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RESUMEN

El objetivo principal de este trabajo fue el estudio y desarrollo de peliculas activas a
partir del uso de harina de triticale con la incorporacion de bacteriocina/s producida/s
por Enterococcus faecium ES216, cepa aislada de avena. La pelicula activa permite ser
utilizada como recubrimiento de alimentos para mejorar sus procesos de conservacion,
asegurar su calidad y salubridad, prolongando su vida util.

Para preparar las peliculas activas se utilizé harina de triticale obtenida de la variedad
Buck TK 205 y la/s bacteriocina/s producida por Enterococcus faecium ES216 con
actividad antimicrobiana contra Listeria, utilizando SLC (sobrenadante libre de células),
E1l y E2 (fracciones de bacteriocinas purificadas con contenido de proteinas y otros
compuestos disminuidos, en distintas concentraciones). La actividad antimicrobiana se
analizé utilizando L. innocua ATCC33090 como cepa sensible. Se prepararon peliculas
activas con la/s bacteriocina/s y de control (sin bacteriocina/s) con la técnica de
evaporacion de solvente. Las peliculas de triticale se caracterizaron por su densidad,
contenido de humedad, permeabilidad al vapor de agua, solubilidad en agua, color,
opacidad, propiedades mecanicas y actividad antimicrobiana durante 45 dias, y ensayos
sobre alimento (queso blanco Holanda) por 15 dias. La incorporacion de la fraccion
activa no afectd significativamente la densidad, el contenido de humedad, la
permeabilidad al vapor de agua y la resistencia a la perforacion de las peliculas, incluso
durante su almacenamiento. La solubilidad aumentd, cuando se afiadieron bacteriocina/s
a las peliculas de harina de triticale en comparacion a la pelicula control. Pero durante el
almacenamiento, se observé una disminucién significativa de la solubilidad en agua en
las peliculas de harina de triticale con el agregado de BLIS, no asi en las peliculas
control.

El agregado de SLC y fracciones concentradas/purificadas E1/E2 a las peliculas produjo
cambios significativos en la opacidad y diferencia de color (AE). Durante el tiempo de
almacenamiento (45 dias) se observo una disminucion significativa en la opacidad de
las peliculas SLC y E2, y un aumento en las peliculas E1, mientras que no hubo
cambios significativos en las peliculas de control observadas.

Se analiz6 la actividad antimicrobiana de las diferentes peliculas (control y activadas)
frente a L. innocua, a través del método de difusién en agar. L. innocua ATCC33090
fue claramente inhibida por las peliculas preparadas con SLC y E. La adicién de SLC a

las peliculas de triticale ejercié un efecto inhibidor mas bajo, mientras que el agregado

Vi



E1l y E2 permite una mejor accion sobre L. innocua. Durante los 45 dias de
almacenamiento las peliculas de harina de triticale inmovilizaron los compuestos
activos en la matriz polimérica y los liberaron gradualmente manteniendo una actividad
antimicrobiana sin un cambio significativo en el efecto inhibidor. En el ensayo con
alimento se utilizé bolsas termoselladas de peliculas de harina de triticale, tanto control
como activas, con queso blanco Holanda inoculadas con L. innocua. Estas bolsas fueron
almacenadas a 4°C por 15 dias. Las peliculas activas redujeron a 1 log 103 de Listeria
comparando con el control después de 15 dias de almacenamiento. Las peliculas de
harina de triticale activadas con bacteriocina/s podrian proporcionar una estrategia

alternativa para el envasado y la conservacion de alimentos.

Palabras clave: peliculas de harina de triticale, bacteriocina/s, envases activos,

conservacion de alimentos.
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Caracterizacion de peliculas de harina de triticale con
actividad antimicrobiana por la incorporacion de
bacteriocina/s

1. INTRODUCCION

La inocuidad, la integridad, la alta calidad y la seguridad en los alimentos son
requisitos importantes para los consumidores. En lo que respecta al aspecto
microbioldgico, se conoce que son muchas las bacterias, virus y parasitos que pueden
causar reacciones indeseables como el deterioro de las propiedades sensoriales tales
como el sabor, el olor, el color o la textura de los alimentos, e incluso, algunos de ellos,

pueden causar enfermedades y ser transmitidas por los alimentos.

Se consideran Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETA) a todas aquellas
causadas por la ingestion de alimentos contaminados que provocan un efecto nocivo en
la salud del consumidor, o de un grupo de consumidores, en forma aguda o cronica.
Pueden ser causadas por patdgenos, sustancias quimicas o parasitos que contaminan los
alimentos en distintos puntos de la cadena de produccion. Afectan, principalmente a
poblaciones en situacién de pobreza, nifios, mujeres embarazadas y ancianos, generando
de este modo pérdidas humanas como también, econdmicas produciendo grandes costos

a los servicios de salud (Alerte et al., 2012).

Los alimentos no s6lo son la fuente elemental de nutrientes, sino que también pueden
contener sustancias quimicas naturales con propiedades toxicas, por ejemplo, glicdsidos
cianogénicos (muchas plantas), solanina (partes verdes de papa, papas germinadas),

contaminantes industriales (metal pesado), aminas biégenas (peces), 0 micotoxinas



(alimentos mohosos). Las enfermedades transmitidas por los alimentos, los productos
quimicos en los alimentos y la sostenibilidad son los principales problemas de seguridad

alimentaria de los consumidores (Sloan, 2017).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) calcula que las enfermedades diarreicas
transmitidas por los alimentos y por el agua provocan en su conjunto la muerte de 2,2
millones de personas al afio, de las cuales 1,9 millones son nifios (Organizacion
Mundial de la Salud, 2017, «Inocuidad de los alimentos», s.f.). Las bacterias
generalmente implicadas en las ETA corresponden a las especies Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, L. monocytogenes, Salmonella, Campylobacter y Shigella,

entre otras (Ruiz, Colello, Padola, & Etcheverria, 2017).

Entre los factores que contribuyen a los posibles riesgos en los alimentos se incluyen:
las practicas agricolas inadecuadas, la falta de higiene en todas las fases de la cadena
alimentaria, la ausencia de controles preventivos en las operaciones de elaboracién y
preparacion de los alimentos, la utilizacion inadecuada de productos quimicos, la
contaminacion de las materias primas, los ingredientes y el agua, el almacenamiento
insuficiente o inadecuado, etc., por lo que se necesita un control microbioldgico estricto
para impedir que estos lleguen al consumidor (Garzén & Allister, 2009). El incremento
de la ingesta de alimentos frescos, con deficiente coccion, o que son consumidos sin
recalentamiento, asi como de alimentos listos para consumir o de alimentos étnicos,

pueden incrementar también los riesgos de las ETA (Beutin & Martin, 2012).

En general, los alimentos son perecederos, por lo que necesitan ciertas condiciones
de tratamiento, conservacion y manipulacion. La contaminacion microbioldgica
constituye un problema sanitario y econdmico de relevancia mundial. Se calcula que

mas del 20% del total de los alimentos producidos en el mundo se pierde por accion de



los microorganismos (Sauceda, 2011). Como es el caso de la L. monocytogenes que es
uno de los patdgenos mas agresivos causantes de infecciones alimentarias. L.
monocytogenes es una bacteria anaerobia facultativa, capaz de proliferar en un amplio
rango de temperaturas (1 °C a 45 °C) y una elevada concentracion de sal. Puede causar
una grave enfermedad invasiva (listeriosis) en humanos y en animales. La listeriosis
humana invasiva puede afectar principalmente a individuos jévenes, ancianos o
inmunocomprometidos. Se manifiesta como septicemia, meningitis u otras infecciones
del sistema nervioso central. En mujeres embarazadas, puede provocar aborto
espontaneo, parto sin vida o muerte fetal (Ferreira, Wiedmann, Teixeira, & Stasiewicz,

2014).

En el envasado y los conservantes se ha encontrado una solucién para producir
alimentos mas seguros para el consumidor, previniendo la accidn de agentes bioldgicos.

Desde las novedades y tendencias recientes en las técnicas de envasado de alimentos,
lo que se busca es que los productos alimentarios posean mayor vida Util, que sean
econdmicamente convenientes (Dobrucka & Cierpiszewski, 2014) y que el envase del
alimento, opere no s6lo como contenedor del mismo si no como proteccion. Cuando se
habla de proteccién se hace referencia al aspecto fisico, quimico y microbioldgico,
avanzando hacia la produccion de envases activos de naturaleza biodegradable. El
empaquetamiento activo naci6 con el objetivo de satisfacer la demanda de los
consumidores de materiales de embalaje naturales, reciclables y biodegradables (Lépez-

Rubio et al., 2004)

1.1. CONSERVANTES



El empleo de conservantes quimicos en los alimentos es una practica muy antigua.
La conservacion se define, generalmente, como el método empleado para preservar un
estado existente o para prevenir posibles dafios debidos a la accidn de agentes quimicos
(oxidacion), fisicos (temperatura y luz) o biolégicos (microorganismos) (M. M. Silva &
Lidon, 2016). Por lo tanto, la funcion principal de la conservacion es retrasar el
deterioro de los alimentos y prevenir alteraciones en sus propiedades sensoriales como

asi también en su aspecto y composicion bioldgica.

1.1.1. CONSERVANTES SINTETICOS

En la industria alimenticia, se utilizan aditivos sintéticos para mejorar las
caracteristicas y propiedades de los alimentos procesados, e incluyen conservantes
(antimicrobianos, antioxidantes, etc), aditivos nutricionales y colorantes, aromatizantes,
texturizantes y agentes diversos (Carocho, Barreiro, Morales, & Ferreira, 2014). Los
alimentos conservados con ellos no son imperecederos, tan sélo se mantienen
inalterados por un periodo de tiempo limitado, pues el crecimiento de los
microorganismos se ve retardado, pero no inhibido de forma total. EI grado de
inhibicion final va a depender del tipo de sustancia y de su concentracion. Muchos
estudios han confirmado que el consumo excesivo de aditivos alimentarios sintéticos
estd relacionado con las reacciones adversas gastrointestinales, respiratorias,

dermatoldgicas y neuroldgicas (Carocho et al., 2014).

Unos de los motivos para la desaprobacion de aditivos se fundamenta en el hecho de
que pueden ser empleados para disimular un deterioro o alteracion del producto. Es
decir, podria facilitarse el empleo de materia prima de mala o incluso de pésima calidad.

Al adicionar conservantes los microorganismos se inhiben, por lo tanto, esto mejora la



apariencia del producto, asemejandose a los productos de mejor calidad. Por este
motivo, el uso de conservantes debe ser cuidadosamente examinado para generar
productos inocuos, fisioldégicos y toxicologicamente aceptables (Mahapatra & Parija,

2018).

Basicamente, los aditivos poseen poder bactericida y bacteriostatico. Y se pueden
clasificar de acuerdo a su toxicidad (Ibafiez, 2003):

e Compuestos quimicos inocuos (en dosis permitidas):

Etanol, acido lactico, acetico, tartarico, citrico, glicerina, especias (canela,
orégano, tomillo, mostaza y otros), etc.

e Compuestos cuya inocuidad no es admitida universalmente:

Nitrocompuestos como los nitritos, nitratos, nitrosamina (en salames,
jamones, embutidos en general, harina de pescado como alimento balanceado).
Anhidrido sulfuroso (en bebidas sin alcohol, jarabes), acido benzoico y sus sales
(en margarina, jugo de frutas, mermeladas), acido sorbico (en jarabes, bebidas
sin alcohol, confituras con frutas y otras.), etc.

e Compuestos de toxicidad reconocida (uso prohibido):

Amonios cuaternarios, acido borico, &cido monocloroacético, derivados
mercuricos y argénticos, etc.
e Compuestos de toxicidad dudosa:

o Antibioticos (tetraciclinas, nistatina, etc.) en pescados, aves de
corral, carnes, quesos, etc. Antioxidantes naturales: inocuos (tocoferoles,
acido citrico, etc.)

o Sintéticos: BHA (butil-3-hidroxi-4 anisol), BHT (hidroxi-butil-

tolueno), etc.



Segun el tipo de sustancia, el tiempo de exposicién y la cantidad utilizada de los
conservantes artificiales se presentan diversos inconvenientes como la posibilidad de ser
carcinogénicos (nitrocompuestos, furanos) (Kim, Her, & Lee, 2015), teratogénicos:
malformaciones en fetos (nitrocompuestos), mutagénicos (nitrosamidas), producir

disturbios metabdlicos (anhidrido sulfuroso, acido benzoico y otros.), etc.

Dentro de los métodos de conservacion en alimentos, existen alternativas que no
conllevan la incorporacion de aditivos artificiales (Cebrian, Mafias, & Conddn, 2016).
Por ejemplo: la ultrapasteurizacion, el envasado al vacio, el uso de bioconservacion y
antimicrobianos naturales, etc.

La mayoria de los consumidores consideran que es muy importante que los
productos que ponen en su mesa sean naturales, libres de aditivos y conservantes
sintéticos; y que sean saludables y ecoldgicos. Estas expectativas de los consumidores
representan para la industria alimentaria, el enorme desafio de ofrecer alimentos con

menor cantidad de conservantes quimicos.

1.1.2. CONSERVANTES NATURALES: BACTERIOCINAS

Dada la creciente busqueda de sustitutos de conservantes tradicionales por parte de la
industria alimentaria, es que se vuelve necesario generar alternativas que cubran las
mismas propiedades antimicrobianas y de compatibilidad con el alimento (Nereyda,

2011).

La biopreservacion es importante a la hora de pensar en el uso de microorganismos
no patdégenos y/o sus metabolitos para mejorar la seguridad microbioldgica y extender

la vida util de los alimentos (Martinis, Publio, Santarosa, & Freitas, 2001).



Actualmente, se tiene especial interés en las bacterias lacticas (BAL), debido a la
produccion de antimicrobianos (Deraz, Karlsson, Hedstrém, Andersson, & Mattiasson,

2005).

Los BAL se encuentran en la descomposicion de material vegetal y frutas, en
productos lacteos, carne y pescado fermentados, cereales, remolachas, verduras en
escabeche, patatas, masa madre, bebidas fermentadas, jugos, aguas residuales y en
cavidades de humanos o animales (Ramirez, Ulloa, & Velazquez, 2011). En los
humanos, habitan particularmente en la cavidad oral, el ileon, el colon y son los

organismos dominantes en la vagina.

Las BAL se han utilizado en la produccion de alimentos y bebidas fermentadas
durante siglos. Contribuyen al sabor, la seguridad microbiana, la mejora de la vida util,
textura y perfil sensorial de los productos finales. Son consideradas seguras para la
salud y han recibido el caracter de seguras 0 GRAS (Generally Recognized As Safe).
Estas bacterias y los metabolitos que producen como acido acetico, compuestos
aromaticos, las bacteriocinas, los exopolisacaridos y varias enzimas son

tecnolégicamente interesantes en la industria de alimentos (Ozogul & Hamed, 2018).

Las BAL se clasifican en funcién de aspectos como: la morfologia celular, el modo
de fermentacién de la glucosa, el rango de temperatura de crecimiento y los patrones de
utilizacion del azicar (Quinto et al., 2014). Los géneros de BAL incluyen Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, Aerococcus, Alloiococcus,
Carnobacterium, Dolosigranulum, Enterococcus, Oenococcus, Tetragenococcus,
Vagococcus y Weissella, siendo Lactobacillus el género mas grande, con mas de 100

especies.



Las bacteriocinas producidas por BAL son sustancias de estructura proteica

(péptidos) que poseen actividad antimicrobiana.

Aunque las bacteriocinas podrian considerarse como antibioticos por su actividad

antimicrobiana, difieren principalmente en su mecanismo de sintesis y estructura.

La principal diferencia es que las bacteriocinas se sinterizan ribosomicamente
(Svetoslav D. Todorov, 2019) y se producen durante la fase primaria de crecimiento,
mientras que los antibidticos suelen ser metabolitos secundarios. Ademas, las
bacteriocinas en general presentan actividad inhibitoria sobre cepas de especies
relacionadas con las especies productora (Zacharof & Lovitt, 2012). Mientras que los
antibioticos, por otro lado, tienen un espectro de actividad mas amplio e incluso si su

actividad es restringida (Zacharof & Lovitt, 2012).

Las bacteriocinas son péeptidos, generalmente cationicos, anfipaticos, que contienen
un exceso de residuos de lisina y arginina. Son habitualmente de bajo peso molecular
(raramente mas de 10 kDa), modificados postraduccionalmente y pueden degradarse
facilmente por enzimas proteoliticas (Cotter, Hill, & Ross, 2005), especialmente por las
proteasas del tracto gastrointestinal de los mamiferos, lo que las hace seguras para el
consumo humano. Las bacteriocinas de BAL tienen una mayor actividad antibacteriana

a valores de pH inferiores (por debajo de 5).

Reunen una serie de caracteristicas que favorecen su empleo como bioconservantes:
v/ Son degradadas por enzimas proteoliticas del tracto digestivo incluyendo
las de origen pancreatico (tripsina y quimiotripsina) y gastrico (pepsina)

(Beristain-Bauza, 2012).



v/ Resisten condiciones extremas de pH (son activas a pH &cido y neutro),
temperatura y salinidad, y a tratamientos tecnolégicos de conservacion de los
alimentos, como la pasteurizacion, la liofilizacion o la acidificacion (Heredia-

Castro, Hérnandez-Mendoza, Gonzalez-Cérdova, & Vallejo-Cordoba, 2017).

v En general no originan disbiosis ni alergias.

v/ Son, en general, inactivas frente a las células eucariotas y son producidas

por una amplia variedad de bacterias (Sobrino-L6pez & Martin-Belloso, 2008).

v/ Muchas de ellas poseen un amplio espectro y elevada actividad
antimicrobiana frente a microorganismos patogenos y alterantes de los alimentos
como Listeria, Clostridium y otras Gram positivas, y actdan sinérgicamente con

otros sistemas de conservacion de los alimentos (Naghmouchi et al., 2006).

v/ Presentan modo de accion bactericida (Souza, Silva, & Sousa, 2005).

v/ Generalmente sus determinantes génicos se encuentran en plasmidos por

lo que se facilita su manipulacion (Galvez, Abriouel, Lopez, & Omar, 2007).

Las bacteriocinas se clasifican en funcién de sus estructuras primarias, pesos
moleculares, modificaciones postraduccionales y caracteristicas genéticas. Sin embargo,
no existe un esquema de clasificacion universalmente adoptado. Originalmente, se
reconocieron cuatro clases, pero recientemente los autores las han revisado en tres
(Olvera-Garcia, 2015), aunque hay pequefias diferencias en la descripcién de las

subclases entre los diferentes autores. Su clasificacién es revisada constantemente.



La clasificacion de las bacteriocinas producidas por las BAL depende de sus
estructuras, propiedades fisicoquimicas y moleculares (Alvarez-Sieiro, Montalban-

Lépez, Mu, & Kuipers, 2016):

e Clase 1- Lantibidticos: Son una clase de sustancias péptidicas que se
caracterizan por contener aminoécidos policiclicos tioéter como los lantionina o
metilantionina, también los aminoacidos insaturados dehidroalanina y acido 2-
aminoisobutirico. Son producidos por numerosas bacterias Gram positivas y
poseen un espectro de accion amplio. Son termoestables, pequefios (<5 kDa) que
se modifican ampliamente después de la traduccion. Los lantibioticos se pueden
subdividir en tres grupos principales de tipo A y B de acuerdo a la similitud de

sus estructuras (Kaskoniené et al., 2017):

o Los Lantibioticos de tipo A se componen de moléculas flexibles
alargadas, en forma de tornillo, con carga positiva, anfipaticas y tienen hasta 34
residuos de aminoacidos. Estos actuan principalmente formando poros, a través
de la despolarizacion de la membrana citoplasmatica de organismos sensibles
como muestra la Figura 1. El prototipo de este grupo es la nisina y la lactina
3147, producido por cepas de Lactococcus lactis. La nisina es la Unica
bacteriocina autorizada en la industria alimentaria, empleandose como agente
antibotulinico en el queso y huevos liquidos, salsas y alimentos enlatados.
Exhibe una accion antimicrobiana de amplio espectro contra L. monocytogenes,
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus y otros patdgenos. Estudios
toxicolégicos mostraron que la ingesta de nisina no causa efecto toxico en los

seres humanos, tiene una dosis letal estimada de 6,950 mg/Kg.
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o Lantibidticos del tipo B: son de estructuras globulares, hidrofobicas, que
interfieren con las reacciones enziméticas celulares. Su masa molecular, se
encuentra entre 2 a 3 kDa tienen carga neta o la misma es negativa. La
mersacidina y duramicina son representativas de este grupo.

Clase Il Clase |
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Figura. 1. Mecanismo de accion de bacteriocinas de clase I, 11 'y 11l. PMF, fuerza
proton-motriz (Cotter et al., 2005).

e Bacteriocinas Clase Il: son péptidos pequefios, catidnicos, hidrofébicos
pequefios (<10 kDa), termoestables, y no presentan modificaciones
postraduccionales a excepcion de la eliminacion del péptido lider. Son péptidos
activos sobre la membrana citoplasmatica (Figura 1). Se distinguen dos

subclases (Kaskoniené et al., 2017):
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o Subclase Ila: contienen péptidos activos frente a la L. monocytogenes de
tipo pediocina, termoestables, menores a 10 kDa, con carga neta positiva.
Ejemplos de este tipo de bacteriocinas son: pediocina PA-1, producida por
Pediococcus acidilactici y Leucocina A. Es utilizada como conservante en
productos vegetales y cérnicos (Settanni & Corsetti, 2008). Casi 50 tipos
diferentes de bacteriocinas de clase lla han sido identificadas de cepas aisladas
de carnes fermentadas, vegetales fermentados, productos lacteos, salmoén
ahumado y el tracto gastrointestinal humano. Su mecanismo de accion es la
permeabilidazion de la membrana plasmatica de los organismos blancos a través
de la formacion de poros produciendo un desbalance idnico con pérdida de
material citoplasmatico.

o Subclase I1lb: requieren la actividad sinérgica de dos péptidos
complementarios para ejercer actividad antimicrobiana. Aunque algunos
péptidos de esta clase pueden ejercer individualmente actividad antimicrobiana,
la adicion del péptido complementario aumenta en gran medida esta actividad.
El par de péptidos complementarios esta activo en el rango nanomolar a
picomolar. Las bacteriocinas clase I1b individuales contienen regiones anfifilicas
e hidrofébicas y son en su mayoria catidnicos. Los genes que codifican los dos
péptidos diferentes estan genética y estrechamente asociados y codificados en el
mismo operon. Ejemplos de este grupo lo constituyen plantaricinas E/F y J/K
(Atrih, Rekhif, Moir, Lebrihi, & Lefebvre, 2001) y lactocina 705 (Castellano,

2003).

e Bacteriocinas Clase I11: son péptidos de mayor peso molecular (>10kDa)
y labiles al calor a excepcidn de la propionicina SM1 (Miescher, Stierli, Teuber,

& Meile, 2000). Este grupo no ha sido ampliamente investigado. Las
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Clases

bacteriocinas que representan este grupo son helveticina J, sintetizada por
Lactobacillus helveticus y enterolisina producidas por Enterococcus faecium
(Tabla 1). Swe, Heng, Cook, Tagg, & Jack, (2010) han subdividido a esta clase
en dos grupos: (1) las enzimas bacterioliticas, que lisan la pared celular de
células sensibles y (2) las proteinas antimicrobianas no liticas.

o Tipo Illa: Bacteriolisinas. La lisostafina producida por Staphylococcus
simulans biovar staphylolyticus, es prototipo de este grupo y la méas estudiada,
es una glicilglicina endopeptidasa (Zacharof & Lovitt, 2012).

o Tipo Illb: Bacteriocinas no liticas: Bacteriocinas grandes Ejemplo de
ellos disgalacticina (21 kDa) y estreptococcina A-M57 (SA-M57; 17 kDa) son
producidas por Streptococcus dysgalactiae subsp. equisimilis y por S. pyogenes

M-tipo 57, respectivamente (Heng & Tagg, 2006).

Tabla 1. Clases y propiedades de bacteriocinas de BAL.
Especie tipica  Propiedades Ejemplos
productora
Lactobacillus

Contiene aminoacidos unicos, nisina, lactocina,

lactis subsp. lantionina y metilantionina; mersacidina
Lactis <5 kDa (Parada, Caron,
Medeiros, &
Soccol, 2007)
Ila Leuconostoc Péptidos hidrofobos, cationicos, no pediocina PAL,
gelidum modificados, estables al calor; sakacina A,
contiene un péptido lider de doble leucocina A
glicina; péptidos similares a pedicina;  (Svetoslav D.
<10 kDa Todorov, 2009)
Ib Enterococcus Requiere sinergia de dos péptidos lactococcina G,
faecium complementarios; en su mayoria plantaricina A,

péptidos catidnicos
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enterocina X
(Perez, Zendo, &



Sonomoto, 2014)

Il Lactobacillus Termolabil; péptidos de gran masa lisostafina,
helveticus molecular; > 30 kDa enterolisina A,
helveticina J

(Parada et al.,
2007)

La Tabla 1 muestra la actual clasificacién de 3 clases de bacteriocinas, ya que la
clase 1V, sugerida por Maqueda et al., (2004) fue reclasificada dentro de la subdivisién
“a” de la Clase Ill, que involucra a todas las bacteriocinas ciclicas. Estas consisten en
grandes complejos de proteinas con otras macromoléculas, bacteriolisinas, polipéptidos

hidroliticos (Giilliice, Karaday1, & Baris, 2013).

Como se menciono antes, las bacteriocinas han sido ampliamente investigadas en la
industria alimenticia en productos tales como lacteos, huevos, vegetales y carnes
(Zacharof & Lovitt, 2012), por lo que ha demostrado ser una buena barrera natural,

segura y eficiente como bioconservantes en dichos alimentos.

Las bacteriocinas pueden utilizarse en los alimentos de diferentes maneras:

v En forma purificada, en bruto o mediante el uso de un producto
previamente fermentado con una cepa productora de la bacteriocina como
ingrediente en el procesamiento de alimentos o incorporado a través de una cepa
productora de bacteriocina (cultivo iniciador) (C. C. Silva, Silva, & Ribeiro,

2018).

v Através de la inoculacion de BAL bacteriocinogénica en el alimento, se

puede producir la bacteriocina in situ (Patrovsky et al., 2016).
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v Adicionando la bacteriocina purificada o parcialmente purificada como

conservante alimentario (Yang, Lin, Sung, & Fang, 2014).

v En combinacién con otras tecnologias se encuentra un modo efectivo de
eliminacion de las bacterias patégenas (Zacharof & Lovitt, 2012). Por ejemplo,
el uso de tratamientos no térmicos como el campo eléctrico pulsado (PEF) es
ventajoso ya que no tiene ningun efecto sobre la funcionalidad de los alimentos
y las cualidades nutricionales. Esta técnica cuando se utiliza sola tiene un costo
economico alto, pero el uso de PEF en niveles inferiores en combinacion con
otros tratamientos, como las bacteriocinas, es viable financieramente y a la vez,

puede ser altamente efectiva.

v Con otros compuestos antimicrobianos, como el acetato de sodio
(Gokoglu, 2019) y el lactato de sodio, lo que daria como resultado una

inactivacion mejorada de las bacterias.

v En la prevencion de formacion de gases en los quesos, como asi también

en el aumento de la tasa de protedlisis.

v Es de interés su uso como probidticos, estas cepas pueden utilizarse para
el control de patdgenos a nivel gastrointestinal, genitourinario, cavidad oral y

para prevenir infecciones en animales (Khan & Naz, 2013).

v Otra aplicacion es el empaque bioactivo, un proceso que puede proteger

a los alimentos de contaminantes externos (Gokoglu, 2019).

Esta Gltima aplicacion permite combinar la utilizacion de peliculas biodegradables
como soporte de las bacteriocinas (Gonzalez, Hernandez, Cuellar, Martinez, &

Hernandez, 2017).
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1.2. PELICULAS BIODEGRADABLES

Las peliculas biodegradables se definen como una capa fina de material que puede
descomponerse en elementos quimicos naturales por la accion de agentes biol6gicos y
puede ser formada sobre un alimento como una cobertura (peliculas comestibles) o
preformada como un empaque sobre el alimento (Iwata, 2015).

Se han considerado varios componentes como materiales de embalaje biodegradables
alternativos debido a su propiedad ecoldgica, biocompatible, disponibilidad abundante y
naturaleza renovable (Rhim, Park, & Ha, 2013). Los mismos se definen como una
variedad de macromoléculas producidas por sistemas biolégicos, generalmente son
materiales naturales, abundantes y renovables tales como (Figura 2):

e Proteinas

e Polisacaridos

e Lipidos

e Combinacidn de estos

A su vez existen cuatro grandes fuentes de origen de materiales poliméricos para la

formacidn de peliculas biodegradables:
e Origen animal (colageno/gelatina) (Mellinas et al., 2016),
e Origen marino (quitina/quitosano) (Masuelli, 2017),
e Origen agricola (lipidos, grasas e hidrocoloides: proteinas vy
polisacaridos) (M. P. Arrieta et al., 2016),
e Origen microbiano (&cido polilactico (PLA) y polihidroxialcanoatos

(PHA) (Villada, Acosta, & Velasco, 2007).

Estos materiales deben ser completamente biodegradables en un periodo de tiempo

corto, asi se contribuye con la proteccion del medio ambiente (Alba Manuela Durango,
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Soares, & Arteaga, 2011). Ademas, estas peliculas actian prolongando la vida util,

mejorando o manteniendo la calidad del alimento (Jabeen, Majid, & Nayik, 2015).

Debido a que son considerados aditivos alimenticios y que es necesario que posean
determinadas propiedades de barrera para la preservacion de los productos, los

recubrimientos y peliculas comestibles deben presentar las siguientes caracteristicas:

v’ Poseer propiedades nutricionales y organolépticas que sean compatibles
con el alimento a recubrir.

v Presentar propiedades mecanicas adecuadas para evitar pérdidas por
roturas o quiebre del material.

v' Ser estables frente a las distintas condiciones de almacenamiento.

v Capacidad para adherirse facilmente a la superficie de los alimentos a
tratar.

v Responder a la reglamentacion vigente (aditivos alimentarios).

v" Requerir de tecnologias sencillas y de bajo costo para su fabricacion y

posterior aplicacion.

Las tecnologias de peliculas biodegradables contemplan la produccién mediante la
combinacion de diversos polisacaridos, proteinas y lipidos, con la tarea de aprovechar
las propiedades de cada compuesto y la sinergia entre los mismos, ya que las
propiedades mecanicas y de barrera dependen de los compuestos que integran la matriz

polimérica y de su compatibilidad (Ceron, 2010).

La eficiencia funcional de las peliculas biodegradables dependera de la naturaleza de
sus componentes, y su estructura. La seleccidn de la sustancia formadora de la pelicula
estara en funcion del objetivo, de la naturaleza del producto donde se aplicara y del
método de aplicacién (Ribotta & Tadini, 2009).
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A continuacién, se describen los componentes utilizados en la preparacion de las

peliculas y/o recubrimientos comestibles.

1.2.1. HIDROCOLOIDES

Se denominan hidrocoloides a aquellas sustancias solubles o dispersables en
agua, este término se aplica generalmente a sustancias compuestas por polisacéridos,

aunque también algunas proteinas reciben esta clasificacion.

Son polimeros hidrofilicos (contienen grupos oxhidrilos) de origen vegetal, animal o
microbiano. Durante los ultimos afios se expandio el desarrollo de peliculas
biodegradables utilizando hidrocoloides como materia prima, porque presentan
excelentes propiedades mecénicas, asi como de barrera frente al O,, CO y lipidos
(Rodriguez-Marin, Bello-Perez, Yee-Madeira, & Gonzalez-Soto, 2013). La desventaja
de los hidrocoloides en general, es que por ser hidrofilicos permiten el transporte de

humedad.

e POLISACARIDOS
Se han utilizado muchos polisacaridos por su capacidad de formar peliculas de

diversas propiedades y comportamientos. Entre ellos:

o ALMIDONES
El almidén, de diversos origenes (maiz, arroz, papa, yuca, tapioca), es una de las
macromoléculas mas utilizadas (Castillo et al., 2015). Esta compuesto por amilosa
(glucano lineal) y amilopectina (polimero ramificado), y la proporcién entre ambos
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polimeros depende de su fuente de obtencién. Forma un gel espeso transllcido después
de la gelatinizacion, condicién necesaria para formar la pelicula, y la concentracion
requerida es baja (alrededor del 3%).

Las peliculas formadas de almidon son descritas como isotropicas, inodoras,
insipidas, incoloras, no toxicas y biodegradables, en general son peliculas fragiles, pero
se puede corregir con el agregado de un agente plastificante tal como el glicerol, el
sorbitol, acidos grasos, lipidos y derivados, etc., lo que mejora su flexibilidad y
extensibilidad. Tal es asi que, los almidones son estudiados para producir peliculas
biodegradables que permitan reemplazar, parcial o completamente, a los polimeros
plésticos debido a su bajo costo y a su capacidad de renovacion (Bourtoom, 2008), ya
que sus fuentes son abundantes, y poseen buenas propiedades mecanicas como

flexibilidad, resistencia y transparencia (Vieira, da Silva, dos Santos, & Beppu, 2011).

o ALGINATOS
Se obtienen de diferentes especies de algas, principalmente de Macrocystis pyrifera.
Presentan la propiedad de formar geles cuando se le adicionan iones calcio (Ca?*)
(Rubio-Anaya, 2012).
Sus aplicaciones son variadas ya que poseen buenas propiedades de barrera frente al
02 y lipidos, una de las més destacadas es en productos carnicos frescos o congelados
para evitar su deshidratacion superficial. Ademas, se lo utiliza en recubrimientos de

particulas de café liofilizadas (Reyes-Avalos et al., 2017).

o CARRAGENANOS
Se extraen de algas rojas como las especies Chondrus y Gigarina. Al igual que los

alginatos requieren de la adicion de sales de calcio para la formacion de geles. Son
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ampliamente utilizados en la industria alimentaria y ambos, la carragenina y el alginato,
poseen buenas caracteristicas para formar peliculas y pueden mejorar las propiedades
mecénicas de las peliculas de proteina, en presencia de glicerol como plastificante,
reduciendo su rigidez y mejorando su elongacién, aunque favorecen la permeabilidad al
vapor de agua. Como resultado se obtienen peliculas transparentes, incoloras y de sabor
ligeramente salado. Estas se aplican principalmente para retardar la pérdida de humedad

de algunos frutos (Fernandez Valdés et al., 2015).

o PECTINAS

La pectina es un polisacarido extraido de las céscaras de citricos y de manzana,
también es un material con capacidad de formar peliculas, menos rigidas que las del
almidén y de menor resistencia a la tension (Lopez-Diaz, 2015). Debido a que son
altamente permeables al agua, su uso se limita a mejorar el aspecto de algunos

productos como frutas secas.

o QUITINAYQUITOSANO

La quitina es el polisacarido mas abundante en la naturaleza después de la celulosa.
Las principales fuentes de este biopolimero son el exoesqueleto de muchos crustaceos,
las alas de algunos insectos, paredes celulares de hongos, algas, y otros (Martinez-
Camacho et al.,, 2010). Se trata principalmente de poli (beta-(1-4)-2-acetamida-D-
glucosa), que es estructuralmente idéntica a la celulosa excepto que el hidroxilo
secundario en el segundo atomo de carbono de la unidad de repeticion de hexosa se

sustituye por un grupo acetamida (Bourtoom, 2008).

En cuanto a su produccion industrial, se basa mayormente en el tratamiento de
caparazones de crustdceos como camarones, langostas y cangrejos los cuales son
obtenidos facilmente como desechos de las plantas procesadoras de estas especies.
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Ademads, la quitina constituye la fuente industrial de quitosano ya que, mediante un
proceso de desacetilacion quimica o enzimatica (eliminacion del 50% aproximadamente
de sus grupos acetilos) ésta se convierte en quitosano, pudiendo obtenerse a gran escala

(Bourtoom, 2008).

En los Gltimos afios el quitosano se convirtié en el aditivo de alimentos de origen
biolégico preferido, debido a sus propiedades antimicrobianas y antiflngicas, a su
abundancia en la naturaleza y a su capacidad para formar peliculas (Marmol et al.,
2013). Estas se distinguen de las obtenidas a partir de otros polisacéaridos por ser

transparentes, de buenas propiedades mecanicas y de barrera frente al O (Aider, 2010).

Las peliculas comestibles a base de quitosano son aplicadas en muchos productos, ya
que pueden modificar el ambiente interno, lo que retrasa la maduracién y disminuye la
tasa de transpiracion en frutas y verduras como frutillas, pimientos, pepinos, manzanas,
peras, duraznos y ciruelas con el objetivo de preservar su calidad y actuar como agente

antimicrobiano (Bourtoom, 2008; Aider, 2010; Gallo, 2016).

o CELULOSAY DERIVADOS

Celulosa es el biopolimero mas abundante en la tierra. Consiste en la repeticién de
unidades de D-glucosa unidas a través de enlaces glicosidicos B 1-4. En su estado
nativo, los grupos hidroximetilo de la glucosa se encuentran alternativamente por
debajo y por encima del plano de la cadena principal del polimero. Esto se traduce en el
embalaje muy apretado de cadenas de polimero, microfibrillas empaquetadas muy
densamente y una estructura altamente cristalina, combinada con algunas zonas amorfas
(Bastidas Flores, 2016), que resiste la solvatacion en medios acuosos. La solubilidad en
agua se puede aumentar mediante el tratamiento de la celulosa con alcalis, seguida de la

reaccion con acido cloroacético, cloruro de metilo u 6xido de propileno para producir
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carboximetilcelulosa (CMC), metilcelulosa (MC), hidroxipropilmetilcelulosa, (HPMC)

o0 hidroxipropilcelulosa (HPC) (Bourtoom, 2008).

Los derivados de celulosa son buenos formadores de peliculas flexibles, resistentes y
transparentes y a pesar de ser materiales hidrofilicos, el tipo de sustituyente tiene efecto
en la permeabilidad al vapor de agua; asi, la metilcelulosa presenta la menor
permeabilidad en relacion con otros derivados. La hidroxi-propil celulosa es utilizada
para retardar la absorcion de humedad y el desarrollo de rancidez oxidativa. Estos
derivados de celulosa generalmente se utilizan combinados con otros polisacaridos o

con lipidos o bien con proteinas (Ribotta & Tadini, 2009).

La CMC es un polimero que forma pelicula al solidificar, produce materiales
transparentes, lo que es una cualidad importante. La CMC se ha usado como parte de
coberturas comestibles para retrasar con éxito el proceso de maduracion y senescencia
en productos frescos (Valle-Guadarrama, Lopez-Rivera, Reyes-Vigil, Castillo-Merino,
& Santos-Moreno, 2008). La celulosa de éter aniénico y la CMC, se solubilizan en agua
siendo compatibles con otro tipo de biomoléculas, mejorando las propiedades
mecanicas y de barrera en las peliculas elaboradas. La CMC es una pelicula capaz de
reducir la absorcion de aceite durante el freido y proporcionar pocos cambios en las
propiedades sensoriales de los alimentos (Jahuel Hernandez, 2014). Peliculas elaboradas
con base en CMC combinada con emulsion de ceras han mostrado ser buenas como

barrera al vapor de agua (Lopez et al., 2016).

e PROTEINAS

Diversos tipos de proteinas han sido estudiados para la formacion de peliculas y
recubrimientos comestibles. Entre ellos se encuentran las proteinas de soja (Echeverria,

2012), cuyas peliculas son flexibles, suaves y claras; peliculas de zeina (obtenida del
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maiz) (X. Guo etal., 2012); proteinas lacteas (Granada-Restrepo, Medina-Pineda,
Culebras-Rubio, & Gomez-Clari, 2014); proteinas de gluten de trigo (Kore, Tawade, &
Kabir, 2016); de coladgeno (Prodpran, Nagarajan, & Benjakul, 2016) y proteinas de
triticale, ampliamente estudiadas para obtener peliculas biodegradables (Aguirre,

Borneo, & Ledn, 2013)

En general, las peliculas de origen proteico son una barrera pobre frente a la
humedad (Fernandez Valdés et al., 2015) pero son muy atractivas debido a sus
propiedades de barrera contra aceites o grasas y compuestos volatiles, y su ventaja de
permeabilidad a gases (Fernandez Valdés et al., 2015). La incorporacion y liberacion de
sustancias activas en estas peliculas es posible, pero esto depende tanto del tipo de
proteina, asi como de la estructura molecular del compuesto activo (Sivarooban,

Hettiarachchy, & Johnson, 2008).

o PROTEINAS DE TRITICALE

Las proteinas de origen agricola son una fuente prometedora y sustentable de
material biodegradable. Entre éstas se puede mencionar a las proteinas obtenidas a partir
de la harina de triticale, las cuales presentan una adecuada capacidad de formacion de
pelicula, con propiedades comparables a otras peliculas comestibles elaboradas a partir
de diferentes materiales (Aguirre, Borneo, & Ledn, 2013). Las peliculas son flexibles,
homogéneas y de palido color amarillento. Los valores de permeabilidad al vapor de
agua de las peliculas de proteinas de triticale son de 2 a 3 veces 6rdenes de magnitud
mayores que los polimeros sintéticos tipicos de empaque, pero estan en el mismo rango
que los valores de permeabilidad de peliculas comestibles elaboradas en base a otras

proteinas.
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Las peliculas de proteinas de triticale han demostrado ser un buen soporte para el
agregado de sustancias, tal como el aceite esencial de orégano, presentando buena
actividad antimicrobiana (Aguirre etal., 2013). Las peliculas mostraron ser menos
densa, lo que facilita el movimiento de las cadenas poliméricas de proteinas, mejorando
la flexibilidad y produciendo peliculas menos rigidas, este comportamiento es tipico de

pequefias moléculas que causan plastificacién en un biopolimero (Aguirre et al., 2013).

o PROTEINAS DE SUERO LACTEO

El suero lacteo es un subproducto que se obtiene de la elaboracion del queso. Sus
principales proteinas, la B-lactoglobulina y la a-lactoalbimina al ser desnaturalizadas
por el calor producen peliculas transparentes, insipidas y flexibles. Estas son excelentes
barreras al O2, aunque resultan ser muy fragiles. Como solucidn a este inconveniente se
detectd que sus propiedades mecanicas mejoran considerablemente mediante la adicion

de un agente plastificante, como el glicerol (O. L. Ramos et al., 2013).

Dentro de sus aplicaciones se puede nombrar su uso como cobertura en productos
sensibles al oxigeno, como nueces y manies, para evitar su oxidacion y prolongar su
vida util (Galus & Kadzinska, 2015); formacion de recubrimientos comestibles anti-
moho para quesos; envases destinados a la leche en polvo; otros productos
deshidratados, en coberturas empleadas en derivados carnicos y en frutas frescas

cortadas como manzana (Mohseni, Ghavidel, & Asl, 2014).

o CASEINA

Los caseinatos son buenos formadores de peliculas emulsionadas por su naturaleza
anfifilica, su estructura desordenada y su capacidad para formar puentes de hidrégeno.

Las peliculas de caseinato presentan caracteristicas favorables para uso en alimentos
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como transparencia, flexibilidad y con buenas propiedades de barrera a los gases

(Mariana Pereda, Marcovich, & Mosiewicki, 2015).

o COLAGENO

Las peliculas de colageno también son usadas tradicionalmente en la preparacion de
envolturas comestibles. El coldgeno es el mayor constituyente de la piel, tendones y
tejidos conectivos, y se encuentra extensamente distribuido en las proteinas fibrosas de
los animales. La gelatina resulta de una hidrolisis parcial del colageno, produce una
pelicula flexible y gruesa y las propiedades mecanicas mejoran cuando se utiliza cloruro

de sodio (NaCl) en concentraciones bajas (Morales, Laura, Canchola, & Guivini, 2017).

Las peliculas comestibles obtenidas a partir de esta proteina se aplican desde hace
tiempo en productos y derivados carnicos, principalmente como recubrimiento de
salchichas y otros embutidos. Los beneficios que presentan este tipo de recubrimiento
son evitar la pérdida de humedad y dar un aspecto uniforme al producto mejorando sus

propiedades estructurales (Guzman, Acevedo, Romero, & Estrada, 2015).

o ZEINA

Es una prolamina y la principal proteina de reserva del maiz. Se caracteriza por ser
un material relativamente hidrofobico y termoplastico por lo cual forman peliculas
fuertes, con brillo, resistentes al ataque microbiano, insolubles en agua; con propiedades

antioxidantes y capacidad de adhesién (Pefia Serna, 2015).

e LIPIDOS

Los lipidos se caracterizan por ser hidrofobicos y no poliméricos, contrariamente a
los hidrocoloides, presentando excelentes propiedades de barrera frente a la humedad.

Dentro del grupo de lipidos aplicados a recubrimientos y peliculas comestibles se
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pueden mencionar las ceras, resinas, &cidos grasos, monoglicéridos y diglicéridos,

siendo la cera de parafina y la cera de abeja la mas eficiente (Rubio-Anaya, 2012).

La funcion principal de un recubrimiento de lipidos es bloquear el transporte de
humedad debido a su baja polaridad. La caracteristica negativa de estas sustancias es su
escasa capacidad para formar films, es decir que no poseen suficiente integridad
estructural ni durabilidad, forman peliculas gruesas y fragiles (Bourtoom, 2008). No
obstante, se los utiliza principalmente como proteccién de frutas, aplicandose una capa
lipidica externa como suplemento a la cera natural que poseen los frutos, la cual es
generalmente removida durante el lavado. Asi mismo se emplean como barrera entre los
distintos compuestos de un alimento heterogéneo, como soporte de aditivos liposolubles
y para dar brillo a los productos de confiteria (Oregel-Zamudio, Aguilar, Oyoque-

Salcedo, Angoa-Pérez, & Mena-Violante, 2016).

e COMPUESTAS

Como su nombre lo indica las peliculas compuestas son formuladas mediante la
combinacion de hidrocoloides y lipidos permitiendo aprovechar las ventajas funcionales
(Tabla 2) que presenta cada uno, reduciendo las caracteristicas desfavorables (Serrale,
2015). Segun la ubicacién en el espacio de los lipidos respecto a los hidrocoloides, los
recubrimientos y peliculas compuestas pueden ser de dos tipos:

1. Laminadas: se configuran mediante la superposicion de una capa
lipidica sobre una de hidrocoloides, formando una bicapa. De esta
manera se logra una distribucién homogénea de los lipidos, controlando
de manera satisfactoria la transferencia de agua (Tharanathan, 2003;

Suput, Lazié, Popovié¢, Hromi$, & Bulut, 2017). La principal desventaja
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es que requieren de varias operaciones para formar las diferentes capas

con las diferentes soluciones.

2. Emulsiones: se trata de mezclas heterogéneas de lipidos dentro de

una matriz de hidrocoloides, obtenidas por emulsion o microemulsion.

Este tipo de peliculas son menos eficientes respecto a la transferencia de

humedad ya que no se logra una distribucién homogénea de los lipidos

(M. Guo, Jin, Yadav, & Yang, 2015).

A continuacion, se presenta a modo de resumen, algunas de las sustancias ya

descriptas y sus principales ventajas y desventajas en la utilizacion como peliculas

Tabla 2. Materiales formadores de peliculas.

biodegradables.

Componentes Polisacaridos

Caracteristicas Polimeros
hidrofilicos

Ventajas Propiedades
mecanicas  asi
como de barrera
frente al Oy,
CO2 vy lipidos

Desventajas Permiten el
transporte  de
humedad

Proteinas
Polimeros
hidrofobicos e
hidrofilicas
dependiendo  la
conformacion que
adopte
Propiedades  de
barrera contra
aceites o grasas y

compuestos
volatiles, y su
ventaja de
permeabilidad a
gases.
incorporaciéon y
liberacion de

sustancias activas
Son una barrera

pobre frente a la
humedad
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Lipidos
Hidrofobicos y no
poliméricos

Excelentes
propiedades de
barrera frente a la
humedad.

Escasa capacidad
para formar films,

no poseen
suficiente
integridad
estructural ni
durabilidad,

Compuestas
Combinacion de
hidrocoloides y
lipidos

Combinacion de
hidrocoloides y
lipidos,
aprovechar
ventajas
funcionales.
Laminadas:
Controla de
manera
satisfactoria la
transferencia de
agua.
Laminadas:
Requiere varias
operaciones
para formar las
distintas capas.
Emulsion:
Menos

las



Ejemplos Almidones, Proteinas de
alginatos, Triticale, caseina,
carragenatos, del suero lacteo,
pectinas, colageno, zeinas,
quitina, soja
quitosano,
celulosa y
derivados

1.2.2. PLASTIFICANTES

forman peliculas
gruesas y fragiles

Ceras, resinas,
acidos grasos,
monoglicéridos 'y
diglicéridos

eficientes
respecto a la
transferencia de
humedad
Laminadas:
Superposicion
de una capa
lipidica  sobre
una de
hidrocoloides,
formando una
bicapa.
Emulsion:
Mezclas
heterogéneas de
lipidos dentro de
una matriz de
hidrocoloides

Los componentes utilizados para la preparacion de peliculas son agentes

biopoliméricos capaces de formar una matriz estructural con cierta resistencia mecanica.

No obstante, en algunos casos, especialmente cuando se usan las proteinas, se requiere

del empleo de aditivos como plastificantes para mejorar la resistencia y la elasticidad

(Aguirre et al., 2013); en otros, se requiere de agentes tensoactivos, para incrementar la

distribucién de glébulos hidréfobos dentro de una pelicula compuesta de tipo

emulsionada (Ribotta & Tadini, 2009).

Estos plastificantes son generalmente pequefias moléculas de bajo peso molecular y

alto punto de ebullicion (Aguirre et al., 2013). Tal es el caso del glicerol, xilitol y

sorbitol. Estos polioles se citan a menudo como buenos plastificantes para materiales

basados en proteinas debido a su capacidad para reducir la union intermolecular de

hidrogeno mientras aumentan el espaciamiento intermolecular.
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Los polioles son los plastificantes méas utilizados en la formacion de peliculas, y al
igual que otros agentes de plastificacion tienen efecto en las propiedades mecanicas, en
la desorcién de agua, en la permeabilidad al vapor de agua y en la temperatura de
transicion vitrea, al debilitar la fuerza de las interacciones macromoleculares. La
permeabilidad al vapor de agua y a los gases a través de una pelicula, es mayor a
temperatura mas altas a la de transicion vitrea (Sanyang, Sapuan, Jawaid, Ishak, &

Sahari, 2016).

Los plastificantes, en general, permiten aumentar la flexibilidad, la extensibilidad y
ductilidad del biopolimero mediante la disminucion de su resistencia mecanica. Los
plastificantes pueden interferir con la cadena de proteinas (cadena de hidrogeno)
reduciendo las fuerzas intermoleculares y aumentando la movilidad de las cadenas
proteicas y se utilizan generalmente para mejorar las propiedades mecanicas de las
peliculas. Los plastificantes desarrollan puentes hidrogeno proteina-plastificante
(Zubeldia, Ansorena, & Marcovich, 2015) que reemplaza las interacciones proteina-
proteina en las peliculas. De acuerdo a la composicion, tamafio y forma del plastificante
influyen en su capacidad para interrumpir el enlace de hidrogeno de cadena proteica,
incluyendo su capacidad para atraer agua al sistema de proteinas plastificado. También
puede provocar una disminucion en la formacion de los puentes de hidrogeno entre el
plastificante y los grupos hidroxilo del almidon mejorando las propiedades elasticas de

la pelicula (Sanyang et al., 2016).

1.2.3. PELICULAS ACTIVAS

Un desafio actual para la industria alimentaria es lograr un alimento envasado que

mantenga sus propiedades durante la cadena de distribucién y venta, evitando o
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minimizando el agregado de aditivos al alimento que luego serd consumido. Los
envases activos pueden ser una alternativa. Los mismos se han desarrollado para
reducir, inhibir o detener el crecimiento de microorganismos sobre la superficie de los
alimentos (Hosseini, Rezaei, Zandi, & Farahmandghavi, 2016), ademas de cumplir con

las funciones basicas del envase como es la proteccion, presentacion, etc.

El empaquetamiento activo nacié con el objetivo de satisfacer la demanda de los
consumidores de materiales de embalaje naturales, reciclables y biodegradables (Lopez-
Rubio et al., 2004). Como se sefiald anteriormente, la industria del envase esta en
constante busqueda de nuevos materiales, tecnologias e innovaciones que permitan
satisfacer las necesidades de los consumidores y de la industria alimentaria, ademas de

crear nuevos mercados.

Estas matrices poliméricas tienen, también, el potencial de liberar agentes activos
(antioxidantes y antimicrobianos), retener compuestos (etileno, oxigeno y agua) o
componentes alimentarios indeseables (Majid, Nayik, Dar, & Nanda, 2016). De esta
forma, materiales que no eran considerados por este sector de la industria, surgen como
opciones o soluciones para problemas especificos, reemplazando en parte a los
materiales “genéricos” (LDPE, PVC, etc.) gracias a propiedades Unicas o sistemas con

gran valor agregado.

Tradicionalmente, los agentes antimicrobianos son adicionados directamente a los
alimentos, pero su actividad puede ser inhibida por diferentes sustancias que forman
parte del alimento, de manera que se puede disminuir su eficiencia. En tales casos, la
implementacién de peliculas o recubrimientos antimicrobianos puede ser mas eficiente
que los aditivos que se utilizan en el producto alimenticio, ya que estos pueden migrar

selectiva y gradualmente los compuestos desde el empaque a la superficie del alimento
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(A. M. Durango et al., 2006). Diversos agentes antimicrobianos han sido utilizados en
empaques activos, tales como: &cido sérbico, acido benzoico, benzoato de sodio, acido
citrico (Eswaranandam, Hettiarachchy, & Johnson, 2004) y sorbato de potasio (Zactiti
& Kieckbusch, 2006). De igual manera, han sido utilizadas bacteriocinas como nisina
(Santos et al., 2018), pediocina (Laursen, Bahl, Licht, Gram, & Knudsen, 2015).
También se utiliza natamicina (Romero, Borneo, Passalacqua, & Aguirre, 2016), un
antifungico producido por Streptomyces natalensis. Bacteriocinas como lactocina 705
(cuya actividad depende de la complementacidn de dos péptidos, lac705a y lac705b)
producida por Lactobacillus curvatus CRL705, con fuerte actividad anti-Listeria,
también han sido aplicadas en peliculas multicapa (Massani, Vignolo, Eisenberg, &
Morando, 2013). Como es el caso de las peliculas a base de gelatina y de quitosano,
peliculas de dos capas con actividad antimicrobiana potencialmente probados sobre el
crecimiento de L. monocytogenes (Pereda, Ponce, Marcovich, Ruseckaite, & Martucci,

2011).

También se puede mencionar trabajos sobre contaminacion microbiana que se
produce en pescado, en el que se han utilizado un sistema de envasado a base de acido
polilactico con bacteriocinas de Weissella hellenica BCC 7293. La bacteriocina fue
liberandose en forma continua desde el envase hasta la superficie del alimento,
permitiendo asi mantener una actividad antimicrobiana efectivas (Woraprayote et al.,

2018).

Se ha informado que el sistema de envasado protege a las bacteriocinas de la
inactivacion mediante la interaccion con componentes alimenticios tales como lipidos y
enzimas (Chams, 2013.). Ademas, la aplicacion de bacteriocinas en los materiales en
contacto con los alimentos requiere menores cantidades en comparacion con la adicién

directa en el volumen total de la carne, reduciendo asi el uso del conservante y evitando
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la adicion directa de bacteriocinas. Esta técnica puede satisfacer la demanda de los
consumidores que buscan los alimentos que estan libres de aditivos (Woraprayote et al.,

2016).

En resumen, todos estos desarrollos tienen como fin la aplicacion de materiales
ecoldgicos, el uso de empaques de manera sustentables y la implementacion de

tecnologia flexible y estandarizada en seguridad alimentaria.

1.3. GENERALIDADES Y USOS DE TRITICALE

El triticale (Triticosecale Wittmack) es una planta autdgama, herbacea, anual; se
desarrollé cruzando el centeno (progenitor masculino) y el trigo (progenitor femenino)
(McGoverin et al., 2011). Ambos comparten los caracteres morfoldgicos vegetativos y
reproductivos tipicos de la familia de las Poaceas, subfamilia Pooideas. Se buscaba, al
unir ambas plantas, combinar los atributos positivos de calidad tanto del centeno
(tolerancia a las duras condiciones de cultivo) como del trigo (aplicaciones de alimentos
versatiles). Asi el triticale posee el rendimiento potencial del trigo y la capacidad de
adaptacion del centeno a un ambiente seco (Aguirre etal, 2013). Entre las
caracteristicas que posee la planta de triticale: es mas alta que el trigo y posee hojas mas
gruesas y grandes, y sus espigas son de gran longitud. Las plantas muestran un color
verde azulado que se intensifica previa a la espigazén (Mellado, Matus, & Madariaga,

2008).

El grano de triticale posee una composicion quimica que revela un menor contenido
de proteinas, pero con un mayor porcentaje de materia grasa y una cantidad de hidratos

de carbono intermedia respecto a los restantes cereales. Por su valor nutricional, el
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triticale puede convertirse en un grano de suma importancia para la alimentacion
humana y/o animal; sus factores nutricionales mas importantes son: el contenido de
lisina que en algunos genotipos de triticale poseen una mayor presencia y es un
aminoacido limitante de los cereales (McGoverin et al., 2011); la concentracion de
almidon, como los polisacéridos no amilaceos (por ejemplo: arabinoxilanos); los
polifenoles (por ejemplo: acidos fendlicos); los alquilresorcinoles; las vitaminas (por
ejemplo: Vitamina B1) (Rakha, \AAman, & Andersson, 2013) y, por ultimo, la calidad
de sus proteinas, en comparacion a otras proteinas estudiadas de otros cereales (Aguirre

et al., 2013).

En la mayoria de los paises del mundo el triticale se emplea como grano harinero. La
produccién mundial de triticale ha seguido creciendo durante las Gltimas dos décadas,
llegando a ~17 millones de toneladas en el 2014 (Zhu, 2017). Los principales
productores son Polonia, Alemania, Bielorrusia, Francia, Rusia y China (Zhu, 2017). En
Argentina, este cereal se ha utilizado siempre con fines forrajeros, para pastoreo directo
y fabricacion de raciones. El triticale tiene caracteristicas de produccion estable, buena
sanidad, tolerancia a bajas temperaturas y al estrés hidrico, y resistencia a plagas.

También se ha utilizado como biocombustibles (McGoverin et al., 2011).

1.3.1. HARINA DE TRITICALE

La harina de triticale, corresponde esencialmente al endospermo; representa entre el
70 y 75% del peso inicial del grano y comprende aproximadamente el 70% de las
proteinas totales y el 80% del almidon. Es un poco mas oscura que la harina del trigo y
mas clara que las del centeno. El rendimiento en molino del triticale es inferior al del

trigo. Esto se debe fundamentalmente a la forma alargada y arrugada del grano, que
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implica una mayor relacion entre la superficie exterior y el volumen, sumado a las
caracteristicas excesivamente blandas del endosperma. Ademas la harina presenta un
alto nivel de a-amilasa (Dennett, Wilkes, & Trethowan, 2013), que se valora mediante

la determinacion de Falling Number de Hagberg-Perten.

Tabla 3. Composicion nutricional de harina de triticale

Nutrientes Por 100 gr
Energia 338 Kcal
Proteina 13,18 g

Total de lipidos (grasas) 1,819

Hidratos de carbono 73,14 g
Fibras 1469
Agua 10,01 ¢

Los granos de triticale poseen bajo Falling Number comparado al de los granos de
trigo y centeno (Rakha, Aman, & Andersson, 2011). Esto trae como consecuencia
problemas en la calidad industrial durante la panificacion. En el caso de usar harina pura
de triticale se obtiene una masa débil debido al bajo contenido y poca fuerza del gluten,
y alto nivel de actividad de la enzima alfa amilasa (Mellado et al., 2008). Pero en los
altimos afios, el rango de composicion quimica del triticale se ha mejorado a través de la
evaluacion de recursos genéticos (Manley et al., 2013). Esto permitid, recientemente,
reformular varios productos alimenticios a base de triticale, como el pan y la pasta en

los laboratorios (Navarro-Contreras et al., 2014).
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Ademas, cabe destacar su implementacion en el desarrollo de peliculas comestibles y
envases biodegradables para aplicaciones alimentarias, gracias a la calidad de su harina

(Borneo, Alba, & Aguirre, 2016).

1.4. ENTEROCOCCUS FAECIUM ES216
PRODUCTORA DE BACTERIOCINAS

La cepa de Enterococcus faecium ES216 fue aislada de avena y pertenece a la coleccion
de cultivos de ICYTAC. Tiene la capacidad de producir una sustancia antimicrobiana
tipo bacteriocina/s con actividad frente a cepas de Listeria, Pediococcus y Lactobacillus
(Salvucci, LeBlanc, & Pérez, 2016). Fue evaluado su caracter termorresistente y su

inactivacion con enzimas proteoliticas como tripsina y proteinasa K.

En base a lo expuesto se propone la siguiente hipétesis del trabajo:
e Las bacteriocinas utilizadas poseen una serie de caracteristicas que

favorecen su empleo como bioconservante.

e Eluso de bacteriocinas es factible para producir peliculas activas a partir

de peliculas de harina de triticale.

e Las peliculas activas de harina de triticale poseen propiedades
funcionales comparables a otras peliculas elaboradas con harina de especies

diferentes.

® | as peliculas activas pueden funcionar como barrera fisica y aumentar la

vida util de los alimentos por su capacidad antimicrobiana.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Estudiar y desarrollar peliculas activas a partir de harina de triticale por la
incorporacion de sustancia tipo bacteriocina (producida por cepas de bacterias lacticas
aislada de cereales) como agente antimicrobiano, que puedan ser usadas como
recubrimiento de alimentos para mejorar sus procesos de conservacion, asegurar su

calidad y salubridad, prolongando su vida util.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desarrollar las formulaciones de las peliculas a base de harina de triticale
y sustancia tipo bacteriocina, producida por cepas de bacterias lacticas aisladas
de cereales, con el fin de seleccionar las méas adecuadas para recubrimiento de

alimentos.

e Caracterizar las propiedades fisicoquimicas, de barrera y mecanicas de

las peliculas obtenidas.

e Analizar la influencia del almacenamiento de estas peliculas activas

estudiando el efecto del envejecimiento sobre sus propiedades.

e Evaluar la actividad antimicrobiana de las peliculas activas de triticale.

e Aplicar estas peliculas a alimentos evaluando su efectividad como

envase activo para extender su vida Gtil.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. MATERIALES

Los ingredientes que se utilizaron para elaborar las peliculas activas objeto de

estudio para el presente trabajo fueron:

e Harina de triticale obtenida de la variedad Buck TK 205 (Campeloni
Semillas S.A., Cordoba, Argentina).

e Enterococcus faecium 216 (ES216) aislada de avena que ha demostrado
tener efecto inhibitorio sobre L. innocua mediante la produccion de una

sustancia tipo bacteriocina (BLIS) (Salvucci et al., 2016).

2.2. METODOS

2.2.1. CEPABACTERIANA Y CONDICIONES DE
CRECIMIENTO

La cepa productora de bacteriocina E. faecium ES216 se cultivd en medio MRS
(Man, Rogosa y Sharpe) a 37°C, medio 6ptimo para el crecimiento de bacterias lacticas
debido a su contenido de peptona y glucosa que proporciona una importante fuente de

nitrégeno, carbono y otros elementos necesarios para el crecimiento de la bacteria.

L. innocua ATCC 33090 se us6 como cepa indicadora y como contaminante en
ensayos de alimentos. Se cultivd en caldo Brain Heart Infusion (BHI) y Listeria

Selective agar Oxford a 30 ° C, con un contenido de 0,7% de agar.
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Las cepas bacterianas se conservaron con 20% de glicerol a -80 °C.

2.2.2. PURIFICACION DE LA BACTERIOCINA

La cepa productora E. faecium ES216 se cultivd en MRS a 37 °C hasta la fase
estacionaria. El cultivo se centrifugd a 10.000 rpm, 10 minutos. El sobrenadante
obtenido se filtr6 mediante un filtro de poros de 0,2 um obteniéndose el sobrenadante

libre de células (SLC) que se utiliz6 para la produccion de peliculas activas.

El SLC fue sometido a purificacion mediante salting out con sulfato de amonio con
un porcentaje de saturacion de 70% durante 16 hs a 4°C. Se colect6 con varilla de vidrio
el precipitado y el resto se centrifugé a 10000 rpm, durante 10 minutos. Se descarto el
sobrenadante y el precipitado total se re-suspendié en un volumen minimo de agua

destilada.

El extracto de bacteriocina semi purificado obtenido se pasé a través de un cartucho
de extraccion en fase sélida C-18 (Pingitore, Salvucci, Sesma, & Nader-Macias, 2007).
Como fase madvil se utilizaron distintas concentraciones de isopropanol (10, 20, 40, 60 y
80%) y las eluciones obtenidas se concentraron por evaporacion. La fraccién que
mantuvo actividad antimicrobiana (E) fue utilizada/reservada para la produccién de

peliculas activas.
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Figura 2. Sobrenandante de bacteriocinas libre de céulas

2.2.3. CONCENTRACION INHIBITORIA MINIMA (CIM)

Para la determinacién de actividad antimicrobiana se realizaron ensayos de (mota en
el césped) spot-on-lawn en un agar de doble capa contra L. innocua ATCC33090

(sensible a bacteriocina) (Salvucci, Saavedra, Hebert, Haro, & Sesma, 2012).

Se sembrd agar BHI semisélido (agar 0,7%) con un cultivo de fase estacionaria al
1% (v / v) de la cepa indicadora (agar superior) vertido sobre placas conteniendo agar
BHI al 1,5% (agar inferior). Se realizaron diluciones seriadas (1:2) del SLC y el extracto
de bacteriocina (E). 10 pL de cada dilucién se colocaron en la capa superior. Se
determino la actividad inhibidora después de la incubacion a 37 ° C durante 16 h. La
actividad antimicrobiana del sobrenadante se expres6 como unidades arbitrarias por ml.
(AU/ml). Este valor se obtuvo como el reciproco de la mayor dilucién capaz de producir

un halo de inhibicién mayor o igual a 5 mm.

Figura 3. Secuencia para la deteccion de actividad inhibitoria de SLC y E. Las fotos
muestran las diluciones, siembras en placas de agar semisélidas, incubacion y la
seleccion de la mejor actividad inhibitoria.
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2.2.4. PREPARACION DE PELICULAS

Para la preparacion de las peliculas se utilizé harina de triticale en la variedad Buck
TK 205, con un contenido de:
e humedad, 13.25 +0.02 g 100 g},
e proteina, 8.88 +0.02 g 100 g,
e cenizas, 0.61 +0.02 g 100 g%,
e yuntamafio de particula obtenida por un tamiz estandar de EE. UU. n. °

100.

La Solucion Formadora de Pelicula (SFP) fue obtenida por dispersion de la harina de
triticale (4.0 g / 100 ml) en agua por 15 minutos (pH 10.7). Se adicion6 glicerol (30 g /
100 g de harina), utilizado como plastificante, y la dispersion resultante fue entonces
agitada magnéticamente durante 15 minutos a 75 °C. Se prepararon peliculas control

(sin bacteriocina) y peliculas activas.

En el caso de las peliculas activas se afiadieron el SLC vy la fraccion E, en distintas
concentraciones a la Solucion Formadora de Pelicula (SFP) obteniendo las siguientes

peliculas:

» SLC 1% v/v - (1 ml de SLC/100ml de SFP),
» E1 1% v/v- (1ml de E/100ml de SFP) y

» E2 2% vl/v - (2ml de E/100ml de SFP).

Las peliculas se prepararon usando la Teécnica de Evaporacién de solvente.
Volumenes determinados, de la solucidon formadora de pelicula, se vertieron sobre una

bandeja plana horizontal de silicona (20 cm de diametro). Luego, las peliculas se
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secaron a 30°C en estufa con circulacion de aire. Después se retiraron del molde de
silicona y se almacenaron a temperatura ambiente y a 52% de HR para su
acondicionamiento, para luego determinar sus diferentes propiedades en funcion del

tiempo, hasta 45 dias.

2.2.5. PROPIEDADES GENERALES DE LAS PELICULAS
(ESPESOR Y DENSIDAD)

El espesor de las peliculas se determind con un micrometro Schwyz modelo SC1,
Suiza (Figura 4). En todos los calculos se utilizé el valor medio de seis mediciones de
grosor en diferentes lugares de cada muestra de pelicula. Estos valores fueron utilizados
para la evaluacion de la opacidad, la permeabilidad al vapor de agua, el color y las

propiedades mecanicas.

L B |
Figura 4. Micrometro Schwyz SCL1.

Densidad es la cantidad de masa por unidad de volumen. Podemos interpretar esta
definicion como el grado de compactacion de un material. La densidad de las peliculas
se calculé directamente a partir del peso y las dimensiones de la misma a partir de la

siguiente ecuacion:

D (g cm®) = m/(A.5) (1)
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Donde A es el area de la pelicula (cm?), & el espesor de la pelicula (cm) y m la masa

(9).

Finalmente, la densidad de la pelicula se expres6 como el promedio de tres

determinaciones independientes.

2.2.6. CONTENIDO DE HUMEDAD (%H)

El contenido de humedad es la relacion que existe entre el peso de agua contenida en
la pelicula en estado natural y el peso de la pelicula después de ser secada en estufa.
Esta relacion es expresada en porcentaje de acuerdo con Aguirre, Borneo, & LeoOn
(2011). EI método consiste en pesar las peliculas y luego llevarlas a estufa a 105°C por
24hs. Después de las 24hs en la estufa se dejan enfriar y se pesan nuevamente. El

porcentaje de humedad se calculd con la siguiente ecuacion:
%H = [(M-Mf)/M] x 100 (2

Donde %H es porcentaje de humedad, M es el peso inicial de la muestra y Mf es el

peso final de la muestra seca.

Se realizaron mediciones por triplicado para cada tipo de pelicula y se tomé una

medida promedio como resultado.

2.2.7. SOLUBILIDAD EN AGUA (S)

La Solubilidad es el porcentaje de materia seca en la pelicula solubilizada después de

24 horas de inmersion en agua. EI método consistié en cortar discos de peliculas,
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previamente pesadas, que luego fueron inmersos en 50ml de agua destilada por 24hs a
temperatura ambiente. Luego se secaron a 105°C durante 24hs en estufa con circulacion
de aire, para asi determinar el peso de la materia seca que no fue solubilizada en agua.
El peso de la materia seca solubilizada se calcul6 sustrayendo el peso de la materia seca
no solubilizada del peso de la materia seca inicial y se reporta como porcentaje
(Fakhouri, Tanada-Palmu, & Grosso, 2004). Los porcentajes de la pérdida de peso de
cada muestra de las peliculas fueron calculados usando la siguiente ecuacion

(Hernandez-Mufioz, Kanavouras, Ng, & Gavara, 2003):
%S = [(pi-psf)/pi] x 100 (3)

Donde pi: es peso inicial en gramos y psf: peso seco final en gramos.

El peso inicial se corrige restando el porcentaje de humedad de las peliculas. Se

realizaron mediciones por triplicado, tomando la media como resultado.

2.2.8. PERMEABILIDAD AL VAPOR DE AGUA (PVA)

La Permeabilidad al Vapor de Agua (PVA) se puede definir como la cantidad de
vapor (gramos) que pasa por unidad de superficie de un material de espesor por unidad
de tiempo. La PVA se midié gravimétricamente de acuerdo con el método descrito por
Aguirre et al. (2011). Para ello, primero fueron acondicionadas las peliculas en una
camara de humedad controlada con solucion saturada de nitrato de magnesio a 25°C y
52% Humedad Relativa (HR) por 48hs, hasta alcanzar el equilibrio de humedad. Luego

se determiné el espesor de las mismas.
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Posteriormente, cada muestra de pelicula se sell6 sobre un vaso de permeacion
circular que contenia silica gel, el cual es un desecante que absorbe la humedad (Fig.5)
permitiendo mantener un ambiente dentro del gabinete a HR constante. La HR dentro de
la celda fue siempre mas baja que en el exterior, y el transporte de vapor de agua se
determind a partir de la ganancia de peso de la celda de permeacion. Los vasos fueron
medidos periddicamente y la tasa de transferencia de vapor de agua (TPVA, g m? s?)
de las peliculas se determind a partir de la pendiente del aumento de peso en funcion del

tiempo usando la siguiente férmula:

TPVA = (Am A L At?) (4)

Donde Am es el aumento de peso de la celda de permeacion, A es el area expuesta y
At es el tiempo. La permeabilidad al vapor de agua (PVA, g m™s-1Pa?) se calculd

usando la siguiente ecuacion:

PVA = (TPVA . X)/ AP (5)

Donde X es el espesor de la pelicula y AP es la diferencia de presion parcial de vapor

(Pa) a través de la pelicula.

Figura 5. Celdas con silica gel para la medicion de la permeabilidad de las peliculas.

2.2.9. PROPIEDAD MECANICA: RESISTENCIA A LA
PUNCION (RP)

La Resistencia a la Puncion (RP) proporciona informacion sobre la fuerza necesaria

para punzar una muestra y la resistencia de la pelicula a ser perforada. El texturémetro
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mide la fuerza que causa una puncién irreversible en la muestra del material. Los
ensayos de puncion asumen que el tamafio de la muestra es mucho mayor que el del
punzén y que no habria diferencias si la muestra fuese mayor aun. Esto es llamado
“Geometria semi-infinita”, el ensayo de puncion asume que la muestra es de tamafo
semi-finito y que los efectos de los bordes son insignificantes. Esta generalmente
aceptado que el didmetro de la muestra debe ser al menos tres veces mayor a la del

punzon.

La RP se midio por el método de Ghorpade, Li, Gennadios, & Hanna (1995), con
algunas modificaciones, utilizando un analizador de textura: Instron Texturometer (Fig.
6). Las peliculas se fijaron sobre una superficie plana y se perforaron con una sonda
P/2N (sonda de aguja), moviendose a 1 mm/s hasta que la aguja pasase a través de la
pelicula. EI RP se calculd dividiendo la fuerza maxima por el area de la seccion
transversal de los esfuerzos de distribucion (espesor x diametro de la abertura del
soporte de la pelicula, mm?). Todas las determinaciones se hicieron cinco veces. Se
calcularon las desviaciones promedio y estandar. Los valores experimentales obtenidos
para RP, al no tener una relacion lineal, se ajustaron utilizando el siguiente modelo, que

permite explicar nuestra variable dependiente:

Modelo Polindmico: RP =ax?+ bx + C (6)

Donde “x” es el tiempo de almacenamiento (dias).

Este modelo fue elegido en base a los resultados de Borneo etal. (2016). Se
adaptaron los valores experimentales de prueba de puncion de peliculas almacenadas de
harina de triticale usando varios modelos (modelos polindmicos, lineales y

exponenciales). Los coeficientes de determinaciéon de los modelos (R2) mostraron qué
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parte de la variabilidad de los datos es explicada por los modelos. En todas las variables
analizadas el modelo de mayor ajuste fue el polindmico que explicdé mejor (que los
otros modelos) la variabilidad de la prueba de puncion con valores de R2 més altos, lo
que implica que la variable tiempo de almacenamiento tiene un efecto simple y un
componente cuadratico sobre las variables analizadas. Se utilizé el software Excel para

ajustar los datos a los modelos.

Figura 6. Texturometro Instron.

2.2.10. EVALUACION DEL COLOR

Las mediciones de color se realizaron con un colorimetro Konica Minolta (Minolta
CM-508d, Tokio, Japdn), que se muestra en la Figura 8. Las peliculas fueron colocadas
sobre una placa blanca, y los resultados fueron expresados con el sistema establecido
por la Comisién Internacional de la lluminacion L* a* b* (CIELab, siglas en francés,
Fig 7.), que definen cada color a partir de tres coordenadas denominadas: L*
(luminosidad o claridad del color), valores de O=negro y valores de 100=blanco, a*
(rojo-verde), valores -a* verdes y valores +a* rojo, y b* (amarillo-azul), valores -b*
azul y valores +b* amarillo. Las magnitudes L*, a* y b* son adimensionales y se

definen en funcion del tipo de estimulo para tratar de simular a los observadores reales
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(Joshi & Brimelow, 2002; Marvizadeh, Oladzadabbasabadi, Nafchi, & Jokar, 2017).
Son coordenadas colorimétricas que forman un plano perpendicular a la luminosidad y a
su vez, son perpendiculares entre si. Por otra parte, el corte del eje L* con el plano que
forman a* y b* es el punto acromatico. El valor a* es una medida de la intensidad de
color rojo, en el desplazamiento sobre este eje hacia valores positivos del punto
acromatico se observan los rojos y hacia valores negativos, los verdes. El valor b* es
una medida de la intensidad de color amarillo, en el desplazamiento sobre este eje hacia
valores positivos del punto acromatico se observan los amarillos y hacia valores

negativos, los azules.

Figura 7. Colorimetro Konica Minolta

El conjunto a* y b* recibe el nombre de cromaticidad y junto con la luminosidad

definen el color de un estimulo (en coordenadas cartesianas).

Se realizaron mediciones sobre las peliculas de harina triticale, tanto control como
las activadas con bacteriocinas, en al menos cinco posiciones seleccionadas
aleatoriamente para cada muestra. Se utiliz6 una placa blanca, como estandar, para

comparar la medicion de color con respecto a las peliculas control y activadas. Para
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detectar la diferencia de color entre las muestras se calculo el valor AE, donde A (delta)
es “diferencia de” y E es la letra inicial de empfindung que significa sensacion (Arrieta
et al., 2014; Fai et al., 2016). Cuanto mas alto es el valor de AE, mayor es la desviacion

en comparacion con el estandar.

La diferencia de color total (AE*) entre las peliculas y el estandar se calculd de la

siguiente ecuacion:

AE=[(AL*)*+ (Aa*)? + (Ab*)]* (7)

El espacio de color CIELAB

Es un espacio tridimensional
con tres Planos o ejes

Plano - Eje
Luminosidad
(L%
‘ |
a Plano
Rojo - Verde
(a*%)

Plano

Amarillo - Azul
(b*)
|

+ Saturacion

Figura 8. Sistema de color CIELab.

Los valores utilizados para determinar si la diferencia de color total era visualmente

evidente fueron los siguientes (Bodart, De Pefiaranda, Deneyer, & Flamant, 2008):

AE* <1 las diferencias de color no son obvias para el ojo humano.

1 < AE* < 3 las diferencias de color no son apreciadas por el ojo humano.

AE* > 3 las diferencias de color son obvias para el ojo humano.
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2.2.11. MEDICIONES ESPECTROMETRICAS Y OPACIDAD
(O)

La opacidad (O) permite evaluar el grado de transparencia de las peliculas. La
opacidad de las peliculas se calculé dividiendo el valor de la absorbancia a 500nm por
el espesor de la pelicula (mm) segun el método descrito por Echeverria, Eisenberg, &
Mauri (2014). La absorbancia se midié usando un espectrofotémetro Jasco V-730. Cada
muestra de pelicula se corté en una pieza rectangular y se colocé directamente en una
celda del espectrofotémetro y las mediciones se realizaron con aire como referencia.

Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.

2.2.12. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LAS
PELICULAS ACTIVAS

La actividad antimicrobiana de las peliculas indica el grado de inhibicion del
crecimiento de L. innocua. Se determind colocando circulos de 2 cm. de diametro de
cada pelicula (control y activo) sobre las placas de agar semisolido sembradas con 1%
(v /v) del cultivo indicador de L. innocua ATCC33090. Las placas se incubaron a 30 °C
durante 24 h. La actividad de las peliculas activas fue determinada periddicamente y

comparadas con las peliculas control sin bacteriocinas durante 45 dias.

La actividad antimicrobiana, revelada como zona de inhibicidn del crecimiento de la
cepa indicadora debajo y alrededor de la pelicula, se midié con el programa Imagen J

(Abramoff, Magalhaes, & Ram, 2004).

2.2.13. ENSAYOS EN ALIMENTOS

Para evaluar la capacidad inhibitoria de L. innocua de las peliculas de harina de

triticale en un alimento modelo, se utilizé el queso blanco Holanda.
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Tabla 4. Caracteristicas del queso blanco Holanda utilizado.

Contenido de humedad 45%
Actividad del agua (aw) 0,95
pH 52

Sodio 0,48%
Lipidos 27%

Este queso fue seleccionado por ser de mediana humedad (tabla 4), textura suave,
pasta semidura, semi-graso, de aspecto uniforme y color blanco-amarillento. Elaborado
con leche parcialmente descremada, acidificada por cultivo de bacterias lacticas y
coaguladas por cuajo y/o enzimas especificas. ElI queso fue comprado en el mercado
local.

Figura 9. Queso contaminado con L. innocua envasado en bolsa de pelicula de

triticale

Se cortaron rodajas (3 cm x 10 cm) de queso y se sumergieron en solucién fisioldgica
conteniendo L. innocua a un nivel de 5 x 10° UFC/g. Para la preparacion de los envases,
se recortaron rectangulos de peliculas de 12 cm x 9 cm y se sellaron con un

termosellador manual en tres de sus lados.

Las rodajas de queso se colocaron en bolsas de peliculas activadas (peliculas con
SLC y E2) y peliculas sin bacteriocinas como control (Figura 9). Se termosell6 en
cuatro lados, cerrando las bolsas. Las muestras se almacenaron a una temperatura de
7°C durante 15 dias. Para el analisis microbioldgico se tomaron muestras a tiempo 0, 2,

5, 7y 15 dias de almacenamiento.
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Posteriormente, las rodajas de queso se transfirieron asépticamente a NaCl al 0,9%
p/v (Figura 10) y se homogenizaron por 2 minutos. Se determind el nimero de unidades
formadoras de colonias (UFC) mediante recuento en placa. Diluciones seriadas de las
muestras homogeneizadas (1:10) en agua de peptona se sembraron en agar selectivo
Oxford para Listeria. Las placas de agar se incubaron aer6bicamente a 30 °C durante 48

h. Las colonias se contaron y se expresaron como UFC/g.

Figura 10. Cabina de flujo laminar Casiba HL2A. Preparacion de la muestra para
recuento en placa.

Figura 11. Siembra de las muestras homogenizadas de queso sobre placas de agar
selectivo Oxford para L. innocua.

2.3. ANALISIS ESTADISTICO

La densidad, el contenido de humedad, la solubilidad en agua y la permeabilidad al
agua se determinaron por triplicado mientras que las propiedades mecanicas se
realizaron cinco veces. Se realizd un analisis de varianza (ANOVA) para probar las

diferencias de medias y se utilizé la prueba de comparacion multiple de Fisher LSD
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para averiguar qué medios eran estadisticamente y significativamente diferentes (o =
0,05). Los datos estadisticos se realizaron utilizando la version de software estadistico

InfoStat 2014 (Di Rienzo et al., 2014).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. GENERALIDADES DE LAS PELICULAS
(ESPESOR Y DENSIDAD)

Las peliculas de harina de triticale fueron homogéneas, resistentes, estables,
flexibles, transparentes, de superficie suave y se podian separar facilmente de las placas
(Figura 12). Estas caracteristicas indican que la harina de triticale tiene un muy buen
desempefio como componente formador de las peliculas. Las peliculas con el agregado
de bacteriocina en sus distintas concentraciones mostraron iguales particularidades, no
se observaron poros o grietas. Ramos, Jiménez, Peltzer, & Garrig6s, (2012) reportaron
similares caracteristicas en peliculas, formuladas a base de aislado de proteina de suero

de leche.

Figura 12. Pelicula de harina de triticale. Se puede observar su
transparencia
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El espesor promedio entre las peliculas control y activas no presentd diferencias

significativas, con un valor total de: 118+9 pm.

La incorporacion de bacteriocinas no afecto significativamente a la densidad, como

se puede observar en la tabla nro 5.

Tabla 5. Densidad de las peliculas control y activadas.

Peliculas Densidad
Control 1,31%+0,09
SLC 1,31%+0,02
E 1% 1,29°+0,30
E 2% 1,35%+0,12

Los datos se encuentran expresados como la media + desviacion estandar (N =3).
Medias con diferentes letras dentro de cada columna son estadisticamente diferentes (p
< 0,05)

3.2. CONTENIDO DE HUMEDAD

La Tabla 6 muestra valores de contenido de humedad (%H) de las peliculas de harina
de triticale control y con el agregado de bacteriocina. Se observa que con el agregado de
bacteriocina, a tiempo cero, no se producen cambios significativos, al igual que en
peliculas de triticale con natamicina (Romero et al., 2016). Los valores de porcentaje de
humedad observados, oscilaron entre los 16,57 a 18,27%. Tampoco se observaron
cambios significativos en peliculas de quitosano control y el agregado de natamicina

(Fajardo et al., 2010).
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Tabla 6. Contenido de humedad de peliculas de harina de triticale control y activas
con SLC, E1yE2.
Pelicula Porcentaje  de
humedad (%H)

Control 16,57%+0,09
SLC 17,34%+0,02
E 1% 18,27%+0,30
E 2% 17,81%+0,12

Los datos se encuentran expresados como la media + desviacion estandar (N =3).
Medias con diferentes letras dentro de cada columna son estadisticamente diferentes (p
<0,05)

El contenido de humedad de las peliculas fue medido a diferentes tiempos de
almacenamiento, hasta los 45 dias, como muestra la Figura 13. Durante este periodo no
se observaron cambios estadisticamente significativos, tanto para las peliculas control

como para las activas con bacteriocina.

Para peliculas de gluten de trigo luego del agregado de bacteriocinas sintetizadas por
Lactobacillus curvatus CRL705, el contenido de humedad no varié significativamente

respecto al control, hasta los 15 dias de almacenamiento (Massani et al., 2013).

267

24

22 T
20 I

184 | 4% Control

L i SLC

1 A

16 <
14 1

124

Contenido de humedad (%)

—] =t —

10 I T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Tiempo (dias)

55



Figura 13. Contenido de humedad de las peliculas de triticale Control y activas: SLC,
ElyE2.

3.3. SOLUBILIDAD (%0S)

La solubilidad es un factor importante para la determinacion de la resistencia al agua
de las peliculas. Se observaron valores iniciales méas altos de solubilidad en agua cuando
se afiadid la bacteriocina a las peliculas de harina de triticale en comparacion a las
peliculas control (Tabla 7), lo cual puede indicar que dichos compuestos interfieren
significativamente en la red polimérica de las peliculas de harina de triticale. Se observo
una tendencia similar para las peliculas de proteina de suero y caseinato de calcio
afiadidas con sobrenadantes libres de células de Lactobacillus rhamnosus (Beristain-
Bauza, Mani-L6pez, Palou, & Lopez-Malo, 2016), mientras que para peliculas de
triticale con natamicina se observo una disminucion de los valores de solubilidad

(Romero et al., 2016).

Tabla 7. Porcentaje de solubilidad de las peliculas de harina de triticale control y con
el agregado de bacteriocina SLC, E1y E2.

Pelicula Solubilidad en
agua (%S)
Control 22,78%+0,56
SLC 28,58+0,68
E 1% 28,24+1,70
E 2% 27,60°+2 36

Los datos se encuentran expresados como la media + desviacion estandar (N =3).
Medias con diferentes letras dentro de cada columna son estadisticamente diferentes (p
< 0,05)
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Durante su almacenamiento, como se puede observar en la Figura 14, hubo una caida
significativa del porcentaje de solubilidad hasta los 15 dias. En las peliculas con SLC,
E1l y E2 continda disminuyendo levemente el S% hasta los 30 dias, de 28.58% a
20.16%, de 28.24% a 20.92% y de 27.6 a 20.96% respectivamente, mostrando mayor
resistencia al agua con el tiempo. La pelicula control presenté cambios significativos
durante el almacenamiento, pero a los 45 dias vuelve a un valor similar al que tenian a

tiempo cero.

Si bien el analisis de migracion no se realizd, se especula que la bacteriocina podria
migrar cuando las peliculas se solubilizan parcialmente, y este comportamiento puede
ser deseable. La actividad antimicrobiana de las peliculas activas no solo dependeria de
la concentracion de SLC y E sino también, de la capacidad de migracion de la

bacteriocina, como sugiere Beristain-Bauza et al. (2016).
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Figura 14. Solubilidad de las peliculas de triticale Control y activas con CFS, E1y
E2.

57



3.4. PERMEABILIDAD AL VAPOR DE AGUA (PVA)

Unas de las propiedades clave de las peliculas para su aplicacién como envase de
alimentos, es la propiedad de barrera al vapor de agua, principalmente debido al
importante rol del agua en las reacciones de deterioro de los productos alimenticios.
Como se puede observar en la Tabla 8, los valores de PVA a tiempo cero no muestran

cambios significativos por el agregado de bacteriocina a las peliculas de triticale.

Tabla 8. Permeabilidad al vapor de agua de las peliculas de harina de triticale control
y activas con SLC, E1y E2.
Pelicula Permeabilidad al

vapor de agua (PVA)
(g m-1s-1 Pa-1)

Control 1,15%+0,02
SLC 1,16%+0,17
E 1% 1,09%+0,05
E 2% 1,05%+0,18

Los datos se encuentran expresados como la media + desviacion estandar (N =3).
Medias con diferentes letras dentro de cada columna son estadisticamente diferentes (p
< 0,05)

Durante el almacenamiento (Figura 15) se puede observar que no hay diferencias
significativas en los valores de permeabilidad al vapor de agua de las peliculas control y
de las peliculas con incorporacion de bacteriocina (SLC, E1 Y E2). Resultados similares
se obtuvieron cuando se incorporaron bacteriocinas a peliculas de gluten de trigo
(Blanco Massani, Botana, Eisenberg, & Vignolo, 2014). El agregado de esta

bacteriocina muestra un comportamiento diferente a peliculas de triticale activas con

natamicina en las que se redujo el valor de PVA (Borneo et al. 2016).
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Figura 15. Permeabilidad al VVapor Agua de las peliculas de triticale (Control, CFS,
E1ly E2) durante el almacenamiento.

3.5. PROPIEDADES MECANICAS. RESISTENCIA A LA
PUNCION (RP)

Las propiedades mecanicas son parametros importantes de las peliculas
biodegradables para el envasado de alimentos, ya que reflejan la resistencia de la
pelicula al estrés normal que sufre durante su aplicacion. Se evalu6 el comportamiento
mecanico mediante la puncién de las peliculas. Se observd que el agregado de
bacteriocina no produce cambios estadisticamente significativos de la resistencia a la
puncién de las peliculas activas en comparacion con las peliculas control (Tabla 9).
Podemos considerar, con estos valores registrados, que las peliculas de harina de
triticale poseen buenas propiedades mecénicas aun con el agregado de bacteriocina.
Valores similares de RP se han observado en peliculas de harina de amaranto (Diéguez,
Pelissari, do Amaral Sobral, & Menegalli, 2015). Mientras que en peliculas de caseinato
de calcio se observd una importante pérdida de resistencia a la perforacion con el
agregado de sobrenadante libre de células de Lactobacillus rhamnosus NRRL B-442

(Beristain-Bauza et al., 2016).
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El agregado de bacteriocinas no desestabilizo la estructura de la pelicula. Resultados
similares se informaron a partir de la incorporacion de natamicina en peliculas de

almiddn de tapioca (Resa, Gerschenson, & Jagus, 2014).

Tabla 9. Resistencia a la puncidn de peliculas de harina de triticale control y activas
con SLC, E1yE2.

Pelicula Resistencia a la
Puncion (RP)
(MPa)
Control 1,65%+0,21
SLC 1,92%+0,73
E 1% 1,85%+0,19
E 2% 1,89%+0,41

Los datos se encuentran expresados como la media + desviacion estandar (N =3).
Medias con diferentes letras dentro de cada columna son estadisticamente diferentes (p
< 0,05)

También se analizdé la resistencia a la puncion en funcion del tiempo de
almacenamiento, como muestra en la Figura 16. Se observaron cambios significativos
de la fuerza méaxima de ruptura con el tiempo de almacenamiento (45 dias), en las
peliculas control se observé un aumento del 204%, mientras que, para las peliculas
activas, tanto para que contenian SLC, E1 y E2, aumentaron 173%, 198% y 150%
respectivamente. En peliculas de gluten de trigo con bacteriocinas producida por
Lactobacillus curvatus CRL705, Blanco Massani et al., (2014) observé a tiempo cero
un aumento significativo, mientras que durante el almacenamiento mantuvo valores

relativamente constante hasta los 50 dias.
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Figura 16. Valores de resistencia a la puncién de las peliculas control y activadas en

funcion del tiempo de almacenamiento.

El aumento de RP durante el tiempo de almacenamiento fue ajustado por la Ecuacion

modelo Polinémico con los siguientes resultados:

Pelicula Modelo Ecuacion R?
Control  Polindmico RP=0,002x?+0,0225x+1,8417 0.8722
SLC Polinbmico  RP=0,001x%-0,0138x+2,0128 0.9130
El Polinbmico  RP=0,0015x2-0,0269x+1,8655 0.9718

E2 Polindmico  RP=-0,0005x%+0,0449x+1,8308 0.7085

Tabla 10. Coeficientes de determinacion para las peliculas de harina de triticale
control y activas con SLC, E1y E2.

Dicho modelo fue determinado previamente, por el estudio realizado sobre el efecto
del tiempo de almacenamiento en las propiedades de peliculas de harina de triticale, por

Borneo et al. (2016).

Los coeficientes de determinacion (R?) del modelo utilizado en este estudio se

presentan en la Tabla 10. Cuanto mas altos son los valores del coeficiente R2, mejor
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permiten expresar el modelo polindmico (Borneo et al., 2016). Se puede observar que
entre las peliculas activas el efecto del almacenamiento fue mayor para las peliculas
SLC y E1, ya que cuando consideramos las ecuaciones del modelo ellas presentaron

valores mayores de “a” (Ecuacion 4).

3.6. COLOR

A partir de los pardmetros L*, a* y b* se calcul6 el AE, para detectar la diferencia de
color entre las muestras, considerando que cuanto mas alto es este valor mas se aleja del

color del estandar con el cual se compara (Tabla 11):

Tabla 11. Resultados de AE de las peliculas de harina de triticale control y activas:

SLC, ElyE2.

Peliculas AE
Control 9,04%£0,20
SLC 10,20°+0,32
El 11,20°+0,57
E2 12,45%+0,40

Los datos se encuentran expresados como la media + desviacion estandar (N =3).
Medias con diferentes letras dentro de cada columna son estadisticamente diferentes (p
< 0,05)

Estos resultados permiten apreciar cambios significativos en AE con el agregado de
bacteriocina. Se puede observar que el aumento de AE va acompafiado con el aumento
de la purificacion de las bacteriocina. Resultados similares fueron reportados por otros
autores en peliculas de proteinas de suero con el agregado de sobrenadante libre de

células de Lactobacillus rhamnosus (Beristain-Bauza et al., 2016).

Durante su almacenamiento como se muestra en la Figura 17, se sigue observando

valores significativamente diferentes en el AE en comparacion entre las peliculas
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control y activas. A los 15 dias, las peliculas control y con SLC, se puede observar
valores similares, mientras que E1 y E2 tiene un AE significativamente mayores cuando
se las compara con control y SLC. A su vez, en cada pelicula en particular si bien
presentaron variaciones con respecto al tiempo, éstas no fueron significativas con

respecto a los valores observados inicialmente (tiempo 0) en cada caso.

4 Control
SLC

+=E1

*E2

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Tiempo (dias)

Figura 17. AE en peliculas control y activas con SLC, E1 y E2 durante su
almacenamiento.

3.7. OPACIDAD Y PROPIEDADES
ESPECTOMETRICAS
La opacidad como propiedad Optica tiene un impacto directo en la apariencia de un
envase. Como se puede ver en la Tabla 12 las peliculas muestran, a tiempo cero,
cambios significativos, en la opacidad observada, con la adicion de la bacteriocina (SLC
y E), posiblemente por la interaccién de la bacteriocina con los componentes de las
peliculas provocando un aumento en los valores de esta propiedad. Esto podria ser una
desventaja, sin embargo, estos cambios son apenas perceptibles al ojo humano si se

utilizan como envase. En peliculas de proteinas de suero fueron muy afectadas con el
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agregado de sobrenadante libre de células Lactobacillus rhamnosus NRRL B-442, de
acuerdo a lo reportado por Beristain-Bauza et al., (2016).

Tabla 12. Valores de Opacidad de las peliculas de harina de triticale control y activas
a tiempo cero.

Peliculas Opacidad
(UA mm™?)

Control 1,53+0,04
SLC 4,77°+0,01
E1l 5,78°+0,01
E2 7,029+0,02

Los datos se encuentran expresados como la media + desviacion estandar (N =3).
Medias con diferentes letras dentro de cada columna son estadisticamente diferentes (p
<0,05)

Durante el tiempo de almacenamiento se observd una disminucion significativa en la
opacidad de las peliculas SLC y E2 (de 4,77 a 4,05y 7,02 a 6,41, respectivamente) y un
aumento en las peliculas E1 de 5,78 a 6,41, mientras que no hubo cambios significativos

en las peliculas de control observadas (Figura 18).
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Figura 18. Opacidad de las peliculas de triticale Control y las activas con SLC, E1y
E2 durante el almacenamiento.
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3.8. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LAS
PELICULAS
El sobrenadante libre de células de E. faecium ES216 presentd una actividad
antimicrobiana de 1024 UA/mL contra L. inoccua ATCC33090. La purificacion
realizada permitié obtener un extracto (E) que presentd una actividad antimicrobiana de
512 UA/ml (Tabla 13). Si bien ocurre una disminucion en la actividad antimicrobiana,
la purificacién permitié eliminar otras proteinas presentes en el medio de cultivo que

pueden interferir en la actividad antimicrobiana.

Asimismo, se observa que el nivel de disminucion no es tan drastico como se ha
registrado para otras bacteriocinas como la Lactobacillus plantarum ST31 (Svetoslav
Dimitrov Todorov, van Reenen, & Dicks, 2004). Lo mismo se observo con la
purificacion de Lactobacillus sakei MBSal (Barbosa et al. 2014). Otro factor que puede
provocar una reduccion en la actividad antimicrobiana tras la purificacion es que la
bacteriocina producida sea de clase Ilb, compuesta por dos péptidos necesarios para la
accion antimicrobiana completa, su diferencia estructural podria dar lugar a diferencias
en la elucion y la consiguiente disminucion en su potencia antimicrobiana (Pingitore

et al., 2007).

Tabla 13. Actividad antimicrobiana de peliculas de triticale con SLC y E.

Actividad
Muestra Antimicrobiana
(Unidades
arbitrarias/ml)
SLC 1024
E 512
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Ademas, otra posibilidad a tener en cuenta es la produccion de mas de un péptido
con diferentes propiedades fisicoquimicas que dan como resultado una elucion
diferencial durante la purificacion, con la consiguiente disminucion de su potencia

inhibitoria en el extracto (Henning, Gautam, & Muriana, 2015).

El SLC y el E, se agregaron a las soluciones de formacién de pelicula (SFP) para
obtener diferentes concentraciones finales en peliculas activas: SLC (ImL SLC/100mL
SFP, 45UA/dm? pelicula), E1 (ImL E1/100mL SFP, pelicula 22.5UA/dm?) y E2 (2mL
E2/100mL SFP, pelicula 45UA/dm?). La actividad antimicrobiana de las diferentes
peliculas (control y activadas) se analiz6 a través del método de difusion en agar. Como
se esperaba, no se observaron zonas de inhibicion para peliculas control. Por otro lado,
L. innocua ATCC33090 fue claramente inhibida por las peliculas preparadas con SLC,

ElyE2 (Figura 19).

Figura 19. Actividad antimicrobiana de las peliculas de harina de triticale Control
(C), SLC (sobrenadante libre de células), E1 y E2 (extractos)

La etapa de purificacion de las bacteriocinas da como resultado un menor contenido
de proteinas y otros componentes de los medios de cultivo, por lo que se piensa que la
liberacién de bacteriocina (E), mas purificada, permite una mejor accion inhibitoria
sobre L. innocua a comparacién del SLC, el cual ejerce un efecto inhibidor mas bajo.

Los envases activos estan disefiados no s6lo para contener los alimentos, sino también
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para mantenerlos seguros y protegidos. Para cumplir este objetivo, el envase activo debe
mantener sus propiedades antimicrobianas a lo largo del tiempo, al menos de acuerdo
con la vida uatil de los productos. En relacion a esto se establecié un periodo de
evaluacion de 45 dias. Se evalud el efecto del envejecimiento de las peliculas de

formulacion (control, SLC, E1y E2), como se observa en la tabla 14.

Tabla 14. Actividad antimicrobiana de las peliculas de harina de triticale sin
bacteriocina (control) y que contiene sobrenadante libre de células (SLC) y extracto de
bacteriocina semipurificado (E1 y E2), expresada como zona de inhibicién (mm).

Tiempo de Zona de Inhibicion Diametro (mm)
almacenamiento

Pelicula Control  Peliculac/ SLC Peliculac/ E1  Peliculac/ E2

0 0 6.1%4+0.4 6.2%4 +0.4 8.0%8 +0.7
15 0 6.4% +0.2 6.7 +0.3 8.1%8+0.2
30 0 5.9+ 0.3 6.5 +0.2 7.3%®+0.3
0

45 5.8 +0.3 5.8#4+0.3 6.6 +0.3

Los valores reportados son medias (n = 3) £ desviacion estandar. Las diferentes letras
minusculas como superindices en una columna indican diferencias significativas (p
<0.05). Diferentes letras mayusculas en la misma fila indican diferencias significativas
(p <0.05).

Las peliculas de harina de triticale inmovilizaron fisicamente los compuestos activos
en la matriz polimérica y no quimicamente, permitiendo una liberacion gradual y
mantenimiento la actividad antimicrobiana durante el tiempo de almacenamiento
(Balasubramanian, E Rosenberg, Yam, & Chikindas, 2009). Las peliculas activas no
mostraron una disminucién significativa de la actividad antimicrobiana a lo largo del
periodo de evaluacion, con halos de inhibicion mayores a 5 mm en los ensayos de
inhibicion en agar, durante todo el periodo evaluados. No hubo evidencia de colonias

resistentes a la bacteriocina dentro de las zonas de inhibicién en ninguna de las
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formulaciones evaluadas, por lo menos hasta las 48 hs. Esto significa que al menos

hasta 45 dias hay una liberacién suficiente de bacteriocina con efecto bactericida.

La permanencia del efecto observado es mayor que la informada en otras peliculas
bioactivas que han utilizado extractos de bacteriocinas en peliculas multicapas con un
almacenamiento de 50 dias (Massani et al., 2013). También se reportd una reduccién de
la actividad antimicrobiana en peliculas de gelatina con el agregado de bacteriocina
producida por E. faecium SM21 durante un almacenamiento de 24 horas (Ibarguren
etal,, 2015). En peliculas de proteina de guisante utilizadas como soporte con la
incorporacion de SLC de bacteriocinas producida por Lactobacillus plantarum, la
actividad antimicrobiana maxima de ésta, ocurrio a los 15 dias de almacenamiento y

luego disminuyd (Sanchez-Gonzélez, Saavedra, & Chiralt, 2013).

La efectividad de las peliculas con actividad antilisteria podria potenciarse con
incorporacion de antimicrobianos con otros objetivos como la natamicina. La
combinacion de ambos antimicrobianos se propuso recientemente utilizando otras
peliculas (Ollé Resa, Gerschenson, & Jagus, 2016). Las peliculas de triticale ya han
mostrado resultados positivos usando natamicina (Romero et al., 2016), por lo que
podria ser factible combinar ambas bacteriocinas sobre esta pelicula y lograr un efecto

antimicrobiano mas amplio.

3.9. ENSAYOS SOBRE ALIMENTOS

Las peliculas activas pudieron reducir las UFC/g de Listeria durante el ensayo en
alimentos. Las muestras de queso envasadas con peliculas control alcanzaron niveles de

1x10° CFU/g de Listeria después de 3 dias y 4x10% UFC/g en el dia 15. Las peliculas
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con SLC redujeron significativamente la cantidad de Listeria en el queso a casi 1x10*
UFC/g el dia 3 y continuaron disminuyendo ligeramente a 4x10° UFC/g hasta el dia 15.
Las peliculas con E2 también alcanzaron los niveles de recuento méas bajos de Listeria

después de 15 dias de almacenamiento alcanzando 1.7x10® UFC/g (Figura 20).

Después de los 5 dias, ambas peliculas activas disminuyeron los recuentos de
Listeria en 1 logio en comparacion con las peliculas control. Los recuentos bacterianos
en las muestras de control aumentaron a 1,5x10° UFC/g después de 5 dias y
permanecieron estables hasta el dia 10. Luego, aumentaron bruscamente a 4x10°% UFC/g
a los 15 dias de almacenamiento. En este punto, el recuento de células viables de
Listeria en el queso envasado con las peliculas activas, disminuyé a 4x10%® UFC/g y
1,7x10° UFC/g para peliculas SLC y E2 respectivamente, lo que representd una

reduccion de 3 unidades logaritmicas en comparacion con las peliculas control.
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Figura 20. Cinética de crecimiento de Listeria innocua en muestras de queso durante
el almacenamiento a 7 °C empaquetados con peliculas control, SLC y E2.
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Estos resultados implican una inactivacion eficiente del microorganismo en
comparacion con informes como el de los autores Cao-Hoang, Chaine, Grégoire, &
Waché, (2010) que reportaron en peliculas de caseinato de sodio una reduccion en 1.1
log!® de patdégeno usando peliculas con 1000 UA/cm? de nisina. Se observaron los
mismos niveles de inhibicion de Listeria con paquetes hibridos activados con el
antimicrobiano enterocina 416K1 (Iseppi et al., 2008). Fabra et al., (2017) observaron
una disminucién similar de alrededor de 1 log10 en el dia 4, en peliculas biodegradables
de almiddn con el agregado de SLC de Lactobacillus curvatus P99. Sin embargo, en ese

trabajo Listeria alcanzé niveles similares a una pelicula control en el dia 10.

La disminucién de los recuentos de Listeria observados en nuestro trabajo demostrd
una poderosa actividad inhibidora de las peliculas activas. Nuestros analisis
microbianos en queso confirmaron la eficacia obtenida en los ensayos de difusion in

vitro.
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4. CONCLUSION

Las peliculas de harina de triticale se adectan excelentemente como matriz de
soporte de las sustancias antimicrobianas tales como las bacteriocinas aqui investigadas.
La utilizaciébn de una materia prima autdctona y de bajo costo, como el cereal de
triticale, hizo posible elaborar una pelicula biodegradable en base a su harina, que se
desarroll6 efectivamente segln la técnica de evaporacion de solvente. En este trabajo
fueron caracterizadas las propiedades fisico-quimicas, Opticas y mecénicas de estas
peliculas, tanto control como activadas, observandose propiedades comparables a otras
peliculas de otra naturaleza o elaboradas con harinas de otras especies y bacteriocinas.
También fue investigado el efecto del tiempo de almacenamiento sobre dichas
propiedades, observando valores constantes y apropiados durante el almacenamiento,
especialmente hasta los 45 dias. Se obtuvieron propiedades Opticas, de barrera y

mecanicas adecuadas.

Las peliculas activas con SLC, E1 y E2 han demostrado una fuerte actividad
antimicrobiana. Esta bioactividad persiste durante méas de 45 dias. Ademas, la adicion
de estos extractos no tiene un efecto significativo sobre las propiedades generales de las
peliculas. Este periodo es consistente con la vida Gtil de algunos productos lacteos y
carnicos envasados. Se sabe que la prevalencia de L. monocytogenes en diferentes tipos
de queso después del envasado y al final de la vida util es un problema en diferentes
paises. La estabilidad de la actividad inhibitoria se acompafio sin aparicion de colonias
resistentes a lo largo del periodo de evaluacidn en ensayos con placas, lo cual demuestra

la persistencia del efecto bactericida.

La pelicula de harina de triticale con actividad antimicrobiana constituye una barrera

efectiva que puede mejorar la seguridad de diferentes productos. En un ensayo
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utilizando queso como alimento modelo, se determind que la actividad antimicrobiana
actla sobre la superficie del alimento en contacto a lo largo de vida util del producto.
Los quesos envasados con las peliculas mostraron una disminucién significativa de los
recuentos de Listeria a lo largo del periodo evaluado, una disminucién de 3 unidades
logaritmicas de células viables de Listeria en comparacion con las peliculas control
después de 15 dias. Las peliculas activas de triticale con bacteriocina de Enterococcus
faecium 216 son un método prometedor para superar los problemas asociados con la
contaminacién posterior al proceso alimentario, mejorando la seguridad microbiana de
los quesos. La aplicacion de estas peliculas podria extenderse al envasado de otros

alimentos.
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6. ANEXOS

Anexo |: resumen del trabajo presentado en el “IV Jornadas de Difusion de
Investigacion y Extension en Ingenieria Quimica” y “II Jornadas ICTA” el dia 06 de
Noviembre de 2015, Cérdoba, Argentina.

Desarrollo de peliculas biodegradables con actividad antimicrobiana
por la incorporacion de BLIS

Salvucci E.*?, Rossi M.Y Pérez G.13, Borneo R.1?, Aguirre A1

YICYTAC-CONICET-UNC;? Facultad de Ciencias Exactas, Fisicas y
Naturales, UNC;? Facultad de Ciencias Agropecuarias, UNC

* alicia.agquirre@unc.edu.ar

Los envases activos ademas de funcionar como barreras fisicas producen
cambios positivos en el alimento almacenado, aportando mejoras y
alargando su vida util. Las bacteriocinas o las moléculas BLIS (del inglés,
Sustancia tipo bacteriocina, cuando aun no se ha caracterizado su secuencia
peptidica) producidas por bacterias lacticas tienen un lugar especial en la
investigacion ya que, dado su caracter seguro, es posible una aplicacion de
las mismas en la industria de alimentos. El objetivo del presente trabajo fue
desarrollar peliculas activas a partir de harina de triticale por el agregado de
sustancia tipo bacteriocina y evaluar las propiedades mecanicas, opticas y
la actividad antimicrobiana in vitro de las mismas. Se trabajo con la cepa
Enterococcus spp. ES216 aislada de avena. Se evalué su actividad
antimicrobiana frente a diferentes cepas indicadoras (Escherichia coli,
Enterococcus faecium, Pediococcus pentosaceus, Staphylococcus aureus y
Listeria innocua ATCC3090). Se determind que la cepa productora
produce una sustancia tipo bacteriocina termoestable, sensible a proteasas
con actividad antimicrobiana sobre Listeria. Se obtuvo un sobrenadante
libre de células (SLC) de la célula productora, se determiné actividad
calculando las unidades arbitrarias de actividad (UA) mediante el método
de dilucion seriada y spot-on-lawn. Se realiz6 un extracto de la BLIS
mediante precipitacion con sulfato de amonio y posterior pasaje en una
columna C18 (E). La actividad antimicrobiana del SLC fue de 2048
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UA/mL en tanto que en E fue de 512 UA/mL. Ambos fueron utilizados
para realizar peliculas bioactivas. Las peliculas de harina de triticale se
elaboraron segun la técnica de evaporacion de solvente. Se prepararon
peliculas control y activas con bacteriocina. La propiedad mecanica fuerza
de puncion en la ruptura se midié con texturémetro Instron, la opacidad de
las peliculas se determind con espectrofotémetro como Abs500/espesor y la
actividad antimicrobiana por el método de difusién en agar. Los resultados
se trataron estadisticamente mediante analisis de varianza y los resultados
fueron comparados por el Student’s t-test a nivel de significacion de
p<0,05. La fuerza de puncion no fue afectada significativamente por la
incorporacion de bacteriocina a las peliculas de harina de triticale. Las
peliculas mostraron un aumento de la opacidad con la incorporacion de
bacteriocina dependiente de su concentracion. La pelicula control no
inhibio el crecimiento de Listeria pero si lo hicieron las peliculas activadas.
Se observo que el halo de inhibicion fue mayor en las peliculas elaboradas
con bacteriocina purificada (E), siendo el valor del mismo proporcional a la
concentracion, con halos de difusién de hasta 3,59 mm de radio para una
concentracion de 2%.

Palabras Clave: peliculas bioactivas, triticale, bacteriocina, Listeria
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Anexo ll: resumen del trabajo presentado en el “VI Congreso Internacional de
Ciencia y Tecnologia de Alimentos” en los dias 02, 03 y 04 de Novimebre de 2016 en
CICYTAC, Codrdoba, Argentina.

Caracterizacion de peliculas de harina de triticale con actividad
antimicrobiana por la incorporacion de BLIS

Rossi M.!, Salvucci E.12, Colombo, A.2, Pérez G.13, Borneo R.1?, Aguirre
AL

YICYTAC-CONICET-UNC;? Facultad de Ciencias Exactas, Fisicas y
Naturales, UNC;? Facultad de Ciencias Agropecuarias, Cordoba, Argentina

* alicia.aguirre@unc.edu.ar

Los envases activos son aquellos que actian como barreras fisicas y también producen
cambios positivos en el alimento almacenado, aportando mejoras y alargando su vida
atil. Las bacteriocinas o moléculas BLIS son producidas por bacterias lacticas y tienen
un lugar especial en la investigacion ya que, dado su caracter seguro, es posible la
aplicacion de las mismas en la industria de alimentos. El objetivo del presente trabajo
fue desarrollar peliculas activas a partir de harina de triticale (x Triticosecale Wittmack)
por el agregado de sustancia tipo bacteriocina (BLIS) y evaluar sus propiedades de
barrera, mecanicas y oOpticas y medir la actividad antimicrobiana in vitro de las mismas.
Se trabajo con la cepa Enterococcus spp. ES216 aislada de avena. Se evalud su
actividad antimicrobiana frente a diferentes cepas indicadoras (Escherichia coli,
Enterococcus faecium, Pediococcus pentosaceus, Staphylococcus aureus y Listeria
innocua ATCC3090). Se determind que la cepa productora produce una sustancia tipo
bacteriocina termoestable, sensible a proteasas con actividad antimicrobiana sobre
Listeria. Se trabajo con dos fracciones activas: un sobrenadante libre de células (SLC)
de la célula productora y un extracto (E) obtenido mediante precipitacion con sulfato de
amonio y posterior pasaje en una columna C18. Se determiné actividad inhibitoria
calculando las unidades arbitrarias de actividad (UA) mediante el método de dilucién
seriada y spot-on-lawn. Las peliculas se elaboraron segun la técnica de evaporacion de
solvente. Se prepararon peliculas control y activadas por la incorporacion de fracciones
activas a distintas concentraciones (1% y 2%) y se midieron sus propiedades. La fuerza
de puncion en la ruptura se midié con texturometro Instron, la opacidad de las peliculas
se determind con espectrofotdmetro (Abs500/espesor) y la actividad antimicrobiana por
el método de difusion en agar. Los resultados se trataron estadisticamente mediante
analisis de varianza y los resultados fueron comparados por el Student’s t-test a nivel de
significacion de p<0,05. Los resultados mostraron que la actividad antimicrobiana del
SLC fue de 2048 UA/mL, en tanto que en E fue de 512 UA/mL. La incorporacion de las
fracciones activas no afecto significativamente la permeabilidad al vapor de agua ni la
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fuerza de puncion de las peliculas de triticale. Las peliculas mostraron un aumento de la
opacidad con la incorporacion de bacteriocina dependiente de su concentracion. La
pelicula control no inhibi6 el crecimiento de Listeria pero si lo hicieron las peliculas
activadas. Se observo que el halo de inhibicion fue mayor en las peliculas elaboradas
con bacteriocina purificada (E), siendo el valor del mismo proporcional a la
concentracion. En conclusion, la adicion de BLIS a peliculas de harina de triticale
permite obtener un material con propiedades apropiadas para ser utilizadas como
empaque de alimentos, siendo necesario posteriormente un estudio de su efectividad
como envase activo sobre productos especificos.

Palabras Clave: peliculas bioactivas, triticale, bacteriocina, Listeria
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Anexo Ill: Triticale flour films added with bacteriocin-like

substance

(BLIS) for active food packaging applications
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