganismos
patégenos. Por ejemplo: a) producir mediante hidrdlisis enzimatica
oligosacaridos de pectina y adicionarlos a peliculas de pectina, para de esta
forma evaluar su actividad antimicrobiana contra microorganismos patégenos o
deterioradores de alimentos, asi como sus toxinas (ejemplo toxina Shiga
producida por Escherichia coli), b) producir derivados catidonicos de pectina
mediante la utilizacion de sustancias quimicas y llevar a cabo su

caracterizacion en cuanto a actividad antimicrobiana.
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ANEXO 1. Permeabilidad al oxigeno (PO,)

Para la determinacién de la permeabilidad al oxigeno de peliculas plasticas
se usd el equipo VAC 2, Labthink® (China) que opera bajo el principio
manomeétrico de acuerdo a las normas ASTM D1434, ISO 2556 y ISO 15105-1.
Las peliculas fueron cortadas en circulos de 9.8 cm de diametro, posteriormente
se fijaron con grasa para alto vacio entre las dos camaras del equipo (camara de
baja y alta presién, ver Figura 21). Se suministré oxigeno de alta pureza a través
de la camara de alta presion, permitiendo el paso de moléculas de oxigeno, a
través de la pelicula, de la camara de alta presion a la camara de baja
(previamente colocada a presion cercana a 0 Pa). En la cdmara de baja presion
existe un sensor que permite registrar la presion a lo largo del tiempo, logrando asi
determinar la velocidad de transmision del gas a través de la pelicula. La
temperatura de las pruebas se controlé a 25 °C usando un recirculador de agua.
Los siguientes datos fueron importantes para el calculo de la permeabilidad y se
mantuvieron constantes durante la prueba: area de transferencia (A=38.48 cm?),
presion de la camara de alta presiéon (101325 Pa), volumen de la camara de baja

presion (219 cm?®). Al término de la prueba, se dispone de la siguiente informacién:

Presidn inicial en la camara de baja presion (Poo-Li)

Presidn final en la camara de baja presion (Poz-1f)

Camarade alta
Presioén

Camarade baja
Presion

Figura 21.- Camara de baja y alta presion del equipo VAC-V2 Permeability tester (Labthink®,
China).
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Los datos colectados del equipo fueron utilizados en los calculos de difusividad y
permeabilidad de oxigeno en la pelicula.

Para el calculo de permeabilidad se parti6 de la primera Ley de Fick para la
difusion:

Donde:

No, = Flux molar de oxigeno (g.molO,/m?s)

Do, = Difusividad de oxigeno a través de la pelicula (m?.s)

dCOZ
dx

=Gradiente de concentracién molar de oxigeno en la pelicula (g molOz/m?® m)

Despejando Do, de la Ecuacion 8:

No,
ACp;

Do,_; = Ax  (9)

Donde
ACpy = Cpz-i — Coz—¢ (10)

Ax= dx, es decir el espesor de la pelicula (m).
ACpy = Concentracion de oxigeno
Co2-i = Concentracion inicial de oxigeno

Co2.s= Concentracion final de oxigeno

La concentraciéon molar de oxigeno se calcula despejando n (numero de

moles) de la ecuacion de los gases ideales (Ec. 11)

PV = nRT

n Py,
Coz = V- RT (11)

95



Propiedades fisicas y bioactividad de peliculas con agentes

o : . R Y Anexos
antimicrobianos producidos por bacterias acido-lacticas

Por lo tanto

APg,
ACo, = 12
0o = =  (12)

Donde:

n= Numero de moles de oxigeno (mol)

Po2=Presion de oxigeno (Pa)

V=Volumen de la camara de baja presién (Vc=219 cm®)

R=Constante Universal de los gases ideales (8.31434 m®Pa/ (g mol K))

T=Temperatura absoluta a la que se realiz6 la prueba (298 K)

Sustituyendo la Ec. 12 en Ec. 9:

D _ No, A = No,RTAx 13
TR, Y T Tap, P
RT

APy, = Poy—j — Poa—s (14)

Donde:

Po2.i = Presion inicial de oxigeno (Pa)

Po2s = Presién final de oxigeno (Pa)

El calculo de AP,, requiere de la aplicacion de una media logaritmica,

debido a la intervencion de tres presiones en las dos camaras del equipo (Figura
22).
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Camarade alta
presion

Constante

e
‘ /pell'cula

i

presién i
Po2-Li Po2-Lf

Figura 22.- Esquema de las camaras del equipo Permeability tester (Labthink®, China). Se indican

las diferentes presiones involucradas en la prueba de permeabilidad a gases.

Por lo que la media logaritmica para el célculo de AP,,es:

(Poz—u — Poz-1i) — (Po2—n — Po2-1f)
Poz—n — Poz-Li
In
(POZ—H - Poz—Lf)

Al:'Ozln = (15)

Donde:

A Po2in= Diferencia de presiones (media logaritmica, Pa)
Po2-+ = Presion de oxigeno en la camara de alta presion (101325 Pa)
Po2-Li = Presion de oxigeno en la camara de baja presion al inicio de la prueba (Pa)

Po2..s = Presidn de oxigeno en la camara de baja presion al final de la prueba (Pa)

Sustituyendo la Ecuacién 15 en la Ec. 13:

Donde:

Doz = Difusividad de oxigeno en la pelicula (m?/s).
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El flux de oxigeno a través de la pelicula durante la prueba se obtiene aplicando la

siguiente ecuacion:

_ Doz
etmo Y

Donde:

No2= Numero de moles de oxigeno que permearon a través de la pelicula (mol)
A= Area de transferencia de masa (proporcionado por el manual del equipo,
0.003848 m?)

t = tiempo de la prueba, se obtiene del grafico P vs t generado durante la prueba

en el equipo (s)
El valor de np; se obtiene aplicando la Ley de los gases ideales.

(Poz-rf — Poz-1i) (Vo)

No; = RT

Donde:
Vc= Volumen de la cdmara de baja presion (0.000219 m?)

Sustituyendo noz en la Ec.7.

Noo — (Poz—rf — Poz-1i) (VC)
0z RT(A) (t)

(18)
La difusividad en la pelicula se calcula con la Ecuaciéon 16, mientras que la

permeabilidad del oxigeno en la pelicula esta dada por:

P _ NozAX
o2=f ™ Al:)OZIn

(19)

Donde:

Po2.r= Permeabilidad de oxigeno a través de la pelicula (gmol m/ (Pa s m?))

98



Propiedades fisicas y bioactividad de peliculas con agentes

o : . R Y Anexos
antimicrobianos producidos por bacterias acido-lacticas

ANEXO 2: Permeabilidad al vapor de agua (PVA)

La permeabilidad al vapor de agua se determind usando el método ASTM
E96-00 (ASTM, 2000). Se usaron celdas o copas de aluminio (diametro igual a 61
mm y una altura de 44 mm) provistas de tapa con sello hermético, las cuales
permiten un area de transferencia al vapor de agua de 0.0029 m?. La Figura 9, en
la seccidén de materiales y métodos muestra una fotografia de las celdas utilizadas

en este trabajo.

Las peliculas a ensayar fueron ensambladas en las celdas de aluminio,
asegurando el sello correcto de las celdas con las peliculas. Previamente se
colocé silica gel seca (= 0% HR) en las celdas, dejando un espacio libre entre la
superficie de la silica gel y el borde superior de las celdas. Las celdas con las
peliculas se pesaron en una balanza analitica (aeADAM, sensibilidad 0.0001 g) y
posteriormente se colocaron en un desecador de gabinete el cual contenia una
solucion saturada de NaCl (Figura 23). La ganancia de masa de agua de las
celdas fue monitoreada cada hora durante 8 h. Se graficaron los valores ganancia
en peso de agua contra tiempo de cada celda con la pelicula a evaluar. El tiempo
ensayado fue suficiente para obtener el estado estacionario de la velocidad de
transmision de vapor de agua a través de la pelicula. En cada grafico (ganancia de
agua vs tiempo) se determiné la pendiente a través de regresion lineal y la PVA
fue calculada como se indica continuaciéon. La Figura 23 y 24 muestra el arreglo

experimental y las principales variables usadas en la determinacién de PVA.
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Celda de aluminio Silica gel

Desecador de gabinete
(@)
O]
— 1== — o
[ [~ [ —
= > = =
o o =
> oS o = =
‘f o ° r..‘o.‘o. 3 A
P3 [/ ‘o - A AN
S O‘o. — ) o O
SAL (NaCl)

Figura 23.- Esquema del arreglo experimental para la determinacién de la Permeabilidad al Vapor
de Agua (PVA) de las peliculas.

El flux de masa de agua gaseosa (Ni20, g/(s m?)) que permed en cada
pelicula se calculé a través de la pendiente (m, g/s) determinada durante el
monitoreo de ganancia en peso de la celda con la pelicula y el area de
transferencia de masa. Se consideré que la temperatura y HR en el desecador
usado como camara ambiental permanecieron constantes hasta el término de la
prueba.

Para el calculo de PVA se consider6 la primera Ley de Fick de la difusion:

Dy,0-rdp

NH,0 = o1 (20)
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Donde Dy, €s la difusividad de vapor de agua a través de la pelicula y 3—

X

es el gradiente de presiones parciales de vapor de agua existente en la

pelicula, es decir:

dp P —-P
dx (X2 — X1)

En donde (x, — x;) es el espesor de la pelicula.

P, y P1 deben ser calculadas considerando la difusion del vapor de agua a través

de una pelicula de aire estancado (espacios x3-Xz2 Yy Xo-X1) (Figura 24).

Direccion del flux de

/‘M\ rde agua

X,, P
2 T Espesorde

Xy, P la pelicula

XOI PO_

" Silica gel

Figura 24.- Diagrama del modelo experimental usado para determinar difusividad y permeabilidad
de vapor de agua en las peliculas.

Para este analisis se adopto la solucién tedrica que reportan Bird et al. (1987). De
acuerdo a estos autores, el flux de vapor de agua que difunde a través de la masa

de aire estancado en el espacio (xg-x1) se determina con:

DHZO—aire PT (i) (21)

N =—— ]
120 (Xo —X1) RT ! Py
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Donde

Nu20= Flux molar de agua gaseosa que se difunde a través de la pelicula y del
espacio de aire estancado (mol H,O/(m? s))

DHzo_aire=Difgsividad del agua gaseosa a través de la masa de aire estancado
(m*</s)

Pr= Es la presidbn atmosférica en el sitio de experimentacion (presion
atmosférica de Tulancingo, Hidalgo= 81460 Pa)

R=  Constante Universal de los gases ideales = 8.314472 m°>Pa/mol K
T= Temperatura absoluta a la que se realizé la prueba= 299 K

(xg —x4)= Longitud del espacio de aire estancado a traves del cual se difunde el
vapor de agua (m)

P+ = Presion parcial de vapor de agua en la superficie de la pelicula hacia el
interior de la celda (Pa)

Po = Presion parcial de vapor de agua en la interfase silica gel-aire dentro de la
celda (Pa)

Con la Ecuacion 21 es posible determinar Pq:
P

Nh2o (X1 — XO)RT)
exp ( l)T DH20—aire

P, = (22)

Donde Dy,0-aire €S la difusividad del agua gaseosa a través del espacio de aire
estancado. Esta se calcula con la Ecuacién 23 (Bird et al., 1987), en donde T es la

temperatura absoluta del sistema.

T 1.8
Dyipo = 0.26 [ﬁ] (23)

Po es la presién parcial de vapor de agua que existe en la interfase silica gel-

espacio de aire delimitado por x4-Xo. Py se considerd cercano a cero, (Po=1 Pa).

102



Propiedades fisicas y bioactividad de peliculas con agentes

o : . R Y Anexos
antimicrobianos producidos por bacterias acido-lacticas

Con un analisis similar se determiné P»:

Nhzo (X3 — XZ)RT) (24)

P, = (Pg3) eXp( (Pr) (Du20-aire)

Con P3 determinada con:

Py =ayPse  (25)

Donde:

ay,= Actividad de agua de la solucion saturada de NaCl, usada en el desecador
para generar el gradiente de humedad en el sistema (a,=0.75)

Psat= Presion de saturacion de vapor de agua a la temperatura del sistema
(Obtenida de Tablas de Vapor= 3360 Pa)

Determinadas las presiones de vapor de agua en ambos lados de la pelicula, P4y
P2, se determino la difusividad de vapor de agua a través de la pelicula (Dyyq¢)

con la Ecuacién 20 y la permeabilidad del vapor de agua a través de la pelicula

biopolimérica (PVA) se obtiene con la Ecuacion 26:

Ny o = PVA—(PZ —B) 26
H,0 — (Xz _ X1) ( )
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