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RESUMEN:

En las ultimas décadas, la demanda de los consumidores por alimentos sanos que sean practicos
para consumir, inocuos con una vida Util mas prolongada, con utilizacién de empaque de amigables
con el ambiente, ha impulsado a la industria de alimentos y a los investigadores a desarrollar nuevas
estrategias para su procesamiento, manipulacion y empacado. Las peliculas sirven como una
barrera contra la perdida de humedad y como una via de transporte para diferentes compuestos
bioactivos, algunos de los cuales al tener un efecto antimicrobiano sobre microorganismos
patdégenos de relevancia, garantizan la inocuidad de los alimentos. Tal es el caso de los metabolitos
producidos por algunas bacterias lacticas (como Pediococcus pentosaceus) que pueden lograr
inhibir el crecimiento de Listeria innocua y Escherichia coli. El objetivo de este trabajo fue elaborar
peliculas de caseinato de sodio con carrageninas (lota, Kappa o Lambda) como vehiculo acarreador
(viabilidad) de P. pentosaceus, determinando la actividad antimicrobiana frente a microorganismos
patégenos de interés alimenticio (Listeria innocua, Escherichia coli y Staphylococcus aureus),
mediante la técnica de difusion en agar Kirby-Bauer, con una variante de temperatura (4°C y 25°C).

ABSTRACT:

In recent years, consumers’ demands for healthy foods easy-to-eat, innocuous, with longer shelf-life,
besides to employ environmental friendly package, has been increased. This has made that food
industry and food scientists develop new strategies to process, handling and package foods. Edible
films are a barrier to control moisture loss and like a way to transport different bioactive compounds,
some with an anti-microbial effect against pathogen microorganisms, ensuring food safety.
Metabolites produced by lactic acid bacteria (like Pediococcus pentosaceus) can inhibit the growth of
Listeria innocua and Escherichia coli. The aim of this work was to elaborate casein edible films with
carrageenans (lota, Kappa or Lambda) as carrier for P. pentosaceus (viability), determining their anti-
microbial activity against food pathogens (Listeria innocua, Escherichia coli y Staphylococcus
aureus), by the diffusion in agar Kirby-Bauer technique, at two temperatures (4 °C and 25 °C)
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INTRODUCCION

Las bacterias acido lacticas (BAL) proporcionan sabor, textura e incrementan el
valor nutricional de los alimentos como es el caso de productos fermentados tales
como yogurt, quesos madurados, productos carnicos y también en algunas
hortalizas. Adem4s, durante la Ultima década muchas investigaciones han sido
publicadas en el uso de la biopreservacion, incluyendo estudios de la producciéon y
caracterizacion de bacteriocinas de distintas BAL, los cuales han demostrado que
la produccion de bacteriocinas por parte de éstas, reduce o inhibe el crecimiento de
Listeria monocytogenes en productos carnicos.

La actividad antimicrobiana de las bacteriocinas representa un gran potencial para
la industria alimentaria, ya que se pueden utilizar como conservadores biolégicos
puros, que en un momento dado podrian reemplazar a los conservadores quimicos,
esto porque tienen la ventaja de ser proteinas que al biodegradarse no forman
compuestos secundarios. Existen numerosas bacteriocinas producidas por las BAL
y cada una tiene espectros de inhibicidn particulares. Esta caracteristica podria ser
aprovechada en la industria de los alimentos. Algunas bacteriocinas se podrian
utilizar en procesos que requieren la inhibicion del crecimiento de bacterias
indeseables especificas estrechamente relacionadas al productor de la
bacteriocina, y en otros casos se podrian aplicar para inhibir el crecimiento de
microorganismos degradadores de alimentos o de patdgenos como estafilococos
y/o listerias, respectivamente.

Las bacterias acido lacticas ademas de producir una caida en los niveles de pH,
favorecen la preservacion de alimentos mediante la produccién de sustancias
inhibidoras mas alla de los &cidos lactico, acético, alcohol y didxido de carbono,
incluyendo etanol, reuterina, dipéptidos ciclicos e hidroxiacidos de cadena corta,
diacetil, peroxido de hidrogeno, benzoato y antibidticos, ademas de las ya
mencionadas bacteriocinas. También cabe tener en cuenta que algunos de estos
microorganismos resultan beneficiosos al inhibir el crecimiento de patégenos por el
simple hecho de consumir los recursos que éstos necesitan para sobrevivir y
multiplicarse. Las industrias de alimentos que deseen prescindir del uso de
conservantes para poder catalogar sus productos como “naturales”, pueden utilizar
bacterias acido lacticas, las cuales son capaces de inhibir el crecimiento de
microorganismos indeseables a través de sus metabolitos. Tanto las BAL como
algunos de sus metabolitos desempefian un papel importante en este fenébmeno y
presentan la ventaja de ser reconocidos como ingredientes seguros (GRAS,
generally recognized as safe, sus siglas en inglés) por las entidades regulatorias de
alimentos de Estados Unidos (FDA) y la Union Europea.

El objetivo de este trabajo fue determinar la viabilidad de una bacteria lactica
termotolerante (Pediococcus pentosaceus) en una pelicula comestible de caseinato
de sodio y carrageninas (lota, Kappa o Lambda), a fin de determinar las propiedades
antimicrobianas de las peliculas in vitro como vehiculo acarreador frente a bacterias
patogenas de interés alimenticio (Listeria innocua, Escherichia coli vy
Staphylococcus aureus).
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MATERIALES Y METODOS

Peliculas comestibles y microorganismos

Para la elaboracién de la matriz biopolimerica (pelicula comestible) se utilizo
caseinato de sodio al 8% p/v (DVA Mexicana S.A. de C.V., Naucalpan de Juarez,
México) y glicerol 0.4% v/v (Fermont, Productos Quimicos Monterrey S.A. de C.V.,
Monterrey, México) como plastificante. A las soluciones de caseinato de sodio con
glicerol se agregaron las proporciones (0.3 % p/v) de los tres tipos de carrageninas:
kappa-carragenina Gelcarin GP8612, lambda-carragenina Viscarin GP 209 o iota-
carragenina Viscarin SD 389 (FMC BioPolymers, Philadelphia, USA). Los medios
de cultivo utilizados fueron agar MRS (Difco), Agar Infusion Cerebro Corazéon (BHI)
Bioxon, Agar Mueller-Hilton (Bioxon), Caldo MRS (Difco), Caldo Infusién Cerebro
Corazon (BHI) Bioxon, Solucién salina al 0.85% como diluyente. El agente
antimicrobiano a probar fue la bacteria acido lactica Pediococcus pentosaceus. Los
microorganismos patodgenos utilizados fueron Listeria innocua en medio BHI,
Escherichia coli en medio BHI, y Staphylococcus aureus en medio BHI.

Preparaciéon de la matriz biopolimerica con células de BAL

La preparacion de la matriz biopolimerica con las BAL y la prueba de viabilidad en
la pelicula se determin6 de acuerdo al método descrito por SAnchez-Gonzalez et al.
(2014). Se regenero el cultivo transfiriendo 0.5ml de Pediococcus pentosaceus en
10 mL de caldo MRS incubado a 37 °C durante 24 h. Se toma una alicuota de 3 mL
del cultivo anterior se transfirié a 7 mL de caldo MRS nuevo y se incubé a 37 °C
durante 5 h. Se recogen las células por centrifugacion a 2000xg durante 20 min
lavando dos veces con agua estéril. Las bacterias acido lacticas (BAL) se
incorporaron a la solucién dispersa formadora de la pelicula (0.1mL/37.5 g) agitando
durante 5 min, esta relacion se fijé para tener una concentracion final de 7 ciclos
log/cm2 en la solucién de la pelicula. La solucion se vertié en las placas de vidrio
(140x180 mm) y se secaron a 25°C y 50 %HR durante 48 h.

Prueba de viabilidad

Una vez secas las peliculas se pre-acondicionaron a dos temperaturas diferentes a
4°C y a 25°C durante 7 dias, antes de las pruebas. Una vez pre-acondicionadas
las peliculas se colocaron en frascos de dilucion estéril con 100mL de solucion
salina. Se homogeneiz6 durante 2 minutos. Se realizaron las diluciones hasta 10-7
y se vertié sobre el agar MRS incubando 48h a 37 °C, posteriormente se contaron
las colonias, todas las pruebas se realizaron por duplicado.

Reactivacion de las cepas patdogenas

Se tomoO una asada del agar inclinado con Listeria innocua y se sembr6 en 3 mL de
caldo Infusion cerebro corazon (BHI), incubando a 37°C durante 12 h. Los 3 mL se
adicionaron a 7 ml de caldo BHI nuevo y se incubo a 37°C por 24 h. De esta misma
manera se procedi6 para las cepas de Eschericia coli y para Staphylococcus aureus,
en el mismo medio a las mismas condiciones.
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Prueba de eficiencia antimicrobiana

Para evaluar la prueba antimicrobiana en peliculas a las que se han incorporado
agentes antimicrobianos, se puede usar el método de difusién en agar Kirby-Bauer
con ciertas modificaciones, propuesto por Ayala-Valencia et al. (2013). Se obtiene
un circulo de pelicula de 6mm de diametro y se coloca en una caja de petri con agar
Mueller-Hilton y agar BHI (solo para verificar el resultado), previamente inoculada
con el microorganismo de interés (0.2 mL de inoculo que contenga 10°-10% UFC/mL.
Las cajas se incuban a 37 °C durante 24 h, después de lo cual se determina el area
de inhibicién microbiana. Si la zona no es clara después de la incubacion, se asume
que la pelicula y el agente antimicrobiano adicionado no presentaron inhibicién
(Maizura et al., 2007). La actividad inhibidora de la pelicula se cuantific6 midiendo
las zonas de inhibicion alrededor de los discos de la pelicula, de acuerdo a:
Diametro del halo de inhibicion = Radio de la zona de inhibicionx2 + & disco de la
pelicula (6mm).

RESULTADOS

La viabilidad de P. pentosaceus afiadido a peliculas de biopolimeros se estudio
durante dos condiciones de elaboracion de peliculas: 4°C (temperatura de
refrigeracion) y 25°C (temperatura ambiente). El objetivo fue ver qué etapa de
temperatura afectaba las condiciones de crecimiento y por ende la viabilidad de P.
pentosaceus. En la Tabla | se muestra la viabilidad que presentd cada pelicula con
iota, kappa o lambda, observamos que lambda presento la mejor viabilidad para
Pediococcus pentosaceus, la cuenta inicial con la que se inoculo cada pelicula fue
de 1x10" y la pelicula formulada con lambda carragenina pre-acondicionada a 4 °C
tuvo la misma cuenta, aunque a 25 °C se redujo un ciclo logaritmico. Para kappa
pre-acondiconada a 4 °C y 25 °C también se disminuyé un ciclo logaritmico.
Finalmente, para iota se redujeron 2 ciclos logaritmicos. Este fendmeno de
reduccion de viabilidad de P. pentosaceus lo atribuimos a la solubilidad de cada
pelicula, ya que, las interacciones proteina-polisacaridos son diferentes para cada
tipo de carragenina, siendo asi, de acuerdo a lo observado, que lambda mostraba
mayor solubilidad, kappa se mantuvo en un lugar medio de solubilidad y iota
presento muy poca solubilidad, esto influyendo en la disponibilidad que las bacterias
tuvieron ya que al ser mas fuerte la interaccion de iota carragenina las bacterias
guedaban atrapadas en la red biopolimerica, afectando la viabilidad y la eficiencia
de la pelicula para liberar a la bacteria.

Tabla I. Prueba de viabilidad de Pediococcus pentosaceus en las peliculas
comestibles de caseinato con iota, kappa o lambda
lota Kappa Lambda
4°C 25°C 4°C 25°C 4°C 25°C
UFC/cm? 1 x10° 1x10° 5 x 108 4 x 1068 1x 107 8 x 10°
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En la Figura 1 se muestran los halos de inhibicién teniendo un control (pelicula sin
BAL). En la Tabla Il esta Para L. innocuay E. coli se observan los halos de inhibicién
en los agares Mueller-Hilton y BHI.podemos ver el comparativo de las temperaturas
a las que se manejaron los experimentos en donde notamos una ligera diferencia
entre cada temperatura y los halos de inhibicion, en el caso de la pelicula elaborada
con iota carragenina, probada para L. innocua pre-acondicionada a 25°C fueron
mayores los halos de inhibicibn en comparacién con el pre-acondicionamiento a 4
°C, de manera inversa, la inhibicion que se mostré para E. coli fue mayor a 4 °C que
a 25 °C. En el caso de kappa carragenina inhibiendo L. innocua, fue mayor en el
pre-acondicionamiento a 4 °C y para E. coli las dos temperaturas mostraron los
mismos halos de inhibicion. De este modo, lambda no mostro una diferencia en las
dos etapas de temperatura de pre-acondicionamiento en la inhibicién para L.
innocua y E. coli. Para las tres peliculas no se mostré ningan tipo de inhibicién para
S. aureus.

Figura 1. Discos de peliculas comestibles con halos de inhibicién: a) control; b)
agar Mueller-Hilton inoculado con L. inoccua; ¢) agar BHI inoculado con L.
inoccua; d) agar Mueller-Hilton inoculado con E. coli; e) agar BHI inoculado con E.
coli.

Tabla Il. Prueba de eficiencia antimicrobiana en las peliculas de iota, kappa o

lambda.
Diametro del halo de inhibicion (mm) con agar Mueller-Hilton

Patogeno a lota Kappa Lambda

inhibir 4°C 25°C 4°C 25°C 4°C 25°C
L. innocua 14 1.6 1.8 14 14 14

E coli 2.2 2 2.2 2.2 2 2
S. aureus 0 0 0 0 0 0

Diametro del halo de inhibicion (mm) con agar Cerebro Corazon

L. innocua 14 14 14 1.6 14 14

E coli 1.8 14 14 1.8 14 2
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S. aureus 0 0 0 0 0 0

DISCUSION

Las bacteriocinas son las proteinas toxicas que las bacterias sintetizan a inhibir el
crecimiento de otras bacterias similares o cerca. Asi, las peliculas que contienen
mayores cantidades de bacteriocinas tendran mas actividad bactericida.

En las peliculas, la diferente naturaleza fisicoquimica de las proteinas y
polisacaridos puede afectar a la viabilidad y actividad metabdlica de la BAL por lo
que su eficacia antibacteriana en las peliculas es un aspecto importante a
considerar en el establecimiento de interacciones especificas entre la matriz
polimérica (proteina o polisacaridos), BAL y su influencia en la produccion de
bacteriocinas, que pueden afectar a la actividad antimicrobiana. Cuando se
elaboran peliculas comestibles que contienen sustancias antimicrobianas, se
espera que tengan la capacidad de migran a la superficie del alimento o permanecer
retenidas en la pelicula. Ambos fenbmenos determinan la efectividad antimicrobiana
de una pelicula y se presentan en compuestos antimicrobianos tanto sintéticos
como naturales. La migracion dependera de las interacciones electrostaticas entre
el antimicrobiano y las cadenas del polimero, los fendbmenos de osmosis ionica, los
posibles cambios estructurales inducidos por la presencia del agente antimicrobiano
y las condiciones ambientales a las que se exponen las peliculas elaboradas (Cha
y Chinnan, 2004). La cohesién y adhesion esta relacionada con la estructura,
composicion quimica, peso molecular, regularidad de las cadenas estructurales,
ramificaciones, polaridad y distribucién de grupos polares de la cadena polimérica.
La cohesion y rigidez de las peliculas se ven favorecidas por un orden superior de
las cadenas. Los grupos polares disminuyen la fusion molecular pero promueven
la formacion de cadenas laterales ordenadas. La desnaturalizacion y algunos
aditivos que promueven enlaces cruzados se utilizan para tener un orden molecular.
La funcionalidad del polimero también esta relacionada con las caracteristicas del
solvente. La solvatacién del polimero y la extension de la cadena polimérica pueden
producir peliculas mas eficientes. El grado de cohesién dependera de la estructura
polimérica, el solvente utilizado, la temperatura y la presencia de plastificante
(Guilbert et al., 1996; Srinivasa et al., 2007).

La difusion de los antimicrobianos en una pelicula comestible estuvieron
influenciada por el tipo de polimero, plastificante y proceso de elaboracion; las
caracteristicas del alimento a recubrir, como pH y actividad de agua; y las
condiciones de temperatura y tiempo de almacenamiento (Lin y Zhao, 2007). Los
diferentes agentes microbianos que son incorporados a las peliculas, por sus
diversas caracteristicas quimicas, forman parte de la estructura de la pelicula,
mediante la interaccion con el biopolimero y el plastificante. Este fendmeno impide
gue el compuesto antimicrobiano migre (Cha y Chinnan, 2004; Min y Krochta, 2005)
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CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio demostrado claramente que la adicion de las células
bacterianas en el matriz de la pelicula caseinato de sodio no alteré ninguna de las
propiedades fisicoquimicas propiedades de las peliculas. La adicion de las
diferentes carrageninas (iota, kappa, lambda) en el peliculas de proteinas no
interfirieron de una manera significativa en la viabilidad de P. pentosaceus en la
matriz de caseinato de sodio, incluso cuando se almacenan a temperatura
ambiente. El uso del antimicrobiano en las peliculas activas contra L. innocua, E.
coli y S. aureus, inoculadas en medios de laboratorio y un sistema de modelo de
alimento y almacenado bajo condiciones constantes de temperaturas, dieron como
resultado una inhibicion significativa de los patdgenos, en comparacion con las
muestras control. Los resultados nos indicaron que las peliculas basadas en
biopolimeros que contienen una cepa de P. pentosaceus pueden ser utilizado como,
tecnologia de envasado alternativa eficaz para mejorar la seguridad alimentaria. La
incorporacion de las células microbianas de LAB no alteré6 notablemente las
propiedades de traccion ni fisicoquimicas. Independientemente del polimero y la
cepa utilizada en la pelicula de sodio caseinato adicionadas con las diferentes
carrageninas y glicerol, mostraron ser portadores eficaces de células bacterianas
de P. pentosaceus, que se utilizan como agentes antimicrobianos. En efecto, las
peliculas con cultivos bioactivos presentan interesante actividad antilisterial y frente
a E. coli, no asi para el caso de S. aureus donde no se encontrd ningun tipo de
inhibicién. Los mejores resultados se obtuvieron para las peliculas de kappa,
seguidas de iota y finalmente lambda probadas en agar Mueller-Hilton.
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