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A (b) Area transversal en cualquier instante m?
Ao Avrea inicial m?
AC Acido citrico
AL Acido lactico
AM Antimicrobiano de Streptococcus infantarius
ANOVA  Analisis de varianza
ASTM Sociedad Americana de pruebas y materiales
ATCC American Type Culture Collection
ATP Adenosina trifosfato
BAL Bacteria acido lactica
BHI Caldo Infusion Cerebro Corazon
°C Grados centigrados
CAM Concentrado antimicrobiano producido por Streptococcus
infantarius
CMC Carboximetilcelulosa
CIM Concentracion Inhibitoria Minima
CSF Nanofibrillas de quitina
CO2 Dioxido de carbono
CS Caseinato de sodio
CSPCI Control sin pelicula, con indculo de microorganismo
CSPSI Control sin pelicula, sin in6culo de microorganismo
DS Grado de sustitucion
%e Porcentaje de elongacion
ECDC European Centre for Disease Prevention and Control
EDTA  Acido etilen-diamino-tetraacético
EE.UU.  Estados Unidos de América
F Fuerza N

FAO Food and Agriculture Organization /Word Health Organization
FDA Food Drug Administration

GSE Extracto de semilla de pomelo
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g Gramos

h Horas

HAP Hidroxipatita

HPC Hidroxipropilcelulosa

HPMC Hidroxipropilmetilcelulosa

HR Humedad relativa %
Da Dalton

L Litros

Lo Altura o longitud inicial m
L.a. Lactobacillus acidophilus

LDPE Polietileno de baja densidad

Lm Listeria monocytogenes

L.r. Lactobacillus reuteri

Lt Altura o longitud en cada instante de tiempo m
m Metros

M Molaridad moles/L
MC Metilcelulosa

ME Maodulo de Young MPa
MRS Caldo De Man Rogosa y Sharpe

MS Sustitucién molar

N Newton

Nis Nisina

No NUmero

(07) Oxigeno

Pa Pascal

PB Pelicula bioactiva

PC Pelicula control

% plp Porcentaje peso/peso

% p/v Porcentaje peso/volumen

% viv Porcentaje volumen/volumen

pH Potencial de hidrogeno
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PLA Acido Polilactico
gm Pal

PO Permeabilidad al oxigeno i 2
PS Sorbato de potasio

. gm Pal
PVA Permeabilidad al vapor de agua 2
® Registrado
S Segundos
SB Benzoato de sodio
SD Diacetato de sodio
SF Solucion filmogénica
SL Lactato de sodio
SP Particulas de aserrin
T Tiempo
™ Trade Mark
UA Unidades arbitrarias de actividad
UE Unidén Europea
UFC Unidades formadoras de colonias
Ul Unidades Internacionales
uv Luz ultra violeta

VTEC Verotoxina

WVTR  Indice de permeabilidad al vapor de agua
ZEO Zataria multiflora Boiss

ZMO Zataria multiflora
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RESUMEN

RESUMEN

Los quesos frescos son muy apreciados en México y son alimentos altamente
perecederos debido a sus caracteristicas fisicas, quimicas y microbioldgicas. Debido a esta
problematica, en los ultimos afios se han incrementado los estudios sobre peliculas
comestibles con compuestos antimicrobianos naturales para asegurar la inocuidad y calidad
de estos alimentos. Ademas, estos empaques contribuyen a la conservacion del medio
ambiente por estar elaborados con polimeros biodegradables. El objetivo de este trabajo fue
evaluar la actividad antimicrobiana de una pelicula a base de pectina, gelana, péptidos
antimicrobianos y EDTA en la inhibicidn de Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus
y Escherichia coli, para contribuir al desarrollo de tecnologias de barrera en la conservacion
de alimentos.

En la primera etapa se obtuvieron péptidos antimicrobianos (CAM) producidos por
Streptococcus infantarius (bacteria acido-lactica aislada del pozol) y se evalu6 su actividad
antimicrobiana. Se determindé que 90 UA/mL de CAM fue la concentracion minima
inhibitoria contra L. monocytogenes, mientras que para inhibir el crecimiento de E. coli fue
necesaria la mezcla de 90 UA/ mL de CAM y 0.05 M EDTA, y para inhibir el desarrollo de
S. aureus fue suficiente 1x10° M de EDTA. En la segunda etapa, se elaboraron peliculas
antimicrobianas a partir de pectina (1%), gelana (0.2%) y glicerol (0.5%) como plastificante.
Estas peliculas en sinergia con CAM (75, 90 y 120 UA/mL) y EDTA (0.05 M), presentaron
actividad antimicrobiana total sobre el desarrollo de L. monocytogenes, S. aureus y E. coli
en sus respectivos medios selectivos/diferenciales durante 30 dias a 25 °C. En la tercera etapa,
se determin0 la actividad antimicrobiana de una pelicula bioctiva (90 UA/mL CAM y 0.05
M EDTA) aplicada en medios de cultivo formulados a base de queso ‘Panela’, contaminados
artificialmente (10> UFC/g) con los microorganismos indicadores. La pelicula inhibié
completamente la poblacion de L. monocytogenes, S. aureus y E. coli, durante 7 dias a 35 °C.
En contraste, las unidades control sin pelicula, presentaron al final del experimento, 10’
UFC/g de L. monocytogenes, 10° UFC/g de S. aureus y 108 UFC/g de E. coli.

Por altimo, estas peliculas se caracterizaron en sus propiedades mecénicas, de barrera
y solubilidad. La inclusién de antimicrobianos generd peliculas mas rigidas y menos
elongables que la pelicula control (sin antimicrobianos). La barrera al vapor de agua fue
mayor en la pelicula bioactiva, mientras que la permeabilidad al oxigeno no se modificd
significativamente por efecto de compuestos antimicrobianos.
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ABSTRACT

ABSTRACT

Mexican fresh cheeses are highly appreciated but greatly perishable foods due to
their physical, chemical and microbiological characteristics. Because of this, natural
antimicrobial edible films have been investigated for ensuring food safety and quality in
recent years. In addition, these edible films contribute to the conservation of the environment
due to they are produced from biodegradable polymers. The objective of this work was to
evaluate the antimicrobial activity of a film based on pectin, gellan, antimicrobial peptides
and EDTA in the inhibition of Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus and
Escherichia coli, to contribute to the development of hurdle technology in food preservation.

In the first step, antimicrobial peptides (CAM) produced by Streptococcus infantarius
(acid-lactic bacteria isolated from pozol) were obtained and their antimicrobial activity was
evaluated. It was determined that 90 AU/mL of CAM was the minimum inhibitory
concentration against L. monocytogenes. It was necessary to mix 90 AU/mL CAM and 0.05
M EDTA to inhibit the growth of E. coli and to inhibit the development of S. aureus was
enough 10° M EDTA. In the second stage, antimicrobial films were prepared from pectin
(1%), gellan (0.2%) and glycerol (0.5%) as plasticizer. These films in synergy with CAM
(75, 90 and 120 UA / mL) and EDTA (0.05 M) showed total antimicrobial activity on the
development of L. monocytogenes, S. aureus and E. coli in their respective
selective/differential media during 30 days at 25 °C. In the third stage, the antimicrobial
effect of a bioactive film (90 AU/mL CAM plus 0.05 M EDTA) was determined on agar
based on fresh cheese ‘Panela’, artificially contaminated (10> UFC/g) with the target
microorganisms. The film completely inhibited the L. monocytogenes, S. aureus and E. coli
growth for 7 days at 35 ° C. In contrast, in control units without films, at the end of the
examination, there were 107 UFC/g of L. monocytogenes, 10° UFC/g of S. aureus and 108
UFC/g of E. coli.

Finally, the films were characterized in their mechanical and permeability a
properties. The inclusion of antimicrobials produced more rigid and less elongate films than
the control film (without antimicrobials). The water vapor permeability was lower in the
bioactive film, while the oxygen permeability was not significantly modified due to the

presence of antimicrobial compounds.
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INTRODUCCION

1 INTRODUCCION

Tradicionalmente, los empaques han sido ttiles como una barrera “inerte” que protege
a los alimentos frente al medio ambiente. Anteriormente, la seleccion de los mismos se
realizaba considerando Unicamente la estabilidad de los sustratos a los que protegian. Sin
embargo, la demanda creciente por alimentos sanos, seguros y frescos dio origen al desarrollo
de empaques que ademé&s de brindar proteccion frente al medio ambiente, oxigeno y
humedad, mantuvieran la calidad sensorial, nutricional y microbioldgica del producto
empacado. Esta nueva generacion de empaques es conocida como “empaques activos”
(Dury-Brun, Chalier, Desobry, & Voilley, 2007). Una version de los empaques activos son
los empaques con actividad antimicrobiana, los cuales pueden elaborarse mediante la adicion
de agentes antimicrobianos tales como acidos organicos, antimicéticos, extractos de especias,
con el sistema lactoperoxidasa y recientemente la incorporacion de bacteriocinas, entre otros.
En este contexto, una gran parte de los reportes se enfocan en la incorporacién de la nisina,
lo cual probablemente se debe al hecho de ser la Unica bacteriocina aprobada para su uso en
alimentos por la Food and Drug Administration (FDA) desde 1988 (Cotter, Hill, & Ross,
2005). No obstante, existen otras bacteriocinas que debido a su gran estabilidad frente al pH,
temperatura, ademas de su actividad antilisterial poseen un gran potencial para ser empleadas

en la bioconservacién productos alimenticios.

Por otra parte, con el objeto de reducir la cantidad de desechos generados por los
empaques sintéticos de los alimentos, recientemente los cientificos han fijado su atencién en
el desarrollo de empaques, llamese peliculas o recubrimientos, biodegradables y/o
comestibles a partir de polimeros naturales tales proteinas, incluyendo caseina, gelatina,
soya, gluten, zeina y proteinas aisladas del suero de leche. Con base en lo anterior, en este
trabajo se evalu6 la actividad y la eficacia antimicrobiana de bacteriocinas producidas por
Streptococcus infantarius, incorporadas en una matriz mixta de biopolimeros: a) pectina bajo
metoxilo y b) gelana de bajo acilo, para generar peliculas bioactivas en el control de Listeria
monocytogenes, Escherichia coli y Staphylococcus aureus en un sistema modelo lacteo (agar

a base de queso fresco).
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2.1 Empaques para alimentos

Durante afios el empaque cumplia tres funciones basicas: contener, conservar y
proteger a los alimentos de una serie de agentes externos procedentes del medio ambiente
como son el calor, la luz, humedad, oxigeno, olores indeseables, microorganismos, insectos,
suciedad y particulas de polvo o emisiones de gases, entre otros, que ponian en cuestion su
calidad y/o seguridad (Restuccia et al., 2010). Los materiales empleados cominmente para
el envasado de alimentos y bebidas son los plasticos sintéticos, que se clasifican en siete
categorias tal y como se observa en la Tabla 1. Estos polimeros sintéticos se utilizan por las
multiples ventajas que presentan, como ser quimicamente inertes, ligeros, resistentes,
comodos e higiénicos, y por su versatilidad de forma, tamafio, etc. (Boonnattakorn,
Chonhenchob, Siddiq, & Singh, 2015). Sin embargo, al ser compuestos sintéticos, no
biodegradables y derivados del petréleo, su utilizacion crea serios problemas ecoldgicos

debido principalmente a la contaminacién medioambiental que causan.

Tabla 1. Plasticos derivados del petréleo utilizados en el envasado de alimentos
(Brunazzi, Parisi, & Pereno, 2014).

Tipo Material Abreviatura Aplicaciones

1 Polietileno tereftalato PET Botellas
2 Polietileno de Alta Densidad PEAD Botellas, bandejas
3 Policloruro de Vinilo PVC Peliculas flexibles
4 Polietileno de Baja Densidad PEBD Peliculas, bolsas
5 Polipropileno PP Peliculas, bolsas
6 Poliestireno PS Bandejas, tarrinas

Policarbonatos,
7 Otros resinas, epoxi,

etc.

Con el paso del tiempo, esas funciones tradicionales se han visto modificadas con
otras tantas exigencias como que presenten comportamientos fisico-quimicos especificos en
relacién con el producto contenido, que se adecuen a los requisitos de la distribucion
comercial, que cumplan con las nuevas reglamentaciones y legislaciones relacionadas con
los alimentos o con el medio ambiente, que sus costos sean adecuados al producto final vy,

entre otras cosas, presenten un cierto atractivo para captar la atencion del consumidor.
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Las funciones actuales de un empaqgue se puede clasificar en 4 categorias que son:
proteccion, presentar o informar al consumidor sobre el estado de los alimentos, conveniencia
y contencion, esto de acuerdo a lo ilustrado en la Figura 1 (Yam, Takhistov, & Miltz, 2005).
Siguiendo con este marco de exigencias ha surgido una nueva generacion de empaques: a)
empaques inteligentes y b) empaques activos que participan en el mantenimiento o incluso
mejoran la calidad del alimento contenido (Biji, Ravishankar, Mohan, & Srinivasa Gopal,
2015).

Funciones

empaques

Figura 1. Funciones de los empaques seguin Yam et al. (2005).

2.1.1 Empaques inteligentes

Un “empaque inteligente” es aquel sistema que cuenta con la habilidad para
monitorear las condiciones en las que se encuentran los alimentos empacados para
proporcionar informacidn acerca del producto durante el transporte y almacenamiento. Dicha
informacion es a través de sensores o indicadores que se encuentran ya sea dentro o fuera del
envase. Por mencionar algunos ejemplos se encuentran: sensores de tiempo, de temperatura,
de niveles de oxigeno, de didxido de carbono y de crecimiento microbiano (Aday & Yener,
2015; Ahvenainen, 2003).
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2.1.2 Empaques activos

Un “empaque activo” se define como un sistema que trata de potenciar y aprovechar
las interacciones alimento/empaque/ambiente para mejorar la calidad e inocuidad del
alimento envasado y prolongar asi su vida Gtil. Estos pueden ser la modificacion de procesos
fisioldgicos como es el caso de la respiracion en frutas y vegetales, procesos quimicos como
la oxidacion de lipidos, procesos fisicos como la deshidratacion, e incluso microbiolégicos y
de infestacion. Para cumplir con el proceso de conservacion, generalmente los empaques
activos contienen aditivos que desempefian funciones especificas dentro del empaque con el
objeto de modificar los procesos ya enunciados (Aday & Yener, 2015; Prasad & Kochhar,
2014).

Dentro de los empaques activos se encuentran los sistemas absorbedores y de
liberacion. Por ejemplo en los absorbedores se encuentran los secuestradores de oxigeno, de
humedad, de malos olores (aminas y aldehidos), de luz UV, control de la generacion de CO>
y etileno, entre otros (Higueras, Lopez-Carballo, Hernandez-Munoz, Catala, & Gavara,
2014). Los sistemas de liberacién, incluyen emisores de CO., etileno, dioxido de azufre,
sabores y pesticidas. Adicionalmente, existen sistemas liberadores de agentes antioxidantes
y antimicrobianos (Dobrucka & Cierpiszewski, 2014). Estos dltimos pueden elaborarse
mediante la adicidn ya sea de &cidos organicos y sus sales, lisozima, antibiéticos, alcoholes,
sistema lactoperoxidasa, la lactoferrina, aceites esenciales, y desde luego, bacteriocinas
(Guilbert Stephane, 2011).

Existen actualmente diferentes e innovadoras estrategias que prolonguen la vida dtil
de los alimentos o incluso aumenten la calidad o seguridad de los mismos con una mayor
eficacia que las tecnologias tradicionales (pasteurizacion, irradiacion, refrigeracion,
atmosferas modificadas, etc.). En este sentido han ido surgiendo diversas tecnologias, como
las altas presiones, fluidos supercriticos, altas frecuencias, pulsos luminosos, pulsos
eléctricos, ultrasonido y envases activos, cuya aplicacion en la industria son una realidad,
aunque los productos tratados con estas tecnologias todavia no son muy numerosos, al menos
con algunas de ellas. La novedad en si principalmente reside en la utilizacién conjunta de

algunas de estas tecnologias para mejorar su efectividad sin que su tratamiento sea muy
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dréstico, retomando asi el concepto de tecnologias de barrera y de minimo procesado (Prasad
& Kochhar, 2014).

Entre estas tecnologias, los envases activos han cobrado gran protagonismo en los
ultimos afos. Para el disefio y desarrollo de envases activos se utilizan como base materiales
no comestibles (papel, cartdn, plasticos, metales o una combinacion de ellos) y materiales
comestibles (biopolimeros) (Kruijf et al., 2010), aunque en este Ultimo caso en menor escala.

Es importante sefalar que el envase bioactivo comestible se diferencia del envase
activo en que aquel tiene ademaés una repercusion sobre la salud del consumidor, ya que da
lugar a alimentos mas saludables. Algunos ejemplos de envases bioactivos son las peliculas
o0 recubrimientos que contienen vitaminas, fibra dietética, fitoquimicos, prebidticos, enzimas
0 probidticos (Martin-Belloso, Rojas-Grall, & Soliva-Fortuny, 2009), que contienen

compuestos con reconocido efecto positivo en el organismo del consumidor.

Los agentes activos con o sin propiedades bioactivas se incorporan a la formulacién
del envase comestible de tal forma que la liberacidn de éstos se realice por contacto directo
entre la pelicula y el alimento. Una vez liberado el compuesto debe ejercer su accion
bioldgica sobre el alimento. Dicho asi parece una tarea sencilla, pero no lo es tanto porque
en ocasiones los componentes de la formulacion del envase dificultan la liberacion del
principio activo, mientras que también puede suceder que el principio activo no difunda
porque interacciona con el alimento, etc. Asi por ejemplo, para la seleccion de los principios
activos que formaran parte del envase comestible se debe tener en cuenta no sélo su
efectividad frente al microorganismo diana sino también las posibles interacciones entre el
principio activo, envase y los componentes del alimento. Estas interacciones pueden
modificar la actividad antimicrobiana o antioxidante, la liberacion o difusion del principio
activo o modificar las caracteristicas finales de los envases comestibles (Aday & Yener,
2015).

A pesar de ello, la incorporacion de compuestos activos a través de los envases
comestibles ofrece una mayor ventaja que la aplicacion directa del compuesto ya que en este
ultimo caso se requiere mayor cantidad de conservante en contacto con el alimento para

producir el mismo efecto protector. Asimismo, la adicion de agentes activos a los envases
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comestibles permite controlar la velocidad de difusion, por ejemplo del agente
antimicrobiano, de tal manera que se consiguen concentraciones altas de los compuestos
activos en la superficie del producto (donde la contaminacion es frecuente) durante un

periodo de tiempo mas largo.

La proteccion de un alimento mediante el empleo de envases activos comestibles se
realiza abordando diferentes estrategias, dependiendo del tipo de deterioro o dafio que
queramos evitar (oxidacion, pardeamiento, degradacion de grasas o proteinas, contaminacion
microbiologica, cambios de textura, etc.), y en base a esto se seleccionan los materiales y
agentes activos mas convenientes para alcanzarlo. Por lo tanto, las posibilidades que ofrecen
las peliculas y recubrimientos para el disefio de envases activos con diferentes propiedades

funcionales son enormes (Prasad & Kochhar, 2014).

2.2 Bioconservacion

En los ultimos afios ha surgido un gran interés por parte de los consumidores por
alimentos inocuos, con una mayor vida de anaquel, faciles de consumir, de empaques
degradables, mas naturales, impulsando asi a la investigacion para el desarrollo de nuevas
alternativas alrededor del mundo (Balciunas et al., 2013). Representando un reto en este
ambito, pues cada vez se es mas consciente de los problemas de salud que acarrean los
aditivos alimentarios y la preferencia por los alimentos sin conservadores. En este sentido se
considera a la bioconservacion como la opcién mas viable dentro de la industria alimentaria
(Antonio; Galvez, Burgos, Lépez, & Pulido, 2014).

Se entiende por bioconservacién como el proceso de manipulacion que retrase o evite
el deterioro de los alimentos, empleando microorganismos y/o sus metabolitos que
potencialicen la seguridad alimentaria mediante la produccion de sustancias que inhiban el
desarrollo de otros microorganismos que pongan en cuestion la calidad de los productos
alimenticios (Sundh & Melin, 2011).

Dentro de la bioconservacion se encuentran las bacteriocinas como la nisina, pediocina
y enterocina. Péptidos cationicos pequefios, termoestables, sintetizados por bacterias Gram

positivas con un efecto inhibitorio sobre otros microorganismos. Dentro de éstas la mas
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comun y aplicada es la nisina producida por Lactococcus lactis, con un peso molecular de
3.4 kDa, se encuentra conformada por 34 aminoécidos, con residuos deshidratados
(dehidrolanina y dehidrobutirina) y cinco anillos de lantionina, de muy baja efectividad

contra bacterias Gram negativas (Huss, Jeppesen, Johansen, & Gram, 2014).
Algunos de los beneficios del uso de bacteriocinas en los productos alimenticios son:

1. Resistentes a tratamientos térmicos.

2. Alargan la vida de anaquel.

3. Evitan la contaminacion alimentaria, reduciendo costos.

4. Previenen la transmision de enfermedades por alimentos contaminados con

patdgenos.

o

Con su inclusion permite el desarrollo de alimentos innovadores.
6. Elaboracion de peliculas comestibles con antimicrobianos (Antonio; Gélvez et al.,
2014).

2.3 Antecedentes historicos de recubrimientos alimentarios

El uso de peliculas comestibles con el fin de extender la vida de anaquel de un alimento
no es una practica nueva, existen reportes que datan de los siglos X1l y XIIl. En China se
utilizaban la inmersion de citricos (naranjas y limas) en cera retardando su desecaciéon. En
el Siglo XVI los recubrimientos se hacian con parafinas previniendo la deshidratacion del
alimento (Pavlath & Orts, 2009) y en Inglaterra surgia el “enmantecado” (recubrimiento con
grasa animal) para evitar la pérdida de humedad, mientras que en el S. X1X se conservaban

productos cérnicos con peliculas a de base gelatina.

Desde hace mas de 50 afios se han reportado trabajos de investigacion sobre peliculas
y recubrimientos para una vida de anaquel mayor de alimentos, mejorando la calidad de
alimentos frescos, congelados y procesados. Sin embargo, se siguen estudiando para
potencializar sus propiedades de barrera con el desarrollo de mezclas de aceites, ceras,

biopolimeros, antimicrobianos, entre otros (Campos, Gerschenson, & Flores, 2010).
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2.4 Empaques comestibles: Peliculas y recubrimientos

Las peliculas y recubrimientos comestibles son sistemas que permiten mejorar la
calidad de los alimentos, asegurando en los mismos una mayor vida de anaquel, ademés de
mantener el valor nutricional, la sanidad, calidad, estabilidad y economia (Lavoine, Desloges,
Manship, & Bras, 2015). Sus usos 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 (Higueras et al., 2014).

2.4.1 Recubrimiento comestible

Un recubrimiento comestible es aquel que se aplica sobre un sistema alimenticio
como una solucién que genera una pelicula superficial al secarse (Espitia-Pérez, Du,
Jesus;Avena-Bustillos, Soares, & McHugh, 2014). Los recubrimientos comestibles estan
formulados con aditivos permitidos para el uso alimentario. Entre los cuales se encuentran:

goma arabiga, goma xantana, glicerol, pectinas, celulosa y sus derivados.

Se hace referencia a una delgada capa de material por inmersién, pulverizacion o
envoltura continua aplicada sobre la superficie del alimento y poder ser consumido como
parte de €l (Embuscado & Hube, 2009).

2.4.2 Pelicula comestible

Las peliculas comestibles se definen como una delgada capa de un material que puede
ser consumido y genera una barrera contra el oxigeno, la migracion de ciertos solutos al
alimento y la humedad. Generalmente pueden proporcionar la esterilidad de la superficie
evitando la perdida de otros componentes importantes; su espesor es menor de 0.3 mm. Puede
ser colocada (lo que implica que debe ser preformada) sobre o entre los componentes del
alimento (Espitia et al., 2014).
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2.5 Composicion de peliculas y recubrimientos comestibles.

Las peliculas y recubrimientos comestibles se constituyen principalmente de
biopolimeros de alto peso molecular que propician una matriz de alta cohesividad. Se utilizan
polisacaridos o proteinas que por su caracter hidrofilo son sensibles al agua. Otros
constituyentes mayoritarios son los lipidos y resinas (Figura 2) (Ibarguren, Vivas, Bertuzzi,
Apella, & Audisio, 2010).

[ Peliculas Comestibles ]

¥ ¥
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—)— MC=Metilcelulosa
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- CMC=Carboximetilcelulosa
Figura 2. Materiales formadores de peliculas y recubrimientos comestibles (Modificado de
Embuscado & Hube, 2009).
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2.5.1 Peliculas y recubrimientos constituidos a base de lipidos y ceras.

Algunos de los ingredientes de los recubrimientos a base de lipidos son ceras y aceites
de parafina, cera de abeja, cera de candelilla, aceite mineral, aceite vegetal, monoglicéridos
acetilados, acidos estearico, &cido laurico o esteres de 4cidos grasos-sacarosa. Estos cuentan
con excelentes propiedades de barrera contra la humedad debido a su baja polaridad y a su
capacidad para formar una red molecular densa, sin embargo alguno de sus inconvenientes
es que proporcionan un mal aspecto, de caracteristicas mecanicas débiles, no se adhieren a

superficies de naturaleza hidréfila. Por estas caracteristicas es conveniente mezclarlos con
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otras sustancias para generar una mayor estabilidad en la pelicula (Jiménez, Fabra, Talens,
& Chiralt, 2012).

2.5.2 Peliculas y recubrimientos constituidos 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 caréacter i6nico presentan mayor interaccion
molecular que los polisacaridos, facilitando de esta manera la formacion de peliculas a través
de la formacion de enlaces de hidrégeno intermoleculares, interacciones electrostaticas e
hidrofobicas, fuerzas de Van der Waals, enlaces covalentes y puentes disulfuro; por lo tanto
se favorece el incremento de la cohesion 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 intermoleculares depende de la conformacion de la proteina y las
condiciones del proceso. La formacion de una red macromolecular proteica requiere de tres
pasos (Pavlath & Orts, 2009):

1. La ruptura de los enlaces o interacciones intermoleculares que estabilizan a los
polimeros.

2. El reordenamiento y orientacion de las cadenas poliméricas.

3. Formacién de una estructura tridimensional estabilizada por interacciones

intermoleculares después de la remocion del solvente.

Entre las proteinas formadoras de peliculas y recubrimientos comestibles se
encuentran: caseina, proteinas del suero de leche, proteina de 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 hidrogeno, aumentando

asi la afinidad de la pelicula por el agua. Sin embargo, el desarrollo de cubiertas compuestas

10



Disefio y caracterizacion de una pelicula antimicrobiana de pectina-gelana, bacteriocinas y EDTA, para inhibirel | NJARCO
desarrollo de Listeria monocytogenes, Escherichia coli y Staphylococcus aureus, en medios de cultivo a base de 2
queso fresco. TEORICO

en las que se combinan proteinas con materiales hidrofébicos, ofrecen muchas oportunidades

para este propdsito (Embuscado & Hube, 2009).

2.5.3 Peliculas y recubrimientos constituidos a base de polisacaridos

Los hidratos de carbono o azlcares 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
elaboracion 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
(Calderén-Aguirre, 2014) . 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.

Las caracteristicas de las peliculas preparadas a partir de este tipo de materiales vienen
determinadas también por la estructura del polisacérido, ya que influye el nimero de enlaces
de hidrégeno intermoleculares establecidos entre las cadenas del polimero. El peso molecular
del polisacarido también juega un papel importante en las propiedades finales de las
peliculas. Los polimeros lineares de altos pesos moleculares y no iénicos forman peliculas
fuertes, como es el caso del agar y la metilcelulosa. En cambio, los polisacaridos mas

ramificados, con o sin carga aniénica, forman peliculas mas débiles (Nieto, 2009).

En general, los polisacaridos forman peliculas con buenas propiedades mecanicas y
de barrera al Oz y CO2, pero no a la humedad (al igual que las proteinas) debido a que son
también muy hidrofilicos (Guilbert Stephane, 2011); también, es cierto que su resistencia al

agua es menor que la de peliculas basadas en proteinas.
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2.5.3.1 Celulosa

La celulosa es la sustancia orgénica mas abundante en la naturaleza. Es el principal
componente de las paredes celulares de plantas, en estado natural es dificil de purificar ya
que es insoluble en disolventes tradicionales, se requieren tratamientos alcalinos para poder
remover ceras, proteinas y ligninas. Para la obtencidn de éteres de celulosa se llevan a cabo
extracciones alcalinas para eliminar polisacéridos de bajo peso molecular denominados

hemicelulosas e incrementar la fraccion de celulosa pura (Lavoine et al., 2015).

La celulosa cuenta con monomeros de D-glucosa unidos por medio de enlaces
glucosidicos B-1,4. A diferencia del almidon que son a-1,4 existiendo una gran diferencia en
sus propiedades funcionales. Por su configuracion B-1,4 le confiere una estructura lineal y
rigida al polimero. La relativa abundancia de grupos hidroxilo y la tendencia a formar puentes
de hidroégeno tanto intra como intermoleculares son la causa de la formacién de agregados
lineales, los cuales contribuyen a la rigidez de las paredes celulares y a la relativa

insolubilidad de la celulosa en los solventes comunes, particularmente el agua.

Por sus diversas modificaciones quimicas, la celulosa da origen a numerosos
derivados, entre los méas conocidos se encuentran: la carboximetilcelulosa, metilcelulosa e
hidroxipropil metilcelulosa. Todos los derivados de la celulosa son obtenidos basicamente
de la misma forma, se contemplan tres etapas principales: obtencién del alcali de celulosa,

alquilacién o hidroxialquilacion y purificacion final del producto (Takala et al., 2013).

El peso molecular de estos polimeros se manifiesta en la viscosidad de sus soluciones.
Asi, a medida que el peso molecular disminuye, la viscosidad disminuye. Para estos
derivados de celulosa, por lo tanto, el peso molecular es una importante informacion (Martin-
Belloso et al., 2009).

2.5.3.2 Hidroxipropil metilcelulosa

La hidroxipropil metilcelulosa (HPMC) es un derivado de la celulosa que presenta en
su cadena grupos metilo e hidroxipropilos. Existen diversos pesos moleculares, viscosidad,

grado de sustitucion (DS) y sustitucion molar (MS). En la cadena de celulosa, los grupos
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hidroxipropilos son hidrofilicos y los grupos metilos son parte de las zonas hidrofdbicas.
Estos sustituyentes le confieren las propiedades de surfactante. Son de importancia los éteres
no iénicos de celulosa por su capacidad de formar peliculas interfaciales, formacion de geles,
espesantes y su actividad de superficie. Las interacciones polimero-polimero tienen lugar
debido a interacciones entre los grupos hidrofébicos, generando asi una red infinita que
provoca un aumento brusco en la viscosidad y en la turbidez en caso de que la concentracion

sea relativamente alta (Dashipour et al., 2015).

Los derivados de celulosa forman peliculas inodoras, insipidas, flexibles, con
propiedades mecanicas moderadas, con cierta resistencia a aceites y grasas, transparentes y
ademas presentan buenas propiedades de barrera frente al vapor de agua y al oxigeno; 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

formacion de peliculas comestibles (Zhu, Sheng, & Tong, 2014).

2.5.3.3 Quitinay 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 bioldgicos. 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 3-(1-4)-2-acetamido-D-
glucosa y [3-(1-4)-2-acetamida-D-glucosa, este Gltimo 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 creacion 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 (Shen &

13



Disefio y caracterizacion de una pelicula antimicrobiana de pectina-gelana, bacteriocinas y EDTA, para inhibirel | NJARCO
desarrollo de Listeria monocytogenes, Escherichia coli y Staphylococcus aureus, en medios de cultivo a base de 2
queso fresco. TEORICO

Kamdem, 2015; Wang et al., 2015). La mayoria de las propiedades mecéanicas de las peliculas
de quitosano son comparables con las de varios polimeros comerciales de mediana fuerza
(ejemplo derivados celuldsicos). Dichas caracteristicas pueden modificar la atmosfera, lo que
retrasa la maduracion y la disminucion de las tasas de transpiracion en las frutas y verduras
(Marin et al., 2015).

2.5.3.4 Pectina

La pectina es un polisacérido que es extraido de fuentes naturales, que poco a poco
va generando mayor importancia, tanto por investigadores como por consumidores. La
pectina es ampliamente utilizada en la industria alimentaria por sus propiedades gelificantes.
Es extraida comercialmente a partir de la cascara de los citricos y de pomaza de manzana

bajo condiciones acidas o alcalinas.

Como se puede apreciar en la Figura 3, la estructura polimérica de la pectina esta
conformada principalmente de &cido galacturénico unido por enlaces B-1,4 y ésteres de
metilo, en sus cadenas lineales. Estos acidos urdnicos tienen grupos carboxilo, algunos de
los cuales se encuentran en la naturaleza como metil éster, mientras que otros son tratados
con amonio para producir grupos carboxilamida. Debajo de un 50% del grado de
esterificacion se generan pectinas de bajo metoxilo. La pectina, posee carga eléctrica negativa

a pH neutro.

Ademas del acido galacturdnico, la pectina posee azlcares neutros Como rammnosa,
arabinosa, galactosa y xilosa, en sus cadenas laterales (Willats, Knox, & Mikkelsen, 2006).
La solubilidad de la molécula de pectina esta determinada por la distribucién global de los

grupos hidrofilicos e hidrofébicos.
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Figura 3. (a) Estructura quimica de acido poligalacturonico y (b) estructura quimica
representante de la pectina que muestra grupos de repeticion tipicos (Espitia-Pérez et al., 2014).

Una de las propiedades de mayor importancia de las pectinas es la capacidad de
formar geles en presencia de cationes Ca?*. La asociacion de las cadenas de pectina (bloques
de galacturonato) a través de cationes Ca?*, conduce a la formacion de una red tridimensional
de pectato de calcio. La estructura resultante tiene forma similar a la de “caja de huevo”,
Figura 4. Ademas de la formacién de enlaces iénicos, las pectinas amidadas promueven

asociaciones entre dimeros a través de enlaces de hidrogeno e interacciones electroestaticas
(Willats et al., 2006).
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Figura 4. Representacion del modelo de "caja de huevos". Cadenas de &cido
poligalacturdnico se representan por lineas negras, los iones de calcio y grupos carboxilo
por circulos (Espitia-Pérez et al., 2014).

La concentracion de pectina, tipo de pectina, sélidos solubles, rango de pH, la
concentracion de sales y cationes divalentes son factores decisivos para la formacion de
geles. Un gel viscoelastico se forma con un balance adecuado entre la concentracion de
pectina y de calcio. Se produce un gel quebradizo y menos elastico con exceso de calcio, con
la probabilidad de generar sinéresis o precipitacion (Nieto, 2009).

Las pectinas amidadas han podido ser desterificadas con amonio; parte de los grupos
éster son reemplazados por grupos amida, modificandose asi sus propiedades gelificantes.
Las pectinas amidadas pueden formar geles en independencia relativa del contenido de
solidos solubles y rango de pH; ademas con pequefias concentraciones de calcio, la pectina
comienza a formar enlaces y si la concentracion incrementa, puede formarse un gel (Campos
et al., 2010).

Por sus propiedades gelificantes, de formacion de peliculas, propiedades ligantes,
biocompatibilidad y no toxicidad, la pectina es un biopolimero util para la formacién de

vehiculos de liberacion, en forma de geles, matrices tridimensionales, peliculas y micro o
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nano-particulas. En los sistemas antes mencionados pueden ser incorporadas diferentes
sustancias bioactivas, con una alta eficiencia de entrampamiento y mediante procedimientos
simples. Para algunas aplicaciones especificas las pectinas pueden mejorar su funcionalidad
con modificaciones quimicas. Los derivados de pectina de elevada densidad de carga (grupos
amino primarios positivos o grupos carboxilo negativos), son capaces de penetrar a
profundidad en tejidos, y asi prolongar el tiempo residual para incorporar los activos y
mejorar su penetracion (McWilliams, 2012).

En peliculas comestibles se usan frecuentemente pectinas de bajo metoxilo,
adicionando un agente plastificante y para ciertos casos acidos organicos. Las peliculas de
pectinas poseen caracteristicas similares a las peliculas de alginato, son trasparentes, inodoras

y sus propiedades mecanicas y de barrera son competentes (Espitia-Pérez et al., 2014).

2.5.3.5 Gelana

La gelana es un exopolisacarido bacteriano, producido mediante fermentacion
aerobica de la glucosa, por la bacteria Sphingomonas elodea (Zhu, Sheng, Li, & Tong, 2013).
Es una molécula lineal de aproximadamente 500 kDa, su estructura es un tetrasacarido de

glucosa, acido glucurénico, glucosa y ramnosa (Figura 5).

CH,OH
Figura 5. Estructura molecular de la goma gelana y la imagen de su pelicula, elaborada a
partir de una solucién al 4%. Tomada de Nieto (2009).
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Los iones divalentes como calcio o magnesio inhiben la hidratacion de la goma, al ser
un polisacarido aniénico. Esto se puede revertir al emplear secuestrantes de estos iones para
que la goma pueda disolverse en agua fria. La temperatura de hidratacién de la goma depende
de la concentracién ionica del medio, a mayor concentracion se necesita mayor temperatura
para su dispersion (Xiao et al., 2011). La formacién de geles de gelana ocurre a partir de
asociaciones iénicas entre las dobles hélices cuando la goma se encuentra en disolucion. Los

geles de carragenina y agar pueden ser comparados con los que forma la gelana.

Las principales caracteristicas de gelana y sus respectivos geles se enuncian a

continuacion:

e Polvo blanquecino soluble en agua.
e Requiere de cationes para gelificar.

o Posee distintas temperaturas de gelificacion.

Depende del grado de acilacion (presencia de grupos acetilo o glicerilo) la funcionalidad
de la goma. La gelana de alto acilo presenta geles suaves, elasticos, trasparentes y flexibles,
mientras que los geles de bajo acilo son en contraste duros, no elasticos y quebradizos. La
goma gelana puede utilizarse en combinacion con otros hidrocoloides como: goma xantana,
alginato, goma guar, carboximetilcelulosa, pectina, carrageninas, agar, gelatinas o almidones
modificados para generar una amplia gama de propiedades reoldgicas de sus geles
(McWilliams, 2012).

2.5.4 Peliculasy recubrimientos constituidos a base de multicomponentes

Es una practica comun elaborar formulaciones mixtas, de hidrocoloides y lipidos,
para peliculas y recubrimientos, las cuales permiten mejorar sus propiedades y disminuir sus
inconvenientes. Los hidrocoloides proporcionan permeabilidad selectiva al oxigeno y al
bioxido de carbono, durabilidad e integridad; los lipidos generan una buena barrera al vapor

de agua.
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Otros de los compuestos que forman parte de las soluciones que daran origen a las
peliculas o recubrimientos son los plastificantes y emulsificantes. Los emulsificantes
favorecen la formacién de la emulsion ayudando a su estabilizacion debido a su naturaleza
(una parte polar y otra apolar) orientdndose en la interface y disminuyendo asi la tension
interfacial. Los plastificantes aumentan la flexibilidad de la pelicula reduciendo la formacion

de grietas y escamas (Embuscado & Hube, 2009).

Las peliculas multicomponentes pueden ser formuladas como monocapa o bicapa.
Para las peliculas monocapa es necesario una emulsion, aceite disperso en una fase hidrofilica
(o/w) la cual contiene la disolucion del hidrocoloide y posteriormente esta emulsién es
secada. Es probable que se produzca una separacion de fases, debido a la baja capacidad
estabilizante del polimero que actia como matriz soporte por lo que se realiza un proceso de
cremado de los lipidos (Campos et al., 2010). Las peliculas bicapa son elaboradas en dos
pasos, en el primero se forma la base de polisacarido o proteina y en la segundo, se aplica el
lipido sobre la base que se formd previamente (Drago et al., 2010).

La efectividad de estas peliculas depende basicamente de la proporcion de los
componentes, su estado fisico, la distribucién que alcancen en la estructura final, la

preparacion y la composicion de sus ingredientes de partida (Arrieta, 2011).

2.5.5 Otros componentes: Plastificantes
Con el fin de mejorar las propiedades mecanicas de las peliculas y los recubrimientos,
es decir, generar una cubierta mas flexible, evitando la formacion de escamas y grietas se

adicionan a las formulaciones otros componentes como son los plastificantes.

Los plastificantes se adicionan para perfeccionar las caracteristicas de los peliculas y
recubrimientos, sin embargo, reducen la capacidad de actuar como barreras frente a la
humedad, oxigeno y aromas, debido a que debilitan las fuerzas intermoleculares a lo largo
de las cadenas poliméricas (Irkin & Esmer, 2015). Entre los plastificantes mas utilizados se
encuentran los polioles como el glicerol, sorbitol, manitol, propilenglicol y polietilenglicol

200 y 400. Los plastificantes afectan la capacidad de atraccién de agua del sistema y
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aumentan la permeabilidad al oxigeno de las peliculas o recubrimientos (Suput, Lazic,
Popovic, & Hromis, 2015).

El glicerol es de naturaleza quimica similar a la del polimero formador de la pelicula
0 recubrimiento. Habitualmente se requiere del glicerol como plastificante en las
formulaciones a base de polisacaridos y proteina, puede aumentar la flexibilidad debido a
que incrementa el volumen libre o la movilidad molecular de los polimeros por la reduccion
de enlaces de hidrogeno internos entre las cadenas de polimeros. El glicerol es un liquido
viscoso, sin olor ni color de sabor ligeramente dulce también conocido como glicerina, sus
tres grupos hidroxilo son responsables de su solubilidad en agua y su naturaleza higroscépica
(Figura 6). Es el componente principal de algunos lipidos. El decremento de la rigidez en las
peliculas y recubrimientos es por la sustitucion de las interacciones polimero-polimero por
interacciones plastificante-polimero. El tamafio molecular, la configuracion y el nimero total
de grupos hidroxilo funcionales del plastificante, asi como también su compatibilidad con el
polimero, afectan el tipo y cantidad de interacciones entre el plastificante y las cadenas

poliméricas (Lei et al., 2014).

OH
HO OH
e

Figura 6. Estructura molecular del glicerol.

2.6 Peliculas poliméricas con actividad antimicrobiana

Dentro de la clasificacion de los empaques activos, los empaques con actividad
antimicrobiana son los mas prometedores segun Suppakul, Miltz, Sonneveld & Bigger
(2003). Estos son sistemas capaces de inhibir microorganismos patégenos o causantes del
deterioro que podrian afectar a un alimento. Su mecanismo de accion se basa en la extension

de la fase de latencia y la reduccién de la velocidad de crecimiento de los microorganismos,
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lo cual prolonga la vida de anaquel y mantienen la inocuidad de los alimentos (Han, 2000).
Los empaques antimicrobianos se clasifican en 2 grupos: los que contienen un agente
antibacteriano que migra hacia la superficie del alimento o los que actian sobre los
microorganismos presentes en la superficie del alimento sin que el agente antimicrobiano

migre (Suppakul et al., 2003).

Aunque la incorporacion de compuestos antibacterianos puede realizarse tanto en
materiales sintéticos como naturales, la atencion se ha enfocado més hacia su incorporacion
en biopolimeros, ya que éstos, ademas de funcionar como barreras selectivas contra la
transmision de gases, vapores, solutos, pueden proporcionar proteccion mecénica y funcionar
como acarreadores de aditivos, antioxidantes, nutrientes y compuestos antibacterianos,
ademas de que tienen la ventaja adicional de ser sustratos biodegradables (Khwaldia, Perez,
Banon, Desobry, & Hardy, 2004).

2.6.1 Aceites esenciales

Los aceites esenciales son una mezcla compleja de varios compuestos aroméaticos como
son terpenos, alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres y fenoles. Por ejemplo, procedente de la
canela el cinamaldehido, del clavo de olor el eugenol, a partir del orégano el carvacrol, del

tomillo el timol, entre otros mas (Burt, 2004).

Los aceites esenciales poseen propiedades antimicrobianas y pueden ser incluidos en
las matrices de las peliculas comestibles, para inhibir el crecimiento de microorganismos
patdgenos presentes en los alimentos, bien por su implicacion en infecciones alimentarias, o
por su capacidad de alterar las propiedades organolépticas y de conservacion de los alimentos
(Sanchez-Gonzalez, Chafer, Chiralt, & Gonzalez-Martinez, 2010).

Diversos aceites esenciales son extraidos de plantas y especias como la canela,
pimienta, clavo de olor, mostaza, orégano, romero, tomillo, pimiento, ajo, salvia y hierba de
limon. Su mecanismo de accion es debido a si caracter lipofilico y su coeficiente de particion
especifico hace que se acumulen en la bicapa lipidica de la membrana citoplasmatica de las
células bacterianas, desestabilizando la estructura de la misma, perdiendo la permeabilidad

para los protones y los iones mas grandes (Burt, 2004).
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2.6.2 Aceites organicos

Los acidos organicos son los agentes mas comunmente empleados en la industria de
alimentos como conservadores para inhibir el crecimiento microbiano. Algunos de estos
acidos organicos como: citrico, malico, laurino, propidnico, tartarico, benzoico, sérbico y
lactico, han sido incorporados en peliculas y recubrimientos comestibles, de manera directa
o en forma de sales. Su espectro de accion antimicrobiana es muy amplio, va desde una
disminucion directa del pH del sustrato o del medio de crecimiento debido a un aumento de
la concentracion de protones, hasta la alteracion de la permeabilidad de la membrana celular
debido a la interaccion con proteinas de la membrana, las cuales afectan su funcionamiento
(Irkin & Esmer, 2015). Ademas, la forma no disociada de los &cidos organicos débiles puede
penetrar la bicapa lipidica de la membrana celular de los microorganismos con mayor
facilidad, y una vez dentro, la molécula de acido es forzada a disociarse en aniones y protones
cargados, debido al pH cercano a la neutralidad del citoplasma celular, y causar inactivacién
celular por dafio en la sefializacion celular, transporte activo y material genético (Cowan,
1999).

2.6.3 Bacteriocinas

Algunas bacterias acido lacticas (BAL) poseen la capacidad de producir péptidos
antimicrobianos denominados bacteriocinas, en los Gltimos afios han resultado de gran interés
a investigadores por presentar un efecto antagonico contra especies de microorganismos
taxondmicamente relacionadas, ya sean patdgenos y/o causantes de deterioro y su aplicacién
en la conservacion de alimentos (Omar et al., 2013). Dentro de los géneros de bacterias
lacticas productoras de bacteriocinas se encuentran Lactococcus, Leuconostoc,

Lactobacillus, Pediococcus y Enterococcus (Nes, 2011).

El término “colicina” se asignd en 1925 a proteinas antibacterianas de alto peso
molecular producidas por bacterias de la familia Enterobacteriaceae. Mas tarde el término
bacteriocina fue empleado para designar a los péptidos antimicrobianos producidos por
bacterias lacticas. En 1969, la nisina fue valorada como segura para su uso en alimentos por
la FAO (Food and Agriculture Organization/Word Health Organization). En 1983 fue
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incorporada en la lista de aditivos para alimentos de la Union Europea (Beshkova &
Frengova, 2012).

Las bacteriocinas producidas por bacterias lacticas son péptidos pequefios que
contienen entre 20 y 60 aminoacidos sintetizados ribosomalmente con actividad bactericida
0 bacteriostatica. Son moléculas cationicas, hidrofobicas o amfifilicas (Papagianni &
Anastasiadou, 2009). Presentan estructuras a-hélice o bien B-plegada y pueden ser ricas en
tirosina o histidina, ademas de presentar puentes disulfuro, tioéter o grupos tiol libres (Garsa,
Kumariya, Sood, Kumar, & Kapila, 2014; Gautam & Sharma, 2009). En la Tabla 2 se
presentan los puntos isoeléctricos en un intervalo de pH 8.6 a 10.4 de algunas bacteriocinas.

Tabla 2. Caracteristicas de algunas bacteriocinas de bacterias lacticas (Deegan, Cotter,
Hill, & Ross, 2006)

o NGm. de Peso Cargas positivas
Bacteriocina aminoécidos Molecular pl apH

(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 O
Lactocina S 37 3.9 NA 3 2 0 O
Pediocina AcH 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 10.0 4 3 3 3
Skacina P 43 4.4 8.8 4 4 2 2
Carnobacteriocina B2 48 5.0 10.4 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 A 55 5.8 8.6 4 4 1 1

*NA: no disponible. pl: punto isoeléctrico.

Por otra parte, la actividad antibacteriana de las bacteriocinas es mayor a valores de
pH acidos. Estos compuestos son destruidos a pH por arriba de 10. Su carga neta varia con
el pH. Debido a su naturaleza hidrof6bica presentan tendencia a agregarse, especialmente
cuando se almacenan a altas concentraciones o durante periodos largos de tiempo. Son

relativamente estables al calor, pero parcialmente destruidas por arriba de los 100 °C, no se
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afectan por tratamientos con &cidos organicos. Debido a su naturaleza proteica, se inactivan
por proteasas incluyendo aquéllas de origen pancredtico tales como la tripsina y a-
quimotripsina, asi como las de origen gastrico como la pepsina, de ahi que se inactiven
durante su paso por el tracto gastrointestinal, sin ser absorbidos como compuestos activos
(Reis, Paula, Casarotti, & Penna, 2012). Con respecto al espectro de inhibicién, su actividad
esta dirigida hacia especies Gram-positivas bajas en guanina y citosina, desestabilizando la
funcion de la membrana. No obstante, pueden presentar actividad contra microorganismos
Gram-negativos siempre y cuando haya sido dafiada la integridad de su membrana (Cotter et
al., 2005).

2.6.3.1 Clasificacion

Hace algunos afos las bacteriocinas se clasificaban en 3 0 4 grupos con base en su
espectro de inhibicién, mecanismo de accion, naturaleza proteica, estructura quimica, tamafio
y resistencia a la temperatura y presencia de receptores sobre la superficie de la célula para
la adhesion (Papagianni & Anastasiadou, 2009). Sin embargo, en la Tabla 3 se observa una
nueva clasificacion propuesta por Cotter et al. (2005) en donde se dividen a las bacteriocinas
en dos categorias: las que contienen lantibidticos (clase 1), y las que no contienen lantibi6ticos

(clase 11).

En esta nueva clasificacion se ha sugerido el nombre de “bacteriolisinas™ para los
péptidos antimicrobianos anteriormente clasificados dentro de la clase Il y que se
caracterizan por poseer un peso molecular >30 kDa, con actividad hidrolitica y que ademas
son termolabiles. Otra caracteristica de esta clasificacion es que no se incluye a aquellos
péptidos que podrian clasificarse dentro de la clase 1V, debido a que su existencia no ha sido
totalmente demostrada.
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Tabla 3. Clasificacion de las bacteriocinas segin (Cotter et al., 2005).

Clasificacion* Caracteristicas Ejemplos
Clase | Incluye de 1 a 2 péptidos Un dnico péptido: nisina,
lantibidticos. mersacidina, lacticina 481.
Contiene lantionina 11 subclases han sido Dos péptidos: lacticina
Bacteriocinas/lantibidticos ~ propuestas 3147, citolisina.
Clase Il Clase heterogénea de Clase lla: pediocina PA,
péptidos pequefios Leucocina A
Bacteriolisinas Ila: tipo pediocina Clase Ilb: lacticina F
Proteinas no I1b: dos péptidos Clase llc: enterocina
bacterioliticas** llc: ciclicas, formalmente AS48, reuterina 6
clase V Clase Ild: lactococina A,
I1d: péptido lineal no tipo divergicina A
pediocina. Proteinas grandes,

termoléabiles, muchas
veces, hidrolasas.

*Bacteriocinas clase 1V sin fraccion proteica no son incluidas porque atin no han sido demostradas
**Sugiere que éstas no han logrado ser consideradas como bacteriocinas.

2.6.3.2 Mecanismo de accion

Las bacteriocinas poseen actividad bactericida y bacteriolitica y ejercen su accion
contra bacterias Gram-positivas, las cuales pierden su viabilidad rapidamente incluso a
concentraciones tan bajas como 0.01 pg/mL (Drosinos, Mataragas, & Paramithiotis, 2008).
Estas concentraciones pueden variar con la composicién de lipidos en la membrana de la
célula sensible y con el pH del medio (Gautam & Sharma, 2009). Su actividad antibacteriana
se atribuye a la desestabilizacion de las funciones de la membrana citoplasmica.
Particularmente los lantibidticos, inhiben a las células sensibles o blanco a través de la
formacion de poros en la membrana lo cual afecta al potencial transmembranal y/o el
gradiente de pH. Esto afecta la permeabilidad ocasionando que moléculas pequefias salgan
del citoplasma y que el ATP no pueda ser sintetizado (Duhan, Nehra, Gahlawat, Saharan, &
Surekha, 2013).

Las bacteriocinas de la clase | pueden inducir la formacién de poros de acuerdo con
el modelo de cufia y las bacteriocinas clase Il pueden funcionar creando poros tipo barril,

orientando péptidos paralelos a la superficie de la membrana. Por su parte, las bacteriocinas
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clase Il tienen una estructura amfifilica y helicoidal, lo cual permite a éstas insertarse dentro
de la membrana de la célula sensible, ocasionando la muerte celular (Figura 7). Por otra parte,
dado que las bacteriocinas son moléculas cargadas positivamente que poseen secciones
hidrofobicas, se ha observado que interacciones electrostaticas establecidas con los grupos
fosfato (los cuales actian como receptores primarios para las bacteriocinas) cargados
negativamente sobre la célula sensible, contribuyan para la unién inicial con las membranas
para la iniciacion de formacion de poros (H. Chen & Hoover, 2003). Asimismo, se cree que
es probable que la porcion hidrofobica insertada dentro de la membrana forme poros
(Cleveland, Montville, Nes, & Chikindas, 2001).

a Gram-positive targets
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Figura 7. Esquematizacion del modo de accion de las bacteriocinas. a) Modo de accion de
la clase | cuyo representante es la nisina; muestra el ataque al lipido Il en la pared celular,
inhibicidn de la sintesis de peptidoglucano y formacién de poros en la membrana celular. b)
Modo de accién de la clase 11 como ejemplo se muestra la Lactococina A (Cotter et al.,
2005).
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Finalmente, es importante hacer notar que los microorganismos productores de
bacteriocinas también poseen genes que codifican para mecanismos de inmunidad, los cuales
distinguen entre el microorganismo productor y el no productor (Cotter et al., 2005). Esta
inmunidad que presentan las bacterias bacteriocinogénicas contra sus propias bacteriocinas

es un fendmeno que distingue a las bacteriocinas de los antibioticos (Cleveland et al., 2001).

En general, para la elaboracion de envases activos comestibles, la tendencia es elegir
antimicrobianos seguros (no toxicos) y procedentes de fuentes naturales, debido en parte a
que muchos consumidores demandan productos mas frescos, poco o nada procesados,
seguros y mas saludables, pero con una menor cantidad de aditivos sintéticos. Por otra parte,
los compuestos con propiedades antimicrobianas se utilizan para aumentar la vida atil o
seguridad de los alimentos mediante el control de la microbiota, ya sea propia o adquirida.
Entre los antimicrobianos mas cominmente empleados destacan los acidos organicos,
quitosano, polipéptidos como la nisina, sistema lactoperoxidasa, extractos de plantas y
aceites esenciales. En la Tabla 4 se presentan algunas investigaciones reportadas sobre
envases comestibles con actividad antimicrobiana (Devlieghere, Vermeiren, & Debevere,
2004). En este sentido, los antimicrobianos de origen natural son preferibles a los sintéticos
para el disefio de envases comestibles, ya que al ser compuestos naturales estan menos
asociados a efectos adversos ocasionados por los conservantes sintéticos. Sin embargo, la
toxicidad de los agentes activos naturales empleados en este tipo de tecnologias (envasado
activo comestible) debe evaluarse igualmente (Vasconez, Flores, Campos, Alvarado, &
Gerschenson, 2009).
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Tabla 4. Peliculas comestibles con la inclusion de distintos agentes antimicrobianos.

Antimicrobiano

Aceite esencial:
Zataria
multiflora
Boiss (1, 2,y
3% (V/V))

Cepas:
Lactobacillus.
acidophilus y
Lactobacillus.

reuteri

Aceite esencial
Zataria
multiflora (2, 4,
6y 8% p/p)

Pediocina

Nisaplin (nisina)

Microorganismo

indicador

S. aureus, Bacillus
cereus, E. coli, P.

aeruginosa y
Salmonella
typhimurium

Listeria innocua

Gram-negativas
P. aeruginosa, E. coli.
Gram-positivas
S.aureus y B. subtilis

Streptococcus aureus

(ATCC 6538) y
Listeria

monocytogenes (ATCC

15313

Kocuria rhizophila

ATCC 9341

(Micrococcus luteus)

Resultados

Peliculas de carboximetilcelulosa incorporadas con el aceite
esencial de Zataria multiflora Boiss en todas las concentraciones
probadas fueron eficaces contra las bacterias seleccionadas (tanto
Gram-positivas y Gram-negativa) en comparacion con la pelicula
de control (sin ZEO).

La presencia de cepas productoras de bacteriocinas en peliculas
de caseinato y metilcelulosa gener6 actividad antilisterial, ya que
al final de la prueba (12 dias de almacenamiento a 5 °C) lograron
una reduccién de aproximadamente 1.5 ciclos Log con respecto
al control. Cabe mencionar que el crecimiento de L. inocua se
favorecio en peliculas de caseinato logrando alcanzar una
poblacion de 107 UFC/cm?.

La incorporacion del aceite esencial de Zataraia multiflora Boiss
en las peliculas de gelatina provocé una disminucién significativa
en la hinchazon y la absorcion de agua y el aumento de la
solubilidad y PVA. Exhibi6 excelentes propiedades
antibacterianas contra bacterias tanto Gram-positivas como
Gram-negativas.

Los tratamientos fueron incubados por 24 h a 35 °C, mostraron
tener actividad contra los microorganismos indicadores
utilizados. Se observo una alta actividad por parte de la pediocina
contra las bacterias gram positivas utilizadas en el estudio.

Se realizé el modelado de la desorcion de nisina de las peliculas.
El pH no mostr6 efecto en la cinética de desorcion, el incremento
en la concentracion de NaCl de 0.8 a 3.2% disminuyo6 el
coeficiente de desorcion y el incremento en la temperatura (10 °C
a 28 °C) lo aumento.
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Los resultados indican que después de 24 h de incubacién a 37 °C
la incorporacién de nisina (50 Ul/mL) AM, AL y AC en peliculas
mostré actividad contra los microorganismos indicadores
utilizados. Dicho efecto podria atribuirse a los valores de pH
resultantes en las peliculas después de la adicion de los acidos.

Se obtuvo una reduccion significativa de L. monocytogenes en las
primeras 4 h de incubacion a 24 °C en los tratamientos con
peliculas PLA/pectina/nisina, comparados con el control. Las
peliculas PLA/nisina y PLA/pectina sin nisina no mostraron
efecto en la reduccion del microorganismo indicador. En todos los
tratamientos, L. monocytogenes se recupera a partir de t=8h.
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2.7 Riesgos microbiolégicos asociados al consumo de queso.

Los quesos son alimentos listos para consumir. La contaminacion por
microorganismos patdgenos y/o deterioradores puede ocurrir en cualquiera de las etapas de
elaboracion. Por lo tanto, es necesario controlar las principales fuentes de patdgenos y los

posibles mecanismos de contaminacion de la cadena lechera.

Los patdgenos transmitidos por los alimentos de interés en el presente estudio fueron:
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus y Escherichia coli. Estos, fueron
seleccionados porque esta bien documentado que brotes de origen alimentario han sido
causados por consumo de distintos tipos de quesos (Araujo, Pagliares, Queiroz, & Freitas-
Almeida, 2002; Conedera et al., 2004; Foschino, Invernizzi, Barucco, & Stradiotto, 2002;
Rudolf & Scherer, 2001). La presencia de estas bacterias patdgenas en quesos contaminados
después de la pasteurizacion, representan una amenaza para la salud humana debido al

incremento de casos y la gravedad de los sintomas (Tompkin, 2002).

L. monocytogenes es causante de la listeriosis, una enfermedad grave infecciosa
transmitida por los alimentos, es caracterizada por una alta tasa de mortandad y de gran
impacto econémico derivado de los brotes asociados con el consumo de alimentos. L.
monocytogenes es un bacilo Gram-positivo, anaerobio facultativo, con capacidad de
sobrevivir a diferentes temperaturas (> 0 a 45 °C), pH extremo (9.6) y altas concentraciones
de sal (>20%), caracteristicas que le permiten crecer en suelo, cuerpos de agua, agua residual
y alimentos (Lundén, Tolvanen, & Korkeala, 2004). La contaminacion de los alimentos es,
por lo general, el resultado de eventos simultaneos que se presentan en varios puntos de la
cadena alimentaria, entre los que se incluyen: a) alimentos y fuentes de contaminacion del
medio ambiente; b) condiciones que favorecen el crecimiento del patégeno y c) falta de
buenas précticas de higiene y de programas de monitoreo en la cadena alimentaria (Donnelly,
2001).

La listeriosis humana es una enfermedad con tasa de mortalidad alta (20 a 30%), que
incluye padecimientos severos como la meningitis, septicemias y abortos; afecta
principalmente a personas inmunocomprometidas e inmunodeficientes, asi como a
embarazadas, ancianos y nifios. La forma gastrointestinal ocurre en personas sin trastornos

inmunes y el curso de la infeccidn que provoca se da en las 20 horas posteriores a la ingestion
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del alimento. Esta se caracteriza por nauseas, fiebre, vomitos y diarrea. Aunque L.
monocytogenes se transmite por diferentes vias (fecal-oral, animal-hombre y madre-feto), la
principal fuente de transmision son los alimentos contaminados. La dosis infectiva se estima
entre 10*-10° UFC/g de alimento ingerido, pero puede ser menor (0.3 UFC/g) en personas
susceptibles (Donnelly, 2001). En cualquiera de los casos, la dosis dependera del alimento,

la virulencia de la cepa y la susceptibilidad del hospedero (Carpentier & Cerf, 2011).

Algunos casos de listeriosis se han asociado al consumo de quesos de pasta blanda y
de leche no pasteurizada. En 2012, de las 32 encuestas llevadas a cabo en la Union Europea
(UE) y citadas por el ECDC (European Centre for Disease Prevention and Control) en su
informe anual (ECDC, 2014) cuatro de ellas estuvieron relacionadas con L. monocytogenes
y en dos de ellas se identifico el queso como causa de la infeccion. Del mismo modo, se han
reportado varios brotes vinculados al consumo de productos lacteos en Estados Unidos, el
ultimo de ellos sucedi6 en marzo de 2014. En el resumen de casos de listeriosis ocurridos en
Estados Unidos y reportados por el sistema de vigilancia de infecciones alimentarias indican
que de los 28 brotes registrados en este periodo, en los que enfermaron 359 personas y
fallecieron 38, los productos lacteos, concretamente los quesos frescos Mexican style (Figura
8), estuvieron implicados en cuatro de los brotes y en tres de ellos se demostrd que este
alimento habia sido fabricado a partir de leche no pasterizada (Cartwright et al., 2013).

10 0z
Queso Fresco

Made from
PASTEURIZED MILK

Figura 8. Queso fresco estilo mexicano.

S. aureus es una causa importante de intoxicaciones de origen alimentario en todo el

mundo. Es una bacteria anaerobia facultativa, Gram-positiva, productora de coagulasa,
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catalasa, inmovil y no esporulada que se encuentra ampliamente distribuida, estimandose que
una de cada tres personas se hallan colonizadas, aunque no infectadas por ella (Cervantes-
Garcia, Garcia-Gonzélez, & Salazar-Schettino, 2014).

La intoxicacion alimentaria estafilocécica es causada por la ingestion de alimentos
que contienen una 0 mas enterotoxinas preformadas producidas por S. aureus. Los sintomas
tienen un inicio rapido e incluyen nduseas, vomitos y diarreas (Boerema, Clemens, &
Brightwell, 2006). S. aureus es considerado como la tercera causa mas importante de
enfermedad en el mundo entre las enfermedades transmitidas por los alimentos (Kousta,

Mataragas, Skandamis, & Drosinos, 2010; Normanno et al., 2005).

En un estudio realizado por Tondo, Guimaraes, Henriques & Ayub (2000) a una
planta de procesamiento de productos lacteos, con el fin de examinar la presencia de S. aureus
e identificar posibles fuentes de contaminacion, identificaron el 90.4% (19/21) de las
muestras de leche cruda fueron contaminados con S. aureus y el 35.2% (19/51) de los
manipuladores de alimentos eran portadores asintomaticos de S. aureus. En el mismo estudio,
la leche cruda se establecié como la principal fuente de contaminacion con S. aureus para
cuatro productos finales contaminados y los manipuladores de alimentos eran una posible
fuente de contaminacién para otro producto final.

Escherichia coli es un patégeno de transmision alimentaria incluyendo queso;
presente habitualmente en el aparato digestivo de los animales sanos por lo que su presencia
en la leche cruda suele indicar una contaminacién de origen fecal ya sea directa o indirecta.
Del mismo modo este microorganismo puede ser excretado con la leche en el caso de una
mastitis. Sus propiedades de virulencia, sus mecanismos de patogenicidad y el sindrome
clinico que ocasionan algunas cepas Yy serotipos de Escherichia coli han determinado su
clasificacion en distintos grupos (enteropatogénico, enterotoxigénico, enteroinvasivo,
enteroagregativo y enterohemorragico). Algunas de las cepas son capaces de producir
verotoxinas (VTEC). Entre las cepas de VTEC patogenas para el hombre la més frecuente es
el serotipo O157:H7 (VTEC O157). Este serotipo y otros de menor frecuencia se han aislado
con frecuencia de leche cruda de vaca, con tasas de contaminacion comprendidas entre el 1

y el 33.5 %. En la Union Europea (UE), en 2012 se notificaron 5671 casos de infecciones
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alimentarias ocasionadas por E. coli, relacionandose a la leche en los casos notificados en los

que se detecto el alimento portador (Stephan et al., 2008).

Staphylococcus aureus es considerado uno de los patégenos mas frecuentes que
causan infecciones intra-mamarias de las vacas lecheras. Y puede ser excretado en la leche
en concentraciones de hasta 8 log UFC/mL. Por otro lado, L. monocytogenes ha sido también
asociada a infeccion por mastitis (inflamacién de la glandula mamaria que provoca cambios
en la composicion bioquimica de la leche y en el tejido de la glandula) persistente y los
reportes de la concentracion varian de 3 a 6 log UFC/mL. La incidencia de mastitis intra-

mamaria por E. coli es baja, ademas de no ser documentada (Nickerson, 2002).

De acuerdo con estudios, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Salmonella spp., Campylobacter spp., y Yersinia enterocolitica son los
agentes identificados con mayor frecuencia relacionados en los brotes con el consumo de
leche cruda o productos derivados de la misma (Claeys et al., 2013). La Tabla 5, aporta una
recopilacion entre 1985 y 2004 de brotes por L. monocytogenes, S. aureus y E. coli
ocasionados por el consumo de quesos. Desafortunadamente, la investigacion
epidemioldgica en México sobre la incidencia y formas clinicas de estos patdgenos es muy
escasa y no es algo normal.

Los estudios reconocen que la leche cruda puede transmitir microorganismos
patdgenos procedentes en muchos casos de las heces de animales considerados sanos y de
los materiales y ambiente relacionados con el proceso de obtencién y conservacion de la
misma. El uso extremado de practicas higiénicas durante la ordefia y el manejo posterior de
la leche cruda puede reducir, pero no eliminar el riesgo de la contaminacion lactea, por lo
que la pasteurizacion es el unico método eficaz que garantizar la eliminacién. Sin embargo,
en muchos casos ocurre una contaminacion post-procesamiento aumentando asi, el riesgo de
infecciones alimentarias transmitidas por el consumo de leche y sus derivados.
Particularmente para aquellos grupos que pueden ser considerados como vulnerables, tales

como nifios, ancianos, embarazadas y consumidores con sistema inmunitario deprimido.
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Tabla 5. Reporte de brotes de enfermedades de origen alimentario relacionados con quesos.

o el Patogeno MO, 810 EEEDE Afo Pa!s g Referencia
Queso (muertes) origen
Linnan,
Queso de Mascola,
pasgasﬁ:ﬁ”da L. monocytogenes | 142 (48) | 1985-1987 | EE.UU. Logc’ ,\cjlg;'et
mexicano 1988
Queso
rr]r; iﬁ'ocigﬂ L. monocytogenes 13 2000 EE.UU. gf:ﬁ[zgggg
leche cruda
Carrique-
Queso suave | L. monocytogenes 33 2001 Suecia Mas et al.
(2003)
Queso de Espie et al
cabra no E. coli O157:H7 3 2004 Francia '
. (2006)
pasteurizado
QUESO | £ coli 0157: HT 13 20022003 | Canada | Onish etal.
Gouda ' : (2005)
Evenson,
Ward,
Queso S. aureus 7 1994 Brasil Bernstein, &
artesanal Bergdoll,
1988

Para ello recientemente en materia de conservacion alimentaria el tema de peliculas
y recubrimientos comestibles con actividad antimicrobiana han despertado un especial
interés, debido a que pueden extender la vida Gtil, mejorar la calidad y seguridad de los
alimentos. En la Tabla 6 se presentan algunos reportes cientificos sobre elaboracion de
peliculas comestibles con la adicién de distintos agentes antimicrobianos, aplicadas en
guesos, como una solucidn potencial a estos problemas. Es relevante hacer mencidn que son
realmente pocos lo reportes en la literatura y sobre todo en México, en los que se haya
formulado una biopelicula aplicada en la conservacion de los quesos. Siendo de esta manera
la presente investigacion cientifica, de vital importancia para lograr extender la vida de
anaquel de los quesos y sobre todo ofrecer al consumidor la total y entera confianza de que

el producto es seguro e inocuo.
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Tabla 6. Peliculas con antimicrobianos elaborados a partir de biopolimeros y su aplicacion en la conservacion de distintos tipos de quesos.

Producto

Queso Gouda

Queso fresco en
rodajas

Queso Ricotta

Queso Mini
Babybel® rojo

Biopolimero

Proteina de
suero de leche

Algas rojas

Galactomananos
de Gleditsia
triacanthos

Caseinato de
sodio

Antimicrobiano

Lisozima modificada
y EDTA

Extracto de semillas
de pomelo/toronja

(1% p/p)

Nisina
(50 Ul/g)

Nisina
(1000 Ul/cm?)

Resultados
La adicion de lisozima modificaday EDTA en la biopelicula
mostré una disminucion estable a 2 log UFC/g para
Escherichia coli y Salmonella typhi. El recuento de
Staphylococcus aureus permanecio estable a 4 log UFC/g.
El experimento se llevo a cabo durante 8 semanas a 10 °C y
85 % HR.
Fue probada esta pelicula para inhibir el crecimiento de
Escherichia coli O157: H7 y Listeria monocytogenes, las
muestras fueron almacenadas a 4 °C durante 15 dias.
La pelicula redujo la poblacion de E. coli O157: H7 por 1.21
log UFC/g en comparacion con el control y 0.85 log UFC/g
para el caso de L. monocytogenes. Siendo las biopeliculas un
material Gtil para extender la vida de anaquel del queso.

La pelicula antimicrobiana se evalu6 contra L.
monocytogenes (10® UFC/mL) probado en muestras de
queso Ricotta. Se logré reducir la concentracion bacteriana
a 2.2 log UFC g* durante 28 dias de almacenamiento a 4 °C.

La presencia de la pelicula activa redujo 1.1 log UFC/g los
recuentos de Listeria innocua en muestras de queso después
de una semana de almacenamiento a 4 °C en comparacion
con las muestras control.
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Nisina

Proteina de (50 1U/mL)
Natamicina

suero de leche NC A

Acido malico

Quitosano Lisozima
(60 % p/p)
Celulosa Natamicina

(0,0.2,051,2y4%
p/p)

MARCO
TEORICO

La natamicina y el &cido mélico mejoraron la actividad
inhibidora de la nisina contra L. monocytogenes en un
monitoreo de 7 dias a 4 °C.

Se obtuvo una reduccion en el queso tratado de 0.43 a 1.25
log en Escherichia coli, de 0.40 a 1.40 log en el caso de
Pseudomonas fluorescens y de 0.32 a 1.35 log en Listeria
durante 14 dias de almacenamiento a 10 °C.

No hubo crecimiento significativo de Penicillium roqueforti
(7.8 x 10* UFC/mL) en las concentraciones de 2 y 4%
después de 15 dias a 25 °C.
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2.8 Definicion y origen del queso

Es probable que el queso fuera hecho en primera instancia por accidente, tal vez se
obtuvo durante la transportacion de la leche en los estbmagos de animales y que debido a la
accion de enzimas coagulantes convirtieron la leche acidificada en una masa solida. De esta
manera se descubrio que el queso poseia mayor durabilidad que la leche original y asi se
podian obtener alimentos adecuados para las largas jornadas, en muchas regiones su
fabricacion ha sido artesanal, pero gracias a su alto valor nutritivo su proceso se ha
industrializado (Wagh, Pushpadass, Emerald, & Nath, 2014).

El origen de la elaboracién del queso no se sabe con certeza, pero existen referencias
de que se consumia desde tiempos biblicos, en aquel entonces, la coagulacion de la leche se
conseguia de muchas maneras desde utilizar los cuajos de liebre y cabrito, asi como la savia
de unarama de higuera y el vinagre, hasta usar la flor de cardo, la semilla de azafran silvestre,

el tomillo y extractos de pifia verde (de S. Medeiros et al., 2013).

El término queso se le da a un amplio grupo de productos lacteos elaborados en todo
el mundo bajo una amplia variedad de formas, tamafos y sabores. El principal objetivo en la
elaboracion de estos productos es conservar los principales componentes de la leche. Existe
una gran diversidad en la clasificacion de los quesos, el mas comun es aquel que tiene en
cuenta la textura que esta relacionada directamente con el contenido de humedad y grasa, es
asi que los podemos encontrar como duros, semiduros y blandos. Algunos otros criterios
tienen en cuenta la especie animal de la cual se obtiene la leche, el método de coagulacion,
el tiempo de maduracion, el origen del queso y la flora predominante durante la maduracion
(Kampf & Nussinovitch, 2000).

La leche es el componente principal en la elaboracion de los quesos, ésta ha sido
definida como el producto destinado para el consumo humano proveniente de la secrecion
natural de las glandulas mamarias de los mamiferos sanos y bien alimentados, debe de estar
libre de calostro, es de composicién compleja, color blanquecino y opaco, con un pH cercano
al neutro y de sabor dulce, ademés debe de cumplir con las caracteristicas fisicas,
microbiologicas e higiénicas establecidas. Su finalidad es la alimentacion de la cria durante

sus primeros meses de vida (Camacho, 2011).
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2.8.1 Los quesos tipicos mexicanos

Los quesos suaves son probablemente los mas reconocidos de los quesos hispanos. Son
quesos blancos que no funden cuando son calentados, caracteristica ideal para platillos
sometidos a coccién, manteniendo su forma o posicion, y no fluye. Por otro lado, son muy
utilizados como botanas, en sopas y ensaladas. Un ejemplo de un queso hispano suave es el

queso fresco (Gonzalez-Cordova et al., 2016).

Algunos de los quesos tipicos mexicanos considerados como quesos suaves son: el
queso tradicional ranchero, el queso panela y el requeson. Los quesos frescos son
principalmente quesos de pasta fresca, salada, sin madurar y constituyen los quesos de mayor
consumo en México. Sin embargo, estos quesos pueden tener problemas de consistencia y
retencion de humedad si no se procesan adecuadamente. Los quesos frescos deben
consumirse en pocos dias y su transporte y conservacion se deben hacer a temperaturas entre
2 a4 °C. Los quesos mexicanos méas populares y de mayor consumo en México se muestran
en la Tabla 7 (Ramirez-Lopez & Vélez-Ruiz, 2012).

Tabla 7. Quesos mexicanos mas populares (Rodriguez-Lara,

2009)
Variedad de queso Textura de la pasta
Panela Blanda elastica
Ranchero Blanda molida
Requeson Blanda
Sierra Compacta molida
Oaxaca Semiblanda hilada
Asadero Semiblanda hilada
Chihuahua (madurado) Semiblanda compacta
Manchego (madurado) Semiblanda compacta

De esta lista de quesos tipicos mexicanos, el queso ranchero, el panela y el requesén

son considerados quesos frescos por su alto porcentaje de humedad.
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JUSTIFICACION

3 JUSTIFICACION

Los quesos frescos son productos lacteos tradicionales mexicanos, debido a su alto
contenido de humedad, son muy perecederos y tienen una vida util estimada de
aproximadamente una semana cuando se mantienen a una temperatura de 2 °C. Aunque
reciben un tratamiento térmico durante su elaboracion, puede ocurrir una contaminacion
post-procesamiento por microorganismos, causando el deterioro del queso y un riesgo para
la salud de los consumidores. Microorganismos indeseables pueden causar defectos en el
sabor, textura y apariencia del queso y resultar en pérdidas econdmicas. Con el aumento en
la produccion de quesos frescos, hay una gran necesidad de mejorar la seguridad microbiana
del queso mediante el control o la eliminacion de contaminantes microbianos de post-

procesado.

Este proyecto nace de la necesidad de extender la vida de anaquel de dicho producto
lacteo y al problema ecoldgico que representa el desecho final de los materiales plésticos
derivados del petroleo, asi como a la utilizacion de recursos que sean econémicos, seguros,
de fuentes renovables, y sobre todo que sean biodegradables. Para lograr este cometido, se
ha recurrido a la implementacion de peliculas comestibles elaboradas a partir de
macromoléculas de origen natural, como sustitutos de polimeros sintéticos. Estas han sido
utilizadas desde hace algun tiempo, su finalidad primordial consiste en proteger de ataques
microbioldgicos y prevenir la pérdida de agua durante el almacenamiento de los productos
alimenticios, asi como convertirse en una barrera a la transferencia de masa, proteger a los

ingredientes y mejorar la integridad mecénica de los productos envasados.

Las peliculas comestibles pueden servir como vehiculos para una amplia gama de
aditivos, incluyendo compuestos antimicrobianos para inhibir el desarrollo de
microorganismos patdgenos o deterioradores. Un ejemplo de antimicrobiano que puede
incorporarse en estas peliculas, son las bacteriocinas, las cuales presentan un amplio espectro
inhibitorio, otras de sus ventajas sobre otros conservadores de alimentos son: no toxicidad,
inmediata digestibilidad, estabilidad al calor a bajo pH asi como ausencia de color y sabor.
La incorporacion de agentes antimicrobianos como bacteriocinas en peliculas comestibles,

permite su liberacion gradual y controlada, prolongando asi su accion bio-protectora.
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HIPOTESIS

4 HIPOTESIS

El péptido antimicrobiano tipo bacteriocina producido por Streptococcus infantarius,
bacteria aislada del pozol, podra ser incorporado en peliculas bioactivas a base de gelana-
pectina y EDTA,; estas peliculas mostrardn actividad antimicrobiana contra Listeria
monocytogenes, Escherichia coli y Staphylococcus aureus, y la inclusion de estos agentes
antimicrobianos (péptido antimicrobiano y EDTA) no afectara significativamente las
propiedades de barrera ni las propiedades mecénicas de las peliculas, las cuales representaran
una alternativa para el establecimiento de una plataforma tecnoldgica viable para la

bioconservacion de quesos.
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Elaborar y caracterizar peliculas a base de pectina-gelana, bacteriocinas y EDTA, con
potencial bioconservador de queso fresco, para contribuir al desarrollo de tecnologias de

barrera en la conservacion de alimentos.

5.2 Obijetivos especificos

e Definir la Concentracion Minima Inhibitoria de los compuestos antimicrobianos
producidos por Streptococcus infantarius, bacteria aislada del pozol y EDTA sobre

Escherichia coli, Listeria monocytogenes y Staphylococcus aureus a 35 °C.

e Establecer la formulacién de peliculas pectina-gelana con la inclusién de
bacteriocinas y EDTA, con potencial bioconservador en un sistema modelo a base de
queso fresco.

e Determinar la actividad antimicrobiana de peliculas a base de pectina, gelana,
bacteriocinas y EDTA contra tres microorganismos indicadores: Escherichia coli,
Listeria monocytogenes y Staphylococcus aureus durante la vida de anaquel de un

sistema modelo a base de queso fresco.

e Determinar las propiedades mecanicas y de transferencia de masa de las peliculas
pectina, gelana, bacteriocinas y EDTA a través de pruebas de tension uniaxial y de

permeabilidad al vapor de agua y al oxigeno.
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6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Materiales

6.1.1 Biopolimeros

Pectina citrica (GENU® Pectin, DE=36%, CP-Kelco, Estados Unidos de América),
gelana de bajo acilo (Kelcogel, CP-Kelco, Estados Unidos de América), glicerol (Quimica
Meyer, México), CaCl, (JT Baker, México).

6.1.2 Agente antimicrobiano (CAM)

El agente antimicrobiano empleado en esta investigacion fue un extracto concentrado
de caldos de fermentacion de la bacteria &cido lactica (BAL), Streptococcus infantarius,
combinado con EDTA.

6.1.3 Microorganismos
6.1.3.1 Streptococcus infantarius

Bacteria acido lactica aislada del “pozol”, bebida refrescante, acida no alcohdlica,
obtenida de la fermentacion espontanea de masa de maiz nixtamalizado y cacao; originaria
del sureste de México. El microorganismo fue donado por el grupo de investigacion de las
Dras. Carmen Wacher Rodarte y Gloria Diaz Ruiz, Depto. Alimentos y Biotecnologia,
Facultad de Quimica, Universidad Nacional Autbnoma de México. La bacteria se conservo
a-80°C en viales de 1.5 mL, los cuales contenian 0.3 mL de glicerol y 1.3 de la cepa crecida
en caldo De Man-Rogosa-Sharpe (MRS).

6.1.3.2 Listeria monocytogenes (CFQ-B-104), Staphylococcus aureus y Escherichia coli

Estos microorganismos indicadores fueron donados por la Dra. Gloria Diaz Ruiz del
Cepario de la Facultad de Quimica, Universidad Nacional Auténoma de México. Se
conservaron 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 Infusion Cerebro Corazén (BHI).
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6.1.4 Medios de cultivo

Para la preparacion de viales de conservacion y activacion de microorganismos se uso
caldo De Man-Rogosa-Sharpe (MRS) (BD® DIFCO) para la bacteria acido-lactica, y caldo
Infusion Cerebro Corazdn (BHI) (Bioxon®) para L. monocytogenes, E. coliy S. aureus. Para
las pruebas de actividad antimicrobiana, “difusion en agar por gota”, se utilizd BHI-agar
suave formulado con una mezcla de caldo BHI y bacto-agar (BD®DIFCO). Para determinar
la concentracion minima inhibitoria para los microorganismos indicadores se usO caldo
Infusion Cerebro Corazon (BHI). En las pruebas de crecimiento selectivo y diferencial de L.
monocytogenes, E. coli y S. aureus, asi como en la prueba de actividad antimicrobiana de las
peliculas, se utilizd medio Oxford (BD® DIFCO), Agar MacConkey (Sigma Aldrich) y Baird
Parker (BD® DIFCO), respectivamente.

6.2 Meétodos

6.2.1 Produccién de péptidos antimicrobianos por Streptococcus infantarius
6.2.1.1 Fermentacién nivel matraz

Se realizaron fermentaciones a nivel matraz, para ello se activaron en 5 mL de caldo
MRS estéril, 50 uL 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 inoculd (1% v/v) con el cultivo
activado de S. infantarius, el cual se incubé a 30 °C, 130 rpm, durante 6 h en una incubadora
con agitacion orbital (Thermo Scientific MaxQ 5000). De acuerdo con Lopez-Ortega (2014)

la maxima capacidad antilisterial del compuesto antmicrobiano se obtiene a las 6 h de edad.

Concluida la fermentacion, se separ6 la biomasa del caldo de cultivo a través de
centrifugacion (6000 rpm, 30 min a 4 °C). El sobrenadante se recuper6 y su pH se ajusto a
6.5 con una solucion de NaOH 2 N; enseguida se concentrd en un rotavapor con controlador
de vacio (BUCHI R-215; 60 °C a 35 rpm; 72 mbar). Para inactivar la accion de proteasas, el
concentrado se sometié a un tratamiento térmico, 110 °C durante 10 min. Una vez frio, el
concentrado antimicrobiano (CAM) se coloco en tubos Corning® estériles y se almacend a -
80 °C (Figura 9).
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Figura 9. Técnica de produccion de concentrado con actividad antimicrobiana por

Streptococcus infantarius.

6.2.1.2 Fermentacion por lote nivel biorreactor

Después del periodo de incubacion (24 h a 30 °C), 24 mL de caldo de la bacteria

acido-lactica en MRS fueron inoculados (1% v/v) por inyeccidén en un biorreactor MTB

autoclavable de 3 L (Applikon Biotechnology) (Figura 10) y el proceso de fermentacion fue

realizado con las siguientes condiciones de operacion: volumen de operacién 2.4 L de Medio

MRS (pH inicial de 6.7£0.2), 30 °C (control mediante bafio recirculador PolyScience),

agitacion a 200 rpm (2 turbinas Rushton de 45 mm de didmetro) y aireacion de 1 L/min.

El biorreactor fue armado incluyendo electrodos de pH y oxigeno disuelto insertos en

la tapa superior, los cuales fueron calibrados antes de la esterilizacién del medio in situ. El

flujo de aire, pH, oxigeno disuelto y temperatura fueron monitoreados y controlados con una

bioconsola (Bio Controller ADI-1030) acoplada a una PC usando el software BioXpert

(Version 1.1x).
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Figura 10. Biorreactor MTB autoclavable de 3 L (Applikon Biotechnology).

6.2.2 Determinacién de la actividad antimicrobiana de los péptidos producidos por S.
infantarius.

Se determind la actividad antimicrobiana del concentrado de S. infantarius adaptando
el método de difusion en agar por gota, el microorganismo indicador fue Listeria
monocytogenes (Lm). Se realiz6 la activacion del microorganismo indicador inoculando 50
uL del abasto de conservacion en 5 mL de BHI, llevando a incubacion a 35 °C por un periodo
de 24 h; posteriormente, se tomaron 50 puL de este caldo para inocular 5 mL de caldo BHI
estéril e incubar por 6 h a 35°C (esto resulté en un cultivo de Lm en fase log, con una
concentracion de 1x10° UFC/mL). En la campana de flujo laminar se adicioné 58 pL del
cultivo activo del microrganismo indicador en 10 mL de agar fundido BHI (37£2°C), se

mezcl6 suavemente y se vertid en caja Petri estéril, hasta gelificar.

El método de “Difusion en agar por gota” consiste en evaluar halos de inhibicion del
crecimiento de un microorganismo indicador (L. monocytogenes en esta investigacion) 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, probandose
hasta 28. Posteriormente, en sentido contrario a las manecillas del reloj se coloc6 una gota de

10 puL de cada dilucion sobre el agar suave BHI solidificado (10 mL), en la periferia, el cual
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previamente fue inoculado con 58 pL de cultivo de Lm (10° UFC/Caja). Una gota del
antimicrobiano sin diluir se coloca en el centro de cada una de las cajas inoculadas con L.
monocytogenes. Las cajas se incuban a 35 °C durante 24 h (Figura 11). Al término de la
incubacidon se midieron los halos de inhibicion con un vernier (Fowler, México) con 0.01 mm
de exactitud (Mendoza Mendoza, 2012).

La actividad antimicrobiana se reporté en Unidades Arbitrarias de Actividad (UA) por
mL de caldo de fermentacion. Se consider6 una actividad unitaria como aquella

correspondiente a la mé&xima dilucion ensayada en la cual se obtuvo un halo claro de
inhibicion de Lm.
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Incubacién 35°C/24 h \/

Figura 11. Técnica de la difusidn en agar por gota frente a L. monocytogenes.

6.2.3 Determinacion de la concentracion inhibitoria minima
Las técnicas de dilucion en caldo, se utilizan para medir la actividad "in vitro" de un
antimicrobiano frente a un cultivo bacteriano. Estos métodos se basan en la preparacion de

una serie placas con caldo, a los cuales se les agrega el antimicrobiano en distintas
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concentraciones. Luego se inoculan cada una de las placas con una suspension estandarizada
del microorganismo en estudio. Las pruebas se examinan después de incubar y se determina
la concentracion inhibitoria minima (CIM) del antimicrobiano frente al microorganismo
ensayado. El resultado final depende significativamente de la metodologia empleada. Por
ello, para obtener valores reproducibles, cada detalle técnico debe ser cuidadosamente

controlado.

Medio de cultivo. Se utiliz6 el medio BHI (Brain Heart Infusion: Infusion de cerebro
de ternera, infusion corazén vacuno, peptona, cloruro de sodio, glucosa y fosfato disddico;
pH 7.4 +£0.2).

In6culo. Fueron estudiadas por separado las cepas de Escherichia coli, Staphylococcus
aureus y Listeria monocytogenes con 24 horas de incubacion. De cada uno de los
microorganismos, se prepar0 una suspension y se ajusto para obtener una concentracion de
4.57x10% 7.21x10% 4.25x10* UFC/pozo respectivamente.

Técnica empleada. Se emplearon placas estériles de poliestireno para microtitulacion
de 96 pocillos con fondo redondo (distribuidas en filas designadas con letras de la A a la H
y 12 columnas numeradas), siguiendo el esquema de controles y tratamientos indicados en
las Figuras 12 y 13. Las placas fueron incubadas a 35 °C durante 24 h para su correspondiente
lectura. La CIM se definié como la menor concentracion de antimicrobiano frente a la cual
las cepas ensayadas no exhibieron crecimiento visible. El criterio de crecimiento fue una

turbidez definida o presencia de sedimento (i.e., boton).
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Figura 12. Esquema de inoculacién para la determinacion de la concentracion minima
inhibitoria en placas de microtitulacion de 96 pocillos.

Pozo Al1-A3 (-): Control negativo (220 pl medio de crecimiento BHI).

Pozo B1-B3 (+): Control positivo (170 pl de medio BHI +50 pl de la cepa de estudio).
Pozo C1-C3: 75 UA de CAM + 120 pl de medio BHI + 50 pl de cepa bacteriana.
Pozo D1-D3: 90 UA de CAM + 120 ul de medio BHI + 50 ul de cepa bacteriana.
Pozo E1-E3: 200 UA de CAM + 120 ul de medio BHI + 50 ul de cepa bacteriana.
Pozo F1-F3: 400 UA de CAM + 120 ul de medio BHI + 50 pl de cepa bacteriana.
Pozo G1-G3: 1x10°*M EDTA+ 120 pl de medio BHI + 50 ul de cepa bacteriana.
Pozo H1-H3: 2x10°*M EDTA+ 120 pl de medio BHI + 50 ul de cepa bacteriana.
Pozo A5-A7: 4x10°M EDTA+ 120 pl de medio BHI + 50 ul de cepa bacteriana.
Pozo B5-B7: 8x10°M EDTA+ 120 pl de medio BHI + 50 ul de cepa bacteriana.
Pozo C5-C7: 0.02 M EDTA+ 120 ul de medio BHI + 50 ul de cepa bacteriana.
Pozo D5-E7: 0.05 M EDTA+ 120 ul de medio BHI + 50 pl de cepa bacteriana.

Pozo E1-E3: 75 UA de CAM + 1x10° M EDTA + 120 pl de medio BHI + 50 pl de cepa bacteriana.
Pozo F1-F3: 75 UA de CAM + 2x10°3M EDTA + 120 pl de medio BHI + 50 pl de cepa bacteriana.
Pozo G1-G3: 75 UA de CAM + 4x10°M EDTA + 120 pl de medio BHI + 50 ul de cepa bacteriana.
Pozo H1-H3: 75 UA de CAM + 8x10°M EDTA + 120 pul de medio BHI + 50 ul de cepa bacteriana.
Pozo A9-A11: 75 UA de CAM + 0.02M EDTA + 120 pl de medio BHI + 50 pl de cepa bacteriana.
Pozo B9-B11: 75 UA de CAM + 0.05M EDTA + 120 pl de medio BHI + 50 pl de cepa bacteriana.
Pozo C9-C11: 90 UA de CAM + 1x10°M EDTA + 120 pl de medio BHI + 50 pl de cepa bacteriana.
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Pozo D9-D11: 90 UA de CAM + 2x10*M EDTA + 120 ul de medio BHI + 50 pl de cepa bacteriana.
Pozo E9-E11: 90 UA de CAM + 4x10°M EDTA + 120 ul de medio BHI + 50 pl de cepa bacteriana.
Pozo F9-F11: 90 UA de CAM + 8x10°*M EDTA + 120 pl de medio BHI + 50 pul de cepa bacteriana.
Pozo G9-G11: 90 UA de CAM + 0.02M EDTA + 120 pl de medio BHI + 50 pl de cepa bacteriana.
Pozo H9-H11: 90 UA de CAM + 0.05 M EDTA + 120 ul de medio BHI + 50 pl de cepa bacteriana.
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Figura 13. Esquema de inoculacion para la determinacion de la concentracion minima
inhibitoria en placas de microtitulacion de 96 pocillos.

Pozo A1-A3: 200 UA de CAM + 1x10*M EDTA + 120 ul de medio BHI + 50 pl de cepa bacteriana.
Pozo B1-B3: 200 UA de CAM + 2x10°M EDTA + 120 pl de medio BHI + 50 pl de cepa bacteriana.
Pozo C1-C3: 200 UA de CAM + 4x10°M EDTA + 120 pl de medio BHI + 50 pl de cepa bacteriana.
Pozo D1-D3: 200 UA de CAM + 8x10*M EDTA + 120 ul de medio BHI + 50 ul de cepa bacteriana.
Pozo E1-E3: 200 UA de CAM + 0.02M EDTA + 120 pl de medio BHI + 50 pl de cepa bacteriana.
Pozo F1-F3: 200 UA de CAM + 0.05M EDTA + 120 pl de medio BHI + 50 pl de cepa bacteriana.
Pozo A5-A7: 400 UA de CAM + 1x10°*M EDTA + 120 ul de medio BHI + 50 pl de cepa bacteriana.
Pozo B5-B7: 400 UA de CAM + 2x10°M EDTA + 120 pl de medio BHI + 50 pl de cepa bacteriana.
Pozo C5-C7: 400 UA de CAM + 4x10°M EDTA + 120 pl de medio BHI + 50 pl de cepa bacteriana.
Pozo D5-D7: 400 UA de CAM + 8x10*M EDTA + 120 ul de medio BHI + 50 pl de cepa bacteriana.
Pozo E5-E7: 400 UA de CAM + 0.02M EDTA + 120 ul de medio BHI + 50 pl de cepa bacteriana.
Pozo F5-F7: 400 UA de CAM + 0.05M EDTA + 120 pl de medio BHI + 50 pul de cepa bacteriana.

6.2.4 Elaboracion de las peliculas con agentes antimicrobianos

Se elaboraron peliculas con pectina (1 % p/v), gelana (0.2 % p/v) y glicerol (0.5 %
p/v) como agente plastificante, una concentracion 0.05M de EDTA y tres concentraciones de
CAM (i.e., 75, 90 y 120 UA/20 mLsF) y agua destilada como disolvente (Tabla 8). Se usé
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CaCl para favorecer la gelificacion de gelana y pectina. También se elabor6 una pelicula

control, formulada con todos los componentes con excepcion de CAM y EDTA.

Tabla 8. Formulaciones de las peliculas bioactivas

Corg(glci):ljezlr;tes/ Control Bioactiva 1 Bioactiva 2 Bioactiva 3
. , i 0,
Biopolimero PeCtg‘;;ng pv Pectina 1% p/v  Pectina 1% p/v Pectina 1% p/v
0.20%plv Gelana 0.2%p/v  Gelana 0.2%pl/v Gelana 0.2%p/v
Glicerol 0.5 % piv 0.5 % piv 0.5 % plv 0.5 % plv
CaCl» 5mM 5mM 5mM 5mM
EDTA 0.05M 0.05 M 0.05 M 0.05 M
Péptido 0 75 UA/ML 90 UA/ML 120 UA/ML

antimicrobiano
p/v: relacién peso volumen

Los biopolimeros fueron disueltos en agua desionizada con agitacion constante y se
calentaron hasta 60-65 °C durante 40 minutos. Una vez mezclados los polimeros, se adicion6
el agente plastificante y CaCl> en solucion incrementando la temperatura hasta 75 °C. Las
soluciones filmogénicas se mantuvieron en agitacion por 30 min, posteriormente se adicion6
la cantidad correspondiente del compuesto antimicrobiano, continuando con la agitacion.
Una vez preparada la solucion filmogénica, ésta fue vertida en moldes de teflon, colocando
645 g en cada molde. Los moldes se secaron en horno de conveccion a 35 °C por
aproximadamente 17 h, pasado el tiempo de secado se desmoldaron las peliculas

cuidadosamente (Figura 14).
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Figura 14. Representacion grafica de la elaboracion de peliculas comestibles de pectina-
gelana, CAM y EDTA.

6.2.5 Acondicionamiento de las peliculas

Previo a someter las peliculas a pruebas mecéanicas y de barrera, éstas recibieron un
acondicionamiento, el cual se realizé 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 solucién saturada de Mg (NO3z)2 que genero
un ambiente de 50-55% HR.

Concluido el tiempo de acondicionamiento, en cinco diferentes puntos de la pelicula
(orillas y centro), se midio el grosor, utilizando un micrometro digital. EI promedio del grosor

de cada pelicula se uso en los célculos de propiedades mecanicas y de barrera.

6.2.6 Evaluacion del efecto antimicrobiano de las peliculas contra tres microorganismos
indicadores: L. monocytogenes, S. aureus y E. coli.
Para la evaluacion de la actividad antimicrobiana de la peliculas en primera instancia

se activaron los microorganismos indicadores: L. monocytogenes, S. aureus y E.coli. De este

51



Disefio y caracterizacién de una pelicula antimicrobiana de pectina-gelana, bacteriocinas y EDTA, para MATERIALES
inhibir el desarrollo de Listeria monocytogenes, Escherichia coli y Staphylococcus aureus, en medios de -
cultivo a base de queso fresco Y METODOS

cultivo se realizaron diluciones decimales y de la dilucién adecuada se tomé el volumen
necesario el cual se llevd a un volumen total de 200 pL aforando con solucion salina
isotonica, los cuales se sembraron por extension en superficie empleando medios
diferenciales/selectivos para cada microorganismo indicador (Tabla 9), para obtener 25
UFCl/caja. Una vez fraguado el inoculo en los medios bajo la campana de flujo laminar y en
condiciones asépticas, se colocé una pelicula (control y activas) con el mismo diametro que
la caja a manera de cubrir toda la superficie del medio. Posteriormente las cajas se incubaron
a 25 °C. Previo a su utilizacion las peliculas fueron esterilizadas con luz UV en una campana
de flujo laminar por 24 h (12 h por lado). Se inocularon tres cajas por tratamiento, mismas
que fueron monitoreadas cada dia hasta cumplir un total de 30 dias (Figura 15). Una vez que
transcurrio el periodo de monitoreo, de las tres peliculas activas se eligié la de mayor

actividad antimicrobiana para su posterior evaluacion en el sistema modelo de queso fresco.

Tabla 9. Medios Selectivos/Diferenciales y Caldos de crecimiento para cada microorganismo
indicador

e TOTREETE Medio Selectivo /Diferencial ~ Caldo de crecimiento

indicador
L Infusién Cerebro
Listeria monocytogenes Agar Oxford Corazon (BHI)
Staphylococcus aureus Agar Baird Parker Infusion Cerebro

Corazén (BHI)
Agar MacConkey Infusién Cerebro

Escherichia coli Corazon (BHI)
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Figura 15. Técnica para la evaluacion del efecto antimicrobiano de las peliculas
biopoliméricas contra tres microorganismos indicadores: L. monocytogenes, S. aureus y E.
coli en su respectivo medio selectivo/diferencial.

6.2.7 Evaluacion del efecto antimicrobiano de la pelicula bioactiva en sistema modelo

de queso fresco
1. Preparacion del medio a base de queso Panela

Se prepar6 el medio a base de queso Panela con una cantidad total de 20 g de solidos,
tomando en cuenta la humedad del alimento se pesaron 44.44 g de queso fresco, mismos que
se molieron en un procesador para alimentos (Oster®). El alimento procesado se mezcl6 con
1 L de agua destilada, a los cuales se le agregd 15 g de bacto-agar (BD™ DIFCO), la mezcla
se mantuvo en agitacion constante y calentamiento hasta que llegé al punto de ebullicion. El
medio se llevo a esterilizacion durante 1 h y se vertieron 5 mL del medio en cajas de Petri,

se dejo fraguar el medio elaborado a base de queso Panela por 24 h antes de ser utilizado.
2. Inoculo del microorganismo indicador y colocacion de peliculas

Se inicid la prueba con la activacion de los microorganismos patdégenos de estudio (E.
coli, L. monocytogenes y S. aureus), inoculando 50 pL del abasto de conservacion en 5 mL

de BHI, llevando a incubacion a 35 °C por un periodo de 24 h.
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Una vez concluido el tiempo de activacion del microorganismo, se realizaron las
diluciones decimales, se usaron tubos esteériles, a los cuales se les agregd 9 mL de solucién
salina isotonica esteéril; al primer tubo se le colocd 1 mL de indculo que procedia del vial de
activacion del microrganismo patégeno (dilucién 101) homogenizando posteriormente,
después fue tomado 1 mL de la dilucion 107 y se coloco en el segundo tubo (que contenia 9
mL de solucion salina isotonica estéril), obteniendo asi una dilucion 102 del microorganismo
de estudio; posteriormente se realizaron diluciones seriadas, siguiendo el paso anterior
diluyendo el inoculo del patégeno hasta obtener una concentracién de 100 UFC/mL para

llevar a cabo la inoculacion de los medios a base de queso fresco ‘Panela’.

El in6culo que contenia las 100 UFC/mL del patégeno se afor6 con solucion salina
isotonica estéril a un volumen de 200 pL, esto con la finalidad de tener el volumen suficiente
que cubriera en su totalidad la superficie de la caja Petri con medio queso Panela. Se
colocaron sobre la superficie de los medios, una vez inoculados, circulos de pelicula control
y pelicula bioactiva que contenia en su formulacion las 90 UA/mL de CAM mas una
concentracion 0.05 M de EDTA, que fue la elegida como la mejor del experimento anterior,
previamente esterilizadas por luz UV en una campana de flujo laminar por 24 h, 12 h de un
lado y 12 h del otro.

Se montd el experimento (ver Figura 16) contando con el control 1 que consistia en
el agar queso Panela sin in6culo y sin pelicula, un control 2 s6lo con el in6culo de los
microorganismos indicadores y dos tratamientos de estudio, la pelicula control (s6lo con los
biopolimeros) y la pelicula activa (90 UA/mL de la bacteriocina méas 0.05 M de EDTA); cada
tratamiento se realizé por triplicado y por cada uno de los dias de muestreo, en total se tenian
50 cajas Petri para cada microorganismo patégeno.
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Control 1 Control 2 Pelicula Bioactiva
(Sin peliculay (Sin pelicula con Pelicula Control (90 UA/mL de
sin in6culo del inoculo del (Biopolimeros) bacteriocina mas
patogeno) patogeno) 0.05 M de EDTA)

Figura 16. Diagrama de los tratamientos de estudio y sus controles, cada uno se realizé por
triplicado.

El experimento tuvo una duracién de 7 dias, haciendo un muestreo al dia 0, 1, 3,5y

7. Las cajas Petri fueron incubadas a 35 °C hasta el dia de su procesamiento. Los pasos antes

mencionados se realizaron para cada microorganismo de estudio.

3. Homogenizacion y recuento de células viables

Cada tratamiento fue monitoreado a To= 1 h después de la contaminacion artificial,
T1= 24 h después, T»= dia 3, Ts= dia 5 y T4= dia 7, mediante la utilizacion de un
homogeneizador Stomacher para procesar agar queso Panela tratado y 45 mL de agua
peptonada estéril, a 300 rpm durante 5 min. Se  realizaron las diluciones decimales
necesarias siguiendo la metodologia descrita en el apartado de “Indculo del microorganismo
indicador y colocacion de peliculas”, con la tnica variante de que el in6culo procedia de la
bolsa que se sometié a homogenizacion en el Stomacher, esto se realiz6 con la finalidad de
tener un recuento de células viables en cada tratamiento. Una vez obtenida la dilucion
adecuada para poder contar las UFC del microorganismo patégeno se tomé 1 mL y se coloco
en un tubo que contenia 10 mL de agar suave BHI, homogeneizando posteriormente. Se llevo
a cabo el vertido en cajas de Petri las cuales se dejaron incubando a 35 °C durante 24 h, por
triplicado para cada tratamiento y controles, una vez transcurrido ese tiempo realizé el

recuento de células viables.
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6.2.8 Propiedades mecéanicas de las peliculas con agentes antimicrobianos

Las propiedades mecanicas de las peliculas se midieron con el método estandar

ASTM D882 (ASTM, 2010) en una maquina universal (TA plus, Lloyd) (Figura 17). Una
vez que transcurrieron 48 h del acondicionamiento de las peliculas (50-55% HR, 25 °C), éstas
fueron cortadas con un molde en forma de “hueso de perro” de acuerdo a las dimensiones
indicadas en la normativa ASTM D638M (ASTM, 1993). Las peliculas se sujetaron entre las
pinzas de tension con un espacio de 5 cm. La velocidad de extension que se empleo fue de
1.0 mm/s. Con ello se obtuvieron datos de fuerza y distancia, con los cuales se determing el
perfil de esfuerzo verdadero vs deformacion de Hencky (eH). Se tensaron 30 tiras para cada

tratamiento, eliminando aquellos datos en donde las muestras no se fracturaron en el centro.

TTEXTURE ANALYSER

Figura 17. Maquina universal (TA plus, Lloyd), CICATA, Querétaro.

Para calcular la deformacién de Hencky o deformacion verdadera se uso la Ecuacion 1:

£H=ln[i—;] =InL;— InL, = lnz—z (1)
Donde:

eH: Deformacion de Hencky (-)
Lo: Altura o longitud inicial (m)
Lt Altura o longitud en cada instante de tiempo t (m)
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Para calcular los esfuerzos a los que se sometid la muestra en cada instante de tension,
se uso el concepto de esfuerzo verdadero, ot (Ecuacion 2), que usa el area transversal del
espécimen en cada instante de deformacion. 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 Ecuacién 3.

F
or = I (2)
Ay = (Ax)(a)
Ay L
Ay = % 3)

Donde;

F= fuerza (N)

Ax=Espesor de la tira de pelicula (m)

o= Ancho de la tira de pelicula (m)

A= Area transversal en cualquier instante (m?)
Ao= Area inicial en (m?)

El porcentaje de elongacion (%e) fue calculado como se muestra a continuacion:

AL
%e = — x 100
Lo

Donde:

%e= Porcentaje de elongacion
AL= Diferencia de longitudes (L - Lo) (M)
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El esfuerzo a la fractura (of), porcentaje de elongacion (%e) y Modulo de Young
(ME), son las propiedades mecanicas frecuentemente determinadas en peliculas. El esfuerzo
a la fractura es el esfuerzo méximo que un material puede resistir antes de su ruptura, este
pardmetro 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 Mddulo de Young representa la rigidez del material cuando se le aplica
una fuerza, entre méas grande sea la rigidez mayor sera la fuerza o esfuerzo necesario para
causar una deformacién. Este valor se calculé determinando la pendiente de la zona lineal de

las curvas esfuerzo-deformacion.

6.2.9 Propiedades de barrera
6.2.9.1 Permeabilidad al oxigeno (PO.) de las peliculas con sustancias antimicrobianas

En el equipo VAC-V2 Permeability tester (Labthink®, China) (Figura 18) se
determind la permeabilidad al oxigeno con base en el principio manométrico 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 didmetro, tomando la medida de 5 puntos aleatorios de su espesor. Las peliculas se
colocaron en las camaras del equipo VAC-V2. La presion de entrada del gas permeante fue
de 1.01 kgr/cm?.

La temperatura de las determinaciones se control6 a 25 °C, con un bafio de
recirculacion. Se obtuvieron graficos de la presion del gas permeante (Pa) en funcion del
tiempo (s). A partir de esos graficos se determind el flux de oxigeno que difunde a través de

la pelicula y la permeabilidad de oxigeno de la pelicula (Calderén-Aguirre et al., 2015).
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Figura 18. Equipo VAC-V2 Permeability tester empleado en determinacion de
permeabilidad al oxigeno (PO>) de las biopeliculas.

6.2.9.2 Permeabilidad al vapor de agua (PVA) de las peliculas con sustancias

antimicrobianas.

La permeabilidad al vapor de agua (PVA) de las peliculas se determind 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. En las celdas se colocaron
70 g de silica gel como agente absorbente que fue previamente secada en la estufa a 100 °C
durante 24 h. También las peliculas fueron acondicionadas con anterioridad y medidas en su

grosor.

La PVA de las peliculas se determind usando un gradiente de humedad de 80% Yy una
temperatura de 23 + 2 °C. Las celdas se pesaron en una balanza analitica (sensibilidad
0.00001 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
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de difusividad y permeabilidad al vapor de agua de las peliculas con y sin sustancias

antimicrobianas. Se realizaron 3 réplicas por tratamiento (Calderon-Aguirre et al., 2015).

6.3 Determinacion de la solubilidad

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, Pinotti,
Martino, & Zaritzky, 2004), con algunas modificaciones: se cortaron piezas de 2 cm x 2 cm
de cada tratamiento mismas que se almacenaron por 7 dias en un desecador 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 matraces Erlenmeyer de 250 mL, a los
cuales se adicion6 80 mL de agua destilada, se coloco un agitador magnético, posteriormente
se colocaron en una parrilla de agitacion (Corning® Stirrer Multiple Position 9 x 250 mL) a
temperatura ambiente (=25°C) y se agitaron durante 1 h. Transcurrido el tiempo de agitacion,
el contenido total del matraz fue filtrado a través de papel filtro Whatman No. 1, llevado
previamente a peso constante en un horno de conveccion (24 h/95+£5°C). El papel filtro con
los restos no disueltos de la pelicula se secd en un horno de conveccion Shel Lab (modelo
11308FX) a 60 °C durante 2 h; posteriormente se registro el peso y el porcentaje de materia

soluble de la pelicula se calculd con la siguiente ecuacion.

Peso seco inicial de la pelicula — Peso seco final de la pelicula

%Solubilidad = ( ) x 100

Peso seco inicial de la pelicula

6.4 Analisis Estadistico

Los resultados se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA), empleando la
prueba Tukey para la comparacidn de medias con un nivel de significancia p<0.05 mediante
el software estadistico IBM SPSS Statistics 20. Los datos se graficaron en el programa
SigmaPlot.
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7 RESULTADOS Y DISCUSIONES

7.1 Efecto del tiempo de fermentacion en la actividad antimicrobiana de los péptidos
producidos por Streptococcus infantarius

Se evaluo el efecto del tiempo de fermentacion en la actividad antimicrobiana de los
concentrados de la fermentacion de la bacteria &cido lactica Streptococcus infantarius (aislada
del pozol). La Figura 19 presenta los halos de inhibicion que se obtuvieron por el método de
difusion en agar por gota, sobre el microorganismo patdgeno Listeria monocytogenes, de los
concentrados de la fermentacion a nivel matraz, obtenidos a las 6, 12 y 24 horas. Se consiguieron
halos de inhibicion de 11.58 + 2.23 mm de diametro en la dilucion 2° para el concentrado
obtenido a las 24 horas. El concentrado obtenido a las 12 horas de fermentacion exhibio halos
de inhibicion en la dilucién 2° de 11.03 + 2.69 mm de didmetro. En contraste, el concentrado de
la fermentacidn de 6 horas present6 halos de hasta 13.78 + 3.53 mm de diametro en la dilucion
27,

Como se aprecia en la Figura 19, el extracto con mayor efecto antimicrobiano fue el de las
6 horas de fermentacion, ya que hasta la dilucion 27 logrd inhibir el crecimiento de Listeria
monocytogenes. Los concentrados obtenidos a las 12 y 24 horas de fermentacion no mostraron
diferencia entre si, dado que los dos se comportaron del mismo modo, inhibiendo el crecimiento

del microorganismo patdgeno hasta la dilucion 2°.

De acuerdo con los resultados mostrados en la Figura 19, el concentrado de fermentacion
obtenido a las 6 horas presentdé mayor actividad inhibitoria frente a Listeria monocytogenes en placas
de agar suave BHI, por lo cual fue seleccionado para trabajar en la presente investigacion. Este
tiempo de fermentacion fue el usado en la fermentacion a nivel biorreactor por lote, mediante la cual

se obtuvo el lote de concentrado antimicrobiano que se uso en todo el trabajo.

Los datos obtenidos de la medicion de halos de inhibicion del compuesto antimicrobiano de 6
horas de fermentacion y la concentracion de la méxima dilucién en donde se observaron halos
definidos fueron usados para determinar las unidades arbitrarias de actividad (UA), la cual fue de
6400 UA/mL.
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\ 28

25

Figura 19. Halos de inhibicion del crecimiento de L. monocytogenes en placas de agar suave
BHI. A) Efecto antimicrobiano del concentrado obtenido de Streptococcus infantarius a las 24
h de fermentacion en la dilucion 2° y su réplica. B) Inhibicion del concentrado obtenido de
Streptococcus infantarius a las 12 h de fermentacion en la dilucion 2°, asi como su réplica. C)
Efecto antimicrobiano del concentrado obtenido de la bacteria lactica Streptococcus
infantarius a las 6 h de fermentacion en la dilucion 27 y su réplica.
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7.2 Determinacion de la Concentracion Inhibitoria Minima

Se determind de la concentracion inhibitoria minima (CIM), es decir, la concentracién
mas baja (UA/mL) en la cual el concentrado antimicrobiano (CAM) producido por
Streptococcus infantarius es capaz de inhibir el crecimiento de Escherichia coli, Staphylococcus
aureus y Listeria monocytogenes. EI método usado fue el de dilucién en placa.

Las concentraciones de CAM que se evaluaron fueron 75, 90, 200 y 400 UA/mL. De
igual forma se determing el efecto inhibitorio de seis concentraciones de EDTA: 1x103M, 2x10°
3M, 4x103M, 8x10°3M, 0.02 M, 0.05 M, y las combinaciones CAM-EDTA, para determinar
efectos sinérgicos. Se hizo uso de dos controles: el primero fue el control negativo (caldo BHI
sin suspension bacteriana) y el segundo fue el control positivo (BHI y suspension bacteriana).
Los criterios de interpretacion fueron la existencia/ausencia de turbidez o de sedimentacion de

biomasa (boton) en el fondo del pozo.

La bacteria E. coli figura entre los patdgenos de transmision alimentaria mas comunes
que afectan a millones de personas cada afio, a veces con consecuencias graves o mortales. En
virtud de ello, fue imprescindible determinar la formulacion CAM-EDTA con accion
antimicrobiana sobre dicho microorganismo, debido a que la mayoria de las bacteriocinas
producidas por BAL no tienen accién contra bacterias Gram negativas.

En la Figura 20 se observan los resultados que se obtuvieron para E. coli, resaltando que
el tratamiento con 90 UA/mL de CAM en combinacién con 0.05 M de EDTA consigui6 inhibir
totalmente el crecimiento del microorganismo de ensayo; dado que los pozos correspondientes
a este tratamiento se presentaron completamente transparentes; sin presencia visible de posible
desarrollo del microorganismo patégeno. Las bacteriocinas no actlan contra microorganismos
Gram negativos, sin embargo en algunos estudios se ha propuesto que al combinarlas con EDTA
pueden penetrar hasta la membrana y dafiar la celula (Lopez, Escudero, & Mendoza, 2009). Para
este microorganismo patégeno no hubo una inhibicion de su crecimiento al tratarla con CAM

por si solo. Sin embargo, al mezclarlo con EDTA si se observé un efecto inhibitorio.
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Las bacterias Gram-negativas se caracterizan por la presencia de una membrana externa
que contiene lipopolisacaridos (LPS) estabilizados por Mg?* y Ca2* (Sivarooban, Hettiarachchy,
& Johnson, 2008). No obstante, el Acido Etilen-diaminotetraacético (EDTA) es un agente
quelante de tales cationes divalentes, , debilitando de este modo la capa de lipopolisacaridos de
la membrana externa; esta accion permite que los péptidos hidréfobos antimicrobianos, tales
como las bacteriocinas, penetren en la membrana citoplasmatica mas facilmente y de esta forma
Ileven a cabo su mecanismo de accion principal (Castellano, Belfiore, & Vignolo, 2011; Hansen,
Austin, & Gill, 2001). Algunos factores que influyen en la resistencia bacteriana incluyen la
permeabilidad de la membrana, enzimas proteoliticas, compuestos que compiten por los mismos
sitios de union o la presencia de compuestos capaces de eliminar la bacteriocina disponible a

través de la unién no especifica (Galvez, Lépez, Pulido, & Burgos, 2014).

Mezclas
2 75 UA/mL
5 6 7 Concentraciones 9 10 11 A
1 2 3 EDTA . 0.02M
L Control -3
AR N negativo 4x10*M 75 Ui\/mL
: Concentraciones s 8x10°M 0.05M
Bacteriocina 4
B 3 g:i';it\;gl ,0.02M 90 UA/mL
\ P pr— / 005M o
al 75 UA/mL =
- Mezclas 90 UA/mL
+
o 90 UA/mL 75 UA/mL =
+ 90 UA/mL
| 1x10°M *
200 UA/mL L 4x103M
E § 75 UA/mL
. 90 UA/mL
+
e 400 UA/mL = 2x10°M T 8x10°M
75 UA/mL 90 UA/mL
[ 1a0m b, * -
Gl ey 4x10°*M 0.02M
X10-
75 UA/mL 90 UA/mL
: Concentraciones - 5 +
H § EDTA ax10°M 0.05M

Figura 20. Efecto del concentrado antimicrobiano (CAM) producido por Streptococcus
infantarius, EDTA y sus mezclas sobre el crecimiento de E. coli durante la prueba de la
Concentracion Inhibitoria Minima (CIM).
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Los resultados de CIM para S. aureus se muestran en la Figura 21, también se realizaron
ensayos de dilucion en placa bajo las condiciones descritas anteriormente, que emplean un
intervalo determinado de concentraciones del CAM (75 a 400 UA/mL) y de EDTA (1x102 a
0.05 M). Ninguna de las concentraciones del CAM presento efecto antagdnico contra dicho
patdgeno, debido a que existid evidencia de turbidez y del boton de biomasa en el fondo del
pocillo originado por el crecimiento del microorganismo. Contrariamente, EDTA en todas las
concentraciones evaluadas, mostraron efecto antagénico sobre del crecimiento de dicho
microorganismo; por lo que se determiné que la concentracion de EDTA de 1x1073 fue la

minima inhibitoria para S. aureus.

Mezclas
75 UA/mL
1 2 3 5 6 7 Concentraciones 9 10 1 +
~ 3 2 1 EDTA - Yy = 0.02M
N Control —~ ¢
> o - : 75 UA/mL
2 | negativo | e 4x10*M +/m
r . = é <
N B: ioci > 8x10°M 0.05M
B & ?‘ Control acteriocina /
\ = positivo ——— /0.02 M 90 UA/mL
7 - & 7 ¥
75 HA/mL #0.05M e 1x10°M
‘K / Mezclas 90 UA/mL
+
: 20 UA/ml 75 UA/mL = 2x10°M
i + 90 UA/mL
200 UA/mL g |__ 1x103M 4x1:)'3M
EQ 75 UA/mL
& 90 UA/mL
400 UA/mL ! L+
F i - 8x10°M
- 75 UA/mL 90 UA/mL
G = +
G } 1x10°M = 4x10°M o
P 2x10°M 75 UA/mL 90 UA/mL
H Concentraciones = + — &
EDTA f 8x103M 0.05M

Figura 21. Efecto del CAM producido por Streptococcus infantarius, EDTA y sus mezclas
sobre el crecimiento de cepa de S. aureus durante la prueba de la concentracién inhibitoria
minima.

La bacteria L. monocytogenes ha tomado gran importancia y se encuentra prescrita en la
mayoria de las normativas de calidad por ser el agente etiolégico de la listeriosis, una
enfermedad infecciosa transmitida por los alimentos. En virtud de los antecedentes, fue también

de interés conocer la accion del CAM usado en este estudio sobre este patdgeno. Una vez que
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se realiz6 el mismo ensayo que en los microorganismos anteriores, se determiné que la CIM del
CAM sobre L. monocytogenes fue de 90 UA/mL, resultados presentados en la Figura 22. A
partir de 90 UA/mL de CAM, los pozos se mostraron sin la presencia de turbidez ni del “boton”
en el fondo del pozo indicativo de la presencia de biomasa, motivo por el cual se selecciono
dicha concentracion como la minima inhibitoria.

Los resultados obtenidos son similares a los reportados por otros autores (lzquierdo et
al., 2008; Martin-Platero et al., 2006; Tessema, Moretro, Kohler, Axelsson, & Naterstad, 2009),
quienes reportaron la alta actividad anti-listerial de algunas bacteriocinas como nisina,
enterocinas A y B, enterocina 416K1, siendo eficaces para frenar el desarrollo de Listeria
monocytogenes en productos alimenticios y representando una alternativa potencial a la
conservacion quimica. Tominaga & Hatakeyama (2006) han reportado que la actividad
antimicrobiana de esta clase de bacteriocinas frente a cepas del género Listeria, se debe
principalmente a la alta cantidad de cisteinas proximas al extremo amino del péptido
antimicrobiano, lo que representa una mayor cantidad de puentes disulfuro que facilitan el
mecanismo de accion de estas bacteriocinas, el cual se atribuye a la desestabilizacién (debido a
la formacién de poros) de la membrana citoplasmatica, lo cual trae como consecuencia la
pérdida de iones K*, ATP y, en algunos casos aminoacidos y moléculas pequefias. La pérdida
de estas sustancias origina a su vez el descenso de la sintesis de ADN, ARN Yy proteinas,

originando la muerte celular (Cé, Norefia, & Brandelli, 2012).

Los métodos de dilucion en caldo se consideran de referencia para la determinacion
cuantitativa y cualitativa de la actividad de los antimicrobianos. La gran cantidad de variables
(dependientes del microorganismo, del medio de cultivo, del inoculo) que influyen en estos
métodos son responsables de oscilaciones en el resultado final (Acufia et al., 2015). En la Tabla
10 se muestra el resumen de la Concentracion Minima Inhibitoria (CIM) del CAM, EDTAYy las
mezclas para los tres microorganismos patdgenos de estudio. De acuerdo a los resultados
obtenidos, el CAM producido por Streptococcus infantarius no mostré efecto inhibitorio contra
E. coli, pues se trata de una bacteria Gram negativa por lo que fue necesaria la presencia de
EDTA para asi lograr una accion antagonica efectiva. Con respecto a S. aureus, las

concentraciones estudiadas del CAM por si solas no consiguieron inhibir el crecimiento de este

66



Disefio y caracterizacion de una pelicula antimicrobiana de pectina-gelana, bacteriocinas y EDTA, para inhibir el RESULTADOS
desarrollo de Listeria monocytogenes, Escherichia coli y Staphylococcus aureus, en medios de cultivo a base de Y

queso fresco DISCUSIONES

patdgeno, no obstante, desde la concentracion menor de EDTA (1x103 M) se impidié el
desarrollo de dicha bacteria Gram positiva. En contraste, las bacteriocinas presentes en el CAM
mostraron efecto mayor contra L. monocytogenes, Unicamente 90 UA/mL de CAM fueron

suficientes para inhibir el desarrollo de ese patdgeno.

Mezclas
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B2 5 a3 o e . 9 10 11 5
N > EDTA 0.02Mm
3 | Control P
A il negativo 4x10*M 75 Ui\/mL
\ Concentraciones 8x103M 0.05M
B d Control | Bacteriocina
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p N 74 +
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. , W 75uA/mL /
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+
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Figura 22. Efecto del CAM producido por Streptococcus infantarius, EDTA y sus mezclas
sobre el crecimiento de cepa de L. monocytogenes durante la prueba de la concentracion
inhibitoria minima.

Tabla 10. Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) de CAM producido por Streptococcus
infantarius, EDTA o sus mezclas para los tres microorganismos de ensayo.

Microorganismo patégeno CIM
Escherichia coli 90 UA/mL CAM + 0.05 M EDTA
Staphylococcus aureus 1x10° M EDTA
Listeria monocytogenes 90 UA/mL CAM

En la Tabla 11 se exhiben algunos trabajos representativos de evaluacion de CIM de

distintos antimicrobianos de origen natural, sin embargo, es evidente que existen diferencias
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experimentales debido a que se emplean distintos métodos de determinacion, temperatura de
experimentacion, la naturaleza del antimicrobiano y las unidades en las que se reporta. Por lo

anterior, resulta dificil realizar comparaciones directas entre los resultados citados.

Tabla 11. Concentraciones inhibitorias minimas de antimicrobianos naturales “in vitro” contra

microorganismos patégenos.

Antimicrobiano Mlcroo,rganlsmo lleeics CIM Referencia
patdgeno empleada
Pediocina Listeria
prodyuda por monocytogenes Dilucion en agar | 540 UA/mL Kaur, _Smgh, and
Pediococcus ATCC 53135 Malik (2013)
pentosaceous 34
Enterocina L
producida por Listeria S
E monocytogenes Dilucion enagar | 120 UA/mL | Kaur et al. (2013)
nterococcus
X ATCC 53135
faecium FH99
Aceite esencial de _ . L Rodriguez -
orégano Escherichia coli Dilucién en agar | 10-20 Ul/mL Sauceda (2011)
Aceite esencial de Staphylococcus Dilucién en acar 0.4-10 Rodriguez -
romero aureus g Ul/mL Sauceda (2011)
Hartmann, Wilke,
L Listeria Dilucion en & Erdmann
Pediocina PA-1 monocytogenes caldo 307 AU/mL (2011)
Hassan,
Bacteriocinas Método de placa Javadzadeh,
producidas por Listeria innocua de 320 UB/mL Lotfipour, &
Enterococcus spp. microtitulacion Badomchi (2011)
. Cruz-Carrillo,
Extracto d? hojas Staphylococcus Dilucion en Rodriguez, &
secas de Silybum 21 mg/mL .
: aureus caldo Rodriguez (2010)
marianum
Bacteriocina Aguado-Bautista,
producida por 12500 Alvarez -Cisneros,
Enterococcus Escherichia coli Difusién en agar UA/ML & Ponce-
faecium Alquicira, (2010)
MXVK?29
Nisina Listeria e Schmidt-Mc
(Nisaplin®) monocytogenes Difusion en agar | 1.000 Ul/m Lachlan (2007)
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En estudios realizados por Kaur, Singh & Malik (2013) se evalud la concentracion méas
baja a la cual la Pediocina producida por Pediococcus pentosaceous 34 inhibio el crecimiento
de Listeria monocytogenes ATCC 53135. Este trabajo report6 que la pediocina mostr6 una CIM
de 540 UA/mL,; en contraste en el presente estudio, con el mismo microorganismo patogeno la
CIM fue de 90 UA/mL del CAM producido por Streptococcus infantarius, indudablemente fue
mucho menor la concentracion obtenida para lograr un efecto antagénico contra dicho patégeno.

7.3 Descripcion visual de las peliculas
El concentrado extraido de la fermentacién de la bacteria acido lactica Streptococcus

infantarius (90 UA/mL), pectina, gelana y EDTA (0.05 M) dieron origen a peliculas opacas y
de color amarillo, a las cuales se les denominara en este trabajo “peliculas bioactivas”; mientras
que las peliculas control, es decir aquellas elaboradas con los biopolimeros (pectina y gelana)
fueron transparentes (Figura 23). Las peliculas bioactivas fueron mas rigidas que las peliculas
control; sin embargo, en ambos casos, la adicién de glicerol produjo peliculas ligeramente mas

opacas y mas flexibles.

Figura 23. Peliculas elaboradas a partir del concentrado de la fermentacién de Streptococcus
infantarius (CAM), EDTA y biopolimeros (pectina, gelana). A) Pelicula control (s6lo
biopolimeros). B) Pelicula bioactiva (CAM, EDTA y biopolimeros).
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7.4 Evaluacion del efecto antimicrobiano de las peliculas contra tres microorganismos

indicadores: Listeria monocytogenes, Escherichia coli y Staphylococcus aureus

La Figura 24 muestra el comportamiento de los indicadores L. monocytogenes, E. coli y
S. aureus en medios selectivos (25 UFC/caja a t=0) en presencia de peliculas control y bioactivas
(CAM y EDTA) durante 30 dias de monitoreo (tiempo total del experimento). La caja testigo,
en la cual no se colocd ningln tipo de pelicula, presentd crecimiento evidente de los
microorganismos patdgenos a partir de las 48 h para L. monocytogenes y E. coli alcanzando
105y 78 UFC/caja respectivamente, sin embargo en el caso de S. aureus se desarroll6 hasta las
72 h alcanzando 77 UFC/caja. Esta cuenta permanecié constante hasta el término de las
observaciones. Por otra parte, es evidente que aln sin agente antimicrobiano, la pelicula control,
logré inhibir por completo el crecimiento de los tres microorganismos indicadores. Este efecto
de inhibicion puede ser atribuido a la actividad antimicrobiana que presenta por si sola la pectina

y a la barrera al oxigeno que presenta la pelicula control por si misma.

Ademas de eso, se ha encontrado en la literatura un estudio realizado por Gopi,
Kanimozhi, Bhuvaneshwari, Indira, & Kavitha (2014) , en el que llevaron a cabo la evaluacion
de nanoparticulas de hidroxipatita [HAP, Ca10(PO4)s(OH) 2] en combinacion de pectina extraida
de la cascara de platano. La actividad antimicrobiana de las nanoparticulas de HAP fue evaluada
en cuatro volumenes diferentes (25, 50, 75y 100 L) frente a dos cepas patdgenas, S. aureusy
E. coli, encontrando que, con la concentracion éptima (0.15 %) de pectina en presencia de las
nanoparticulas de HAP exhibian una mejor actividad antimicrobiana que las nanoparticulas
sintetizadas en ausencia de la pectina. Con lo que sostienen, que la pectina de la cascara del
platano tiene un efecto antimicrobiano por algunos componentes organicos (&cidos urénicos,

polifenoles y algunos minerales como el K*, Na* y Mg*).

En otra investigacion realizada por Daoud, Sura, and Abdel-Massih (2013), en el que
también se ha confirmado la actividad antimicrobiana de pectinas; al determinar un efecto
antagénico de pectina citrica frente a cepas de Helicobacter pylori ATCC 43504 (bacteria
Gram-negativa), encontraron que, a una concentracion de 0.125 pg/ pL a pH 7 la pectina
produce efectos antibacteriales. Explican, esto es debido a la complejidad de las cadenas

laterales de la pectina.
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Otro estudio realizado por Li et al. (2013), demostraron una fuerte actividad
antimicrobiana de oligosacaridos pécticos Haw (fruta haw, que pertenece a la familia de las
rosaceas) contra E. coli. Afirmaron que la inhibicion dependia de la concentracion de

oligosacaridos pécticos y el pH.

En estudios menos recientes, Takenaka, Muto, Yusunami & Echigo (1994) demostraron
que la pectina de limon hidrolizada por pectinasa (0.1 a 1% de hidrolizados a pH 5.5) mostro
una actividad inhibitoria frente a E. coli. También afirmaron que el efecto de los hidrolizados
enzimaticos parecia ser debido a grupos libres carboxilo no disociados, los azlcares neutros,
grupos metoxilo y el grado de polimerizacion del &cido oligogalacturdnico. La actividad

antimicrobiana increment6 con la abundancia de estos dos Ultimos.

El comportamiento de las tres peliculas bioactivas evaluadas (75, 90, 120 UA/mL mas
0.05 M EDTA) fue el mismo ya que lograron inhibir en su totalidad el crecimiento de los
microorganismos patdgenos de estudio (L., monocytogenes, E. coli, S. aureus), lo cual muestra

un efecto sinérgico entre los componentes de la pelicula y los agentes antimicrobianos adicionados.
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Control Sin Pelicula
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Pelicula Control (Biopolimeros)
Dial Dia 30 Dial Dia 30 Dial Dia 30

Pelicula Bioactiva 1 (75 UA/mL CAM + 0.05 M de EDTA)
Dial Dia 30 Dial Dia 30 Dial Dia 30

Pelicula Bioactiva 2 (90 UA/mL CAM més 0.05 M de EDTA)
Dia1l Dia 30 Dial Dia 30 Dia1l Dia 30

BN N _NONS

Pelicula Bioactiva 3 (120 UA/mL CAM mas 0.05 M de EDTA)
Dial Dia 30 Dial Dia 30 Dial Dia 30

Figura 24 Iméagenes de cajas Petri inoculadas con L. monocytogenes en medio Oxford (A), E.
coli en MacConkey (B) y S. aureus en Baird Parker (C). Se muestra el efecto de los distintos
tratamientos (pelicula control y peliculas Bioactivas) bajo condiciones de incubacion a 25 °C.
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Los resultados obtenidos se pueden comparar con los de Espitia et al., (2013) quienes
investigaron peliculas nanocompuestas de metil celulosa (MC) y Oxido de zinc (ZnO)
incorporadas con pediocina. El ensayo de la actividad antimicrobiana se determiné colocando
peliculas con los agentes antimicrobianos (pediocina y nanoparticulas de ZnO) sobre la
superficie de cajas Petri con agar previamente inoculado con Streptococcus aureus (ATCC
6538) y Listeria monocytogenes (ATCC 15313) incubados a 35 = 1 °C durante 24 h. Observando
que las peliculas bioactivas tuvieron una reduccién del crecimiento de S. aureus de 5 log y para
L. monocytogenes 5.3 log, esto indica que las peliculas desarrolladas tienen un uso potencial en

el control de estos patégenos alimentarios.

Otro estudio similar es el de Woraprayote et al. (2013), quienes desarrollaron una
pelicula biocompuesta de é&cido polilactico (PLA) y particulas de aserrin (SP) con la
incorporacion de pediocina PA-1/ AcH (Ped), utilizando L. monocytogenes ATCC19115 como
cepa indicadora. La eficacia antimicrobiana se evalué colocando en contacto directo las
peliculas activas sobre la superficie de agar TSB, que contenia aproximadamente 106 UFC/mL
del microorganismo de estudio. Las placas se incubaron a 4+2 °C y se realizaron los conteos
viables después de 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 14 dias de almacenamiento. Estos autores reportaron
que las peliculas activas mostraron actividad anti-listerial importante, puesto que redujeron la

poblacién en 1.5-2 ciclos log de 1 a 14 dias.

Peliculas comestibles que se prepararon a partir de soluciones de gelatina de bovino y
que contenian aceite esencial de Zataria multiflora (ZMO), fueron estudiadas por Kavoosi et al.
(2014). Se analiz6 la actividad antimicrobiana individualmente de dos bacterias Gram-
negativas: Pseudomonas aeruginosa PTCC 1074 y Escherichia coli PTCC 1330 y de dos
bacterias Gram-positivas: Staphylococcus aureus PTCC 1112, Bacillus subtilis PTCC 1023. En
este estudio se colocaron en contacto directo discos de las peliculas sobre placas de agar
nutritivo previamente inoculado con las cepas. Todas las cajas se incubaron a 37 °C durante 24
hy se midieron los didmetros de las zonas de inhibicion. Estas peliculas de gelatina incorporadas
con ZMO exhibieron resultados prometedores puesto que observaron fuertes efectos
antibacterianos tanto para las bacterias estudiadas Gram-positivas, como para las Gram-

negativas.
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El uso de peliculas antimicrobianas puede ofrecer ventajas comparadas con la adicion
directa de conservadores a los productos alimenticios, ya que estos agentes se adicionan a la
matriz formadora de la pelicula. Ademas de que la migracion de los antimicrobianos es lenta
desde el material de embalaje hasta la superficie del alimento. Permitiendo asi, no sélo la
inhibicion inicial de microorganismos indeseables, sino también una actividad residual a lo largo

del tiempo de transporte, almacenamiento y distribucion del producto.

Otros autores (Neetoo & Mahomoodally, 2014) compararon y optimizaron la eficacia
antimicrobiana de peliculas a base de Metilcelulosa (MC) e Hidroxi-
propilmetilcelulosa (HPMC), con la incorporacion de nisina (Nis), lactato de sodio (SL),
diacetato de sodio (SD), sorbato de potasio (PS), y/o benzoato de sodio (SB) en combinaciones
binarias o ternarias. Resultando que los tratamientos que contenian Nis (25000 IU/mL) en
combinacién con PS (0.3%) y SB (0.1%) tuvieron la mayor actividad inhibidora, la reduccion
de la poblacion de L. monocytogenes fue por un maximo de 3.3 log UFC/cm? con respecto a

muestras control después de 10 dias de almacenamiento a 21 ° C.

Ibarguren et al. (2015), reportaron que peliculas compuestas de gelatina de bovino con
la incorporacion de un éster de flavonoides, laurato de prunina, y las enterocinas A, B 'y P
sintetizadas por Enterococcus faecium SM21 en una concentracion final de 63 UA/cm?, lograron
tener actividad antimicrobiana tanto en la técnica de difusion en agar, como en contacto directo
de microplaca, contra Listeria monocytogenes 01/155, Staphylococcus aureus ATCC 29213 y
Bacillus cereus. Debido a que existio una disminucion de 3 ciclos log sobre la viabilidad de L.
monocytogenes y 2 ciclos log para S. aureus durante las primeras 24 h de contacto directo. Sin
embargo, para B. cereus se observé un patron de inhibicion similar durante las primeras 2 h de

contacto pero vario las siguientes 22 h.

Asi mismo, un trabajo realizado por Gii¢bilmez, Yemenicioglu, & Arslanoglu (2007),
en el que incorporaron lisozima parcialmente purificada en peliculas de zeina en combinacién
con extracto de albimina de garbanzo, albdmina de suero bovino y é&cido
etilendiaminotetraacético disodico dihidratado (EDTA-2Na « 2H>0), generé como resultado
peliculas activas efectivas sobre el control de la poblacion de E. coli (ATCC 53868) y B. subtilis
(ATCC 6633).
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En las ultimas décadas los productos alimenticios se conservan aplicando tecnologia de
barreras maltiples, que consiste en manipular varios de los factores (intrinsecos y/o extrinsecos)
que influyen en el crecimiento microbiano y en su supervivencia en los alimentos. Tipicamente,
ninguna variable individual se altera en manera suficiente para prevenir el desarrollo de los
microorganismos indeseables, por lo que al recurrir a un gran ndmero de combinaciones de
variables puede ser realmente eficaz, ya que trabajan de forma sinérgica, sin uso excesivo de
tratamientos que puedan alterar las propiedades sensoriales o nutricionales. Dentro de las
barreras usadas eficazmente estan el empacado aséptico y los conservadores naturales.
Recientemente, el uso de peliculas con actividad antimicrobiana ha ganado més interés en virtud
de su capacidad de no s6lo proporcionar una barrera contra los gases y la humedad, sino también
actuar como portadores de agentes antimicrobianos, muchos de ellos clasificados como GRAS

como algunas bacteriocinas.

En este sentido, es relevante resaltar que las peliculas bioactivas de la presente
investigacion, mostraron una inhibicion total contra L. monocytogenes, E. coli y S. aureus;
incluso en condiciones de crecimiento convenientes para los patogenos (25 °C) y por los 30 dias
que durd el experimento, ya que de las 25 UFC/caja que se inocularon en su respectivo medio
selectivo/diferencial, no se desarroll6 ningiin microrganismo indicador. Por lo tanto, las
peliculas con actividad antimicrobiana elaboradas a base de gelana-pectina con la inclusion del
péptido activo producido por Streptococcus infantarius y EDTA, pueden usarse para controlar
la contaminacién de L. monocytogenes, E. coli y S. aureus de productos alimentarios
empacados.

7.5 Evaluacién del efecto antimicrobiano de la pelicula bioactiva en medios de cultivo
elaborados a base de queso fresco

En la Figura 25 se muestra el crecimiento de E. coli inoculada en medios de crecimiento

elaborados a base de Queso fresco durante 7 dias de monitoreo a 35 °C en contacto con la

pelicula bioactiva (PB), la pelicula control (PC) y de dos controles de estudio, el control de

esterilidad (CSPSI), el cual no contenia ni el indculo del microrganismo ni la pelicula, y el

control de crecimiento microbiano, el cual contenia el in6culo pero sin pelicula (CSPCI).
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El control CSPSI no mostrd desarrollo de la bacteria, confirmando de esta manera la
esterilidad del medio durante todos los dias de la prueba. EI control en el que no se colocd
ningun tipo de pelicula pero que fue inoculado con la bacteria (CSPCI), evidentemente mostro
un fuerte crecimiento de E. coli. En el inicio del experimento la concentracion del
microorganismo de estudio fue de 10? UFCe coli/g medio Queso Y alcanzd una concentracion de 108
UFCk coli /g medio Queso €N €l muestreo que se realizé en el dia 5. Dicha concentracion se mantuvo
hasta el dia 7; tiempo que duro el experimento, debido a que no existié diferencia significativa

de la concentracion final del microorganismo entre los ultimos dos dias de monitoreo.

En los medios de cultivo a base de queso fresco, inoculados con E. coli y con pelicula
control (pectina-gelana sin antimicrobianos) en la superficie, presentaron hasta el quinto dia del
experimento un recuento de células viables no mayor a 70 UFCE.coli/g medio Queso retardando el
desarrollo de poblacién microbiana, sin embargo, su desarrollo aumentd considerablemente

hasta alcanzar cerca de 200 UFCk coli/g medio Queso &l término de la evaluacion.

El efecto inhibitorio parcial sobre el crecimiento de E. coli que presento la pelicula control
en los primeros dias de estudio puede ser atribuido a la pectina y gelana, ambos polisacaridos
son aniodnicos y dan lugar a soluciones filmogénicas acidas (pH 3 a 4) y a la barrera fisica al
oxigeno que limita el crecimiento microbiano. Por otra parte, se ha reportado el efecto
antimicrobiano de pectinas de diversas fuentes sobre microorganismos como Salmonella
enteritidis, Salmonella entérica, Campylobacter jejuni y Escherichia coli (Du et al., 2008; Mild
et al., 2011; Ravishankar, Zhu, Olsen, McHugh, & Friedman, 2009).

Los resultados obtenidos para la pelicula bioactiva (90 UA/mL de bacteriocina con 0.05 M
de EDTA) exhibi6 una fuerte actividad antimicrobiana sobre E. coli, inhibiendo totalmente el
desarrollo del microorganismo de estudio desde el tiempo cero hasta el dia 7 a una temperatura
de incubacion de 35 °C. Este resultado es debido a que existe un efecto sinérgico contundente
entre los componentes antimicrobianos de la pelicula bioactiva, es decir bacteriocinas
producidas por S. infantarius y el EDTA. Debido a que el EDTA es un agente quelante,
principalmente de cationes Ca?* y Mg?*, los cuales se encuentran formando parte de la
membrana celular de los microorganismos. Por lo tanto, el EDTA secuestra dichos iones

permitiendo la inestabilizacién de la membrana externa y permitiendo el paso de otros agentes
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antimicrobianos, como las bacteriocinas. Estas Ultimas tienen un efecto antagénico contra
bacterias taxondmicamente relacionadas, es decir, bacterias Gram-positivas, por lo que su
accion en bacterias Gram-negativas, como E. coli, requiere la accién combinada de otros
antimicrobianos que logren desestabilizar la membrana. La pelicula bioactiva elaborada a base
de pectina-gelana con la adicién de 90 UA/mL de CAM producido por Streptococcus infantarius
y una solucion 0.05 M EDTA logr6 reducir la concentracion del patégeno E. coli 9 ciclos

logaritmicos en comparacion con el control CSPCI al dia 7 de monitoreo.

Un reporte similar es el de Arteaga-Marquez et al. (2015), en el que se estudio el efecto de
una pelicula antimicrobiana, sobre la vida util del queso Costefio. Las peliculas fueron
elaboradas a base de carboximetilcelulosa y como principio activo fue nisina (16 mg/100 mL
de solucidn). Se realizaron analisis microbiologicos (E. coli y S. aureus). El tratamiento control
presento crecimiento visible de los patégenos, mientras la pelicula antimicrobiana ejercié un efecto
inhibitorio sobre S. aureus en los quesos. Sin embargo, el espectro antimicrobiano de la nisina fue

estrecho, al no logar inhibir la flora Gram negativa.

Otro estudio es el de Shin et al. (2012), en el que evaluaron peliculas a base de algas rojas,
incorporadas con extracto de semillas de pomelo, también conocida como toronja (1 % p/p) para
el embalaje de queso. Fue probada esta pelicula para inhibir el crecimiento de E. coli O157: H7

y L. monocytogenes, las muestras fueron almacenadas a 4°C durante 15 dias.

La pelicula redujo la poblacion de E. coli 0157: H7 por 1.21 log UFC/g después de 15 dias
de almacenamiento a temperatura de refrigeracion (4°C) en comparacion con el control y 0.85
log UFC/g para el caso de L. monocytogenes. Esto sugiri6 que las biopeliculas son un material

atil para extender la vida de anaquel del queso.
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Figura 25. Efecto de peliculas con y sin compuestos antimicrobianos en el crecimiento de E. coli en
medios elaborados a base de Queso, en los distintos tratamientos bajo condiciones de incubacién a 35
°C. Se muestran los resultados con sus tres réplicas. (PB = Pelicula Bioactiva; CSPSI = Control sin
pelicula, sin indculo; PC = Pelicula Control; CSPCI = Control sin pelicula, con in6culo).
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La Figura 26 muestra el comportamiento del crecimiento de S. aureus en medios
elaborados a base de queso fresco, en contacto directo con la pelicula control y la pelicula
bioactiva (90 UA/mL de bacteriocina + 0.05 M de EDTA). De igual forma se observan los
controles de estudio en los medios de crecimiento elaborados a base de Queso, inoculados
previamente con la bacteria. El control de esterilidad (CSPSI), sin el microorganismo antes
mencionado, no mostré desarrollo; confirmando de esta manera la esterilidad del medio durante

los 7 dias de la prueba.

El control sin pelicula alguna y con in6culo de la bacteria (CSPCI), exhibié un fuerte
crecimiento de S. aureus; inicialmente la concentracion del microorganismo patégeno fue de
102 UFCs. aureus/J medio Queso, para luego alcanzar 10° UFCs. aureus/0 medio queso €n €l dia 7 del
muestreo, siendo ésta la concentracion maxima de la poblacion de S. aureus. De acuerdo con el

andlisis estadistico existi6 diferencia significativa en todos los dias de monitoreo.

Las placas en las que se colocd la pelicula control (Unicamente pectina y gelana)
evidenciaron un crecimiento de S. aureus menor a 30 UFCs. aureus/g medio Queso durante los dias: 0,
1y 3 de prueba, sin diferencias significativas entre estos dias de recuento microbiolégico. Para
el dia 5 de muestreo se realizé un conteo promedio de 80 UFCs. aureus/9 medio Queso, CONCENtracion
que se fue incrementando gradualmente hasta lograr alcanzar cerca de 230 UFCs. aureus/Q medio
queso para el dia final del experimento. Fue evidente que la pelicula biopolimérica, s6lo pectina-
gelana en su formulacion, logré inhibir el desarrollo desmedido de S. aureus durante los tres

primeros dias. Esto contrastando con la caja testigo del indculo sin pelicula.

La pelicula bioactiva incorporada con 90 UA/mL de CAM mas 0.05 M de EDTA exhibio
una fuerte actividad inhibitoria sobre S. aureus. Esto debido a que impidid el desarrollo total del
microorganismo de estudio hasta el término del experimento con una temperatura de incubacion
de 35 °C. Estos resultados se pueden comparar con los reportados por Haniyah et al. (2016), ya
que investigaron el control microbiano de una pelicula comestible de proteina de suero de leche
que contenia lisozima modificada y EDTA en queso Gouda. Muestras de queso gouda joven
fueron sumergidos en la solucion filmogénica; previamente, los quesos fueron contaminados
artificialmente sobre la superficie, exhibié Salmonella typhi, Staphylococcus aureus y

Escherichia coli por separado mediante una suspension microbiana de 108 UFC/mL. Se dejo

79



RESULTADOS
Y
DISCUSIONES

Disefio y caracterizacion de una pelicula antimicrobiana de pectina-gelana, bacteriocinas y EDTA, para inhibir el
desarrollo de Listeria monocytogenes, Escherichia coli y Staphylococcus aureus, en medios de cultivo a base de
queso fresco

en maduracion el queso durante 8 semanas a 10 °C y 85 % HR. El recuento microbiano se realiz
a 1 dia, 2 semanas, 4 semanas y 8 semanas. La adicion de lisozima modificada y EDTA en el
recubrimiento generd una disminucion de 2 log UFC/g para E. coli y S. typhi desde la semana 2
hasta la semana 8 del experimento. El recuento de S. aureus permanecio estable en 4 log UFC/g
desde el principio hasta 4 semanas después. Esto demuestra que el recubrimiento comestible
antimicrobiano es eficaz en la prevencion del crecimiento de microorganismos patdgenos tanto
en la superficie como interior del queso gouda durante la maduracion. Estos autores observaron
un efecto bacteriostatico en S. aureus durante el tiempo que durdé su experimentacion. En
contraste, la pelicula bioactiva de gelana-pectina usada en el presente trabajo de investigacion
logré reducir 2 ciclos logaritmicos la concentracion del mismo microorganismo patdgeno a los
7 dias de monitoreo. Es importante resaltar que el presente trabajo de investigacion se llevo a
cabo a una temperatura de 35 °C, es decir, proporcionando las condiciones éptimas de desarrollo

para S. aureus.
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Figura 26. Efecto de peliculas con y sin compuestos antimicrobianos en el crecimiento de S. aureus en
medios elaborados a base de Queso, en los distintos tratamientos bajo condiciones de incubacién a 35
°C. Se muestran los resultados con sus tres réplicas. (PB = Pelicula Bioactiva; CSPSI = Control sin
pelicula, sin indculo; PC = Pelicula Control; CSPCI = Control sin pelicula, con in6culo).
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La Figura 27 muestra el comportamiento de L. monocytogenes en presencia de peliculas
con y sin compuestos antimicrobianos, asi como los controles empleados sobre los medios
elaborados a base de Queso. El control CSPSI, una vez méas corroboré la esterilidad de los
medios preparados, puesto que no presento colonias del patdégeno durante los 7 dias que durd el
experimento. El control sin pelicula pero con inoculo de la bacteria (CSPCI), evidencid
crecimiento indudable de L. monocytogenes a partir del tiempo cero; la concentracion inicial del
microorganismo fue de 102 UFC monocytogenes/d medio Queso, hasta alcanzar 10° UFC monocytogenes /9
medio Queso €N las siguientes 24 h. Esta cuenta cambi6 a 10" UFCL monocytogenes/d medio Queso Para 1os

dias 3, 5y 7, manteniéndose sin cambios importantes.

Las cajas en las que se coloco la pelicula control (s6lo biopolimeros en su formulacion)
en la superficie, presentaron en los primeros 3 dias del experimento una concentracion de
alrededor de 30 UFCL monocytogenes/d medio Queso, Sin diferencias significativas segun el analisis
estadistico.  Logrando mantener bajo el desarrollo de L. monocytogenes en los primeros dias
de muestreo, pero después del dia 3 de evaluacion, el crecimiento del patdgeno se incrementd
hasta alcanzar un poco mas de 500 UFCLmonocytogenes/d medio Queso @l dia 7 de observacion.
Comparando este resultado con la caja testigo del indculo, fue evidente que en los primeros tres
dias de evaluacion la pelicula biopolimérica a base de pectina y gelana controlé el desarrollo de
L. monocytogenes. Este efecto inhibitorio parcial de la pelicula se puede atribuir a que fue una
barrera al paso del oxigeno, ademas a que ambos polimeros poseen azlcares acidos en su
estructura, acido galacturénico en la pectina y acido glucurénico en la gelana retardando
posiblemente el desarrollo del patégeno. Ademas que los experimentos se llevaron a cabo a una

temperatura de 35 °C, siendo ésta la 6ptima para el crecimiento del microrganismo de estudio.

Por otra parte, la pelicula bioactiva (90 UA/mL de CAM mas 0.05 M de EDTA) mostro
una importante actividad antimicrobiana sobre L. monocytogenes ya que logro inhibir por
completo el crecimiento del microorganismo de estudio hasta el término del muestreo a una

temperatura de incubacion de 35 °C.

Este trabajo de investigacion puede ser comparado con lo reportado por Martins et al.
(2010) quienes evaluaron peliculas bioactivas con una matriz compuesta por galactomananos

de Gleditsia triacanthos, empleando nisina (50 Ul/ g) como agente antimicrobiano contra L.
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monocytogenes (10® UFC/mL) probado en muestras de queso Ricotta. Ellos lograron reducir la
concentracion bacteriana a 2.2 log UFC g ! hasta el dia 14 de almacenamiento a 4 °C. Si bien,
estos autores informaron el control de L. monocytogenes por el doble de tiempo, en comparacién
con los 7 dias que se inhibi6 el crecimiento del mismo microorganismo indicador en el presente
estudio, es relevante mencionar que el de ellos se llevd a cabo a una temperatura de 4 °C y el de
esta investigacion a 35 °C. Adicionalmente, la membrana citoplasmatica de L. monocytogenes
puede ser dafiada por bajas temperaturas, por lo tanto, la capacidad de la nisina para formar
poros en la membrana es mayor y con ello la mortalidad del microorganismo a temperaturas de

refrigeracion se incrementa.

Del mismo modo, el comportamiento de la pelicula bioactiva de pectina y gelana
incorporada con los péptidos antimicrobianos producidos por Streptococcus infantarius y
EDTA se puede comparar con la pelicula formulada por Cao-Hoang et al. (2010). Estos autores
evaluaron una pelicula de caseinato de sodio que contenia nisina (1000 U1/ cm?) y se empled
para controlar Listeria innocua en un queso contaminado artificialmente, Queso Mini Babybel®
rojo, el cual fue elegido como un queso modelo semi-suave. El microorganismo L. innocua fue
inoculado en la superficie del alimento en una concentracion final de 10° UFC/cm?. La presencia
de la pelicula activa resulté en una reduccién de 1.1 log UFC/g en los recuentos de L. innocua
en muestras de queso después de una semana de almacenamiento a 4°C en comparacion con las

muestras control.

Otro reporte similar es de Duan et al. (2007), ellos investigaron las actividades
antimicrobianas de peliculas compuestas de quitosano-lisozima (60% de lisozima por peso seco
de quitosano) contra Listeria monocytogenes, Escherichia coli, o Pseudomonas fluorescens (10
UFC/qg), inoculados sobre la superficie de queso Mozzarella, durante 14 dias de almacenamiento
a 10 °C. Ellos observaron una reduccion de la cuenta microbiana en el queso de 0.43 a 1.25,

0.40a1.40y0.32a1.35log en E. coli, P. fluorescens y L. monocytogenes, respectivamente.

Comparando los resultados del presente trabajo con los expuestos anteriormente, la pelicula
bioactiva de pectina y gelana exhibio una excelente inhibicion de L. monocytogenes. A pesar de
haber usado una concentracion mas baja de unidades de actividad de bacteriocina, segun lo

reportado en otras investigaciones, se logré impedir totalmente el desarrollo del microorganismo
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Figura 27. Efecto de peliculas con y sin compuestos antimicrobianos en el crecimiento de L.
monocytogenes en medios elaborados a base de Queso, en los distintos tratamientos bajo condiciones
de incubacidn a 35 °C. Se muestran los resultados con sus tres réplicas. (PB = Pelicula Bioactiva;
CSPSI = Control sin pelicula, sin inéculo; PC = Pelicula Control; CSPCI = Control sin pelicula, con
indculo).
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Recapitulando, se destaca que la pelicula antimicrobiana formulada de pectina-gelana
con la adiciéon de 90 UA/mL de CAM producida por Streptococcus infantarius méas 0.05 de
EDTA, presentd una fuerte actividad inhibitoria contra los tres microorganismos de estudio (E.
coli, S. aureus y L. monocytogenes) ya que logré impedir por completo su crecimiento en los

medios preparados a base de Queso.

Por todas estas caracteristicas, la pelicula estudiada tiene un potencial uso en la
conservacion de los alimentos, por su amplio espectro de inhibicién tanto en bacterias Gram-
positivas como Gram-negativas. Esta investigacion, establece una plataforma tecnoldgica que
permite sugerir a la pelicula bioactiva no s6lo en quesos, sino en una amplia gama de alimentos
con propiedades similares y que se vean amenazados por el ataque de los microrganismos

patdgenos examinados en este estudio.

7.6 Propiedades mecénicas de las peliculas con agentes antimicrobianos

Las peliculas elaboradas a base de complejos biopoliméricos son materiales viscoelasticos
gue poseen caracteristicas tanto de sélidos como de liquidos. Una matriz, constituida por la
interaccién entre los biopolimeros que forman el complejo, es probablemente la estructura de
soporte que determina las propiedades mecéanicas de las peliculas (Chen, Kuo, & Lai 2009). Las
interacciones entre los biopolimeros, el disolvente, el plastificante y otros aditivos
(antioxidantes, antimicrobianos, entre otros) dispersos en los espacios de la matriz, también
contribuyen notablemente en las propiedades mecanicas de las peliculas. Es decir, dependen en
gran medida del tipo de material empleado es su elaboracion, especialmente de su grado de
cohesion (habilidad del polimero para formar muchos puentes moleculares entre las cadenas

poliméricas y que éstos sean estables) (Lavorgna, Piscitelli, Mangiacapra, & Buonocore, 2010).

Las propiedades mecanicas son importantes para las peliculas comestibles, ya que una
resistencia mecéanica adecuada asegura la integridad de las peliculas y la ausencia de defectos
menores, tales como perforaciones o poros (Hari & Nair, 2016). Es muy importante que una
pelicula comestible tenga buenas propiedades mecanicas para que conserve integro al alimento

durante el manejo, el embalaje y el trasporte. Normalmente, las peliculas hechas de
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polisacaridos o proteinas muestran buenas propiedades mecanicas, siempre que se incorpore un
plastificante. Debido a que éste promueve la formacion de puentes de hidrogeno, relaja la

estructura y proporciona mayor flexibilidad a las peliculas (Liu et al., 2016).

La informacidn cuantitativa de los parametros mecanicos de las peliculas comestibles es
esencial para su disefio. Se lleva a cabo mediante la reologia, ciencia que establece relaciones
entre tres variables: deformacion, esfuerzo y tiempo. Con ello, es posible conseguir las
propiedades materiales verdaderas independientes del tamafio de la muestra y geometria. Se
considera que las propiedades mecénicas de las peliculas son buenas cuando se obtiene un
equilibrio en la estructura quimica, para lo cual, entre los factores importantes son la resistencia
a la tension (omax), el cual es un parametro importante en el disefio de envases, mide la méxima
tension que un material puede resistir antes de romperse. El porcentaje de elongacion (% e), es
la variacion porcentual de la longitud inicial de la muestra, usualmente se determina en el punto
de rompimiento de la muestra. El modulo de Young (ME) representa la rigidez del material
mostrada cuando se le aplica una fuerza, entre méas grande sea la rigidez mayor seré la fuerza o

esfuerzo necesario para causar una deformacion (Mendoza Mendoza, 2012).

La Figura 28 muestra el aspecto de las peliculas a base de pectina-gelana con y sin la
inclusion de agentes antimicrobianos durante las pruebas de tension, Se eligié las
determinaciones reproducibles, descartando las pruebas donde las peliculas no se fracturaron en

el centro.

En la Tabla 12 se muestran los valores promedio de las propiedades mecéanicas de las
peliculas comestibles obtenidas en esta investigacion. El médulo de Young, como se menciond,
describe la rigidez de la pelicula. La pelicula control (Unicamente pectina-gelana en su
formulacién) mostr6 un valor menor para ME siendo casi dos veces menos que el
correspondiente valor de la pelicula bioactiva (pectina-gelana, 90 UA/mL de CAM producida
por Streptococcus infantarius mas 0.05 M EDTA). Lo cual indica, que la incorporacion del
agente antimicrobiano y EDTA, provoco que la pelicula bioactiva fuera mas rigida. Aun cuando
se trata de la misma matriz polimérica, la adicion de EDTA y de los compuestos antimicrobianos

pueden resultar diferencias microestructurales que se reflejan directamente en las caracteristicas
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mecénicas. Esta diferencia se atribuye a la organizacion microestructural que adoptan los
biopolimeros durante la gelificacion y/o proceso de secado de la solucion filmogénica.

Figura 28. Ensayo de tension en peliculas a) pectina-gelana, b) pectina-gelana, bacteriocinas y
EDTA, en el que se observa la evolucion de la tension y la elongacion hasta el momento de
fractura. Determinaciones realizadas en CICATA-Querétaro.

De acuerdo a estudios reportados por Calderon-Aguirre et al. (2015), quien elabord
biopeliculas con la misma matriz polimérica (pectina-gelana) y con el mismo compuesto
antimicrobiano producido por Streptococcus infantarius, indican que se obtuvieron valores mas
pequefios de ME en peliculas con la inclusion de la bacteriocina con respecto al blanco (pectina-
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gelana), en ese trabajo se explica que las sustancias antimicrobianas actian como plastificantes
adicionales al disminuir las fuerzas de interaccion entre las cadenas de los polimeros que
conforman la matriz estructural, provocando que las cadenas tengan menos restricciones para

relajarse, dando lugar a peliculas mas flexibles.

Tabla 12. Propiedades mecénicas de peliculas elaboradas con pectina-gelana, 90 UA/mL
CAM producido por Streptococcus infantarius, mas 0.05 M EDTA

Esfuerzoen el Deformacion de Hencky

Médulo de punto de Elongacion en el punto de fractura
Young (MPa) fractura (% e) P (&1, %)
(of, MPa) LA
Pelicula 706.55+47.75 12.58 +1.28 9.26 £ 1.97 3.84+£0.79
control
Pelicula 1393.72+144.24 5.65 + 0.67 1.86 £0.39 0.80+0.16
bioactiva

Valores promedio de 30 determinaciones * desviacion estandar.

Sin embargo, este efecto no se vio reflejado en el presente estudio, posiblemente radique
en la Unica diferencia, que fue la adicién de EDTA. Es sabido, que las pectinas de bajo metoxilo
(empleada en este trabajo) requieren del calcio. Este, induce la gelificacion ionica de las pectinas
mediante el acoplamiento de cadenas, interaccionado con cationes bivalentes, principalmente el
calcio y los grupos carboxilicos de las cadenas de pectina. Es por ello, que el calcio es de suma
importancia en sus propiedades funcionales (Rascén Chu, Martinez Lopez, Carvajal Millan,
Martinez Robinson, & Campa Mada, 2016). Por otra parte, el &cido etilenediaminotetraacético
(EDTA) es un agente quelante, debido a que tiene la capacidad de formar complejos con iones
divalentes como el Ca?* y Mg?*. Dado esto, al combinarse en una misma matriz lo que sucede
es que acta como un secuestrador de iones, es decir, captura los iones Ca?" del medio
(Anbinder, Peruzzo, & Amalvy, 2016), como resultado de lo cual se pueden disminuir las
interacciones entre Homogalacturonanos (HG-HG) de las pectinas o entre cadenas de gelana
(Vincken et al., 2003). Es decir, el calcio puede estar interactuando mas con el quelante que con

la pectina y gelana, impidiendo la asociacion entre cadena-cadena de biopolimero y la formacion
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de los hidrogeles de pectina-gelana. Esto podria conducir a una mayor densidad de
entrecruzamiento entre el EDTA y el calcio (Singh, Suri, Tiwary, & Rana, 2012; Syuhada et al.,
2014), produciendo asi peliculas mas rigidas en comparacion con las peliculas producidas por

la interaccion entre la pectina y la gelana unicamente.

El esfuerzo a la fractura (or) fue distinto entre los dos tipos de peliculas, en donde, la
pelicula con pectina y gelana requirié mayor esfuerzo para fracturase (12.58 + 1.28 MPa) que
la pelicula con actividad antimicrobiana (5.65 + 0.67 MPa). Esto es, no obstante que la pelicula
bioactiva fue mas rigida, requiere menos fuerza o esfuerzo para que llegue al punto de fractura

(i.e. menos manejable).

Silva, Bierhalz, & Kieckbusch (2009) observaron en peliculas de pectina, que conforme
aumentaba la concentracion de calcio en el medio, promovia un aumento en los valores de la
resistencia a la tension. Resultados similares fueron encontrados por Rhim (2004), quien

observd un aumento en of, por el tratamiento con calcio en peliculas de alginato.

Por otro lado, las peliculas menos rigidas (valores menores de ME) y con valores
mayores de of fueron las mas extensibles (i.e. pelicula control) con valores cercanos al 10%,
mientras que las mas rigidas (pelicula bioactiva) apenas se deformaron hasta un cerca del 2%

con respecto a su longitud inicial.

La Figura 29 muestra los reogramas representativos de las peliculas. Es evidente una
zona plastica mas pronunciada para las peliculas que contienen en su formulacion Unicamente
pectina-gelana. En contraste las peliculas con los péptidos activos producidos por Streptococcus
infantarius y EDTA fueron menos pléasticas (deformaciones pequefias antes de la fractura) y
mas rigidas. Por lo tanto, posiblemente EDTA actu6 como un agente secuestrante de iones calcio
del medio, promoviendo mayores interacciones iénicas EDTA-Calcio, lo cual disminuyé la
cohesividad de la red gelana-pectina. Esto, provocé el posible cambio en las propiedades
mecanicas, decreciendo la flexibilidad en la matriz polimérica de la pelicula bioactiva (Silva et
al., 2009; Singh et al., 2012).
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Figura 29. Comportamiento mecanico de las peliculas de pectina-gelana en sus diferentes
tratamientos después de ser sometidas a la prueba de tension uniaxial.

En la Tabla 13 se muestran algunos resultados de trabajos enfocados al estudio de las
propiedades mecanicas de peliculas comestibles adicionadas con agentes antimicrobianos, sin
embargo, resulta complicado la comparacion de los resultados, debido a que éstos son
dependientes del equipo utilizado, de las condiciones de prueba (temperatura, humedad,
velocidad de deformacién, etc.), el método de elaboracion de la pelicula (método de secado, tipo
de plastificante, entre otros). Los resultados de ME reportados para peliculas que son de pectina
y con la inclusion de una bacteriocina (nisina) varian considerablemente. Jin et al. (2009)
reportaron valores de ME por encima de los 2000 MPa, lo cual indica que esas peliculas fueron
aun mas rigidas que las evaluadas en la presente investigacion, pero la elongacion de esas
peliculas fue comparable a la obtenida en este trabajo. En general, comparando las propiedades
mecanicas de las peliculas evaluadas en este estudio con varias biopoliméricas reportadas, es

evidente que se obtuvieron peliculas rigidas poco elongables.
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Tabla 13. Propiedades mecénicas de algunas peliculas biopoliméricas reportadas en la literatura

Pelicula

Carragenina
Glicerol (plastificante)
Nanofibrillas de quitina (CNF)

Carboximetilcelulosa (CMC)
Glicerol (plastificante)
Tween 80 (emulsionante)
Aceite esencial: Zataria multiflora
Boiss (Control, 1, 2,y 3% (V/ V))

Gelatina de bovino
Glicerol (plastificante)
Aceite esencial Zataria multiflora
(ZMO) (0,2,4,6y 8% wiw)

Carragenina
Glicerol (plastificante)
Extracto de semilla de pomelo
(GSE)

(control, 0.6, 3.3, 6.6, 10 y 13.3
mg/ml de GSE)
Caseinato de sodio (CS),
Metilcelulosa (MC)

Dos bacteriocinas producidas por
bacterias acido lacticas (BAL):

Condiciones de prueba

Instron Universal Testing
Machine (Model 5565)
Tiras de: 2,54 cmx15 cm
V=50 mm/min

Testometric tensile tester
(modelo M350-10CT)
Tiras de: 1.5cm x10 cm
V=10 mm/min

Analizador de textura
(TA.XT Sistema Micro
Estable).

Tiras de: 60 mmx10 mmx
0.1 mm
V=10 mm/s

Instron Universal Testing
Machine (Model 5565)
Tiras de: 2.54 cmx15 cm
V=50 mm/min

Texturometro Analyser TA-
XT-plus
Tiras de:24.5 x 100 mm
V=50 mm/min

Moddulo de
Young, ME
(MPa)

30.2 x10%+ 1.8
40.7x10° £ 3.5
44.7 x10%+ 3.6
29.8 x10°+ 3.5

8.8+0.4
7.5+0.25
6.7+0.26
6.2+0.31
5.7+0.24

1112.08 + 69.4
969.71 £ 99.88
614.25 + 56.83
530.48 £ 67.76
472.29 £ 82.94
347.29 £ 14.85

CS = 345+79
CS+L.a=
318+34

Esfuerzo a la

fractura, of
(MPa)

30.2+1.8
40.7 £ 3.5
44,7+ 3.6
29.8+3.5

17.75+1.8
58.84 + 1.36
23.71+142
16.96 £ 0.95

4.4+0.26
3.7+0.21
3.4+0.23
29+0.17
2.7+0.18

44.63 + 4.69
43.38 £ 9.86
2491 +3.23
2449+ 1.54
11.18+1.18
3.21 +0.87
112+1.2
10.0+0.8
6.9+0.5
31.6+0.8

Elongacion,
e (%)

21.8+1.8
144 +26
112+13
39+16

26.86 + 0.98
30.40 £ 0.75
26.72 +1.37
20.77 £0.51

125+ 7
140+ 5
144 + 6
167 +7
172 +8

2422 +2.31
26.41+5.71
27.14 + 3.49
27.27 = 3.45
18.14 + 2.58
14.93 + 1.46

6.0+0.3
58%0.2
6.3+0.2
29+7.0
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Lactobacillus acidophilus (L. a) y CS+L.r= 30.7+£0.8 329+13
Lactobacillus reuteri 252+23 24.0+24.0 33.0+20
(L.1 MC=532+25
MC + L. a=
332435
MC+L.r
=328+21
Almidon de sagu 4% (w/w) Analizador de textura Formulacion | Eormulacién
Sorbitol/glicerol (plastificante) TA.XT2 _ _
. . ] 20% =5.5 20% = 115
Extracto de hoja de betel (0%, 5%, | Tiras de: 100 mm x 20 mm — B _
_ 30% =3 30% =90
10%, 20%, y 30%, w/w) V=1mm/s
Instron Universal Testing
Pectina (model 1122) PLA= 2482 + 99
Acido polilactico (PLA) Tiras de: 16.42 cm x Pectina/PLA = i%éfff fg; %%17
Nisina (1000 Ul/ mL) 1.91cm 2598 £ 100 e R
V=50 mm/min

Proteina de soya
GSE: extracto de semilla de pomelo

(1%),

Nis: nisina (10,000 1U/qg), 8.80 £ 0.26
EDTA (0.16%), 10.74 + 0.88
GSE+Nis: extracto de semillade | Texturometro analyzer (TA- 5.11+£0.30
pomelo (1%) + nisina(10,000 1U/qg), XT2I 9.29+£0.29
GSE+EDTA: extracto de semillade | Tiras de: 40mm x15 mm — 9.78+0.12
pomelo (1%) + EDTA (0.16 %), V=2 mm/s 8.34+£0.44
Nis + EDTA: Nisina (10,000 1U/g) 4.72 +0.40
+ EDTA (0.16%), 7.78 £0.33

GSE + N + E: extracto de semilla
de pomelo (1%) + nisina (10,000
IU/g) + EDTA (0.16%)
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7.7 Permeabilidad al oxigeno (POz2) de las peliculas con agentes antimicrobianos.

Es necesario que peliculas y recubrimientos comestibles exhiban dptimas propiedades
de barrera, debido a que la transferencia del oxigeno del medio ambiente hacia el alimento
determina su calidad y su vida util. ElI deterioro en diversos productos alimenticios
empacados se debe principalmente a la permeabilidad al oxigeno de su empaque, lo cual
causa la oxidacion de lipidos, vitaminas, compuestos de sabor y pigmentos (Ayranci & Tunc,
2003). El deterioro promovido por la respiracion y la oxidacion de productos alimenticios
puede ser controlado con el uso de peliculas comestibles, esto se relaciona directamente con
la permeabilidad al oxigeno y al gas carbénico de la pelicula, ya que se tratan de dos gases
que estan involucrados en la conservacion de frutas frescas y vegetales, asi como de
alimentos que contienen lipidos. Las peliculas comestibles con permeabilidades bajas al
oxigeno se utilizan para recubrir alimentos que son susceptibles a la oxidacion o
enranciamiento. En contraste, una permeabilidad alta de gas carbonico es eficaz para
productos hortofruticolas.

La Tabla 14 muestra los valores de permeabilidad al oxigeno (PO.) determinados en
las peliculas de los tratamientos estudiados en este trabajo. Los resultados de PO> de la
pelicula control y bioactiva fueron comparables con los reportados para peliculas
biopoliméricas como las de caseinato de calcio (1.25x10%? g m? st Pa?l),
carboximetilcelulosa 0.25 % (5.54x10*? g m™ s Pa?), gelatina bovina, porcina y de salmon
(2.94 2 3.98 x102g m* s Pal) (Aguirre-Loredo, 2011) ya que se encuentran en el mismo
orden de magnitud.

Tabla 14. Permeabilidad al oxigeno (PO.) de peliculas con y sin sustancias antimicrobianas.

Tratamiento PO, x10* (g m Pals?m?)
Pelicula Control (Biopolimeros) 1.23+ 0.24
Pelicula Bioactiva (90 UA/mL de CAM + 0.05 M de
1.94+1.16

EDTA)

Se muestra el promedio de 5 determinaciones + desviacion estandar.
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Las peliculas elaboradas a partir de pectina-gelana, adicionadas con CAM de S.
infantarius y EDTA presentan un permeabilidad menor a otro tipo de peliculas
biopoliméricas de uso comun, como las elaboradas a partir de quitosano al 1, 1.5y 2 % (3.29,
241y 2.47x10°g m? st Pa?, respectivamente) (Aguirre-Loredo, 2011), por lo que la
pelicula bioactiva estudiada impide en mayor medida el paso de las moléculas de Os.

Los resultados obtenidos de PO de la pelicula control y bioactiva se pueden comparar
con los valores reportados para peliculas sintéticas, que son los empaques mas utilizados en
la industria de los alimentos, polipropileno (2.46x10* g m? s Pal), polietileno de baja
densidad (3.08x10** g m™ s Pal) y polietileno de alta densidad (0.4x10**g m™ s Pa?)
(Calderdén-Aguirre, 2014) que son dos 6rdenes de magnitud mas pequefios en comparacion

con las peliculas de estudio, esto significa que son mas impermeables al oxigeno.

Las diferencias entre los distintos tipos de peliculas evaluadas en este trabajo, se
pueden atribuir a las caracteristicas propias de cada matriz estructural de la pelicula y a
posibles interacciones que existen entre los biopolimeros estructurales y los compuestos
antimicrobianos, ya que al tener diferentes matrices biopoliméricas pueden tener distintas
proporciones de zonas amorfas/cristalinas que estan directamente relacionadas con las

propiedades de barrera que pueda tener una pelicula.

7.8 Permeabilidad al vapor de agua (PVA) de las peliculas con antimicrobianos
La determinacion de la permeabilidad al vapor de agua se obtuvo mediante la

transferencia de vapor de agua a través de la pelicula mediante técnica gravimétrica.

Para el célculo de la permeabilidad al vapor de agua (PVA) de peliculas hidrofilicas,

se conceptualizan 3 etapas:

a) La primera etapa es el flujo del vapor de agua del medio hacia la superficie de la
pelicula,
b) Difusion de las moléculas de vapor de agua a través de la pelicula

c) Finalmente la salida de las moléculas gaseosas de agua de la pelicula.
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El segundo paso del proceso de difusion depende del tamafio, forma y polaridad del
penetrante, de la cristalinidad, de los enlaces y el movimiento de las cadenas poliméricas. En

la tercera fase se da el fenomeno de desorcion.

Para cada pelicula en particular se tienen diferentes caracteristicas dependiendo de
sus componentes, en la Tabla 15 se muestran los resultados obtenidos para PVA de las

peliculas de pectina y gelana incorporadas con sustancias antimicrobianas.

Tabla 15. Permeabilidad al vapor de agua (PVA) de peliculas de peliculas con agentes
antimicrobianos

PVA

Tratamiento (x101 g m/ s Pa m?)

Pelicula control 19.8 +0.42

Pelicula Bioactiva 2.88 +0.80

Valores promedio (n=3) + desviacion estandar.

De acuerdo a los resultados de PVA, si se observé diferencia entre la pelicula elaborada
Gnicamente con pectina y gelana (19.4x10! g m/ s Pa m?) y la pelicula bioactiva (2.88x10*
g m/s Pa m?). Por lo que la inclusion de los agentes antimicrobianos (CAM y EDTA) generd
cambios en la permeabilidad al vapor de agua de las peliculas, la pelicula bioactiva fue 7 veces
menos permeable al vapor de agua que la pelicula control, posiblemente esto se deba a la
inclusion de cristales de EDTA en su formulacién, ya que estos resultados no coinciden con lo
reportado por Calderon-Aguirre (2014), quien trabajé con las mismas peliculas pero sin EDTA
en su formulacién. Calderén-Aguirre no observo diferencia significativa entre pelicula control y
la bioactiva que también incluia compuestos antimicrobianos producidos por Streptococcus

infantarius pero en mayor cantidad (3.84 mL/pelicula).

Las peliculas elaboradas en el presente trabajo fueron menos permeables al vapor de

agua que peliculas elaboradas con proteina de soya, de acuerdo a lo reportado por Gonzélez
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& Alvarez Igarzabal (2015), quienes reportaron valores de PVA=4.3 x10%° g m/ s Pa m?.
También son menos permeables al vapor de agua que peliculas de quitosano con la inclusion
de aceites esenciales, PVA= 1.2x10"° g m/ s Pa m? (Sun et al., 2014) y peliculas a base de
carboximetilcelulosa, PVA=5.79x10"1° g m/ s Pa m? (Dashipour et al., 2015). Como se puede
observar las peliculas de pectina, gelana, CAM y EDTA son mejor barrera al vapor de agua
que varias peliculas biopoliméricas, sin embargo, aln no pueden ser comparables con los
plasticos sintéticos como el polietileno de alta densidad (5.5 x 102 g m/ s Pa m?), ya que
siguen siendo la mejor opcion para impedir el paso del vapor de agua (Hernandez-Izquierdo
& Krochta, 2008; Khwaldia et al., 2004).

Uno de los factores méas importantes que afecta la permeabilidad de vapor de agua, es
el uso de plastificantes (Pastor-Navarro, 2010), ya que cuanto mayor contenido de
plastificante, mayor sera la PVA (Bangyekan, Aht-Ong, & Srikulkit, 2006), esto debido a
que su presencia disminuye las fuerzas intermoleculares en las cadenas del polimero, dando
una mayor movilidad molecular, aumentando su permeabilidad al agua. Igualmente los
plastificantes incrementan el volumen libre, en consecuencia existe mas espacio para que las
moléculas de agua migren, ademas los plastificantes hidrofilicos como el glicerol son
compatibles con el material polimérico que forma la pelicula y aumentan la capacidad de
sorcion de moléculas polares tales como el agua, por tal razén aumenta la permeabilidad de
los mismos (Uriarte-Montoya et al., 2010). Otro factor que influye en las caracteristicas de
permeabilidad es la humedad relativa ambiental, ya que si ésta incrementa, mas moléculas
de agua interacttan con el material, repercutiendo en un efecto plastificante en la pelicula,
con ello lamovilidad y la transferencia de masa se favorecen y por tanto aumentan los valores

de permeabilidad al vapor de agua.

7.9 Determinacion de la solubilidad

La solubilidad en agua de las peliculas es un factor importante que se debe 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
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parte, la solubilidad de 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 la Tabla 16, se observo diferencias entre la pelicula
control y bioactiva.

Tabla 16. Valores promedio de la solubilidad en agua de la pelicula control y pelicula
bioactiva

Tratamiento Solubilidad (%)
Pelicula Control (Biopolimeros) 77.17+1.85

Pelicula Bioactiva
(90 UA/mL de CAM mas 0.05 M de EDTA) 91.99+3.53

Se muestra el promedio de 4 determinaciones * desviacién estandar.

La pelicula bioactiva adicionada con CAM de S. infantarius y EDTA presenté los
valores mas altos de solubilidad (92%). Esto puede atribuirse a las posibles interacciones
moleculares entre los agentes antimicrobianos (péptido bioactivo de S. infantarius y EDTA)
y los biopolimeros, generando una matriz con mayor afinidad hacia compuestos polares como
el agua. Es importante resaltar que los métodos usados para determinar solubilidad no estan
bien estandarizados, en esta determinacion influye de manera prominente el area de contacto
de la pelicula, la velocidad de agitacion en el disolvente (agua), temperatura, relacion
pelicula/disolvente, etc., por lo que no es conveniente comparar estos datos de solubilidad

con los reportados por otros autores.

97



Disefio y caracterizacion de una pelicula antimicrobiana de pectina-gelana, bacteriocinas y EDTA, para
inhibir el desarrollo de Listeria monocytogenes, Escherichia coli y Staphylococcus aureus, en medios de
cultivo a base de queso fresco

CONCLUSIONES

8 CONCLUSIONES

» Los compuestos antimicrobianos producidos por la bacteria acido lactica

Streptococcus infantarius, aislada del pozol, poseen actividad antilisterial.

» Se determiné que la Concentracion Minima Inhibitoria (CIM) contra Listeria
monocytogenes, fue de 90 UA/mL de péptidos antimicrobianos producido por
Streptococcus infantarius. Para inhibir el desarrollo de Staphylococcus aureus fue
suficiente 1x10° M de EDTA. Mientras que para inhibir el crecimiento de
Escherichia coli fue necesaria la mezcla de concentrado antimicrobiano (90 UA/mL)
y EDTA (0.05 M).

» Se logro definir la formulacion de peliculas comestibles, elaboradas a base de pectina-
gelana incorporadas con bacteriocinas producidas por Streptococcus infantarius y

EDTA, que potencializaron la bioconservacién de un queso fresco.

» En las peliculas de pectina-gelana en sinergia con los péptidos antimicrobianos (75,
90 y 120 UA/mL) y EDTA (0.05 M), se comprobd que presentan actividad
antimicrobiana total sobre el desarrollo de Listeria monocytogenes, Staphylococcus
aureus y Escherichia coli en sus respectivos medios selectivos/diferenciales durante
30 dias a 25°C.

» Se detecto, en el sistema modelo a base de queso fresco que la pelicula bioactiva (90
UA/mL de concentrado antimicrobiano mas 0.05 M EDTA) inhibié completamente
la poblacién de Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus y Escherichia coli
(de forma individual), hasta el término de la evaluacion (7 dias), con una temperatura

Optima de incubacion (35 °C).

» Lainclusion de compuestos antimicrobianos (péptidos bioactivos de S. infantarius y
EDTA) afectaron las propiedades mecanicas de las peliculas. EI mddulo de Young

(ME) aumentd, el porcentaje de elongacion (% e) y el esfuerzo a la fractura (of)
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disminuyeron con la adicion de los antimicrobianos con respecto a la pelicula control.
Es decir, existio una reduccion en las propiedades mecanicas de las peliculas activas
en comparacion con el control, sin embargo, se obtuvieron peliculas con excelente

actividad antimicrobiana.

> La pelicula bioactiva present6 una permeabilidad al vapor de agua de 2.88x10! (g
m) | (Pa s m?) y una permeabilidad al oxigeno de 3.79x10? (g m) / (Pa s m?). La
barrera al vapor de agua fue mayor en la pelicula bioactiva. La transferencia de
oxigeno de las peliculas evaluadas es similar a peliculas plasticas sintéticas, lo cual
las hace competitivas para ser usadas en productos que deben ser protegidos del

oxigeno.

» Las peliculas bioactivas fueron altamente solubles (92 %) en agua, a las condiciones
de prueba (=25°C, con agitacion durante 1 h). Con un valor mayor de solubilidad en

comparacion a la pelicula control, potencializando su biodegradabilidad.
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