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RESUMEN

El impacto negativo en el ambiente de los envases plasticos usados en los alimentos, los
problemas de salud que generan los conservadores quimicos en el consumidor y la presencia de
microorganismos patégenos que provocan el deterioro de alimentos y enfermedades, han llevado
al surgimiento de empaques biodegradables con compuestos bioactivos. Las biopeliculas y
revestimientos comestibles se definen como materiales delgados utilizados para envolver
alimentos. Pueden contener sustancias activas como las bacteriocinas que son aditivos y
antimicrobianos permitidos y utilizados en la conservacidn de alimentos de origen animal. El uso
de caseina como material base para la elaboracidn de biopeliculas comestibles es una opcién
viable, de facil adquisicion (subproducto de la acidificacién de la leche), bajo costo, biodegradable
y funcional. La hipdtesis es que las biopeliculas preparadas con diferentes proporciones de
polimero (caseina), plastificante (glicerol) y distinta bacteriocina (nisina y natamicina),
presentardn propiedades fisicoquimicas y actividad antimicrobiana diferentes entre si. El objetivo
de la investigacion es evaluar la actividad antimicrobiana de biopeliculas de caseina y bacteriocina
sobre Listeria monocytogenes. Se prepararon biopeliculas de caseina y bacteriocinas (nisina y
natamicina) por el método de vaciado en placa; empleando dos concentraciones de caseina (2.5
y 5.0 g/mL) y plastificante (2.5 y 5.0 mL/mL). Se determinaron las caracteristicas fisicoquimicas
(contenido de humedad, capacidad de retencién de aceite y grupos funcionales) y se comprobd
la actividad antimicrobiana de todas las biopeliculas obtenidas sobre Listeria monocytogenes. Los
resultados mostraron que la metodologia propuesta en este trabajo permite obtener biopeliculas
con caracteristicas fisicoquimicas semejantes entre si (p<0.5). La capacidad de retencion de aceite
(CRA) y la humedad en las biopeliculas obtenidas fue similar en ambos tratamientos, pero la
mayor aportacion de estos resultados es la correlacidén que existe de estas variables con el espesor
y el didmetro de la biopelicula. La determinacién de los grupos funcionales permite visualizar la
aportacién de cada componente. Esto es apreciable en las zonas caracteristicas de las bandas de
absorcién que estan ausentes principalmente en las bacteriocinas. Finalmente, La actividad
antimicrobiana expresada por el halo de inhibicién de la bacteria patégena L. monocytogenes,
mostré sensibilidad hacia la natamicina. No obstante, la posible sensibilidad hacia la nisina
permite establecer la importancia de probar otras concentraciones de bacteriocinas en la
preparacion de biopeliculas con mejor respuesta en la inhibicién de este y otros patdgenos

alimentarios.
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ABSTRACT

The negative impact on the environment of plastic packaging used in food, the health problems
generated in the consumer by chemical preservatives, and the presence of pathogenic
microorganisms that cause food deterioration and diseases, have led to the emergence of
biodegradable packaging with bioactive compounds. Edible biofilms and coatings are defined as
thin materials used to wrap foods. They may contain active substances such as bacteriocins, which
are permitted additives and antimicrobials and used in the preservation of food of animal origin.
The use of casein as a base material for the production of edible films is a viable option, easy to
acquire (by-product of milk acidification), low cost, biodegradable and functional. The hypothesis
is that biofilms prepared with different proportions of polymer (casein), plasticizer (glycerol) and
different bacteriocin (nisin and natamycin), will have physicochemical properties and
antimicrobial activity different from each other. The objective of the research is to evaluate the
antimicrobial activity of casein and bacteriocin biofilms on Listeria monocytogenes. Biofilms of
casein and bacteriocins (nisin and natamycin) were prepared by casting method; using two
concentrations of casein (2.5 and 5.0 g/mL) and plasticizer (2.5 and 5.0 mL/mL). The
physicochemical characteristics (moisture content, oil retention capacity and functional groups)
were determined and the antimicrobial activity of all the biofilms obtained on Listeria
monocytogenes was evaluated. The results showed that the methodology proposed in this work
allows obtaining biofilms with similar physicochemical characteristics (p<0.5) compared to
control. The oil retention capacity (CRA) and the humidity in the biofilms obtained were similar in
both treatments, but the greatest contribution of these results is the correlation exists between
these variables with the thickness and diameter. The determination functional groups allows
visualizing the contribution of each component. This is important in the characteristic zones of
absorption bands that are absent in bacteriocins. Finally, the antimicrobial activity expressed by
the inhibition halo of the pathogenic bacteria L. monocytogenes, showed sensitivity with
natamycin. However, the sensitivity with nisin allows establishing the importance of testing other
concentrations of bacteriocins in the preparation of biofilms with a better response in the

inhibition of this and other food pathogens.
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I. INTRODUCCION
El crecimiento y la proliferacidon de microorganismos de deterioro de alimentos provocan cambios
fisicos, quimicos y sensoriales, asi como enfermedades de transmisién alimentaria y pérdidas

econdmicas (Umaraw et al., 2020; Bimpizas-Pinis et al., 2022). Por ello, mantener la calidad y

garantizar la inocuidad de los productos alimenticios ha sido cada vez mas importante en la

industria alimentaria (Bimpizas-Pinis et al., 2022).

Uno de los principales microorganismos patdgenos de transmisidn alimentaria es Listeria
monocytogenes. Causa listeriosis, infecciéon provocada por consumir alimentos contaminados
(carnicos, lacteos, pescado, mariscos, vegetales y frutas), puede llegar a ser mortal para mujeres
embarazadas y sus fetos, neonatos, adultos mayores y personas inmunodeprimidas (Jordan &

McAuliffe, 2018; Lopes-Luz et al., 2021). Su propagacién a través de los alimentos se ve facilitada

por su resistencia y adaptabilidad a condiciones ambientales adversas (Lopes-Luz et al., 2021).

La preocupacion por el medio ambiente, la creciente carga de eliminacion de residuos plasticos,
la utilizacién de residuos industriales alimentarios y la demanda de alimentos naturales, nutritivos
y saludables; ha motorizado en los Uultimos afios el desarrollo de envases renovables,

biodegradables y compostables (Umaraw et al., 2020; Mo et al., 2021; Ollé Resa et al., 2014).

Las biopeliculas comestibles antimicrobianas de biopolimeros se han estudiado cada vez mas por
el interés de reducir el uso de empaques plasticos desechables y obtener productos mas seguros
y sin conservantes quimicos (han suscitado una creciente preocupacion por la seguridad de su

consumo), que permitan prolongar la vida util de los alimentos (Mo et al., 2021; Bimpizas-Pinis et

al., 2022; Ollé Resa et al., 2014). La adicion de agentes antimicrobianos puede reducir o incluso

impedir el crecimiento de microorganismos patégenos y de deterioro en los alimentos sin alterar

sus propiedades sensoriales (Ollé Resa et al., 2014). Las bacteriocinas son la principal alternativa

como agentes antimicrobianos naturales en la industria alimentaria; la nisina y natamicina son las
bacteriocinas mas estudiadas y prometedoras para dicho fin, ademas de considerarse GRAS. Sin
embargo, la mayor problematica de su uso es que pierden sus propiedades durante las etapas de
procesamiento del alimento o al reaccionar con los componentes de la matriz alimentaria

(Bernela et al., 2014). Las biopeliculas comestibles formadas de biopolimeros producidos a partir

de materias primas renovables como la caseina, incorporadas con bacteriocinas
(nisina/natamicina), permitiran preservar la propiedad antimicrobiana de éstas.
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1.1. MARCO TEORICO

1.1.1. Biopeliculas comestibles

Las biopeliculas y revestimientos comestibles pueden definirse como materiales delgados (0.050-
0.250 mm de grosor) y cohesivos formados a partir de una matriz de polimeros bioactivos

utilizados para envolver o recubrir los alimentos (Hammam, 2019). El término biopelicula

comestible tiene dos consideraciones principales: la palabra comestible significa que las peliculas
pueden ser consumidas junto con alimentos en contacto, por lo que debe ser considerada como

GRAS, segun la Food and Drug Administration (FDA), (Erkmen & Barazi, 2018). La palabra

biopelicula significa que el material de cobertura debe tener propiedades de embalaje para
proteger la parte exterior del alimento del ambiente y limitar el transporte de gas y vapor de
agua. El material utilizado no debe alterar la apariencia, el olor y el sabor del producto. El material
de la biopelicula debe ser lo mds delgado posible adquiriendo las propiedades mecanicas
adecuadas para proteger el alimento. Las biopeliculas comestibles pueden utilizarse con
caracteristicas funcionales como encapsulacién de aromas volatiles, vitaminas, colorantes,

agentes aromatizantes, antimicrobianos y antioxidantes (Erkmen & Barazi, 2018; Han, 2014). La

calidad de los productos alimenticios puede mejorarse cuando se protegen de cambios fisicos,
quimicos y microbiolégicos como pérdida de humedad, reacciones enzimaticas de

oscurecimiento, deterioro microbiano y oxidacién de lipidos (Erkmen & Barazi, 2018).

Una biopelicula comestible tipica tiene tres componentes principales: material de formacion de
la biopelicula, plastificante y aditivos. Ademas, las biopeliculas comestibles necesitan un solvente
adecuado para preparar una solucidon formadora de pelicula (SFP). Por su solubilidad natural, el

agua y etanol se utilizan como solventes (Erkmen & Barazi, 2018). Las propiedades mas

importantes que deben evaluarse en las biopeliculas y revestimientos comestibles son las
propiedades de barrera a la humedad y gases, estabilidad microbiolégica, capacidad de absorciéon
de humedad, la adhesién, cohesidn, solubilidad, transparencia, propiedades mecanicas y

propiedades sensoriales (Falguera et al., 2011). Las mayores ventajas que proporcionan las

biopeliculas comestibles son su comestibilidad y biodegradabilidad inherente. Para mantener su
comestibilidad, todos los componentes de la biopelicula (biopolimeros, plastificantes y aditivos)

deben ser ingredientes de grado alimentario (Han, 2014).
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1.1.1.1. Material para formacion de biopelicula

Las proteinas, polisacdridos, lipidos y la combinacién o mezcla de éstos son los principales
materiales formadores de biopelicula (Han, 2014). Las proteinas son macromoléculas con
secuencias de aminoacidos (mds de 20 aminodcidos como minimo) y estructuras moleculares
especificas. Las caracteristicas mas distintivas de las proteinas en comparacidon con otros
materiales filmoégenos son su desnaturalizacion conformacional, sus cargas electrostaticas y su
naturaleza anfifilica (Han, 2014). Las propiedades de formacién de biopeliculas de las proteinas
se modulan controlando los enlaces electrostaticos, hidrofébicos, disulfuro y de hidrégeno entre
las cadenas de proteinas. Al tener regiones tanto hidrofilicas como hidrofébicas, pueden utilizarse

para atrapar una variedad de componentes bioactivos (Chen et al., 2021). Las proteinas son malas

barreras de vapor de agua, pero muestran una resistencia mecanica mayor que los polisacaridos

(Jeevahan & Chandrasekaran, 2019).

Los polisacédridos son polimeros formados por un monémero de unidades repetitivas, contienen
un gran numero de grupos hidroxilos y otros grupos polares, por lo que el enlace de hidrégeno
juega un papel importante en la formacién de la biopelicula y las propiedades finales de la misma

(Jeevahan & Chandrasekaran, 2019; Chen et al., 2021). Los polisacaridos actian como barrera

contra los gases, pero poseen una pobre barrera contra el vapor de agua, ambas propiedades
atribuidas a su red de polimeros hidrofilicos fuertemente empaquetados (Jeevahan &

Chandrasekaran, 2019). Los lipidos son biomateriales comestibles, biodegradables y cohesivos.

La mayoria de los lipidos y resinas comestibles son sélidos blandos a temperatura ambiente y
poseen temperaturas de transicion de fase caracteristicas (Han, 2014). Por su fuerte
hidrofobicidad, los lipidos tienen una buena resistencia a la humedad, lo que es importante para
evitar el deterioro de los alimentos; sin embargo, las biopeliculas a base de lipidos suelen ser
relativamente fragiles, tienen malas propiedades mecanicas y una débil adhesidon a los alimentos

que tienen superficies hidrofilicas (Chen et al., 2021). La eleccion del material de formacion de

biopelicula depende del tipo de alimento al que se aplica, asi como a las propiedades mecanicas,
sensoriales y barreras deseadas en el producto final. Debido a la limitada propiedad de barrera
gue poseen de manera individual, se ha optado por el uso en sinergia de proteinas, polisacaridos
y lipidos, a fin de mejorar y complementar sus propiedades, para ello es importante cuidar la

biocompatibilidad entre estos (Falguera et al., 2011).
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1.1.1.2. Plastificante
La International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) define plastificante como "una
sustancia incorporada a un material (normalmente un plastico o elastdmero) para aumentar su

flexibilidad, trabajabilidad o distensibilidad" (Chen et al., 2019). Los plastificantes son

generalmente compuestos no volatiles, de alto punto de ebullicién y bajo peso molecular, que se
afiaden a un polimero, modificando las propiedades mecdnicas y haciendo que las biopeliculas
sean mas ddctiles, disminuyendo la viscosidad y la temperatura de transicién vitrea del producto
sin alterar el cardcter quimico fundamental del material plastificado. Pueden aumentar el
volumen libre entre las cadenas del polimero, lo que permite que los segmentos de la cadena se
muevan y giren mas libremente, disminuyendo la temperatura de transicion vitrea del polimero

y la viscosidad (Lim & Hoag, 2013).

La adicion de plastificantes afecta la resistencia a la permeabilidad de vapores y gases. La mayoria
de los plastificantes son muy hidrofilicos e higroscépicos, por lo que pueden atraer moléculas de
agua y formar un gran complejo hidrodindmico plastificante-agua (Han, 2014). El agua se
considera el plastificante mds potente para las biopeliculas a base de hidrocoloides. Ademas del
agua, los polioles, monosacdridos, disacdridos y oligosacaridos son los plastificantes mas
utilizados. Los polioles han resultado ser especialmente eficaces para los polimeros hidrofilicos

plastificados (Chen et al., 2019). El glicerol, es uno de los mas utilizados debido a su buena eficacia,

gran disponibilidad y alta higroscopicidad (Chen et al., 2019; Fundo et al., 2015).

Las biopeliculas plastificadas con glicerol y sorbitol son blandas, lisas, transparentes, uniformes y
con buena resistencia mecanica, las plastificadas con glicol son duras, opacas, asperas y tienen
poca resistencia mecdnica, mientras que las plastificadas con azlcares poseen mayor

cristalinidad, resistencia mecdnica y elongacion (Chen et al., 2021). En el caso de las biopeliculas

comestibles de proteinas y polisacaridos, los plastificantes interrumpen los enlaces de hidrégeno
inter e intramoleculares, aumentan la distancia entre las moléculas del polimero y reducen la
proporcién entre la region cristalina y la amorfa. Es importante identificar las caracteristicas
guimicas de los plastificantes para verificar su compatibilidad quimica con los biopolimeros y
determinar los cambios en la estructura de la biopelicula causados por la adicién de plastificantes

(Han, 2014).
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1.1.1.3. Aditivos

De acuerdo al Codex Alimentarius (Codex STAN-192, desde 1995) “se entiende por aditivo

alimentario cualquier sustancia que en cuanto tal no se consume normalmente como alimento,
ni tampoco se usa como ingrediente basico en alimentos, tenga o no valor nutritivo, y cuya adicién
intencionada al alimento con fines tecnoldgicos (incluidos los sensoriales) en sus fases de
fabricacién, elaboracién, preparaciéon, tratamiento, envasado, empaquetado, transporte o
almacenamiento, resulte o pueda preverse razonablemente que resulte (directa o
indirectamente) por si o sus subproductos, en un componente del alimento o un elemento que
afecte a sus caracteristicas. Esta definicion no incluye contaminantes o sustancias anadidas al

alimento para mantener o mejorar las cualidades nutricionales.”

Las biopeliculas y los recubrimientos comestibles pueden llevar varios agentes activos, como
emulsionantes, antioxidantes, antimicrobianos, aceites esenciales, nutracéuticos, sabores y
colorantes, para mejorar las propiedades fisicas y mecanicas de las biopeliculas. Los
emulsionantes son agentes tensioactivos de naturaleza anfipatica capaces de reducir la tensiéon
superficial de la interfaz agua-lipido o de la superficie agua-aire. Modifican la energia superficial
para controlar la adhesion y la humectabilidad de la superficie de la biopelicula. En el caso de las
biopeliculas proteicas, algunas proteinas formadoras de biopeliculas tienen suficiente capacidad
emulsionante debido a su estructura anfipatica. También se pueden incorporar antioxidantes y
agentes antimicrobianos a las soluciones formadoras de biopeliculas para conseguir funciones
activas adicionales al sistema de biopeliculas y recubrimientos comestibles para proteger los
productos alimentarios de la oxidacidn y el deterioro microbiano, lo que resulta en una mejora
de la calidad y una mayor seguridad. Si se afiaden aditivos bioactivos, deben identificarse los
efectos de las condiciones del proceso de formacidn de la biopelicula, como la temperatura y la
presién del proceso, sobre la bioactividad de los aditivos para preservar la actividad residual de

los mismos (Han, 2014).

Los aditivos alimentarios constituyen un ingrediente integral de las operaciones modernas de
produccién y procesamiento de alimentos, ya que sus propiedades funcionales son primordiales
no sélo para mejorar las cualidades sensoriales (olor, color, textura, sensacién en la boca, aroma
y/o sabor), sino también para prevenir el deterioro, prolongando asi la vida util de los productos

alimentarios (Bimpizas-Pinis et al., 2022).
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1.1.2. Caseina

Los biopolimeros, con sus ventajas de biodegradabilidad, procesabilidad, posibilidades de
combinaciéon y nula contaminacion de los alimentos, se han convertido en los principales
materiales de envasado de alimentos. Polisacdridos, proteinas y lipidos pueden extraerse
directamente de la biomasa, sintetizarse a partir de mondmeros bioderivados y producirse
directamente por microorganismos, todos ellos abundantes y renovables. Ademas, las materias
primas utilizadas para producirlos son de bajo costo, y algunas incluso proceden de residuos
agroindustriales. Los biopolimeros utilizados como materiales de envasado de alimentos, que
incluyen biopeliculas y revestimientos, deben garantizar la seguridad sanitaria, las propiedades
mecanicas, térmicas, de barrera y durabilidad. Algunas ventajas del uso de proteinas, como la
abundancia relativa, la buena capacidad de formacién de biopeliculas, el alto valor nutricional,
hace que estas se utilicen ampliamente para preparar biopeliculas biodegradables (Chen et al.,

2019).

La caseina se define como la proteina precipitada de la leche a un pH cercano a 4.6, constituye el
80% de las proteinas totales de la leche y contiene cuatro subunidades principales: la caseina
kappa, la beta-caseina, la alfa sl-caseina y la alfa s2-caseina (k-, B-, asl- y as2-caseina), que
constituyen el 13%, 36%, 38% y 10% de la composicion de la caseina, respectivamente. Las
propiedades Unicas de las cuatro fracciones proteicas afectan a la capacidad de formacién de

biopeliculas de la caseina (Alichanidis et al., 2016; Bonnaillie et al., 2014; Chen et al., 2019).

De acuerdo al método de coagulacién, se pueden obtener diferentes tipos de caseina con
caracteristicas especificas, siendo la caseina acida y de cuajo los principales tipos disponibles. La
caseina acida es la caseina precipitada obtenida mediante la acidificacion del pH de la leche a 4.6
(punto isoeléctrico de la caseina) con acidos minerales o acido lactico. Los fosfatos de calcio
coloidales de la caseina 4cida se solubilizan y se pierden durante el proceso de coagulacion. Es
insoluble en agua y su pH es de alrededor de 4.6. En el caso de la caseina de cuajo, la coagulacion
se obtiene por la accion de las enzimas, la quimosina (cuajo), que escinde una sustancia quimica
ligada a la k-caseina (denominada glicomacropéptido) e induce una desestabilizacién de las
micelas de caseina. Es insoluble en agua, conserva sus fosfatos de calcio coloidales y su pH es de
alrededor de 7.5. Las caseinas dacidas y de cuajo estdn menos estudiadas que el caseinato

(Chevalier et al., 2018).
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La caseina, es un hidrocoloide deseable para la formacion de biopeliculas comestibles debido a

su alto valor nutricional, solubilidad en agua y capacidad de emulsiéon (Picchio et al., 2018). Puede

formar biopeliculas de forma natural, a partir de soluciones acuosas sin necesidad de
procesamiento adicional debido a la fuerte cohesién entre cadenas causada por su naturaleza de
bobina aleatoria y un gran ndmero de enlaces intermoleculares de hidrégeno, hidrofébicos y
electrostdticos formados. Las propiedades de la caseina, como la biodegradabilidad, alta
estabilidad térmica, no toxicidad, capacidad de unir pequefias moléculas e iones y la capacidad
de formacién de micelas, hacen que la proteina sea un buen candidato para biopeliculas

biodegradables y comestibles (Chen et al., 2019).

Al aportar muchos grupos funcionales polares, como los grupos hidroxilo y amino, a la matriz de
la biopelicula, las biopeliculas de caseina muestran una buena barrera al oxigeno y a otras
moléculas no polares, lo que las hace utiles para la proteccién de productos propensos a la

oxidacion (Picchio et al., 2018; Bonnaillie et al., 2014). Sin embargo, las biopeliculas de caseina

pura tienden a encogerse durante el secado y a volverse quebradizas, por lo que se usan los
plastificantes comestibles, como el glicerol, para aumentar el volumen libre de la red de
polimeros y para hacer que las biopeliculas de caseina sean mas flexibles, reduciendo su

temperatura de transicion vitrea (Bonnaillie et al., 2014).

Las biopeliculas comestibles de caseina tienen buenas propiedades de barrera al oxigeno, por lo
gue son adecuadas para productos propensos a la oxidacidon. Poseen una buena resistencia a la
traccién y una elasticidad moderada en condiciones normales cuando se les afiade glicerol (Saikia

& Badwaik, 2018). La caseina se ha descrito como una buena materia prima para la formacién de

biopeliculas, que permite la produccion de biopeliculas flexibles y transparentes con buenas

propiedades de barrera al aroma y el aceite a baja humedad relativa (Chevalier et al., 2018). Una

desventaja es que son muy sensibles a la humedad, lo que afecta en gran medida a las

propiedades mecdnicas de las biopeliculas y limita su rango de utilizacién (Saikia & Badwaik,

2018). Una solucion a esto es el empleo de la B-caseina, la proteina mas hidrofdbica de la leche,
se estudid por su potencial para proporcionar biopeliculas con una menor permeabilidad al vapor
de agua. También se han usado hidrocoloides, como la gelatina, para mejorar la resistencia

mecadnica, asi como las propiedades de barrera al vapor de agua (Bonnaillie et al., 2014).
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1.1.3. Bacteriocinas

La bioconservaciéon es un método de conservacion natural que implica el uso de microorganismos
o de sus productos naturales (metabolitos). Las bacterias del acido lactico (BAL) tienen gran
potencial en la bioconservacion, ya que producen sustancias antimicrobianas activas como las

bacteriocinas (Kumariya et al., 2019). Las bacteriocinas son péptidos antimicrobianos (AMP), de

una longitud de 20 a 60 aminoacidos, catidnicos e hidrofdbicos, producidos por las bacterias, que
son secretados al medio extracelular y tienen la capacidad de inhibir el crecimiento de otras

bacterias (Kumariya et al., 2019; Martinez et al., 2016; Beshkova & Frengova, 2012). En la

naturaleza existe una gran diversidad bacteriana y se estima que un 99 % de las bacterias

producen cuando menos una bacteriocina (Heredia-Castro et al., 2017).

La estructura secundaria de los L-aminodcidos crea la estructura catidnica o anfipatica de los AMP,
lo que conduce a su amplia accién contra una variedad de bacterias, virus, protozoos y hongos

(Biswaro et al., 2018). Los AMP matan a las bacterias por diferentes vias, como el mecanismo

externo, incluyendo la degradacién de la membrana bacteriana, y mecanismos internos, como
impedir la sintesis de los principales componentes celulares, incluidos el ADN, ARN, pared celular,

proteinas y/o regulacién de las enzimas (Bahrami et al., 2019).

Ademas de su actividad antimicrobiana, otra caracteristica de las bacteriocinas es que su peso
molecular oscila entre 2 kDa y 300 kDa. Las lantibidticas y no lantibidticas se caracterizan por
tener un pH elevado, son altamente catidnicas a pH 7, tienen residuos hidrofébicos/hidréfilos y
tienen actividad en el rango de pH 3-7 debido a su 6ptima estabilidad, aunque se ha observado

inactivacion irreversible a pH neutro de algunas (Ahmad et al., 2017). Entre las ventajas que se

han considerado para la aplicacion y uso de los AMP en la industria alimentaria estan su inocuidad
para células eucariotas y su capacidad para no formar compuestos secundarios al biodegradarse

en el tracto gastrointestinal del huésped (Heredia-Castro et al., 2017).

Los AMP se incorporan en los productos alimenticios de diversas maneras: adicién del compuesto
purificado como aditivo alimentario, adicidn de un fermentado bacteriano como sustancia GRAS,
adicién de la bacteria productora al producto o como parte del cultivo iniciador, incorporacién a
un recubrimiento alimentario comestible o unido al envase alimentario. EI material de
recubrimiento protege a la bacteriocina de la inactivacién debida a la interaccidon con los
componentes de los alimentos y a la inactivaciéon enzimatica. Ademas, la aplicacién de moléculas
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de bacteriocina en la superficie del alimento requiere cantidades minimas de bacteriocina, lo que

disminuye los costos de procesamiento (O’Bryan et al., 2018).

1.1.3.1. Clasificacién

Las bacteriocinas han sido agrupadas de acuerdo a su peso molecular en cinco clases: la clase | o
lantibidticos son péptidos de bajo peso molecular (<5 kDa), resistentes a variaciones de
temperatura. Los aminoacidos presentes en la estructura son: lantionina, metillantionina,
dehidroxilamina y dehidrobutirina. Los lantibidticos pueden encontrarse en forma lineal (tipo A),
como en el caso de la nisina o de forma globular (tipo B), como el caso de la mersacidina. La clase
Il incluye péptidos pequefios termoestables (<10 kDa) sin aminoacidos modificados en su
estructura. La clase Il ha sido dividida en cinco subclases (lla, llb, lic, lid y lle). La subclase lla, son
bacteriocinas que actuan fuertemente contra Listeria monocytogenes, siendo la pediocina PA-1
la mas representativa; la subclase Ilb son bacteriocinas formadas por dos péptidos, como la
plantaricina EF; en la subclase lic se encuentran las bacteriocinas que no comparten homologia
con ninguna otra bacteriocina, por ejemplo lactococcina A; en la clase lld, se encuentran péptidos
lineales como la lacticina Q; y en la clase lle se encuentran las bacteriocinas que se formaron por
la degradacién especifica de proteinas mas grandes. La clase Ill son péptidos termolabiles de alto
peso molecular (>30 kDa), siendo la helveticina la bacteriocina representativa. La clase IV incluye
péptidos grandes y de estructura compleja, ya que se encuentran asociados a carbohidratos
(glicoproteinas) o lipidos (lipoproteinas), siendo la lactocina S una de las bacteriocinas de esta
clase. Por ultimo, en la clase V se encuentran los péptidos con una estructura circular que no
posee modificaciones postraduccionales, siendo la enterocina AS-48 un ejemplo de esta clase

(Heredia-Castro et al., 2017).

1.1.3.2. Nisina
La nisina es un pequefio péptido de 34 aminodcidos con una masa molecular de 3.5 kDa producida

por bacterias Gram-positivas, incluyendo Lactococcus y Streptococcus (Ng et al., 2020; Khan &

Oh, 2016). La nisina es un lantibidtico derivado de los antibidticos de lantionina y consiste en
aminodcidos inusuales y distintivos modificados después de la traduccidn: lantionina y 3-
metilantionina ligada al tioéter y 2,3-didehidroalaninay 2,3-didehidrobutirina insaturada (Khan &
Oh, 2016). Hasta la fecha, se han descubierto y caracterizado ocho tipos de variantes de nisina:

las nisinas A, Z, F y Q producidas por Lactococcus lactis y las nisinas U, U2, P y H producidas por
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algunas cepas de Streptococcus; aunque sdlo las nisinas A y Z se utilizan en los preparados

comerciales (Silva et al., 2018). La nisina Ay Z se diferencian por una sustitucién del aminoacido

27, His?’por Asn?’ respectivamente (Figura 1). La potencia y el espectro de la nisina Ay la nisina Z
son similares, pero la nisina Z tiene una carga positiva de 2 en comparacién con la carga positiva

de 3 de la nisina A (Delves-Broughton & Weber, 2011).

Figura 1. Estructura de la nisina A. Tomado de Delves-Broughton & Weber, (2011).

Debido a que es estable al calor, no es tdxica, no contribuye a la aparicion de sabores extrafios y
tiene un amplio espectro para inhibir el crecimiento de varios grupos de bacterias patégenas
Gram-positivas, como Bacillus cereus, Clostridium botulinum, Listeria monocytogenes, S. aureus,
e incluso que en combinacién con antibidticos puede inhibir el crecimiento de patégenos Gram-
negativos, el uso de la nisina como agente antimicrobiano popular y natural en productos lacteos,

zumos de frutas, carnicos y productos vegetales ha aumentado (Bhatia & Bharti, 2015; Ng et al.,

2020; Khazaei et al., 2022). La nisina tiene dos mecanismos bactericidas. Uno de ellos es la

formacidn de poros en las membranas que alteran la fuerza motriz de protones y el equilibrio del
pH, promoviendo la fuga de iones y la hidrdlisis del ATP, lo que conduce a la muerte celular. El
otro mecanismo consiste en interferir en la biosintesis de la pared celular, impidiendo asi el uso
del lipido Il para sintetizar peptidoglucano, principal componente de la membrana, provocando

la disrupcién y muerte celular (Villalobos-Delgado et al., 2019).

En la industria alimentaria se ha utilizado como conservante de alimentos desde 1950 y estd

incluida en la lista de aditivos del Codex Alimentarius (Codex STAN-192, desde 1995). La FDA de
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los Estados Unidos ha permitido su uso en los alimentos como conservante desde 1980 y es

considerada como GRAS (Khan & Oh, 2016). A pesar de las ventajas mencionadas, se ha

comprobado que la actividad antimicrobiana de la nisina se ve afectada por varios factores, como
el pH, temperatura, composicidn, estructura, microbiota natural y tratamiento de los alimentos

(Silva et al., 2018), por ello su aplicacion mediante recubrimientos o biopeliculas comestibles son

la mejor solucién a dicho problema, pues permiten preservar su propiedad antibacteriana en

contacto con el alimento.

1.1.3.3. Natamicina
La natamicina, también conocida como pimaricina, es un agente antifungico del grupo de los
macrodlidos poliénicos producida durante la fermentacién por varias especies de Streptomyces (S.

natalensis, S. chmanovgensis, y S. gilvosporeuses) (Villalobos-Delgado et al., 2019). Se caracteriza

por su anillo lactona macrociclico con cuatro dobles enlaces carbono-carbono conjugados, su
molécula contiene una fraccion de micosamina (3-amino-3,6-dideoxi-D-manosa) unida al anillo

de macrolactona mediante un enlace B-glicosidico en C15 (Figura 2) (Lule et al., 2016; Aparicio et

al., 2016).

3HC

HO OH
NHg

Figura 2. Estructura de la natamicina. Tomado de Delves-Broughton & Weber, (2011).

Su férmula quimica es CssHg7NO43 y su masa molecular es de 665.75 Da. El punto isoeléctrico de

la natamicina es de 6.5 (Lule et al., 2016). Es un polvo cristalino de color blanco a blanco crema,

casi inodoro, practicamente insoluble en agua, liquido y aceites minerales; ligeramente soluble

en metanol y soluble en acido acético glacial y dimetilformamida (Mani-Lépez et al., 2016). La

natamicina sdlida y las suspensiones de natamicina son bastante estables al calor. Incluso el
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calentamiento durante varias horas a 100 °C sélo provoca una ligera disminucién de su actividad

(Lule et al., 2016).

La natamicina, muestra una actividad de inhibicién de mohos de amplio espectro, siendo a la vez
segura y eficaz a concentraciones muy bajas (hormalmente usada en concentraciones 1 a 10 ppm
dependiendo del alimento). También es activo contra los protozoos que tienen ergosterol en sus

membranas (Aparicio et al., 2016). La membrana de las células eucariotas tiene lipidos,

fosfolipidos, proteinas y esteroles, donde los esteroles (ergosterol) desempefian un papel
importante en la accidon selectiva de los antimicéticos de polieno, por tanto, la natamicina es

activa contra los hongos pero no contra las bacterias (Lule et al., 2016; Gonzalez-Forte et al.,

2019). Es extremadamente renuente a la resistencia microbiana, ya que la Unica forma que
tendrian los hongos de evadir su accién seria cambiar los esteroles de sus membranas. Por estas
razones, asi como su baja toxicidad para las células de los mamiferos, esta molécula se ha
convertido en uno de los principales inhibidores de moho utilizados en la industria alimentaria.
Otra ventaja, es que su aplicacion en la superficie de los alimentos no afecta a sus propiedades

sensoriales: sabor, textura y color (Aparicio et al., 2016).

Su uso se aprobd en 1967 como conservante del queso, desde entonces, se ha extendido a una
gran variedad de alimentos y bebidas. Al igual que la nisina, la natamicina esta incluida en la lista

de aditivos del Codex Alimentarius (Codex STAN-192, desde 1995). Ademds, ha sido autorizada

por la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA por sus siglas en inglés) (aditivo E235)
y la FDA para proteger los alimentos de la contaminacidn por levaduras, mohos y de los posibles
riesgos inherentes a la intoxicacidn por micotoxinas. En particular, es el Unico agente antifungico

gue se considera GRAS (Aparicio et al., 2016). El Codex STAN-192 permite su uso en quesos no

madurados, madurados, procesados, analogos y de proteina de suero en un nivel maximo de 40
ppm y en productos carnicos, avicolas y de caza procesados, curados y secos no tratados

térmicamente, en piezas enteras o en cortes, en un nivel maximo de 20 ppm (Mani-Ldpez et al.,

2016). La mayoria de las levaduras y mohos son inhibidos a concentraciones de 1-15 ppm de
natamicina en varios alimentos y bebidas lacteas, demostrando ser un método factible y atractivo

para la bioconservacion de alimentos (Lule et al., 2016).
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1.1.3.4. Mecanismo de accion

Como se ha mencionado, la nisina tiene un modo de accién dual. Este mecanismo puede dividirse
en tres etapas (Figura 3): la bacteriocina se une a la pared celular mediante atracciones
electrostdticas entre la molécula de nisina catidnica y los fosfolipidos anidnicos de la superficie
celular bacteriana (etapa 1). Después, la nisina se une al lipido I, principal transportador de las
subunidades de peptidoglucano, impidiendo la sintesis de la pared celular, y utiliza esta molécula
para anclarse a la membrana celular (regiéon N-terminal) (etapa 2). Luego, la bacteriocina cambia
su orientacion en relacién con la membrana y se inserta en ésta (region C-terminal). Finalmente,
la unién de diversos péptidos en el sitio de insercién provoca la formacién de un poro
transmembranal que da lugar a la disipacidn de la fuerza motriz de protones, agotamiento del
ATP intracelular, fuga de sustratos intracelulares importantes (aminodcidos y cationes esenciales

como el K*), lo que provoca la muerte celular (etapa 3) (Preciado et al., 2013; O’Bryan et al., 2018;

Kumariya et al., 2019).

Figura 3. Mecanismo dual de la nisina. Tomado de Preciado et al. (2013).

El ergosterol es el principal esterol en las células flngicas, ademas de tener un papel estructural
para la membrana fungica, regula diversas actividades fisioldgicas, como la endocitosis, la

exocitosis, la fusién de vacuolas, la polaridad y la morfogénesis (Rivera-Toledo et al., 2020;

Aparicio et al., 2016). A diferencia de otros antifingicos poliénicos que forman poros en la
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membrana, la natamicina no forma complejos de disrupcién de la membrana y su accion estd
correlacionada con la alteracién del funcionamiento normal del ergosterol en la membrana

fungica (Te Welscher et al., 2012; Aparicio et al., 2016). La natamicina tiene una gran afinidad por

el ergosterol, se une de forma irreversible a este en la membrana celular del hongo (esta
interaccidon es mediada de manera esencial por la micosamina), de esta manera, por el simple
hecho de unirse la molécula poliénica al ergosterol, interfiere con funciones vitales para las
células fungicas, como el crecimiento celular, la germinacién de las esporas y la actividad de las

enzimas asociadas a la membrana (Figura 4) (Lule et al., 2016; Rivera-Toledo et al., 2020; Delves-

Broughton & Weber, 2011). La natamicina perjudica la fusién de las vacuolas a través de la

perturbacion de las reacciones de cebado dependientes del ergosterol que preceden a la fusién
de la membrana e inhibe el crecimiento de las levaduras y los hongos mediante la inhibicién
inmediata del transporte de aminoacidos y glucosa a través de la membrana plasmatica. Esto es
atribuible a una inhibicion de las proteinas transportadoras dependiente del ergosterol (Aparicio

etal., 2016; Lule et al., 2016).

Figura 4. Mecanismo de accidon de la natamicina. Tomado de Lule et al., 2016.
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1.1.4. Listeria monocytogenes
Es un pequeiio bacilo Gram-positivo no formador de esporas de 0.5-4 um de didmetro y 0.5-2 um

de longitud. Es catalasa positivo y negativo a la oxidasa, urea e indol (Jamshidi & Zeinali, 2019;

Matle et al., 2020). La temperatura éptima de crecimiento de L. monocytogenes es de 30-37 °C,

pero puede sobrevivir entre 0 y 50 °C. Soporta la congelacion, pero se inactiva calentandola a 60
°C durante 30 minutos. Tiene una motilidad rotatoria a 20-25 °C debido a los flagelos peritricos.
Es un anaerobio facultativo que puede crecer en un rango de pH de 4 a 9.5 y tiene la capacidad
de crecer en cloruro de sodio al 10% (p/v). El acetato es el acidulante mas eficaz para inhibir su
crecimiento. La actividad de agua minima para su crecimiento oscila entre 0.90 y 0.97. (Jamshidi

& Zeinali, 2019; Batt, 2014). Estas condiciones de crecimiento contribuyen a su versatilidad para

crecer y sobrevivir en condiciones ambientales extremas planteadas en las instalaciones de
procesamiento de alimentos y se convierten en un grave problema para la industria alimentaria

(Matle et al., 2020). En la industria alimentaria, es capaz de formar un biofilm que puede actuar

como una fuente potencial de contaminacién. Es un organismo ampliamente distribuido en la

naturaleza, cuyos principales reservorios son el suelo y el forraje (Jamshidi & Zeinali, 2019).

El género Listeria cuenta con 20 especies y se subdivide en dos grandes grupos: (i) Listeria sensu
stricto que comprende las especies L. monocytogenes, L. innocua, L. seeligeri, L. ivanovii, L.
welshimeri y L. marthii y (ii) Listeria sensu lato que incluye L. grayi, L. fleischmannii, L.
weihenstephanensis, L. rocourtiae, L. floridensis, L. cornellensis, L. riparia, L. aquatica, L.
grandensis, L. newyorkensis, L. goaensis, L. booriae, L. costaricensis y L. thailandensis (Lopes-Luz
etal., 2021). Sélo L. monocytogenes y L. ivanovii pueden causar enfermedades en animales, y sélo
L. monocytogenes parece causar enfermedades en humanos, aunque hay informes esporadicos
de L. innocua y L. seeligeri que causan enfermedades en humanos. Se ha encontrado en 37
especies de mamiferos y 17 especies de aves, asi como en peces y mariscos. Aproximadamente
el 10% de la poblacion humana puede ser portadora (Batt, 2014). Basandose en los antigenos
somaticos (O) y flagelares (H), se identificaron 13 serotipos en L. monocytogenes. Los alimentos
o el entorno de produccion de alimentos suelen estar contaminados con los serotipos 1/2a, 1/2b,

1/2cy 4b (Jamshidi & Zeinali, 2019).

Listeria monocytogenes es un patdgeno bacteriano, invasivo, transmitido por los alimentos, que

causa la listeriosis, una enfermedad sistémica resultante de la ingestion de alimentos
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contaminados (Lopes-Luz et al., 2021). Los brotes de listeriosis se han relacionado con leches y

quesos crudos sin pasteurizar, helados, verduras crudas o procesadas, frutas crudas o procesadas,
aves crudas o poco cocidas, salchichas, hot dogs, embutidos, pescado crudo o ahumado y otros
mariscos. L. monocytogenes también se ha encontrado en alimentos crudos para mascotas.
Generalmente se transmite cuando los alimentos se cosechan, procesan, preparan, empaquetan,
transportan o almacenan en ambientes contaminados con L. monocytogenes. Los ambientes

pueden estar contaminados por materias primas, agua, suelo y aire entrante (Listeria (listeriosis).

FDA). La propagacién sistémica del patégeno desde el tracto gastrointestinal depende de su
capacidad para atravesar las barreras intestinal, hematoencefalica y placentaria. La infeccion
localizada en el tracto gastrointestinal puede conducir a la aparicién de una forma rara de
gastroenteritis caracterizada por diarrea, calambres abdominales y sintomas parecidos a los de la
gripe en adultos sanos, mientras que la enfermedad sistémica invasiva se manifiesta por fiebre,
dolor de cabeza, meningitis, encefalitis, absceso hepatico, aborto, parto prematuro, mortinato e
infeccion neonatal con sepsis y neumonia en huéspedes inmunocomprometidos. La tasa de
mortalidad en huéspedes inmunocomprometidos, incluidos los ancianos, mujeres embarazadas
y sus fetos, neonatos, pacientes con cancer y receptores de quimioterapia, es del 20-30% (Lopes-

Luz et al., 2021). En 2016, hubo 2536 casos humanos confirmados de listeriosis en la Unidn

Europea (UE), una tasa de notificaciéon de 0.47 casos por cada 100,000 habitantes. La incidencia
de la listeriosis en Estados Unidos es de aproximadamente 0.24/100,000 habitantes de acuerdo

al Centers for Disease Control (Jordan & McAuliffe, 2018).

En los alimentos, los métodos para la deteccidén de L. monocytogenes han sido establecidos tanto
por el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA por sus siglas en inglés) como
por la FDA (Batt, 2014). Se utilizan diferentes metodologias para el andlisis de L. monocytogenes,

por ejemplo, la ISO, la BAM o métodos alternativos (Jordan & McAuliffe, 2018). Muchos paises

han respondido a la amenaza que suponen los patégenos transmitidos por alimentos mediante
la aplicacién de estrictas normas o criterios microbiolégicos en relacidén con la contaminacién de
los productos alimentarios. Las normas microbioldgicas varian entre los diferentes paises; sin
embargo, se guian por normas internacionales como la Comisiéon Internacional de
Especificaciones Microbioldgicas para los Alimentos (ICMSF por sus siglas en inglés) y la Comisién

del Codex Alimentarius (Matle et al., 2020).
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1.2. ANTECEDENTES

Las aplicaciones de polimeros son diversas, desde elaboracién de fibras de sutura médica, cubiertas de aparatos electrénicos hasta empaques

compatibles con productos agricolas. La Tabla 1 concentra las aportaciones cientificas sobre biopeliculas de caseina y los detalles se describen

a continuacion.

Tabla 1. Aplicaciones de caseina con actividad antimicrobiana.

Aplicacion / Evaluacién

Método

Referencia

Propiedades  fisicoquimicas vy
morfoldgicas
Propiedades  fisicoquimicas vy
antimicrobianas
Caracterizacion y
antimicrobiana
Propiedades morfoldgicas, barrera,
tension y antimicrobianas
Propiedades fisicoquimicas
Crecimiento microbiano,
propiedades quimicas y sensoriales
Propiedades antimicrobianas,
mecanicas, térmicas y morfoldgicas
Propiedades fisicoquimicas y
mecanicas, biodegradabilidad y
toxicidad.
Propiedades
estructura

Caracterizacion fisicoquimica

propiedad

mecanicas y de

Biopelicula comestible probidtica preparada con pectina, alginato de sodio, glicerol y
caseina.
Biopeliculas comestibles de caseina y quitosano.

Biopeliculas compuestas activas preparadas con caseina, gelatina y pectina.

Biopeliculas comestibles preparadas de las mezclas de caseina y cera como portadoras
de sorbato de potasio producidas por extrusion de doble tornillo.

Biopeliculas de caseina reticuladas con acido tanico.

Biopeliculas comestibles de caseina y natamicina para controlar el crecimiento de
moho durante la maduracién del queso Kashar.

Biopeliculas antimicrobianas comestibles de gelatina y caseina que contienen nisina
encapsulada en liposomas y nanoarcilla de halloysita

Biopeliculas bicapa comestible de pectina-alginato de sodio y caseina, incorporadas con
nanoparticulas de caseina y un nanocompuesto conjugado de caseina y plata.

Biopeliculas de caseina adicionadas con pectina citrica.
Biopeliculas de caseina y concentrado de proteina de suero (WPC), plastificadas con

glicerol y sorbitol por la técnica de colada y su aplicacién para el envasado de queso
Cheddar.

Namratha et al. (2020)

Apriliyani et al. (2020)

Saikia & Badwaik (2018)

Chevalier et al. (2018)

Picchio et al. (2018)
Yangilar & Oguzhan Yildiz

2016
Boelter & Brandelli (2016)

Bora & Mishra (2016)

Bonnaillie et al. (2014)

Wagh et al. (2014)
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Fabricacidon y evaluacion de las propiedades fisicoquimicas de una biopelicula comestible
probidtica basada en un compuesto de pectina-alginato-caseina. El objetivo del estudio de

Namratha et al. (2020) fue la incorporacidn del probidtico E. faecium Rp1 aislado de las gachas de

Ragi (alimento similar a una papilla) en la matriz de biopelicula comestible preparada con caseina,
pectina, alginato de sodio (SA) y glicerol. La biopelicula comestible probiética se prepard
mediante la técnica de vaciado en la que se afiadieron SA de calidad alimentaria (0.5-3%); pectina
(1-3%); caseina (2-2.5%) y glicerol (1.5-3%) en diferentes concentraciones y se mezclaron en agua
destilada caliente (50 °C) con agitacién continua. A partir de las biopeliculas comestibles
compuestas preparadas, descubrieron que la mejor composicién para preparar la biopelicula
comestible probidtica fue aquella preparada con pectina al 3% p/v, caseina al 2% p/v, SA al 3%
p/vy glicerol al 2% v/v. La adicion de probidtico no alterd el espesor de la biopelicula comestible;
el espesor de la biopelicula con y sin probiético fue de 0.23 + 0.03 mm y 0.28 + 0.02 mm,
respectivamente. La biopelicula mostré buenas propiedades antimicrobianas y antioxidantes con
propiedades fisicoquimicas aceptables. El espectro IR-TF expuso las bandas de caseina a 3455
cm™, 1661 cm™ y 1510 cm™. El estudio morfoldgico demostré la uniformidad de la biopelicula y
reveld la presencia de E. faecium Rp1l. En general, la matriz de biopelicula comestible desarrollada
resultd ser prometedora para el atrapamiento de probidticos y, por lo tanto, sugiere su uso como
recubrimiento de productos de confiteria para mejorar su seguridad y sus potenciales beneficios

para la salud.

Propiedades fisicoquimicas y antimicrobianas de las biopeliculas comestibles de caseina-

quitosano con calidad y seguridad alimentaria. El objetivo del estudio de Apriliyani et al. (2020)

fue determinar la mejor proporcion entre la caseina y el quitosano en la fabricaciéon de
biopeliculas comestibles. Esperando que la proporcién produzca un efecto en términos de calidad
fisicoquimica (permeabilidad al vapor de agua, actividad del agua y solubilidad de la biopelicula)
y actividad antimicrobiana (Staphylococcus aureus, Lactobacillus bulgaricus, Escherichia coli y
Salmonella sp.) en la biopelicula comestible formada. Realizaron observaciones a las
formulaciones de la relacion de solucién de caseina y quitosano 1:1; 1:2; 1:3 y 1:4 (mL:mL) para
determinar la que produce la mejor solucidn. La mejor solucién en relacién caseina:quitosano
fue= 1:4 (mL:mL). La mayor permeabilidad al vapor de agua con 0.1140 g mm m™2 h™" kPa™, la

solubilidad de la biopelicula con 32.809% vy la actividad del agua con 0.709. Las biopeliculas
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comestibles de caseina-quitosano tuvieron una fuerte actividad antimicrobiana contra S. aureus,
L. bulgaricus, E. coliy Salmonella sp., sobre todo el tratamiento CS4 con un halo de inhibicién de

18.06, 19.80, 26.92 y 20.62 mm, respectivamente.

Caracterizacidon y propiedad antimicrobiana de biopeliculas compuestas activas a base de

caseina, gelatina y pectina. El estudio de Saikia & Badwaik (2018) fue el desarrollo de biopeliculas

comestibles compuestas mediante la combinacién de pectina, caseina y gelatina incorporadas
con aceite esencial de clavo para conseguir la mejor biopelicula comestible con propiedades
activas y mejoradas. Prepararon nueve biopeliculas con proporciones variables (0-100%) de
pectina, caseina y gelatina en las proporciones de 100:0:0 (F1), 0:100:0 (F2), 0:0:100 (F3), 50:0:50
(F4), 50:50:0 (F5), 0:50:50 (F6), 50:25:25 (F7), 25:25:50 (F8), 25:50:25 (F9). Analizaron las
biopeliculas en cuanto a espesor, permeabilidad al vapor de agua, absorcién de humedad,
solubilidad en agua, propiedades de tensién, color, etc. La biopelicula F7 (50:25:25) mostré las
mejores propiedades. La solubilidad en agua, la absorcién de humedad y la permeabilidad al
vapor de agua de la biopelicula F7 fueron de 40.59%, 17.75% y 1.07 x 107 g/Pa h m,
respectivamente, y superaron a las demas biopeliculas. El color y las propiedades de tensién de
la biopelicula F7 fueron satisfactorios y mostraron una alta resistencia a la tension de 8.63 x 10°
Pa. La morfologia de la superficie de la biopelicula F7 se encontré lisa, uniforme y sin grietas a
través del analisis SEM. La descomposicidn térmica de todas las biopeliculas compuestas comenzé
por encima de los 200 °C. Incorporaron el aceite esencial de clavo a la solucién formadora de
biopelicula F7 seleccionada al 0.5, 1y 1.5% (v/v). La biopelicula incorporada con 1.5% de aceite
esencial de clavo mostré la mayor propiedad antimicrobiana contra Escherichia coli. Estas
biopeliculas compuestas eran biodegradables y poseian propiedades mecdnicas moderadas y una

tasa baja de transmisidén de vapor de agua.

Extrusion de mezcla de caseina y cera para la produccidon de biopeliculas comestibles como

portadoras de sorbato de potasio. El objetivo del trabajo de Chevalier et al. (2018) consistid en

evaluar el potencial del proceso de extrusién para producir biopeliculas de caseina de cuajo y
ceras (cera de abeja, candelilla y carnauba) portadoras de sorbato de potasio (KS), y analizar la
liberacion y potencial antimicrobiano del KS a 15 °C contra Escherichia coli ATCC 10536. Las ceras
no se afiadieron en una proporcion superior al 5% (p/p) para evitar que se produjera una ruptura

en el interior del material. Con el analisis SEM confirmaron la dispersidn homogénea de las ceras
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en las biopeliculas al someterse al proceso de extrusién. Las propiedades morfoldgicas de la
biopelicula se afectaron al afiadir cera al 1%y la adicidn de cera de abeja y carnauba al 5% también
tuvo un efecto significativo en la morfologia de la pelicula. Observaron que a mayor humedad
relativa (80%), el mddulo de Young (YM) y la resistencia a la tensiéon (TS) disminuyeron entre 5y
10 veces, y el alargamiento a la rotura (%E) aumento entre 2 y 9 veces. La presencia de KS inhibio
significativamente a E. coli, incluso a baja concentracidn y hasta después de 20 dias a 15 °C, lo que
les sugirié el efecto de la matriz de caseina como portadora de conservantes. Ademas,
demostraron una accion plastificante del KS al 10% de adicion sobre las propiedades mecanicas
(disminucidn de la TS y aumento del %E) y sobre las propiedades de barrera al agua. En lo que
respecta a la permeabilidad al vapor de agua (WVP), sélo la cera de abeja, entre las ceras

introducidas en las biopeliculas, fue eficaz para reducir la WVP en 20%.

Biopeliculas de caseina reticuladas con dacido tanico para aplicaciones de envasado de

alimentos. La investigacion de Picchio et al. (2018) tuvo como objetivo el uso de acido tanico (TA)

para producir biopeliculas plastificadas de caseina reticulada con propiedades fisicoquimicas
mejoradas y baja toxicidad. La preparacion de la biopelicula consistié en caseina (10% p/p),
glicerol (50% p/p), y TA (4, 8, 10, 15 y 20% p/p). Los resultados obtenidos mostraron que las
biopeliculas reticuladas presentaban una estructura de red, que fue modificada por la
concentracion de TA utilizada en la reaccidn de reticulacién. El aumento de la concentracién del
agente reticulante mejord la resistencia a la tension (TS), pero comprometio el alargamiento a la
rotura (EB). La solucién de caseina se comporté como un soélido viscoelastico, indicando la
existencia de enlaces fisicos cruzados. Observaron que el efecto producido por la incorporacion
de TA fue un desplazamiento de las bandas de la amida | (estiramiento de C=0) y la amida Il
(flexion de N-H); y un aumento relativo de la sefial de la primera, lo que atribuyeron a un fuerte
enlace quimico entre el compuesto ténico y la proteina. El uso de TA optimizé la resistencia al
agua de las biopeliculas. Ademas, investigaron la influencia del tiempo de almacenamiento sobre
la resistencia al agua de las biopeliculas. El grado de hinchamiento en el equilibrio resultante
disminuia notablemente. La estabilidad térmica de las biopeliculas mejoré6 mediante la
reticulacion con TA. Todas las biopeliculas pudieron considerarse no toxicas para las células hasta
una concentracion de extracto del 1%, pero a una concentracion superior al 10%, sélo los

extractos de TA; y TAs fueron tolerados. Aunque el TA sin reaccionar puede ser una fuente de
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toxicidad a altas concentraciones. Los ensayos de biodegradacion les mostraron que las
biopeliculas podian descomponerse facilmente después de 7 dias en condiciones de compostaje
y su tasa de degradacidn podia ser controlada por la concentracion de TA, debido a su actividad

antibacteriana.

Eficacia de las biopeliculas comestibles de caseina/natamicina para controlar el crecimiento de
moho y las propiedades microbioldgicas, quimicas y sensoriales durante la maduracion del

queso Kashar. El objetivo del estudio de Yangilar & Oguzhan Yildiz (2016) fue determinar la

eficacia de las biopeliculas de recubrimiento a base de caseina (Cas), caseina/natamicina (Cas/N)
y natamicina (N) en la prevencién del crecimiento de moho e investigar sus efectos sobre las
propiedades microbiolégicas y quimicas (pH, materia seca, grasa, acidez, sal, proteina, nitrégeno
soluble en agua, indice de maduracion, nitrégeno soluble en acido tricloroacético al 12% y pH 4.6
de nitrégeno soluble), los niveles de protedlisis y la evaluacion sensorial del queso Kashar
tradicional durante su maduraciéon (3, 30, 60 y 90 dias). La diferencia en los cambios
microbioldgicos y quimicos entre las muestras resultd ser significativa (P<0.05) durante el periodo
de maduracion. Los recuentos de moho mas altos y mas bajos los determinaron en las muestras
control (2.87 log UFC g™") y Cas/N (<1 log UFC g™"), respectivamente, a los 90 dias de maduracion.
En comparacién con los otros quesos, los quesos control y los recubiertos con Cas/N tenian
niveles mas altos de nitréogeno soluble en agua y de indice de maduracién al final del
almacenamiento. En cuanto a la evaluacidn sensorial, la N recibié la mayor puntuacidn de textura
(8.20), mientras que el queso de control (C) obtuvo la puntuaciéon mads baja (7.06). La muestra Cas
obtuvo las puntuaciones mas bajas de olor (7.40) y sabor (6.93). Las muestras N y Cas/N fueron
las preferidas por los panelistas. Este estudio es relevante ya que indica con éxito a través de las
muestras recubiertas con caseina, caseina/natamicina y soluciones de natamicina que los
materiales mencionados podrian ser utilizados como materiales de recubrimiento eficaces en la

fabricacion del queso tradicional Kashar.

Biopeliculas innovadoras bionanocompuestas de proteinas comestibles que contienen nisina

encapsulada en liposomas y nanoarcilla de halloysita. El objetivo del estudio de Boelter &

Brandelli (2016) fue desarrollar biopeliculas antimicrobianas comestibles de gelatina y caseina
incorporando nanoarcillas como refuerzo y liposomas de fosfatidilcolina que contienen nisina.

Prepararon liposomas con 0.5, 1.0 y 1.5 mg/mL de nisina a partir de dos fuentes de fosfatidilcolina
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(Phospholipon® y lecitina de soya). Los liposomas preparados con lecitina de soya o con
Phospholipon® mostraron una alta eficiencia de atrapamiento (94-100%) y un tamano de
particula que oscilaba entre 124 y 173 nm, excepto los preparados con lecitina de soya y 1.0
mg/mL de nisina. El grosor de las biopeliculas oscilé entre 0.057 y 0.111 mm; las biopeliculas de
gelatina eran significativamente mas gruesas que las de caseina a excepcién de la biopelicula de
caseina con liposomas y halloysita. Las biopeliculas presentaron actividad antimicrobiana contra
Listeria monocytogenes, Clostridium perfringens y Bacillus cereus: los halos inhibitorios fueron de
43 £+ 2 mm y 41 £ 2 mm para las biopeliculas de gelatina que contenian liposomas y las que
contenian liposomas + halloysita, respectivamente. Las biopeliculas de caseina que contenian
liposomas mostraron halos inhibitorios de 38 + 3 mm, mientras que las biopeliculas de caseina
con liposomas + halloysita mostraron halos de 37 + 2 mm. Las principales bandas de absorcion
fueron similares en las biopeliculas de caseina y gelatina: 1033-1040 cm™ (C-N), 1631-1636 cm™
(H-N) y 3282-3292 cm™ (O-H). Estas bandas son tipicas de la matriz proteica. La ausencia de
cambios significativos indica que no se produjeron interacciones quimicas entre los liposomas y
la halloysita con la matriz proteica de las biopeliculas. La microscopia electrdnica de barrido reveld
que las biopeliculas tenian una superficie lisa, pero mostraban una mayor rugosidad con la adicién
de liposomas y halloysita. Las biopeliculas de caseina eran mas finas y ligeramente amarillentas,

menos rigidas y muy elasticas en comparacién con las de gelatina.

Caracterizacion de nanoparticulas conjugadas de caseina y caseina-plata que contienen una
biopelicula bicapa multifuncional (pectina-alginato de sodio/caseina). En la investigacion de

Bora & Mishra (2016) han intentado desarrollar una biopelicula bicapa comestible (pectina-

alginato de sodio/caseina) con buenas propiedades de barrera y antimicrobianas, asi como con
propiedades funcionales mejoradas, incorporando nanoparticulas de caseina en la capa interna
de caseina y nanocompuesto conjugado de caseina-plata en la capa externa de pectina-alginato
de sodio. Observaron que el grosor de las biopeliculas se encontré en el rango de 0.13-0.20 mm.
El grosor de las biopeliculas que contenia el nanocompuesto S4 o S5 era mayor que el de las otras
biopeliculas que contenian nanocompuestos. La solubilidad en agua del nanocompuesto que
contenia la bicapa era significativamente menor que la de la biopelicula de control. La
permeabilidad al vapor de agua oscilé en 0.011-0.020 g H,O mm/cm?. Los valores de la tasa de

transmision de vapores (WVTR) fluctuaron entre 2.78x107° y 3.94x10° g H,0 mm/h cm? para las
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biopeliculas que contienen nanoparticulas. La adicion de plata-caseina conjugada en la capa de
pectina-alginato sddico y de caseina en la capa de caseina mejoré la resistencia a la tensién de la
biopelicula en comparacion con el control. La adicién de nanoparticulas de caseina (sintetizadas
a pH 11) mejord la estructura de la biopelicula y las propiedades mecanicas de la misma. Todas
las biopeliculas que contenian nanoparticulas mostraron una zona clara de inhibicion que oscilaba
entre 5.5y 8.5 mm. La biopelicula 13 mostré una zona de inhibicién clara de 8.5 mm. Al aumentar
la proporcién de plata durante la preparacién de los nanocompuestos conjugados de caseina y
plata, las propiedades antibacterianas de las biopeliculas también aumentaron. Los resultados
indicaron que todas las biopeliculas que contenian nanocompuestos tenian una superficie lisa,
una estructura compacta y una integridad estructural sin grietas ni cavidades, similar a la de las
otras biopeliculas compuestas. El nivel de nanoparticulas de caseina y las nanoparticulas
conjugadas de caseina y plata utilizadas en la biopelicula fueron seguras y biocompatibles, sin

efectos hemotodxicos detectables.

Biopeliculas de caseina: Los efectos de la formulacidn, las condiciones ambientales y la adicion

de pectina citrica sobre la estructura y las propiedades mecanicas. Bonnaillie et al. (2014)

caracterizaron las propiedades mecdnicas de las biopeliculas de caseinato de calcio
(CaCas)/glicerol (Gly) fundidas con disolvente (15% de sdlidos) (proporcién CaCas:Gly de 3:1) en
funcién de las condiciones ambientales y procesamiento, incluyendo el grosor de la biopelicula,
formulacidn de la solucién y humedad ambiental (de 22% a 70% de humedad relativa (HR) a ~20
°C). Observaron que con una HR constante, el alargamiento a la rotura (EAB) tenia una fuerte
dependencia positiva del grosor de la biopelicula. Al aumentar la HR, la resistencia a la tensién
(TS) y el mdédulo de tension (E) disminuyeron de forma aproximadamente lineal, mientras que la
EAB aumentd. Al incorporar del 0.05% al 1% (p/p) de pectina citrica (CP) a las biopeliculas de
CaCas/Gly siguiendo siete formulaciones diferentes, para alterar la red proteica y evaluar los
efectos de la CP en las propiedades de traccion de las biopeliculas de CaCas/Gly/CP. Con un grosor
de biopelicula constante y ~60% de HR, la adicién de 0.1% o 1.0% de CP a las biopeliculas aumentd
o disminuyd considerablemente la EAB, TS y E en diferentes direcciones y en diferentes grados,
dependiendo de la formulacidon, mientras que las micrografias dpticas también mostraron
configuraciones de red muy diferentes, lo que sugiere complejas interacciones caseina-pectina

dependientes de la formulacién y la estequiometria dentro de las biopeliculas secas.
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Preparacion y caracterizacion de biopeliculas de proteinas lacteas y su aplicacion para el

envasado de queso Cheddar. El estudio realizado por Wagh et al. (2014) tuvo como objetivos (a)

el desarrollo y caracterizacidon de biopeliculas comestibles basadas en proteinas de caseina y

suero y (b) la aplicacidn y evaluacion de estas biopeliculas para el envasado de queso Cheddar.

La resistencia a la tension (TS), la deformacion por tension (TE) y el médulo elastico (EM) de las
biopeliculas oscilaron entre 0.71y 4.58 MPa, 19.22 y 66.63 % y 2.05 y 6.93 MPa, respectivamente.
Las propiedades de las biopeliculas fueron influenciadas por el tipo de biopolimero (caseina y
concentrado de proteina de suero), el plastificante y su concentracidon. Al aumentar la
concentracion de plastificante, aumentaron el espesor de la biopelicula, el TE y la permeabilidad
de vapor de agua (WVP), pero disminuyeron el TS y el EM. Al aumentar la concentracidon de
plastificante hasta el nivel mas alto, el grosor de la biopelicula aumenté de 0.168 a 0.305 mm para
las biopeliculas plastificadas con glicerol y de 0.251 a 0.326 mm para las biopeliculas plastificadas
con sorbitol. Las biopeliculas de caseina mostraron unas propiedades de traccién superiores a las
de las biopeliculas de WPC. El WVP de las biopeliculas de caseina y WPC se situd entre 3.87 y
13.97 g mm m™2 h™ kPa™'. La permeabilidad al oxigeno de las biopeliculas de caseina era
relativamente menor que la de las biopeliculas de WPC, independientemente del plastificante
utilizado. Los datos sensoriales revelaron que la calidad sensorial del queso Cheddar no se vio

afectada por el envasado con biopeliculas de leche-proteina.
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1. JUSTIFICACION
El interés de la poblaciéon por alimentos frescos e inocuos con envases biodegradables que
permitan su consumo, conducen a la produccién de biopeliculas comestibles preparadas con

sistemas innovadores y que no utilicen alimentos como materia prima.

Estos envases biodegradables con actividad antimicrobiana permitirdn sustituir los conservantes
guimicos por conservantes naturales, que no suponen un riesgo a la salud publica y poseen una
alta efectividad de inhibicién contra diversos microorganismos patdégenos como: Listeria
monocytogenes y Staphylococcus aureus. Ademas de que estos envases biodegradables no
provienen de recursos no renovables ni contaminan como los plasticos a base de combustibles

fosiles.

La caseina como material base de biopeliculas comestibles es una opciéon viable por su facil
adquisicion (se obtiene a partir de la leche desnatada), bajo costo, biodegradabilidad, alto valor
nutricional, solubilidad en agua, alta estabilidad térmica, no toxicidad, y las propiedades que
aporta a la biopelicula, como buena barrera al oxigeno, resistencia a la tensién, elasticidad y
transparencia. Estas propiedades se pueden potenciar al emplearse en conjunto con

plastificantes, como el glicerol u otros materiales formadores de biopeliculas como la gelatina.

La nisina y natamicina, son las bacteriocinas mas utilizadas y estudiadas como conservantes de
alimentos por su espectro de accién contra bacterias patégenas y mohos respectivamente, se
consideran como aditivos permitidos por el Codex Alimentarius y son GRAS. Sin embargo, adn
estd poco estudiada su actividad antimicrobiana cuando se incorpora en biopeliculas a base de

caseina.

Por esta razdn, esta investigacion buscara probar la actividad antimicrobiana de las bacteriocinas
(nisina/natamicina) incorporadas a las biopeliculas con diferente proporcién de caseina vy glicerol,
evaluando el efecto de estas concentraciones en las propiedades fisicoquimicas y tener una idea

sobre su aplicabilidad como biopeliculas comestibles en la industria alimentaria.
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I1l. HIPOTESIS
Las biopeliculas preparadas con diferentes proporciones de polimero (caseina), plastificante
(glicerol) y distinta bacteriocina (nisina y/o natamicina), presentaran propiedades fisicoquimicas

y actividad antimicrobiana diferentes entre si.

3.1 OBJETIVOS
Objetivo general

Evaluar la actividad antimicrobiana de biopeliculas de caseina y bacteriocina sobre Listeria

monocytogenes.

Objetivos especificos

» Formular las biopeliculas a partir de caseina, glicerol y bacteriocina por el método de vaciado
en placa.

» Evaluar las caracteristicas fisicoquimicas de las biopeliculas: contenido de humedad,
capacidad de retencion de aceite y grupos funcionales.

» Comprobar la actividad antimicrobiana de las biopeliculas sobre el patégeno seleccionado:

Listeria monocytogenes.
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IV. MATERIALES Y METODOS

Métodos

La metodologia general estuvo dividida en 3 etapas: la primera fue la preparaciéon de las
biopeliculas, la segunda la caracterizacién fisicoquimica y la tercera la evaluacién antimicrobiana

(Figura 5). A continuacidn, se describe cada etapa.

Figura 5. Estrategia metodoldgica general.

4.1. Preparacion de las biopeliculas

Se utilizé la metodologia descrita por Akhter et al. (2019) con algunas modificaciones. El método

de vaciado en placa se utilizd para preparar las biopeliculas en proporciones diferentes (Anexo
A). Todos los aditivos fueron grado alimenticio a menos que se indique lo contrario. Se prepard la
solucién formadora de biopelicula (SFP) mezclando 3 g de grenetina y 97 mL de agua destilada en
una placa calefactora con agitacién (Arsa®, AR-311) a una temperatura de 40-50 °C hasta
homogeneizar. De forma simultdnea, se preparé la formulacién (F) en otra placa calefactora con
agitacion (WiseStir®, MSH-20A) a temperatura ambiente (25 °C); la F (Anexo A) consistio en la
mezcla de 2.5 % p/v de bacteriocina (Weiri (Shandong) Biotech Co., Ltd, China), 25 y/o 50 % p/v
de caseina (Glanbia® Ingredients Plc., Ballyragget, Co. Kilkenny, Irlanda), 25 y/o 50 % v/v de
glicerol y agua destilada (csp) si la F lo requeria para lograr el 10% p/v. Tanto la SFP y F se llevaron
a una agitacién media durante 30 min (Figura 6). Después de la dispersién completa, se incorpord
la F ala SFP y se mezclaron durante 10 min a temperatura ambiente. El resultado de la mezcla se
vertié en la misma cantidad sobre placas de vidrio para secar en un horno de conveccién forzada
(BINDER®, FD-53) a 35 °C durante 24 h. Las biopeliculas secas se despegaron cuidadosamente de
las placas de vidrio y se almacenaron en un desecador a temperatura ambiente. Tanto la
preparacién como el despegado de las biopeliculas se realizaron en una campana de extraccién

de gases (EMILAB®).
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Figura 6. Preparacion de biopeliculas. Preparacion de la solucidon formadora de biopelicula (SFP),

formulacidn (F) y el vaciado en placas de vidrio.

4.2. Caracterizacion fisicoquimica

La caracterizacion se realizé6 de acuerdo con lo propuesto por Pérez-Vergara et al. (2020) y

Pedrosa-Silva et al. (2019). El grosor y diametro de las biopeliculas se determiné usando un

vernier digital en cinco posiciones aleatorias. Los reactivos empleados en las técnicas de

caracterizacion fueron grado analitico.

Contenido de humedad. El contenido de humedad fue determinado por el método gravimétrico,
empleando un horno de conveccién forzada (BINDER®, FD-53) a 120 °C hasta alcanzar el peso
constante, para este procedimiento se utilizdé una balanza analitica (ADAM®, PW 124). Las

mediciones se realizaron por quintuplicado y el contenido de humedad se determiné con la Ec. 1:

Peso inicial de la muestra (g)—Pérdida de peso en la muestra (g)

% Humedad =

x 100 [Ec. 1]

Peso inicial de la muestra (g)

donde el peso inicial de la muestra es el peso de la muestra antes del secado y la pérdida de peso
en la muestra es la diferencia entre el peso de la muestra con la charola después del secado y el

peso de la charola antes del secado.

Capacidad de retencion de aceite. Las muestras de biopeliculas se sumergieron en 5 mL (pH 7)
de aceite comestible comercial de canola-soya (Patrona®, México) y se agitaron a 50 rpm durante

30 min de manera constante a 25 °C en un bafio Maria (Lab. Companion®, BS-06). Después, las
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muestras se filtraron con una bomba de vacio (WELCH®, 2522B-01) hasta que no existio goteo de
aceite. Las biopeliculas impregnadas de aceite se pesaron en vasos de precipitados a peso

constante y la capacidad de retencion de aceite (CRA) se determiné empleando la Ec. 2:

eso de la muestra impregnada en aceite—peso de la muestrasin aceite
CRA (8/g) =" pree P [Ec. 2]

peso de la muestra sin aceite

Analisis estructural IR-TF. Las interacciones estructurales de la SFP, F, plastificante y bacteriocinas
se analizaron en un espectrometro infrarrojo de Transformada de Fourier (IR-TF) (PerkinEImer®,

Spectrum 100). Los espectros obtenidos se registraron entre 4000 cm™ y 400 cm™.

4.3. Actividad antimicrobiana

Se evalué empleando la metodologia propuesta por Mittal et al. (2020) con algunas

modificaciones. Se aplicé el método de difusién de agar. Los reactivos y los medios de cultivo
empleados fueron grado analitico. Todo el equipo empleado en el andlisis se esterilizd en
autoclave (AESA®, CV300) y desinfectd con etanol al 70 %. Se utilizé una ldmpara de luz
ultravioleta dentro de una campana de flujo laminar (PRENDO®, CFL-102 NW) durante 30 min
para desinfectar el area de trabajo previamente. Primero se tomd una proporcién del stock de
glicerol con Listeria monocytogenes CDBB-B-1426 (Coleccién Nacional de Cepas Microbianas y
Cultivos Celulares (CDBB) del CINVESTAV), usando el asa bacteriolégica y un tubo con bufer de
fosfatos pH 7 esterilizado previamente y se procedié a realizar las diluciones seriadas en los tubos
restantes (Figura 7A). Después se colocd 1 mL de cada dilucién en placas de Agar Mueller Hinton
(DIBICO®, México) con el propdsito de verificar el crecimiento microbiano a 37 °C durante 24 h
(Figura 7B). La dilucion elegida fue 1x107° UFC mL™" (Figura 7C), por lo que en las etapas sucesivas
se realizd la siembra de la bacteria sobre Agar Mueller Hinton (DIBICO®, México) usando
movimientos oscilatorios para garantizar la homogeneizacidn de la bacteria y se colocaron tres
discos de biopeliculas en cada placa (Figura 7D). Las placas se dejaron reposar durante 15 min a
temperatura ambiente que permitio la propagacion de compuestos bioactivos de las biopeliculas.
Se usé unaincubadora (Felisa®, FE-132AD) a 37 °C durante 24 h (Figura 7E) y se midié el didmetro
de la zona transparente alrededor de las biopeliculas, incluyendo el diametro del disco en mm
(Figura 7F). Se utilizaron dos controles: uno negativo, que correspondia a medio de cultivo

Mueller Hinton (DIBICO®, México), sin Listeria monocytogenes y sin biopelicula y otro positivo,
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gue consistid en medio de cultivo sin Listeria monocytogenes y con biopeliculas control. Las

determinaciones se realizaron por quintuplicado.

Figura 7. Proceso de la técnica de difusion en Agar Mueller Hinton.

4.4. Diseilo experimental y analisis estadistico

El disefio experimental fue completamente al azar con arreglo factorial 23, los factores fueron:
tipo de bacteriocina (nisina y natamicina), porcentaje peso en volumen de caseina (25 y 50 %) y
porcentaje volumen en volumen del plastificante (25 y 50 %), con cinco repeticiones por
interaccion (Anexo A). El analisis estadistico de los datos obtenidos en la caracterizacidon
fisicoquimica se realizé un ANOVA, seguido de una prueba de pares por Tukey a 5% de nivel de

significancia. El software utilizado fue el SAS (Statistic Analysis System, versidon 2004).
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Preparacion de las biopeliculas

El método de vaciado en placa se mostré como una buena opcidn para la preparacidon de
biopeliculas con caseina y antimicrobianos (nisina y natamicina). En la Figura 8, se observa que la
biopelicula control caseina-glicerol (Figura 8A) resulté diferente en apariencia a las biopeliculas
preparadas con natamicina que fue opaca (Figura 8B) y nisina que fue ligeramente transparente
(Figura 8C). La adherencia sobresalié en la biopelicula con nisina que fue reflejada en los limites
de la circunferencia, limitando la facilidad para manipular la biopelicula a diferencia de la obtenida

con natamicina.

Figura 8. Biopeliculas obtenidas, A) Control; B) con Natamicina; C) con Nisina.

En la Tabla 2, se muestran los resultados obtenidos de la medicién del didmetro y espesor de las
biopeliculas. En general, las biopeliculas de natamicina presentaron un didmetro mayor a las de
nisina, esto puede deberse a la adherencia de las biopeliculas de nisina, que provocaba un
enrollamiento de las orillas al momento de despegar de la placa de vidrio, disminuyendo su
didametro. La biopelicula NA2525 presenté el mayor diametro (94.04 mm), mientras que la
biopelicula NI5025 presentd el menor (66.90 mm). Existié diferencia significativa (P<0.05) en el
diametro de la biopelicula NI5025 con respecto a todas las biopeliculas preparadas incluyendo la
biopelicula control. Las biopeliculas preparadas con natamicina NA2525, NA5050, NA2550 vy
NA5025 no muestran diferencia estadistica (P<0.05) en el didmetro. La apariencia general de

estas biopeliculas puede observarse en el Anexo B.
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Tabla 2. Didametro y grosor de biopeliculas de caseina/bacteriocinas.

Tratamiento Diametro, (mm) Espesor (mm)

Control 92.11¢% 0.250¢
NA2525 94.04d 0.165°
NA2550 87.36% 0.225b¢
NA5025 86.44 0.2012
NA5050 89.30d 0.1923b
NI2525 73.39b 0.256¢
NI2550 82.99¢ 0.255°¢
NI5025 66.90° 0.265¢
NI5050 83.05¢ 0.312¢
EEM 2.315 0.018

En la misma columna, los valores que no comparten letras indican diferencia significativa (P<0.05). EEM: error estandar de la media.

Por otro lado, el andlisis estadistico demuestra que el espesor es similar en las biopeliculas
preparadas con caseina y natamicina NA2525, NA5025, NA5050 y NA2550. La biopelicula de
menor espesor fue NA2525 (0.165 mm) y la de mayor espesor fue NI5050 (0.312 mm). No
obstante, el espesor de las biopeliculas preparadas con caseina y nisina son estadisticamente
analogas entre si (N12550, N12525, N15025), ademas, el espesor de estas biopeliculas es similar a
la biopelicula control. De acuerdo con la hoja técnica proporcionada por el proveedor, la nisina
es mas soluble en agua que la natamicina, esta propiedad puede afectar el espesor después del
secado de las biopeliculas. El analisis estadistico demostrd que el espesor de las biopeliculas es
diferente (P<0.05) cuando se utiliza nisina o natamicina en F. Aunque el método de preparacion
empleado en este trabajo de investigacion usando SFP y F favorece la solubilidad de la nisina
permitiendo obtener biopeliculas de diametro y espesor similar, los resultados mostraron que

existen diferencias cuando se usa nisina o natamicina en la preparacién de las biopeliculas.

Una de las caracteristicas deseables en las biopeliculas es que sean materiales delgados. Las
biopeliculas de caseina y natamicina (NA2525, NA2550, NA5025 y NA5050) tienen un espesor que

va de 0.165 a 0.225 mm, entra en el intervalo de 0.050-0.250 mm que Hammam, 2019 propone

como espesor ideal para las biopeliculas comestibles. También coincide con el resultado obtenido

por Bora & Mishra (2016) en biopeliculas de caseina con espesor de 0.13-0.20 mm. Wagh et al.
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(2014) reportaron un espesor de 0.17 a 0.31 mm en biopeliculas de caseina plastificadas con
glicerol, siendo el intervalo en el que coinciden tanto las biopeliculas de caseina-natamicina como

las de caseina-nisina, ademas de la pelicula control. Namratha et al. (2020) reportaron un espesor

en sus biopeliculas de pectina-alginato-caseina de 0.23 mm. En el trabajo de Wagh et al. (2014)

la concentracion del plastificante influyd en el espesor (a mayor concentraciéon mayor espesor), a
diferencia de este trabajo en el que la concentracién del plastificante no tuvo un efecto
significativo (P<0.05) en el espesor. Ademas de que solo se utilizé entre 5y 2.5 mL (50 y 25 % v/v)
de plastificante en la formulacion de las biopeliculas. La biopelicula con mejor diametro y grosor

fue la NA2525.

5.2. Caracterizacion fisicoquimica

5.2.1. Contenido de humedad y capacidad de retencion de aceite

La presencia de humedad en la formulacidn de los alimentos influye en la seguridad y estabilidad
de éstos, asi como en las caracteristicas fisicas, quimicas, microbioldgicas y nutricionales. Algunos
ejemplos evidentes son el peso seco, la densidad, viscosidad del producto, conductividad eléctrica
y pH. Los resultados de la Tabla 3 muestran el porcentaje de humedad de las biopeliculas
preparadas con caseina y bacteriocinas. Las biopeliculas con menor contenido de humedad
fueron NI5025 (34.01 %), NI12525 (35.20 %), NA5025 (36.70 %) y NA2525 (39.57 %); todas por
abajo del 50 % vy sin diferencias estadisticas significativas (P<0.05) entre ellas. Mientras que las
biopeliculas restantes presentaron un contenido de humedad mayor al 50 % incluyendo la
biopelicula control. Este resultado indica que la SFP y la concentracion del plastificante empleado
en la formulacion retienen humedad a la biopelicula. Esto se puede verificar cuando se comparan
las biopeliculas NA2525 (39.57 %) y NA2550 (57.81 %) con un contenido de humedad diferente
(P<0.05), se observa la misma bacteriocina, la misma concentracion de caseina, pero diferente

concentracion de plastificante.

La capacidad de retencion de aceite (CRA) es una propiedad funcional que corresponde a la
cantidad de aceite que una muestra o alimento puede absorber por unidad de peso. En general
se puede asumir que un ingrediente o alimento con CRA alta se puede utilizar para mejorar la
textura de otros alimentos, también se puede utilizar para mejorar algunas propiedades
sensoriales como la jugosidad de alimentos de origen animal como quesos y productos carnicos.

Los resultados mostrados en la Tabla 3 indican que las biopeliculas preparadas con caseina y
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bacteriocina son similares y que no existe diferencia estadistica significativa (P<0.05) en la CRA
entre tratamientos. No obstante, se observa que las biopeliculas NI5025 y NA5025 con la misma
concentracién de caseina y glicerol como plastificante presentan la mayor CRA, 0.238 y 0.231 g/g
respectivamente, pero sin diferencia estadistica entre ellas. Solo estas dos biopeliculas muestran
diferencia en CRA respecto al control. La CRA de las biopeliculas NA2525, NA2550, NA5050,
NI2525, NI12550 y NI5050 es similar entre ellas con valores entre 0.144-0.195 g/g.

La CRA no ha sido muy estudiada en biopeliculas de caseina, por lo que no se tiene un precedente
para comparar los resultados. En general, la CRA de las biopeliculas de nisina y natamicina fue
similar entre si, en el caso de la CRA de NI5025 y NA5025, puede deberse a que la concentracion
menor del glicerol, facilita la interaccion entre los componentes de la biopelicula y el aceite

comestible.

Tabla 3. Contenido de humedad y CRA de biopeliculas de caseina/bacteriocinas

Tratamiento Humedad, % CRA, g/g

Control 54.89b¢ 0.118?

NA2525 39.57° 0.1952b
NA2550 57.81¢ 0.1442
NA5025 36.70° 0.231°

NA5050 54.86°¢ 0.150%
NI2525 35.20° 0.1962
NI2550 52.97° 0.163%
NI5025 34.01° 0.238°

NI5050 51.14° 0.1742b
EEM 2.217 0.037

En la misma columna, los valores que no comparten letras indican diferencia significativa (P<0.05). EEM: error estandar de la media.

Los datos de humedad (%) obtenidos en este trabajo fueron de 34.01 hasta 57.81 %. Picchio et al.
(2018) obtuvieron un contenido de humedad (HC, por sus siglas en ingles) de 24.4 % para
biopeliculas de caseina sin tratar (control), y para las demas biopeliculas de caseina con diferente

concentracion de acido tanico (TAa,g,10,15,20) S€ mantuvo de 11-16 %. Saikia & Badwaik (2018),

reportaron un % de humedad de un 36.30 % para biopeliculas de caseina, 30.75 % para

biopeliculas de gelatina y 32.17 % para biopeliculas de caseina-gelatina. Bora & Mishra (2016),
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realizaron biopeliculas de pectina-alginato de sodio/caseina con nanoparticulas conjugadas de
caseina y caseina-plata, el control tuvo un 44.03% de HC, mientras que los demas tratamientos
tuvieron un % de humedad de 38.16 a 42.80 %. Se pueden observar las diferencias entre los
resultados obtenidos, esto se puede deber principalmente a que ademads de la caseina, algunos

autores como Picchio et al. (2018) y Bora & Mishra (2016) usaron otros polimeros y aditivos que

cambian las propiedades de las biopeliculas resultantes, el trabajo de Saikia & Badwaik (2018) fue

el mas similar con los resultados de esta investigacion.

También se evalud la correlacién entre las variables CRA, humedad, espesor y diametro; los
resultados demostraron que existe una correlacion inversa entre la humedad (%) y CRA (g/g), es
decir cuando la humedad aumenta en las biopeliculas preparadas con bacteriocinas, entonces la
CRA disminuye (Tabla 4) y la probabilidad de que esto suceda es 34 %. Este resultado es
importante porque permite tomar decisiones sobre la aplicacion final de las biopeliculas, es decir
si lo que se desea es que las biopeliculas presenten CRA alta entonces se requiere disminuir el
contenido de humedad en ellas y esto se puede lograr empleando menos proporcién de
disolvente en la SFP y menos plastificante en la F. De forma similar, cuando se compara el
diametro (mm) y CRA (g/g), existe una correlacién inversa que indica que cuando el didmetro
disminuye, la CRA aumentard con una probabilidad del 16 %. Esta correlacién es poco intuitiva ya
que al requerir mayor CRA en la biopelicula esto se puede lograr disminuyendo el diametro.
Finalmente, existe dos correlaciones directas que se aprecian entre el espesor (mm) y CRA (g/g)
con una probabilidad del 27 % y entre la humedad (%) y el didmetro (mm) con un 34 % de
probabilidad que al aumentar la humedad en las biopeliculas también aumente el didmetro de

las mismas.
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Tabla 4. Coeficientes de correlacién entre CRA, humedad, espesor y diametro de las biopeliculas.

Coeficientes de correlacion Pearson

Variables CRA, g/g Humedad, % Espesor, (mm) Diametro, (mm)
CRA, g/g sC -0.34 0.27 -0.16
sC 0.02 0.07 0.31
sC 45 45 45
Humedad, % sC sc 0.06 0.34
sc sc 0.69 0.02
sc sc 45 45
Espesor, (mm) sc sc sc -0.08
sc sc sC 0.44
sc sc sc 90

sc: sin correlacion

5.2.2. Analisis estructural IR-TF

La IR-TF es una técnica que permite conocer la estructura quimica (grupos funcionales y sus
interacciones) de muestras sodlidas, liquidas y gaseosas, es idonea por ser simple, rdpida, no
invasiva con la muestra y permite leer todas las longitudes de onda a la vez. Algunas interacciones
a nivel estructural entre la SFP y la formulacién, es posible analizarlas con esta técnica. En la Figura
9, se pueden apreciar los espectros de los diferentes tratamientos, control, natamicina (Figura

9A, azul) nisina (Figura 9B, rojo), asi como de la caseina, grenetina y glicerol (Figura 9C).

De forma complementaria se concentran los grupos funcionales y el tipo de vibracidn, asi como
la zona de absorcion en el Anexo C, con el fin de guiar la interpretacidon que a continuacién se
describe. Los espectros de las biopeliculas preparadas con bacteriocinas fueron similares entre si,
las diferencias son apreciables cuando estos espectros se comparan con los espectros de las
bacteriocinas. Para fines practicos se resumen en lo siguiente: A) Diferencias espectrales de las
bacteriocinas: la natamicina (espectro azul) presenta bandas a 1714 cm™, 1570 cm™, 1267 cm™y
1002 cm™. La nisina (espectro rojo) presenta bandas a 3283 cm™ (tension O-H del grupo COOH),

2966 cm™ (tensidn C-H), 1646 cm™, 1538 cm™, 1233 cm™. La diferencia mas evidente estd en la
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zona de 1640 y 1520 cm™ donde pueden estar presente varias vibraciones, por ejemplo, las
bandas de estiramiento de C=0 y C=C de los acidos carboxilicos, ésteres y amidas de acidos
carboxilicos y proteinas. Estas bandas solo estan presentes en la nisina y ausentes en la
natamicina. B) las diferencias espectrales en los componentes de la SFP y F; se observan bandas
a 3282 cm™, 2962y 2974 cm™, 1636 cm™ y 1635 cm™, 1520 y 1531 cm™, 1233 y 1240 cm™ para
la caseina y grenetina respectivamente. La banda en 1030 cm™ (tensiéon C-O en el alcohol
primario) y las bandas en 3289 y 921 cm™ (tension y flexién del grupo O-H) corresponden al
glicerol. Mientras que la caseina (espectro verde) y la grenetina (espectro naranja) son similares
entre si, presentan bandas caracteristicas en la zona entre 1630 y 1520 cm™. Estas bandas estan
completamente ausentes en el glicerol (espectro rosa). El glicerol posee una banda caracteristica
en la zona de tensidén y flexién del grupo O-H. Finalmente, C) diferencias espectrales presente en
los tratamientos con natamicina (NA2525, NA2550, NA5025 y NA5050) que no muestran
diferencia entre si, pero si una ligera diferencia con respecto al control; los picos a 2935-2933
cm™, 1637-1633 cm™, 1553-1549 cm™ y 1240 cm™ corresponden a los grupos amida de las
proteinas (caseinay grenetina); las bandas 3289-3282 cm™, 1037-1032 cm™, 922-919 cm™ indican
la presencia del glicerol. La interaccion de la natamicina con los demds componentes es débil. Los
tratamientos con nisina (N12525, N12550, NA5025 y NA5050) son muy similares entre siy con una
diferencia mas marcada con respecto al control (a diferencia de los tratamientos con natamicina);
los tratamientos presentaron bandas a 3289-3282 cm™, 2940-2933 cm™, 1644-1634 cm™, 1551-
1548 cm™, 1239-1233 cm™, 1036-1034 cm™, 922-921 cm™. Se pueden observar picos en los
grupos funcionales de las proteinas (grenetina y caseina), el glicerol y la nisina. Esta ultima
comparte los grupos amida de la caseina y grenetina, por lo que no se puede apreciar la

interaccion de los enlaces entre los compuestos.

Las bandas de la caseina obtenidas del analisis estructural IR-TF de las biopeliculas de natamicina
y nisina coinciden con los picos a 1645-1666 cm™ (amida 1), 1540-1550 cm™ (amida Il) y 1232-
1242 cm™ (amida lll) reportados por Picchio et al. (2018). También tiene bandas a 3200-3300 cm™

y a 2960 cm™ (vibraciones de tensidn de los grupos -CH,). Namratha et al. (2020), informan que

las bandas de la caseina se encuentran a 3455 cm™, 1661 cm™ y 1510 cm™. Boelter & Brandelli

(2016), concluyeron que las principales bandas de absorcion eran similares en las biopeliculas de

caseina y gelatina: 1033-1040 cm™, 1631-1636 cm™ y 3282-3292 cm™. El espectro de la nisina
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reportado por Bernela et al. (2014), da una banda ancha a 3288 cm™ (estiramiento OH del grupo

COOH), un pico a 2960 cm™, 1232 cm™, 1645 cm™ (grupo amida) y 1527 cm™ (flexién de la amina

1), similar al espectro de nisina que se obtuvo en el trabajo. Mo et al. (2021) notificaron picos a

1002 y 1267 cm™ para las vibraciones C-O-C en el éter, 1713 cm™ para el éster conjugado, y 1572
cm™ para la amina primaria que representan la natamicina. En general, se puede apreciar la
presencia del grupo amida representativo de las proteinas (caseina y grenetina), del grupo amino,
éster, éter (natamicina). La nisina al ser un péptido comparte grupos funcionales con el polimero,
por lo que tienen casi las mismas caracteristicas y no se aprecia diferencia entre los picos (al estar

uno encima del otro). A diferencia de la natamicina, que las interacciones son débiles.

— NA2550

= = NA5025
NA5050

= = =+ NA2525

= Control

— Natamicina

— NI2550
= = NI5025
© NI5050
= = = +NI252515
- Control
= Nisina

B)

Caseina
Grenetina
- Glicerol

Q)

3000 2000 1000
Figura 9. Espectros FTIR: A) Biopeliculas con Natamicina, B) Biopeliculas con Nisina y C) Caseina,

grenetina y glicerol.
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5.3. Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana en biopeliculas que revisten alimentos es una propiedad deseada,
puesto que ayuda a preservar por mas tiempo el alimento sin alterar sus caracteristicas
sensoriales, ademas de la prevencion del riesgo de contraer una enfermedad de transmision
alimentaria. Tanto las biopeliculas preparadas con natamicina (NA2525, NA5025, NA2550 vy
NA5050) como las biopeliculas con nisina (N12525, NI5025) presentaron actividad bactericida
(Anexo D). Los controles no presentaron crecimiento microbiano durante el tiempo que se realizé
el experimento (Figura 10A y B). A pesar de que se esperaba mas actividad antimicrobiana en las
biopeliculas con nisina, solo NI2525 y NI5025 presentaron halos de inhibicién (Figura 10D y 10F).
Las biopeliculas con natamicina presentaron halos de inhibiciéon en todos los tratamientos, en la

Figura 10C y 10E se muestran algunas representaciones de estos halos de inhibicidn.

Figura 10. Halos de inhibicion de biopeliculas, A) Control negativo; B) Control positivo, C) NA5025,
D) NI2525, E) NA2525, F) N15025.
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El halo de inhibicién se produce debido a la presencia de las bacteriocinas soportadas en las
biopeliculas que al ser depositadas en la caja Petri previamente inoculada con el patégeno, entra
en contacto con la superficie del Agar y entonces se difunde radialmente a través del disco de
biopelicula que contiene las bacteriocinas. La biopelicula y el Agar inoculado forman un gradiente
de concentracién hasta llegar al equilibrio y después de 20 o 24 h de incubacién es posible
visualizar en la interfase una circunferencia mas o menos regular que indica la sensibilidad

existente entre la bacteriocina y la bacteria patégena (L. monocytogenes).

El halo de inhibicidn presente en las placas de Agar previamente inoculadas con L. monocytogenes
fue determinado en todas aquellas que lo presentaron y los resultados estan concentrados en la
Tabla 5. En general, se reportan dos mediciones, horizontal (2-4) y vertical (1-3); el tratamiento
NA2550 fue el que presentd el halo de inhibicién de mayor tamafio (35.57 mm), seguido de
NA5025 (33.01 mm) mientras que el tratamiento NI5025 presentd el halo de inhibicion mas

pequeiio (10.89 mm).

Tabla 5. Didmetro de halos de inhibicidn de los diferentes tratamientos de natamicina y nisina.

Halo de inhibicion (mm)

Tratamiento 1-3 2-4 Promedio (mm)
NA2525 21.95 21.20 21.57
NA2550 32.45 38.68 35.57
NA5025 33.75 32.27 33.01
NA5050 29.14 27.52 28.33
NI2525 34.65 29.26 31.95
NI5025 10.35 11.43 10.89
NI2550 SH SH SH
NI5050 SH SH SH

SH: Sin halo de inhibicidn; SC: Sin crecimiento bacteriano

Se esperaba que todas las biopeliculas con nisina presentaran actividad bactericida, aunque
fueron las biopeliculas de diferentes concentraciones de natamicina las que presentando mayor
actividad antimicrobiana. Los halos de inhibicidn presentaron un tamafio que iba de 10.35x11.43

mm a 32.45 x 38.68 mm. Apriliyani et al. (2020) reportaron un didmetro de la zona de inhibicién

de 12.10a 26.92 mm en biopeliculas de caseina-quitosano contra S. aureus, E. coli, Salmonella sp.
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y L. bulgaricus. Namratha et al. (2020) observaron diametros de la zona de inhibicién de 31.20,

14.38 y 12.77 mm para E. coli, S. aureus y S. flexneri respectivamente, en biopeliculas de pectina-

alginato-caseina incorporadas con probidticos. Chevalier et al. (2018) notificaron diametros de

inhibicién de entre 20 y 60 mm para todas las formulaciones para la cepa E. coli. Las areas de
inhibicidn experimentales para la difusién inducida por las biopeliculas que contienen aceite
esencial (0.5%, 1%, 1.5%) contra E. coli van de 18.21, 34.85 y 84.47 mm?, respectivamente, de

acuerdo a lo que notifican Saikia & Badwaik (2018) en su trabajo. Boelter & Brandelli (2016)

informaron que tanto las biopeliculas de gelatina como las de caseina mostraron actividad
antimicrobiana contra L. monocytogenes, C. perfringens y B. cereus, los halos inhibitorios fueron
de 43 mmy 41 mm para las biopeliculas de gelatina que contenian liposomas y las que contenian
liposomas + halloysita, respectivamente. Las biopeliculas de caseina que contenian liposomas
mostraron halos inhibitorios de 38 mm, mientras que las biopeliculas de caseina con liposomas +

halloysita mostraron halos de 37 mm. En el trabajo de Bora & Mishra (2016), obtuvieron halos de

inhibicidn de 6-8.5 mm para biopeliculas bicapa comestibles incorporadas con nanoparticulas y
nanocompuestos contra E. coli. Como se puede observar, los datos reportados en la literatura no
varian de los obtenidos en este trabajo, a pesar de que son biopeliculas con diferente compuesto

activo, en este caso bacteriocinas.
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VI. CONCLUSIONES

El método de vaciado en placa en la preparacidn de biopeliculas con bacteriocinas soportadas
permitid observar diferencias cualitativas en transparencia y adherencia; aunque no fueron
variables medibles y obtenidas en este trabajo de investigacion, permitieron identificar las
diferencias fisicoquimicas entre las biopeliculas.

La concentracién de plastificante empleada y probada en formulacién fue consistente con la
apariencia de las biopeliculas, ya que se obtuvieron biopeliculas con diferencias evidentes
entre si. La SFP fue consistente con la F ya que esto permitié apreciar las diferencias en las
caracteristicas fisicoquimicas y en la actividad antimicrobiana.

Se demostro que el espesor y diametro de las biopeliculas es diferente cuando se utiliza nisina
o natamicina en formulacién (F). El plastificante no tuvo un efecto significativo (P<0.05) en el
espesor.

Las biopeliculas NI/NA5025 y NI/NA2525 no tuvieron diferencia significativa entre si (P<0.05),
pero si hubo diferencia significativa (P<0.05) con respecto a las biopeliculas NI/NA5050 y
NI/NA2550. Este resultado indica que la SFP y la concentracion del plastificante empleado en
la formulacién retienen humedad a la biopelicula.

Estadisticamente (P<0.05) las biopeliculas preparadas con caseina/bacteriocina tienen CRA
similar, aunque NI5025 y NA5025 fueron las de mayor CRA. Se demostré que existe una
correlacion inversa entre la humedad (%) y CRA (g/g), lo cual es de gran importancia para la
toma de decisiones del uso y preparacion de la biopelicula.

La CRA y la humedad en las biopeliculas obtenidas demuestra que la hipdtesis se cumple en
ambos tratamientos, no obstante, la mayor aportacién de estos resultados es la correlacion
gue existe de estas variables con el espesor y el didmetro. El conocimiento de esta
informacién permitira optimizar la posible aplicacién de las biopeliculas, ya sea como
empaque para alimentos de origen vegetal o como recubrimiento temporal de quesos y
productos carnicos.

La determinacién de los grupos funcionales de las biopeliculas, asi como los componentes de
la SFP (grenetina) y la F (caseina, glicerol y bacteriocina) permite visualizar la aportacién de
cada componente. Esto es apreciable en las zonas caracteristicas de las bandas de absorcion

gue estdn ausentes principalmente en las bacteriocinas.
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La actividad antimicrobiana expresada por el halo de inhibicién de la bacteria patégena L.
monocytogenes, mostrd aparente sensibilidad hacia el antimicrobiano natamicina. No
obstante, la posible sensibilidad hacia el antimicrobiano nisina permite establecer la
importancia de probar otras concentraciones de bacteriocinas en la preparacion de

biopeliculas con mejor respuesta en la inhibicidn de este y otros patégenos alimentarios.
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VII. PERSPECTIVAS

El uso de ingredientes de bajo costo, inocuos y con actividad antimicrobiana en la industria
alimentaria obedece a la necesidad de conservar alimentos frescos y minimamente
procesados. Si estos antimicrobianos estan presente en empaques comestibles y/o
biodegradables, no solo coadyuvan en la conservaciéon, también mejoran propiedades
sensoriales, nutricionales y degustables.

Este trabajo de investigacion debe complementarse con el analisis de propiedades coligativas,
reoldgicas, mecanicas, sensoriales y nutricionales. Es un error considerar este trabajo
concluyente o definitivo. Sin embargo, es posible orientar estos resultados a posibles
aplicaciones en la industria alimentaria.

El uso de aditivos alimentarios en la industria tiene fuerte regulaciones internacionales, sin
embargo, en México no existe legislacion vigente que regule la concentracién maxima
permitida en los alimentos de consumo bdsico como la leche y la carne fresca, asi como en los
subproductos artesanales como los quesos y embutidos. Las dosis empleadas en este trabajo
de investigacion estan por debajo de lo permitido por la norma internacional. Si con esta
concentracion es posible demostrar actividad o sensibilidad antimicrobiana sobre bacterias
patégenas como L. monocytogenes, entonces los resultados pueden aproximarse al aumento
de la concentracién de bacteriocina sin comprometer el limite permitido.

Es preciso realizar un andlisis bioquimico sobre los antimicrobianos para comprender su
mecanismo de accién y complementar la investigacién.

Es necesario complementar el analisis estadistico con un analisis multivariado (MANOVA),
para determinar el factor (contenido del plastificante, tipo de antimicrobiano o contenido de
caseina) que afecta en la caracterizacidén fisicoquimica y actividad antimicrobiana.

Es necesario probar concentraciones diferentes de antimicrobianos soportados en las
biopeliculas, asi como su sensibilidad y respuesta hacia otras bacterias y hongos patdgenos
capaces de transmitir enfermedades.

Es necesario probar otros métodos de sensibilidad o inhibicién bacteriana, el método de
formacién de halo de inhibicién o antibiograma es un método semi-cuantitativo no

concluyente.
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e Esta investigacién se complementa horizontalmente con otro trabajo de investigacion
(resultados en proceso de publicacidon) donde se explord la morfologia, la interaccion entre

grupos acidos y basicos de las biopeliculas y la capacidad antioxidante.
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IX. ANEXOS

Anexo A. Disefio experimental con arreglo factorial 23 de diferentes formulaciones para la

preparacion de biopeliculas

Factores
Bacteriocina Caseina Glicerol Cadigo
Control
Natamicina 25 25 NA2525*
Natamicina 25 50 NA2550*
Natamicina 50 25 NA5025*
Natamicina 50 50 NA5050
Nisina 25 25 NI2525*
Nisina 25 50 NI2550*
Nisina 50 25 NI15025*
Nisina 50 50 NI5050

*Tratamientos a los que se les afiadio agua destilada (csp) para completar el 10 % p/v. EI 25y 50 % p/v o v/v corresponden a 2.5y 5 g/mL o mL/mL,

la bacteriocina es 2.5 % p/v (0.25 g/mL).
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Anexo B. Biopeliculas preparadas con natamicina y nisina

NA2525 NA2550 NA5025 NA5050

NI12525 NI12550 N15025 NI5050
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Anexo C. Longitud de onda y tipo de vibracién de diferentes grupos funcionales

Longitud de onda (cm™)

Tipo de vibracién

3300-3200

2980-2920
1716-1713
1666-1630
1555-1520
1449-1441
1414-1412
1242-1232
1267 y 1002
1087-1029
923-910

Tension O-H

Tension N-H

Tension simétrica y asimétrica C-H
Ester conjugado

Tensién C=0 (Amida I)

Flexién N-H; Tension C-N (Amida I1)
Tension simétrica COO~

Flexion C-O-H

Tension C-N y N-H (Amida Il1)
C-O-Cen el éter

Tension C-O

Flexion O-H
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Anexo D. Diametro de halos de inhibicidn de los diferentes tratamientos de natamicina y nisina.

Tratamiento

Halo de inhibicion (mm)

Tratamiento

Halo de inhibicidn (mm)

1-3 2-4 1-3 2-4
NA2550 1 SH SH NA5050 3 SH SH
NA5025 1 33.75 32.27 NI2525 4 51.01 40.63
NI2550 1 SH SH NI5025 4 10.35 11.43
NI5025 1 SH SH NI2550 3 SH SH
NA5050 1 20.84 23.73 NA5025 5 SH SH
NI5050 1 SH SH NI5025 5 SH SH
NA25251 20.26 23.08 NI5050 3 SH SH
NI2550 2 SH SH NA5050 4 SH SH
NA2525 2 SH SH NA5050 5 37.44 31.31
NI5050 2 SH SH NI2550 4 SH SH
NI25251 SH SH NI5050 4 SH SH
NI2525 2 18.29 17.88 NI5050 5 SH SH
NA2525 3 23.63 19.31 NA2550 2 35.36 48.17
NI5025 2 SH SH NA2550 3 SH SH
NA5025 2 SH SH NI2525 5 SH SH
NA5025 3 SH SH NI2550 5 SH SH
NA5025 4 SH SH NA25504 SH SH
NI2525 3 SH SH NA25255 SH SH
NA25254 SH SH NA2550 5 29.54 29.19
NI5025 3 SH SH Control - SC SC
NA5050 2 SH SH Control + SC SC

SH: Sin halo de inhibicidn; SC: Sin crecimiento bacteriano
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