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ANTIMICROBIANA PARA EL CONTROL DE CONTAMINANTES BIOLOGICOS
PATOGENOS EN PRODUCTOS CARNICOS

Zuemy Hernandez Nolasco, M en C.

Colegio de postgraduados, 2023
RESUMEN

La carne y los productos carnicos son alimentos nutritivos susceptibles a la contaminacién
microbiana. Es fundamental abordar este problema de manera efectiva con el fin de garantizar la
calidad, seguridad alimentaria, y proteger la salud de los consumidores. Ante esta problemética
el desarrollo de innovaciones tecnoldgicas en el area de envasado activo representa una excelente
alternativa. Los sistemas de envasado activo se definen como aquellos que incorporan
deliberadamente componentes que liberan o absorben sustancias en o desde el alimento con la
finalidad de prolongar su vida dtil. Las peliculas biodegradables activas a base de polisacéridos
pueden incorporar sustancias antimicrobianas de fuentes naturales como los acidos organicos,
como alternativa a los conservantes artificiales. En esta perspectiva, en la presente investigacion
se desarrollaron peliculas biodegradables de almidén de taro y el efecto de la concentracion de
(0.75-1.5%) alginato de sodio, (0.5-1%) glicerol y (1-3%) acido lactico (LA) se optimizé de
acuerdo con la metodologia de superficie de respuesta. La pelicula biodegradable optimizada
(OBF) consistio en (0.75% glicerol, 1.05% alginato de sodio y 1.25% LA). La OBF mostré un
espesor de 0.14 mm, WVP 1.05 (g-mm/kPa-h-m?). La fuerza de rotura (BF) para la OBF fue
1.54 veces mayor que la pelicula biodegradable control (CBF), como resultado de las
reticulaciones idnica y covalente. La reticulacion covalente fue confirmada por FTIR, con la
presencia de un pico caracteristico a 1730 cm™. La ausencia de elongacion a la rotura (EAB) en
CBF sugiere que la inclusion de LA en la OBF actia como plastificante con una EAB del
23.24%. La OBF indico actividad antibacteriana contra E. coli y L. monocytogenes de 5.81 y
5.00 cm?, respectivamente. Los resultados demostraron que el envasado activo en muestras de

chorizo tipo espafiol inhibié el crecimiento de coliformes totales durante el almacenamiento.

Palabras clave: envase activo, pelicula biodegradable, antimicrobiano, optimizacion.



DEVELOPMENT OF BIOPOLYMER MATERIALS WITH ANTIMICROBIAL
ACTIVITY FOR THE CONTROL OF PATHOGENS AND CONTAMINANTS IN MEAT
PRODUCTS

Zuemy Hernandez Nolasco, M en C.

Colegio de Postgraduados, 2023
ABSTRACT

Meat and meat products are nutritious foods susceptible to microbial contamination. It is
essential to address this issue effectively in order to ensure quality, food safety, and protect the
health of consumers. Faced with this problem, the development of technological innovations in
the area of active packaging represents an excellent alternative. Active packaging systems are
defined as those that deliberately incorporate components that release or absorb substances into
or from food in order to prolong its shelf life. Polysaccharide-based active biodegradable films
can incorporate antimicrobial substances from natural sources such as organic acids, as an
alternative to artificial preservatives. In this perspective, biodegradable films of taro starch and
the effect of the concentration of (0.75-1.5%) sodium alginate, (0.5-1%) glycerol and (1-3%)
lactic acid (LA) was optimized according to the response surface methodology. The optimized
biodegradable film (OBF) consisted of (0.75% glycerol, 1.05% sodium alginate and 1.25% LA).
The OBF showed a thickness of 0.14 mm, WVP 1.05 (g-mm/kPa-h-m?). The breaking force (BF)
for the OBF was 1.54 times higher than the control biodegradable film (CBF), as a result of the
ionic and covalent crosslinks. The covalent crosslinking was confirmed by FTIR, with the
presence of a characteristic peak at 1730 cm™. The absence of elongation at break (EAB) in CBF
suggests that the inclusion of LA in OBF acts as a plasticizer with an EAB of 23.24%. The OBF
indicated antibacterial activity against E. coli and L. monocytogenes of 5.81 and 5.00 cm?,
respectively. The results demonstrated that active packaging in Spanish-type chorizo samples

inhibited the growth of total coliforms during storage.

Keywords: active packaging, biodegradable film, antimicrobial, optimization.
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DESARROLLO DE MATERIALES BIOPOLIMERICOS CON ACTIVIDAD
ANTIMICROBIANA PARA EL CONTROL DE CONTAMINANTES BIOLOGICOS
PATOGENOS EN PRODUCTOS CARNICOS

INTRODUCCION GENERAL

1. Planteamiento del problema

La carne y los productos carnicos son alimentos nutritivos susceptibles a la contaminacion
microbiana, la cual puede ocurrir en cualquier etapa de la cadena de produccidn, procesamiento,
distribucion y almacenamiento. La presencia de patdgenos indeseados, como Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Clostridium perfringens, Salmonella y
microorganismos coliformes en estos productos puede generar graves consecuencias de salud

publica, incluyendo enfermedades de transmision alimentaria (ETA) (Aiyegoro, 2022).

Segun la organizacion mundial de la salud (OMS), alimentos contaminados por bacterias
patogenas causan cerca de 600 millones de casos de enfermedades y 420,000 muertes anuales en
todo el mundo (OMS, 2020). Es importante abordar el problema de la contaminacion en
productos carnicos de manera efectiva, con el fin de garantizar la calidad y seguridad
alimentaria, asi como proteger la salud de los consumidores. La atencién a este tema se considera
una prioridad, debido al creciente interés y demanda de los consumidores por alimentos que sean
mas naturales, nutritivos, seguro y que utilicen un minimo de aditivos sintéticos (Amin et al.,
2022). Ademas, también se busca que los envases utilizados sean amigables con el ambiente.
Estas tendencias, reflejan la creciente conciencia de los consumidores sobre la importancia de
elegir alimentarias que promuevan su bienestar y el cuidado del entorno (Hoque et al., 2021). En
este contexto, es importante considerar los materiales de envasado actuales, que en su mayoria se
destinan a un solo uso y se distribuyen ampliamente en la cadena alimentaria (industria,
supermercados y restaurantes) contribuyendo a un serio problema de contaminacién terrestre y
marina (Yates et al., 2021).

Ante esta problematica, el desarrollo de innovaciones tecnoldgicas en el area de envasado
particularmente los denominados activos, pueden aumentar la vida atil manteniendo la calidad y
seguridad de los productos carnicos. Esto garantiza alimentos seguros a los consumidores y evita

pérdidas economicas a las industrias alimentarias durante la manipulacion, distribucion y
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comercializacion de los alimentos. EI Reglamento Europeo ha definido a los sistemas de
envasado activo como “aquellos que incorporan deliberadamente componentes que liberan o
absorben sustancias en o desde el alimento con la finalidad de prolongar la vida util o
mantener/mejorar el entorno del envase” (Comision Europea, 2004). Las peliculas
biodegradables a base de biopolimeros como polisacaridos, proteinas y lipidos pueden
incorporar sustancias bioactivas, funcionales o agentes antimicrobianos de fuentes naturales
como los &cidos organicos como alternativa a los conservantes artificiales (Janani et al., 2020;
Rocha et al., 2014; Rodriguez et al., 2020; Wu et al., 2017).

Se puede argumentar que el desarrollo de una pelicula biodegradable a base de materiales
biopoliméricos biodegradables, puede ayudar a reducir el impacto ambiental de los envases
convencionales ampliamente utilizados en la industria de alimentos. Ademas, la inclusion de
antimicrobianos en la pelicula puede contribuir al aseguramiento de la calidad y seguridad
alimentaria de los productos carnicos. Estos beneficios estan de acuerdo con el cumplimiento de
los objetivos 12 y 13 de los Objetivos de Desarrollo Sostenible enfocado en la produccion y
consumo responsable y accion por el clima (ONU, 2015), a fin de evitar la pérdida de alimentos,
un uso ecoldgico de los productos quimicos, disminuir la generacién de desechos, invertir en

soluciones sostenibles y cambiar la forma en que se manejan los recursos naturales.

En esta perspectiva, la presente investigacion busca desarrollar una solucién sustentable y eficaz
para la extension de la vida util de productos carnicos de calidad y seguros. Se propone optimizar
mediante el anélisis de superficie de respuesta Box-Behnken una pelicula biodegradable de
almidén de taro con alginato de sodio, glicerol y &cido lactico; asi como caracterizar sus
propiedades fisicas, quimicas, mecanicas, estructurales, de barrera, actividad antibacteriana in
vitro y biodegradabilidad. Ademas, se prevé evaluar el efecto antimicrobiano de la pelicula
biodegradable activa generada sobre parametros de calidad e inocuidad en un producto carnico
curado tipo chorizo espafiol. Por tanto, estos objetivos permitiran obtener informacion relevante

sobre la efectividad y funcionalidad de la pelicula biodegradable activa propuesta.



2. HIPOTESIS

La pelicula biodegradable de almiddn de taro, alginato de sodio y &cido lactico inhibe el
crecimiento de E. coli, Salmonella y L. monocytogenes in vitro y aumenta la vida Gtil de un

producto cérnico crudo curado.
3. OBJETIVOS
Objetivo general

Desarrollar y caracterizar una pelicula biodegradable a base de materiales biopoliméricos
(alginato de sodio y almiddn de taro) adicionada con &cido lactico como agente antimicrobiano

para extender la vida util de un producto carnico crudo curado.

Objetivos especificos

1. Optimizar mediante el andlisis de superficie de respuesta Box-Behnken la obtencion de una
pelicula biodegradable de almidon de taro y alginato de sodio adicionada con acido lactico.

2. Caracterizar las propiedades fisicas, quimicas, mecanicas, estructurales, de barrera, actividad
antibacteriana in vitro y biodegradabilidad de la pelicula biodegradable optimizada (OBF) y
de la pelicula biodegradable control (CBF).

3. Evaluar el efecto antimicrobiano de la pelicula biodegradable optimizada (OBF) como

envase activo sobre pardmetros de calidad e inocuidad en un producto carnico crudo curado.



4. INNOVACION

La Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econémicos (OCDE) define el concepto de
innovacion como la introduccion de nuevos métodos, procesos 0 productos mejorados (0 una
combinacion de ellos), la cual se considera necesaria para impulsar el crecimiento y mejorar los
niveles de vida (OCDE, 2010). Mientras que Suarez (2015), define el término como una nueva
idea que cuando se implementa lleva a un proceso mas efectivo en términos de proceso,
producto, tecnologia o servicio, que se presenta con una nueva cualidad radical o incremental
generando un impacto, social, econémico o ambiental. La innovacion incluye cambios basados
en conocimientos tecnoldgicos, comerciales, financieros, organizacionales o de cualquier indole
gue generan valor en términos de riquezas, empleos, efectos positivos en el medio ambiente en la

salud animal, vegetal o humana, entre otros.

El Manual de Oslo define cuatro tipos de innovaciones: producto, proceso, organizacion y
marketing. La innovacion en producto o servicio incluye un nuevo o mejorado producto o
servicio que difiere de los bienes o servicios anteriores y que ha sido introducido en el mercado
incluyendo alteraciones significativas, mientras que una innovacién de proceso implementa
nuevos 0 mejorados procesos de distribucidn, logistica o fabricacion; la innovacion
organizacional ejecuta nuevos métodos organizacionales en el negocio, organizacion de trabajo
ylo relaciones hacia el exterior y finalmente, la innovacién de marketing establece nuevos
métodos de marketing que incluyen mejoras en el disefio de un producto, embalaje, distribucion,

precio y promocion (OCDE, 2018).

La innovacién es una actividad dindmica y presente en todas partes ya que ocurre en todos los
sectores incluyendo el alimentario. ElI enfoque de este proyecto se centra en una mejora del
proceso de envasado que permita la conservacion y extension de la vida atil de un producto
carnico crudo curado, a través de la elaboracion de una pelicula biodegradable activa a base de
materiales biopoliméricos adicionada con acido lactico, la cual pueda representar una ventaja

competitiva sostenible para el sector alimentario.



5. SUSTENTABILIDAD

La comision Brundtland de las Naciones Unidas declaré que el concepto de sustentabilidad
implica satisfacer las necesidades del presente sin comprometer la capacidad de las generaciones
futuras para satisfacer sus propias necesidades (WCED, 1987). Maés tarde, la Cumbre Mundial
sobre el Desarrollo Social (2005), introdujo tres pilares de la sustentabilidad: ambiental (tiene
un impacto neutro o positivo en el medio natural), econdémico (rentable en todo) y social
(amplios beneficios para la sociedad). La Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura sostiene que la sustentabilidad debe proporcionar seguridad
alimentaria y nutricién sin comprometer la economia, las bases sociales y ambientales que

permitan seguridad alimentaria y nutricional para las generaciones futuras (FAO, 2018).

Por lo tanto, este estudio se mantiene en linea con los Objetivos: 12 - Garantizar modalidades de
consumo y produccion sostenibles y 13- Accién por el clima de los Objetivos de Desarrollo
Sostenible (ODS) establecidos por la Organizacion de las Naciones Unidas en 2015, apoyando la
gestion ecoldgicamente racional de ingredientes quimicos, optando por la utilizacion de
antimicrobianos naturales con denominacion GRAS, invertir en soluciones sostenibles y
mediante el uso eficiente de los recursos naturales, empleando polimeros biodegradables como el
almiddén de malanga y el alginato de sodio, los cuales resultan ser ventajosos sobre los derivados

del petroleo.

La unién internacién de quimica pura y aplicada (IUPAC) define a los polimeros biodegradables
como ‘‘sustancias poliméricas susceptibles de degradacion por actividad bioldgica y por
disminucion de masas molares de las macromoléculas que forman dichas sustancias” (Vert et al.,
2012), mientras que la Norma ASTM D6400-23 establece a los biopolimeros biodegradables
como “aquellos polimeros cuya degradacion resulta de la acciéon de microorganismos tales como
bacterias, hongos y algas”, certificando como compostables si el biopolimero se desintegra en las
primeras 12 semanas y al menos el 90% de su biodegradacion ocurre dentro de 180 dias (ATSM,
2023).

En este contexto, la biodegradabilidad de las peliculas desarrolladas minimizara los efectos
adversos en el ambiente y salud humana, a la vez que contribuye a la reduccion de desechos

plasticos.



6. SEGURIDAD ALIMENTARIA

La seguridad alimentaria se define como un derecho a tener en todo momento, acceso fisico,
econémico y social, permanente y oportuno a una alimentacion adecuada en calidad y cantidad
para mantener una vida activa y saludable (FAO, FIDA, OPS, WFP y UNICEF, 2020). Los
pilares de la seguridad alimentaria incluyen: disponibilidad, acceso, uso y estabilidad (OPS,
2010).

El Programa Especial para la Seguridad Alimentaria (PESA) define la inocuidad como los
riesgos asociados a la alimentacion que pueden afectar la salud de las personas, incluye riesgos
naturales, originados por contaminacion, presencia de patdgenos o cualquier otro elemento que,
de alguna manera, pueda aumentar el riesgo de desarrollar enfermedades crdnicas (PESA, 2022).
Mientras que la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) concluye que la inocuidad incluye
todas las medidas encaminadas a garantizar alimentos seguros que no causaran dafio al
consumidor si se preparan y/o ingieren de acuerdo con el uso al que estén destinados (OMS,
2021).

El desarrollo de una pelicula biodegradable de almidon de malanga y alginato de sodio
adicionada con &cido lactico, como material de envasado antimicrobiano pretende mantener y
garantizar la seguridad microbioldgica de un producto carnico crudo curado favoreciendo su

inocuidad.



7. MARCO TEORICO
7.1 Peliculas biodegradables

El sistema de envasado de alimentos brinda proteccién a los productos alimenticios de factores
como la humedad, el oxigeno, el calor, enzimas y microorganismos durante su distribucion,

almacenamiento y distribucion (Menezes y Athmaselvi, 2018).

Los polimeros derivados del petroleo, como el poliestireno (PS), polietileno (PE), polipropileno
(PP) y el tereftalato de polipropileno (PP) se emplean ampliamente para el desarrollo de envases
de alimentos debido a sus propiedades fisicoquimicas, tales como flexibilidad, durabilidad,
disponibilidad de materias primas, peso ligero y rentabilidad, si se le compara con otros
materiales convencionales (Pellis et al., 2021). Sin embargo, su falta de biodegradabilidad
impacta negativamente en el ambiente. Ademas, las escasas tasas de reciclaje y la migracion de
compuestos peligrosos a los alimentos representan una de las principales desventajas de los

polimeros sintéticos para aplicaciones de envasado (Hoque et al., 2021).

Con el fin de reducir la cantidad de residuos plasticos solidos sintéticos, existe un gran interés en
el desarrollo de envases para alimentos usando materiales biopoliméricos por ser reciclables, no
toxicos, biodegradables y respetuosos con el ambiente (Wankhade, 2020). Cabe mencionar, que
las peliculas biodegradables no pretenden reemplazar los envoltorios tradicionales, sino que se
plantea su uso combinado para brindar proteccion al producto y disminuir costos del material de
empaque tradicional. Las peliculas biodegradables son capas delgadas de materiales
biopoliméricos, que una vez formadas pueden ser colocadas como material de envoltura (Ribeiro
etal., 2021).

El proceso de elaboracion de peliculas requiere normalmente de un material formador de pelicula
(biopolimero), solvente y plastificante. Los materiales poliméricos biodegradables brindan
propiedades mecanicas rentables y competitivas. Entre los biopolimeros mas utilizados para
elaborar peliculas se encuentran los polisacaridos (almiddn, alginato, celulosa, pectina, etc.) que
generalmente imparten buena resistencia mecanica y propiedades de barrera a los gases
moderada; sin embargo, son fragiles e hidrofilas (Meritaine da Rocha et al., 2018). Las peliculas
elaboradas a base de lipidos son comunmente empleadas por sus excelentes caracteristicas tales

como elevada barrera al vapor de agua. Sin embargo, presentan barrera al oxigeno limitada por la
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polaridad relativamente baja que poseen, siendo esto la principal desventaja asociada a su
apariencia y sabor en los productos finales, ademas de carecer de suficiente integridad estructural
y durabilidad si se usa en su forma pura (Hassan et al., 2018). Por tal motivo, la combinacion o
mezcla de biopolimeros con otros componentes se utilizan habitualmente para obtener peliculas
con propiedades fisicas, quimicas y mecanicas mejoradas. Los biopolimeros mas utilizados

actualmente para el desarrollo de peliculas se muestran en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Clasificacion de diferentes biopolimeros para la formacion de peliculas y recubrimientos

Clasificacion Ejemplo Fuente

Agropolimeros Polisacaridos
. Maiz, mandioca, papa, arroz,
Almidon .
trigo.

) Céscara de citricos, orujo de
Pectina
manzana

Celulosa, metilcelulosa,
carboximetilcelulosa, )
o Fibras vegetales
hidroxietilcelulosa, celulosa
acetato

Exoesqueleto de langostas,

Quitosano, quitina ) ]
cangrejos, camaron

Gomas naturales, goma arabiga.
Alginato, carragenina, agar. Algas
Proteinas

Zeina, soja, colageno, gelatina,

i . Productos lacteos, cereales
suero, caseina, gluten de trigo.

Lipidos
Ceras (abeja, candelilla
Abejas, plantas, palmera.

Carnauba)

Acidos grasos libres
Polimero procedente de PHA, PHB (polihidroxial- Microorganismos, plantas
procesos de fermentacion canoatos) modificadas genéticamente.
microbiana Celulosa bacteriana Acetobacter fermentum
Polimeros producidos a Poly lachates Fermentacion de azUcares,



partir de procesos jarabes, melazas, suero,

biotecnoldgicos almidon

Polimeros biodegradables Politereftalato de trimetilo, co-

de fuentes no renovables tereftalato de adipato de poli Industria petroquimica
butileno

Fuente: Adaptado de Meritaine da Rocha et al. (2018); Prameela et al. (2018);
Shahabi-Ghahfarrokhi et al. (2020).

La mayoria de las peliculas elaboradas a base de biopolimeros mantienen una estructura rigida y
quebradiza como consecuencia de las interacciones ocurridas entre moléculas (Cazon et al.,
2017). Estas caracteristicas se pueden superar afiadiendo plastificantes que se estacionan entre
las cadenas de polimeros, reduciendo la fuerza de cohesion entre ellas causando una disminucién
de la fragilidad, aumento de la flexibilidad y resistencia. Los plastificantes ampliamente
utilizados incluyen los polioles (sorbitol, glicerol y el polietilenglicol) y azlcares (glucosa,
fructosa y sacarosa) (Vieira et al., 2011). Por otro lado, debido a que las peliculas estan en
contacto directo con los productos alimenticios estas deben ser: neutras, translicidas a opacas, no
deben impartir cambios indeseables en términos sensoriales, no toxicas y no causar problemas

de salud en los seres humanos (Hoque et al., 2021).

En cuanto a las aplicaciones funcionales mas importantes de las peliculas se encuentra la barrera
contra la humedad, el control de gases (oxigeno y didxido de carbono); asi como de grasas y
aceites, movimiento de solutos y capacidad de reducir la permeabilidad al vapor de agua
(Menezes y Athmaselvi, 2018). Adicionalmente, se puede incorporar agentes antioxidantes o
antimicrobianos a fin de controlar el crecimiento de microorganismos mediante una liberacion
controlada (Al-Tayyar et al., 2020). Las propiedades funcionales mas relevantes de peliculas
aplicadas en alimentos se observan en el Cuadro 2. Como se menciond anteriormente, las
peliculas se pueden utilizar como agentes portadores de aditivos tales como antioxidantes, anti-
oscurecedores, nutracéuticos, aceites esenciales, enzimas, extractos, especias, y antimicrobianos
(Ribeiro et al., 2021).



Cuadro 2. Propiedades funcionales de peliculas en productos alimenticios.

Propdsito Tipo de alimento

Reducir la pérdida de humedad, la tasa de respiracién y

procesos metabdlicos, proteccién adecuada contra la
o Lo ) o Frutas y verduras

actividad enzimatica, efecto brillante en la superficie de las

frutas.

Inhibir el desarrollo de microorganismos, control de la o
o Carne y productos carnicos

pérdida de humedad y la quema del congelador en carnes

refrigeradas o congeladas, control de la oxidacién de lipidos.

Limitar el crecimiento de microorganismos patdgenos o

contaminantes, reducir la pérdida de agua, la dureza y Quesos

cambios de color.

Reduccidn de la cinética de hidratacion. Productos de panaderia

Mejorar o impartir color y sabor deseados. Alimentos diversos

Fuente: Adaptado de Galus y Kadzinska, (2015).

Estos ultimos se han incorporado con éxito en las peliculas con el propdsito de reducir, inhibir o
retrasar el crecimiento de microorganismos afin de garantizar la seguridad y extender la vida util
de los alimentos (Meritaine da Rocha et al., 2018). En este sentido, los antimicrobianos
permanecen en la superficie de los alimentos en altas concentraciones durante su
almacenamiento y su accién consiste en la liberacion lenta y controlada por difusién a una
velocidad que asegura su accion efectiva contra microorganismos indeseables (Calva-Estrada et
al., 2019).

7.2 Materiales biopoliméricos formadores de peliculas biodegradables
7.2.1 Alginato

El uso de biopolimeros biodegradables se esta explorando en la actualidad, especialmente de los
alginatos y almidones por sus variadas propiedades de interés, en la industria cosmética, médica
y alimentaria (Figura 1). El alginato es un polimero lineal anionico extraido de las paredes
celulares de las algas pardas (Laminaria digitata y Ascophyllum nodosum). Su estructura

quimica se compone por dos unidades monomericas estructurales alternas de é&cido d-
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manurénico (M) enlazado a B-(1-4) y &cido I-gulurénico (G) enlazado a a-(1-4) (Tavassoli-
Kafrani et al. 2016).

Gelificante

Figura 1. Principales aplicaciones del alginato y almidén en diversas industrias.
Adaptado de Rinaudo, (2014).

En la cadena polimérica, se identifican tres bloques o regiones en distintas proporciones y estan
dispuestos alternativamente en bloques GG y MM, junto con blogues MG como se muestra en la
Figura 2. Los bloques G solo contienen unidades de acido I-gulurénico que permiten una mayor
resistencia del gel favoreciendo a la reactividad de unién a iones multivalentes debido a la
orientacion de los grupos carboxilo e hidroxilo (Choi et al., 2022). Los bloques M Unicamente
contienen unidades de d-manuronico y el bloque MG unidades alternas de acido I-gulurénico y
d-manurénico (Cazén et al.,, 2017). Los bloques de M y G se conocen como bloques

homopolimeros y los bloques MG como heteropoliméricos.

La reticulacidn ionica es una de las propiedades funcionales unicas del alginato; es decir,
mantiene la capacidad para reaccionar con cationes metalicos multivalentes, como los iones de
calcio Ca?* (Cao et al., 2020). EI proceso de gelificacion del alginato se ejemplifica con el

modelo clésico de caja de huevo “Box-Egg” propuesto inicialmente por Grant et al. (1973), el
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cual se describe a través de tres pasos sucesivos principales: 1. Formacion de monocomplejos
entre Ca?*y unidades de GulA en una cadena sola de alginato; 2. Formacion de dimeros de caja
de huevo mediante emparejamiento de monocomplejos; 3. Formacion de multimeros a través de

la reticulacion lateral de dimeros de caja de huevos tal como se ejemplifica en la Figura 3.

COO
HO HoNG__ S
B-p-mannuronate (M) a~L-guluronate (G)

MMMMGMGGGGGM GM GGGGGGGGM M GM GM GGMI

e i e e S g

M-block G-block G-block MG-block

Figura 2. Estructura quimica del alginato. a) Unidades monoméricas de alginato, b) Composicion de la

cadena polimérica, ¢) Distribucion de bloques. Adaptado de Tavassoli-Kafrani et al. (2016).

Se ha demostrado que la gelificacion de Ca?*-alginato depende de factores intrinsecos (peso
molecular, los porcentajes de acido gulurénico y acido galacturénico, longitud y distribucion de
blogues de union al calcio) y factores extrinsecos (concentracion del polimero y Ca2?*, forma de

afiadir Ca®*, pH, temperatura e intensidad de iones) (Cao et al., 2020).

El alginato reticulado ionicamente forma geles fuertes mejorando las propiedades mecanicas y de
barrera en el desarrollo de peliculas biodegradables (Choi et al., 2022; Zhou et al., 2022).
Ademas, debido a su biocompatibilidad se ha propuesto la elaboracion de peliculas compuestas
mejorando asi sus propiedades mecanicas, de barrera y antimicrobianas. Alarcén-Moyano et al.
(2017) fabricaron una pelicula antibacteriana de alginato incorporada con aceite esencial de

limoncillo, la cual demostr6 una significativa inhibicion contra E. coli, mientras que Oliveira
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Filho et al. (2019) observo un efecto similar frente a contra S. aureus usando una pelicula

funcionalizada con hidrolizados de proteina de semilla de algodon.

(2)
Paso1 0 Paso2 : Paso3
— 0 —_— 0 —
[
() 0
Cadena de alginato Monocomplejos Dimeros de caja de Multimero de caja de
huevos huevos
¢ Ca* R YAYAYAVAV VY AlG
* Na*

- Enlaces de hidrégeno

Figura 3. Comportamientos de union de Ca-alginato (AlG: Alginato),
Adaptado de Cao et al. (2020).

71.2.2 Almidon

Las fuentes de origen natural se utilizan ampliamente para la produccién de bioplasticos debido a
la facilidad de mantenimiento en comparacién con fuentes de origen animal o microbiana. Entre
los polimeros naturales el almidon se considera un candidato prometedor en numerosas
aplicaciones alimentarias como espesante, estabilizador, agentes gelificantes, emulsionante y
produccién de peliculas biodegradables debido a su comportamiento termoplastico, rentabilidad,
abundancia y biodegradabilidad (Figura 1). EI almiddn es un recurso renovable muy abundante
en la naturaleza. Es una fuente importante de energia y las principales fuentes son las legumbres
(25-50%), tubérculos (60-90%) y cereales (30-70%) (Katiyar et al., 2019). En el Cuadro 3 se
muestran algunos almidones convencionales y no convencionales respecto a sus contenidos de
amilosa, amilopectina y propiedades. El almidén natural esta presente en forma de granulos
semicristalinos que varian en forma (poligonal, redondo, lenticular) con dimensiones entre 1 y
100 pm de diametro, distribucion de tamafio (unimodal o bimodal) y asociacion (individual o

grupo de granulos) (Pelissari et al., 2019).
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Cuadro 3. Contenido de amilosa y amilopectina de los almidones.

Amilosa  Amilopectina

Fuente Tipo Propiedades
(%) (%)
Espesante, aglutinante y
Maiz 26- 29 71-74 Cereal ]
formador de pelicula
Agente emulsionante,
estabilidad de congelaciony
Arroz 20-25 75-80 Cereal » )
descongelacion, adhesivo y
agente formador de pelicula
Avena 2-34 66-98 Cereal Espesante y gelificante
Estabilidad congelacion-
Yuca 15-27 75-83 Raiz descongelacion, propiedad de
pegado y opacidad
Papa 17-25 75-83
. Espesante, agente formador de
Papa Tubérculo ) )
20-25 75-80 pelicula y aglutinante de agua
dulce
] Adhesivo, espesante y
Trigo 25-27 71-74 Cereal .
gelificante
Sorgo 24-30 70-76 Cereal Gelificante
Centeno 20-25 75-80 Cereal Viscosante y gelificante
Quinua 3-20 80-97 Pseudocereal Gelificante
) Viscosante, espesante y
Lenteja 26-35 65-74 Legumbre -
gelificante
Buena estabilidad térmica,
Guisante 38-49 51-62 Legumbre agente formador de pelicula.

y gelificante

Fuente: Adaptado de Dharmalingam y Anandalakshmi, (2019) y Pelissari et al. (2019).

El almidon estd compuesto por dos polimeros, amilosa y amilopectina. Ambos consisten en
unidades de D-glucopiranosa unidas por enlaces glicosidicos a-1,4 en la cadena principal y
enlaces de tipo a-1,6 en las ramificaciones tal como se observa en la Figura 4 (Dome et al.,
2020).
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Figura 4. Estructura quimica de la amilosa (a) y amilopectina (b),
Adaptado de Katiyar et al. (2019).

El mecanismo para la formacién de peliculas utilizando almidén consiste en dos procesos
principales, gelatinizacidn y recristalizacion. La ruptura de los granulos de almidon ocurre en
tres pasos: hinchazon granular (absorcion de moléculas de agua en dominios amorfos), ruptura
de los grupos de amilopectina y solubilizacion de amilosa/amilopectina (Pelissari et al., 2019).
La hinchazdn de los granulos comienza cuando el agua ingresa a la amilosa reduciendo la
cristalinidad de amilopectina, provocando la separacion de fases. Con frecuencia el primer paso
para producir peliculas biodegradables es calentar el almidén con un alto contenido de agua, las
pequefias moléculas de agua se difunden con facilidad a través de los grupos de amilopectina
semicristalina, rompiendo enlaces de hidrogeno y causando desorden en la estructura molecular,
desintegrando asi las cadenas de amilosa y amilopectina hasta su solubilizacion completa
(Katiyar et al., 2019).

Ademas, los grupos de las cadenas separadas de amilosa y amilopectina forman un enlace de
hidrogeno con las moléculas de agua, de esta manera los granulos de almidon absorben agua y se
hinchan. EI hinchamiento y la solubilidad del almiddn dependen de la estructura, peso molecular
y longitud de la cadena de amilosa-amilopectina. Algunos almidones poseen temperaturas de
gelatinizacion de entre 60 y 80 °C (Katiyar et al., 2019). En el proceso de retrogradacion, las

moléculas de amilosa forman doble hélice y las moléculas de amilopectina se vuelven a
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cristalizar por sus cadenas cortas mas externas. La amilosa y la amilopectina se entrelazan en una

fase continua formando la pelicula de almiddn.

La malanga o taro es una planta perenne tuberosa que se cultiva en zonas tropicales y
subtropicales. Su nombre botanico es Colocasia esculenta y pertenece a la familia Araceae.
Mundialmente es la decimosexta hierba més cultivada alrededor de sesenta paises y la razon
principal de su produccidn se relaciona con los contenidos de almidén (70-80%) que presentan
los bulbos subterraneos (Sharma et al., 2020). En 2018, se reportd una produccion de 9.54
millones de toneladas de taro entre los diez principales paises productores (FAOSTAT, 2020).
En México, 679 ha representan la superficie sembrada con una produccion de 35,190 t. Dentro
de los productores mas importantes se encuentran los estados de Oaxaca, Puebla, Tabasco,
Nayarit y Veracruz el cual destaca como productor competitivo pues representa el 84.80% del
total nacional (577 ha) (SIAP, 2021).

El almiddn de taro presenta una calidad nutricional elevada con un contenido de cenizas (0.85%),
proteinas (5.6%), fésforo (0.4%) y bajo contenido de lipidos (0.28%) (Kaushal et al., 2015). Los
granulos de almiddn de taro poseen forma esférica y poligonal, las cadenas de amilopectina en
taro son cortas y poseen una longitud de cadena promedio larga que propicia la formacion de un
gel firme con elevada elasticidad cuando se calienta, formando granulos en una estructura
discreta semicristalina (Pramodrao y Riar, 2014). Este tubérculo destaca por sus principales
propiedades funcionales ya que actlia como gelificante, texturizante, espesante, aglutinante y su

capacidad para formar peliculas.

Se han desarrollado peliculas biodegradables que utilizan almidén de taro, las cuales han
demostrado una mejora en las propiedades mecanicas (Shanmathy et al., 2021; Mobhite y
Chandel, 2020; Siskawardani et al. 2020) mientras que More et al. (2022) usando una pelicula
similar (almidon de taro al 5%) funcionalizada con extracto de céscara de granada micelar

obtuvieron un film con una excelente barrera para la permeabilidad al vapor de agua.

Por otro lado, el cultivo de malanga o taro es de gran importancia economica y social. Ademas,
presenta una produccién sostenible y ecoldgica, existiendo disponibilidad local, factores que
hacen factible la utilizacion de esta materia prima debido a sus multiples aplicaciones en

alimentos. Su combinacion con otros biopolimeros y componentes antimicrobianos naturales,
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que cumplen con las exigencias de seguridad ambiental y sustentabilidad, potencia su uso como

material de envasado.

7.2.3 Glicerol

El glicerol (CsHgOs 0 CH>OH-CHOH-CH20H), conocido comercialmente como glicerina y
propano-1,2,3- triol (PubChem, 2022b). Es un alcohol polihidrico por la presencia de tres grupos
hidroxilo dentro de una molécula de glicerol (Figura 5). Es soluble en agua y su capacidad de
union resulta en un alto punto de ebullicién (290°C), con alta compatibilidad como plastificante
competente en sistemas de envasado de alimentos como las peliculas biodegradables (Ben et al.,
2022).

H,C— OH
HC —OH
H,C— OH

Figura 5. Estructura quimica de la molécula de gliceral,
Adaptado de (Ben et al., 2022).

El plastificante es un aditivo polimérico que se afiade con frecuencia para disminuir la fragilidad
y mejorar la flexibilidad de las peliculas biodegradables provocando una reduccion de fuerzas
intermoleculares y un aumento en la movilidad de las cadenas poliméricas (Ben et al., 2022). El
pequefio tamafio molecular del glicerol llena los espacios entre las cadenas poliméricas,
provocando espacios intermoleculares y afectando la interaccion polimero-polimero, pero
induciendo interacciones de tipo polimero-glicerol (Basiak et al., 2018). Los cambios fisicos de
las peliculas se reflejan en las propiedades mecéanicas, es decir aumento de elongacién a la rotura
y disminucién de la resistencia a la traccion (E et al., 2022; Tabatabaei et al., 2022; Quispe et al.,
2021).
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7.3 Antimicrobianos naturales

La contaminacion de los alimentos es un problema comun causado principalmente por
microorganismos. Esto representa una preocupacion importante que debe abordarse, ya que no
solo afecta la calidad de los alimentos, sino que también contribuye a su deterioro y se convierte
en una fuente de enfermedades (PESA, 2022). Para hacer frente a este desafio, los
antimicrobianos puede ser utilizados para controlar y prevenir la contaminacion microbiana en
alimentos. Aunque el uso de los antimicrobianos esta regulado por cada pais, un antimicrobiano
debe ser eficaz a bajas concentraciones en su forma natural, ser rentable, no ser tdxicos, no
provocar cambios sensoriales indeseables en los productos alimenticios e inhibir una amplia

gama de microorganismos patogenos y deteriorantes (Davidson et al., 2013).

Actualmente hay una creciente demanda de los consumidores por alimentos minimamente
procesados que contengan ingredientes naturales, con altos estandares de calidad, seguridad y
gue sean saludables. En respuesta a esto, se ha intensificado el uso de antimicrobianos obtenidos
a partir de diferentes fuentes naturales en las Ultimas décadas. En el Cuadro 4 se resumen los

principales antimicrobianos naturales aplicados en la industria de alimentos.

Antimicrobianos como enzimas, aceites esenciales, extractos, bacteriocinas y &cidos organicos se
han incorporado con éxito a peliculas elaboradas a base de biopolimeros demostrando ser
excelentes empaques funcionales en la tecnologia de envasado activo de alimentos. Estos
compuestos antimicrobianos pueden ser aplicados sumergiendo el producto completamente en
una solucion conteniéndolos o ser incorporados a recubrimientos previamente elaborados.
Ademas, mediante el método de vertido de placa o “casting” pueden obtenerse peliculas activas
poniendo en contacto el material de empaque con los compuestos antimicrobianos. Estas
peliculas deben estar en contacto con la superficie del alimento para que los compuestos
antimicrobianos penetren en él, ejerciendo su accion inhibitoria sobre microorganismos

contaminantes y/o patégenos (Chawla et al., 2021).
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Cuadro 4. Compuestos antimicrobianos naturales de fuentes animales, vegetales y microbianas.

Compuesto

antimicrobiano

Microorganismo inhibido

Fuente animal

Lisozima

Lactoperoxidasa

Quitosano

Fuente natural

Flavonoides

Fuente
microbiana

Nisina

Natamicina

Acido lactico

Gram positivas

Gram negativas

Hongos y levaduras

L. monocytogenes, B.

subtilis, E. faecalis,
Clostridium ssp.,
Lactobacillus spp.
L. monocytogenes
S. aureus

B. cereus

L. monocytogenes

L. fructivorans.

L. monocytogenes

S. aureus

L. monocytogenes, S.
aureus, C. botulinum
C. perfringens, B.

cereus

B. coagulans

L. monocytogenes

Y. enterocolitica
Salmonella spp.
Pseudomona spp.

C. jejuni, E. coli O157:

H7, Salmonella ssp.
Y. enterocolitica
Cronobacter spp.
Salmonella ssp.

Y. enterocolitica

E. coli, Salmonella,
H. pylori
Campylobacter spp.

E. coli
P. aeruginosa

Salmonella spp.

Salmonella ssp.
E. coli

Enterobacteriaceae

Aspergillus ssp., Candida ssp.
Fusarium ssp., Sporothrix ssp.
Paecilomyces ssp., Penicillium
ssp., Saccharomyces ssp.
Aspergillus, Byssochlamys
fulva, Candida,

Mucor, Rhodotorula

Aspergillus flavus,
Saccharomyce cerevisiae
Zygosaccharomyces bailii,
Botryis cinérea, Rhizopus

stolonifer

Gran variedad de levaduras y
hongos
Gran variedad de levaduras y

hongos

Fuente: Adaptado de Arias-Rios et al. (2017); Coban, (2020); Davidson et al. (2015).
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La lenta penetracion de los antimicrobianos de la pelicula es mas ventajosa que rociar o sumergir
los alimentos (Kirtonia et al.,, 2021). De este modo, alimentos perecederos como frutas,
hortalizas, productos lacteos y cérnicos altamente susceptibles a la contaminacion microbiana

pueden ser protegidos utilizando este tipo de envasado.
7.3.1 Acido lactico

Los acidos organicos son compuestos que presentan uno o mas grupos carboxilo. Los acidos
carboxilicos (R-COOH) son los &cidos organicos mas comunes, y su acidez se debe al grupo
carboxilo (-COOH), tal como se muestra en la Figura 6 (Shi et al., 2022). Los acidos organicos
se pueden clasificar segin su estructura molecular, el nimero de grupos carboxilo que poseen y

si son acidos saturados o insaturados.

Nuevos sistemas de envasado que incluyen antimicrobianos naturales como los &cidos organicos
permiten mantener la calidad de los alimentos y mejorar la seguridad alimentaria (Abdollahzadeh
et al.,, 2021). Ademas, los acidos organicos tienen denominacion GRAS (Generalmente
Reconocidos como Seguros) por la FDA para productos carnicos. Los tratamientos con distintos

acidos organicos resultan ser simples, baratos y eficaces (Mani-Lopez et al., 2012).

o] OH o e
0 0
M Ap A o
OH 0 “OoH OH OH

Acido acético (C2H402) Acido citrico (CsHsO7) Acido lactico (CsHsOs) Acido propiénico (C:He02)
PM=60.05 g/mol PM=192.13 g/mol PM=90.08 g/mol PM=74.08 g/mol
0 o o OH
HO OH 0
OH HO HO”
o OH 0 OH OH
Acido malico (C+HsOs) Acido succinico (C4HsO4) Acido tartarico (CsHeOs)
PM= 134.09 g/mol PM= 118.09 g/mol PM= 150.09 g/mol

Figura 6. Estructura quimica de los acidos organicos,
Adaptado de Mani-L6pez et al. (2012).

El &cido lactico es un acido organico de tres carbonos (acido 2-hidroxipropanoico); un atomo de
carbono terminal es parte de un grupo acido o carboxilo, el atomo de carbono central tiene un

alcohol y el otro atomo de carbono terminal es parte de un grupo metilo o hidrocarburo (Bhatt,
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2018). Es un disolvente organico soluble en agua, con baja volatibilidad. Posee un peso
molecular de 90.08 g mol™?; pkaacido de 3.83 (D) y 3.79 (L); densidad de 1.249 g mL™*; punto de

ebullicion de 122°C a 15 mmHg y comercialmente es una sustancia incolora (PubChem, 2022a).
7.3.1.1 Mecanismo de inhibicion bacteriana

Los mecanismos de accién de los &cidos organicos sobre la inhibicion de crecimiento bacteriano
no estan dilucidados completamente; sin embargo, se cree que la eficacia antibacteriana de los
acidos organicos se debe a que sus moléculas no disociadas pueden penetrar al citoplasma por
difusion a través de la membrana plasmatica, como se muestra en la Figura 7 (Hirshfield et al.,
2003). Luego, dentro de la célula; el &cido lactico se disocia en un anion lactato y un proton
debido a su valor de pka acido de 3.83 (D) y 3.79 (L), siendo estos mas bajos que el pH

intracelular (7.0-7.4), lo que favorece su disociacion acida inmediata (Shi et al., 2022).

Los protones disociados y los iones acidos no pueden atravesar la membrana por difusion libre,
lo que provoca la acumulacion de H* y, en consecuencia, la acidificacion citoplasmatica
(Davidson et al., 2014). Posteriormente se produce la inhibicion de enzimas sensibles al pH

acido, incluyendo a aquellas involucradas en la glucélisis.

P

Transcripcion de ARN anormal

e s e

Impide la sintesis\& /?/Bl;quea la replicacion de ADN
de proteinas
N
HAS——— A + H* ATP
ADP+Pi

}

HA H*

Figura 7. Mecanismo de inhibicion bacteriana por &cidos organicos,
Adaptado de Shi et al. (2022).
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Para mantener el potencial de membrana, la célula reacciona expulsando el exceso de protones
intercambiandolo por algun otro cation (por ejemplo, K, Na, Ca*?); esto se conocer como teoria
quimiosmatica (Mitchell y Moyle, 1969) lo que provoca un gasto de energia perjudicial para su
normal crecimiento. La acumulacién de iones &cidos en las bacterias interfiere o bloguea la
sintesis de ADN en el ndcleo, inhibiendo la division y proliferacion bacteriana (Shi et al., 2022).
La acumulacion de aniones acidos en el interior de la célula puede inhibir rutas metabolicas
importantes, aumentar la osmolaridad con posibilidades de una posible presion de turgencia letal
(Carpenter y Broadbent, 2009).

7.3.1.2 Usos del acido lactico en la conservacion de alimentos

Los &cidos orgénicos tienen un amplio uso en la industria alimentaria, tanto en aplicaciones
superficiales como en el tratamiento directo de los productos alimenticios (Singh et al., 2015). El
Codex Alimentarius menciona que el acido lactico como aditivo esta regulado de conformidad a
las buenas practicas de fabricacion (BPF), limitdndose a dosis minimas, cantidades que pasen a
ser parte del producto final como parte del sistema de envasado se reduciran en la medida que
sea posible (CODEX STAN 192-1995). Para productos cérnicos procesados, la NOM- 213-
SSA1-2002, permite el uso de acido lactico conforme a las BPF. Las dosis permitidas en

diferentes alimentos se observan en el Cuadro 5.

Cuadro 5. Dosis maxima de acido lactico aplicada a diferentes tipos de alimentos.

Alimento Dosis maxima permitida
Productos lacteos/quesos BPF
Hortalizas y productos a base de hortalizas BPF
Pastas y fideos frescos/deshidratados y productos analogos BPF
Pescado y productos pesqueros BPF
Productos a base de huevo BPF
Productos cérnicos procesados BPF

Alimentos complementarios para lactantes y nifios
N 2000 mg/kg
pequenos

BPF: buenas practicas de fabricacion
Fuente: Adaptado del CODEX STAN 192-1995 y NOM- 213-SSA1-2002.
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7.4 Envasado activo

Un sistema de envasado permite contener y proteger alimentos de factores microbioldgicos,
ambientales y fisicos durante todo su ciclo, desde la produccién hasta el consumo (Robertson,
2006; Ghaani et al., 2016). El envasado activo es una forma avanzada de tecnologia de envasado
que cumple funciones adicionales a las de proteccion convencional, ya que ademéas de
proporcionar una barrera frente al entorno externo, estd disefiado para garantizar la calidad,
integridad, seguridad y vida til de los alimentos (Guo et al., 2023). El reglamento europeo (CE)
no. 450/2009, define que el envasado activo esta disefiado para incorporar componentes que
liberan sustancias en el alimento envasado (Comision Europea, 2009). Un sistema de envasado
antimicrobiano estd compuesto de una matriz polimérica y agentes antimicrobianos (Garcia
Ibarra et al., 2016) cuya funcién es controlar/prevenir el crecimiento microbiano posterior al
procesamiento de los alimentos (Roopa et al., 2023), manteniendo la calidad, seguridad y

prolongando la vida util de diversos productos alimentarios.

Dependiendo del mecanismo de accion de los compuestos antimicrobianos, se puede clasificar al

sistema de envasado en tres tipos: liberacion, absorcion e inmovilizacién como se muestra en la

// Envase/ﬁ \\

Figura 8.

P P — &

Alimento

)
oueIqOIdIWIIUL JJUATY

N
\K lnmoviliyaci%

Envase

Figura 8. Esquema de un sistema de envasado antimicrobiano a través de un sistema de absorcion,

liberacion e inmovilizacién. Adaptado de Garcia Ibarra et al. (2016).
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En el primer tipo, la liberacion del antimicrobiano puede ser o no controlada y entra en contacto
directo con el alimento evitando el crecimiento de bacterias no deseadas (Motelica et al., 2020).
En el sistema de envasado por absorcion los agentes antimicrobianos eliminan el oxigeno y la
humedad para suprimir el crecimiento de microorganismos aerébicos, bacterias, hongos y
levaduras. En el sistema de envasado por inmovilizacién, el compuesto antimicrobiano se
encuentra en o sobre la matriz polimérica y no se libera; sin embargo, suprime el crecimiento de

microorganismos en la superficie de contacto (Garcia Ibarra et al., 2016).

Es posible utilizar peliculas biodegradables como nuevos sistemas de envasado activo en una
gran diversidad de productos alimenticios como: Frutas y vegetales (Amiri et al., 2021; Murmu y
Mishra, 2018; Roshandel-hesari et al., 2022; Yang et al., 2023), productos lacteos (Diblan y
Kaya, 2023; Giannakas et al., 2022; Kouser et al., 2023; Nottagh et al., 2020; Silva et al., 2023),
carne y productos carnicos (Marzlan et al., 2022; Mehdizadeh et al., 2020; Yildirim-Yalgin et al.,
2021; Yuan et al., 2022; Zheng et al., 2022), ya que estas modifican las propiedades del sistema
alimentario al reducir la permeabilidad al vapor de agua, mejorar las propiedades de barrera,

crear una barrera antimicrobiana activa, etc.
7.4.1 Carne

La carne se define como una serie de cambios complejos energéticos, bioguimicos y fisicos que
inician en el musculo inmediatamente después del periodo post-mortem (Lawrie, 2006; Matarneh
et al., 2023). La carne y los productos carnicos son una excelente fuente de energia y algunos
nutrientes esenciales, incluidas las proteinas de alto valor biolégico, aminoécidos esenciales,
vitaminas, hierro y zinc (Wang et al., 2023). Los productos carnicos son aquellos que se someten
a un proceso de curado y/o maduracion con la finalidad de modificar sus caracteristicas

sensoriales y de conservacion (FAO, 2014).
7.4.1.1 Productos carnicos crudo curados

El término curado hace referencia al uso de sales como cloruro de sodio con nitrato y/o nitrito
que otorga color rojizo/rosa curado y sabor (Toldra, 2023). La clasificacion de los productos
curados se observa en la Figura 9, como productos curados en seco (la sal de cura se coloca
sobre la superficie de la carne 0 mezclada con carne picada) y en humedo o en escabeche (la

salmuera es inyectada en la carne) (Toldra, 2004). Los productos fermentados en seco se
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maduran y se secan por periodos de tiempo prolongados (semanas, meses, afios). Por el

contrario, los productos carnicos curados en hiumedo se someten a procesos de coccion.

PRODUCTOS CARNICOS CURADOS

v

CURADO EN SECO ‘ ‘ CURADO HUMEDO ‘
h 4 A 4 h 2 L
Piezas enteras ‘ Picado ‘ Piezas enteras Picado
Salado por curado Salazon Salado en salmuera Salazén
en Seco 0 TeEMojo mezclada inyeccion o remojo mezclando
. 10 ; Cocinado
Secado/maduracion Ferrgentgcmn/ Cocmado_ Ahumado oncional
Ahumado opcional ceado Ahumado opcional peior
Ahumado opcional y/o fermentacion
Jamones cocidos
Jamones curados Chorizo espaiiol Carne en lata Salchichas cocidas
Lomos curados Salchichas secas fermentadas Lengua Salchichas
Embutidos semisecos Tocino Jfermentadas
fermentados

Figura 9. Clasificacion de productos carnicos curados y cocidos.
Adaptado de Flores y Toldra, (1993).

7.4.1.2 Chorizo tipo espafiol

El chorizo tipo espafiol es un producto céarnico crudo curado sometido a procesos de
fermentacion y maduracién/secado que implica la molienda de carne y grasa, mezcla de sales,
azucares, condimentos, paprika (que le otorga un color rojo fuerte caracteristico) y el envasado
en tripas (Toldra, 2004). Las tripas naturales se usan cominmente en procesos de produccion
tradicional, mientras que las tripas artificiales se utilizan en productos para ser cortados por sus
excelentes propiedades a la resistencia y permeabilidad al vapor de agua (Arnau et al., 2007).
Durante la fabricacion del chorizo espariol el procesamiento de picado, relleno y mezcla conlleva

a un alto riesgo de contaminacion superficial por microorganismos patégenos (Feng et al., 2017).
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Investigaciones actuales estan enfocadas en prolongar la vida util y aumentar la seguridad
alimentaria de estos productos a través de tratamientos fisicos, quimicos y mejoras en el
envasado. Adzaly et al. (2015) desarrollaron una tripa novedosa basada en quitosano,
cinamaldehido y Tween 80 demostrando propiedades mecénicas igual a la tripa de colageno,
menor solubilidad en agua y mayor transparencia, mientras que Comaposada et al. (2018)
estudiaron peliculas humedas de alginato de calcio adicionadas con aceite y tensioactivos las
cuales disminuyeron la tasa de pérdida de peso y la permeabilidad al vapor de agua. Feng et al.
(2017) encontraron que las caracteristicas de dureza de salchichas no fueron afectadas por un
envase antimicrobiano de quitosano con alcohol polivinilico. Marcos et al. (2020) estudiaron los
recubrimientos compuestos de alginato coextruido en la elaboracion de salchichas fermentadas
en seco reportando que su aplicacion no afecto la estabilidad del producto. Shafipour Yordshahi
et al. (2020) desarrollaron un novedoso material de envoltura antimicrobiano que incorpora
Lactobacillus plantarum, el cual permitié una reduccion logaritmica de hasta 5 ciclos

logaritmicos para Listeria monocytogenes en carne molida almacenada durante 9 dias a 4°C.

Estos estudios revelan un potencial mejoramiento en la seguridad microbioldgica y en aspectos
tecnoldgicos en presencia de envasado activo. Ademas, si bien el nitrito inhibe efectivamente el
crecimiento de las esporas de Clostridium botulinum y controla el desarrollo de L.
monocytogenes bajo condiciones de refrigeracion, es incapaz de eliminarla por completo
(Sebranek et al., 2012). Mas auln, esta sal de curado no produce la inhibicion de otros patdgenos
entéricos Gram negativos tales como E. coli y Salmonella (Toldra, 2023), bacterias causantes de
enfermedades transmitidas por los alimentos (EFSA y ECDC, 2019).

74.1.2.1 E. coli

E. coli es una bacteria gram-negativa no formadora de esporas, anaerobia facultativa, mévil por
flagelos que habita en el intestino de los seres humanos y animales de sangre caliente. Si bien la
mayoria de las cepas de E. coli son inocuas como parte de un tracto intestinal saludable, otras
pueden ser potencialmente peligrosas (OMS, 2018a). Las distintas cepas de E. coli que provocan
enfermedades se han clasificado en seis categorias: E. coli enteropatogena, E. coli
enterohemorragica, E. coli enterotoxigénica, E. coli enteroagregativa, E. coli enteroinvasiva y E.
coli difusamente adherente (CDC, 2019a).
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Debido a la elevada presencia en el intestino, la E. coli es utilizada cominmente como un
indicador primordial para detectar y medir la contaminacion fecal en la evaluacion de la
inocuidad de los alimentos (FAO, 2011). Este patdgeno representa un problema de salud publica
debido a su capacidad de infectar productos carnicos, lo cual puede ocasionar pérdidas

economicas para la industria alimentaria y poner en riesgo la seguridad alimentaria (CDC, 2021).

74122 Listeria monocytogenes

L. monocytogenes es una bacteria ubicua, gram-positiva, con forma de baston, no forma esporas,
movil, la cual puede sobrevivir en condiciones extrema: temperaturas de 0-44 °C, pH entre 4.4-
9.4 y elevadas concentraciones de NaCl (CDC, 2019b). ElI consumo de carnes y productos
carnicos contaminado con L. monocytogenes representa la principal via de infeccion (OMS,
2018b; CDC, 2023). Niveles superiores a 100 UFC/g se asocian a brotes de listeriosis en
alimentos y representa el limite al final del periodo de validez en carne y productos carnicos
listos para consumo comercializados durante su vida util (EFSA Panel on Biological Hazards
(BIOHAZ) et al., 2018; Reglamento (CE) no 2073/2005, 2005).

74.1.2.3 Salmonella

Salmonella es una bacteria gram-negativa movil en forma de baston, no formadora de esporas
perteneciente a la familia Enterobacteriacea. Dentro del género salmonella se agrupan dos
especies: Salmonella entérica y Salmonella bongori, de éstas se han identificado mas de 2500
serotipos los cuales generan miles de infecciones anuales (OMS, 2018c). Las intoxicaciones
alimentarias por salmonella pueden provocar desde una gastroenteritis aguda (salmonelosis no
tifoidea) causada por la mayoria de otras especies de salmonella, hasta fiebre tifoidea (Typhi y
Paratyphi) (CDC, 2020). La presencia de este patdgeno se asocia frecuentemente con alimentos
como la carne, huevos, leche y alimentos crudos, siendo especialmente comin en aves de corral.
Se ha demostrado que su impacto negativo en la salud y la seguridad humana es mayor que otros

patégenos trasmitidos en alimentos (Wu et al., 2021).
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7.5 Método de superficie de respuesta

El método de superficie de respuesta es una coleccion de técnicas matematicas y estadisticas que
permiten: establecer una serie de experimentos (disefio) para a ver predicciones adecuadas de
una determinada variable de respuesta, ajustar un modelo hipotético (empirico) a los datos
obtenidos con el disefio elegido, buscar e identificar las configuraciones 6ptimas en las variables
de entrada (control) del modelo que conducen valores de respuesta maximos (0 minimos) dentro
de una determinada region de interés (Khuri, 2017). EI método de superficie de respuesta fue
introducido por Box y Wilson en 1951 (Box y Wilson, 1992). A modo de ejemplo se presentan
graficos 3D de superficies de respuesta generadas por el modelo (Figura 10).

Los objetivos principales de la metodologia de superficie de respuesta son utilizar una secuencia
de experimentos que han sido disefiados para estimar la interaccion y los efectos cuadraticos,
generando asi la forma de la superficie de respuesta que se investiga con el fin de buscar una
respuesta optima y evaluar la relacion funcional cercana a respuesta dptima (Gupta et al., 2020).
Durante los procedimientos de optimizacion existen dos tipos de variables: factores (variables
independientes) y las respuestas (variables de pendientes). Los valores de las respuestas son
dependientes de los factores, los cuales pueden clasificarse en cualitativos o cuantitativos
(Ferreira et al., 2007).

Solubilidad (%)
Permeabilidad al vapor de agua (g mm/ kPah m2)

1 05

Figura 10. Ejemplos de gréficas de superficie de respuesta.

Fuente: Elaboracion propia, (2023).
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Los disefios de métodos de superficie de respuesta muestran gran utilidad para encontrar
condiciones de proceso mejoradas u Optimas, dar solucion a problemas de procesos o puntos
débiles o hacer que un proceso o producto sea mas insensible a esas influencias externas y no
controlables (Khuri, 2017). Las amplias aplicaciones de la metodologia de superficie de
respuesta incluyen disciplinas como la medicina, agricultura, biotecnologia, quimica, alimentos,
etc. Dentro de los disefios de superficie de respuesta mas destacados se encuentra el disefio

central compuesto (CCD) y el disefio Box-Behnken (BBD).
751 Disefio Box-Behnken

Los disefios de Box-Behnken son una clase de disefio de segundo orden casi giratorios que
proporciona tres niveles para cada factor y consiste en un subconjunto de las combinaciones
factoriales del disefio factorial incompleto siendo util para estimar los coeficientes en un
polinomio graduado de segundo orden (Box y Behnken, 1960). La representacion grafica para

los tres factores se observa en la Figura 11.
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Figura 11.(a) Cubo para el BBD y tres disefios factoriales 22 entrelazados, (b) Figura de tres disefios
factoriales 22 entrelazados y un punto central.
Adaptado de Ferreira et al. (2007).

29



El nimero de experimentos (N) necesarios para el desarrollo de BBD se define como:
N =2k(k —1) + C, (1)
Donde k es el nimero de factores y C, el nimero de puntos centrales.

El modelo Box-Behnken se construye a partir de una matriz de disefio experimental que
involucra un conjunto de puntos de prueba (combinaciones de valores de las variables de
entrada). Los puntos de prueba son seleccionados de manera que la distancia entre ellos sea
uniforme, con el objetivo de minimizar la variabilidad en las variables respuestas. Los puntos de
prueba son ejecutados y se miden las respuestas correspondientes. Posteriormente, se utiliza un
andlisis estadistico que permite el ajuste de un modelo matemaético de acuerdo con los datos
obtenidos.

El modelo sera de utilidad para predecir la respuesta para cualquier combinacion de valores de
entrada que no se encuentren en el conjunto de puntos de prueba (Myers et al., 2016). Se ha
demostrado que estos disefios son ligeramente mas eficientes ya que requiere menos ensayos en
comparacion con el CCD y no contiene combinaciones en condiciones extremas, casi hasta los
limites del contorno. Sin embargo, se debe considerar que la aplicacion de este disefio no esta
indicado para situaciones en las que nos gustaria conocer las respuestas de los extremos (vértices
del cubo) (Ferreira et al., 2007).

En este sentido, esta metodologia fue empleada por Istiqgomah et al. (2022) a fin de optimizar la
formulacion de una pelicula biodegradable a base de quitosano, almidén y glicerol como
factores, evaluando las variables respuesta: espesor, solubilidad, contenido de humedad, nivel de
biodegradacion, mddulo eléstico y resistencia a la traccion considerando un disefio Box-Behnken

(BBD) que permitio una optimizacién adecuada para su aplicacion en el envasado de alimentos.

La aplicacion de esta metodologia determina la relacion existente entre las variables respuestas y
los factores, es decir, se pueden obtener valores dptimos de los factores dependiendo el enfoque

que se desee.
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CAPITULO 1

CARACTERIZACION Y EVALUACION ANTIBACTERIANA DE PELICULAS A
BASE DE POLISACARIDOS QUE INCORPORAN NISINA Y ACIDO LACTICO

1.1 RESUMEN

Se utilizé acido lactico, nisina, almidon de malanga, alginato de sodio y glicerol para preparar
peliculas biodegradables. Se estudiaron las propiedades fisicas, quimicas y mecanicas las cuales
mostraron valores en un rango de 0.14-0.35 mm para espesor, humedad 26.26-41.52%;
solubilidad en agua 28.90-61%; permeabilidad al vapor de agua (WVP) 1.06-2.93
(g-mm/kPa-h-m?); resistencia a la traccion 2.62-11.15 Mpa y fuerza de rotura 16.59-44.18 Mpa.
Se observo que al adicionar &cido lactico e incrementar su concentracién aumenta el espesor, la
solubilidad, la humedad y la WVP. La pelicula que contiene acido lactico 3% mejora las
propiedades mecanicas en 1.41 y 1.98 veces la TS y BF en comparacion con la pelicula sin
antimicrobiano. La caracterizacion estructural de las peliculas mediante FTIR mostré la
aparicion de picos a 1652 cm™ relacionados a la presencia de grupos amida de nisina y picos a
1720 cm™ que revelan vibraciones de estiramiento C=0 para acido lactico. Se observd mayor
susceptibilidad para E. coli con zonas de inhibicion que superan los 20 mm para todos los

tratamientos excepto para la pelicula sin antimicrobiano y nisina 2369 Ul.
Palabras clave — Pelicula biodegradable activa, antimicrobiano, nisina, acido lactico.

1.2 INTRODUCCION

La contaminacion por del suelo y a la vida marina se ve afectada gravemente por envases
plasticos que tardan mucho tiempo en degradarse, esto representa un problema grave que debe
ser atendido (Kirtonia etal., 2021). Las investigaciones recientes han avanzado
significativamente en el desarrollo, formulacién y caracterizacion de peliculas biodegradables a
base de biopolimeros, hacia un enfoque mas sustentable. Las peliculas biodegradables son finas
capas delgadas producidas exclusivamente a partir de ingredientes renovables y comestibles que
una vez formadas se utilizan para envolver una gran variedad de alimentos (Paul, 2020). Un
avance revelador involucra la inclusion de agentes antimicrobianos en las peliculas, generando

peliculas activas. Las bacteriocinas como la nisina y la adicion de acidos organicos como el
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acido lactico solos o en combinacion aumentan la vida Gtil y la seguridad microbiolégica de

diversos productos alimenticios, sobre microorganismos patdgenos.

Las bacteriocinas son péptidos antimicrobianos producidas a partir de cepas bacterianas que
matan o inhiben el crecimiento de otros microorganismos (Kirtonia et al., 2021). Actualmente
existe un gran interés en la aplicacion de bacteriocinas como alternativa en la conservacion de
alimentos. La nisina es una bacteriocina producida por Lactococcus lactis subsp. lactis utilizada
como conservante de alimentos, se trata de un polipéptido cationico, hidréfobo y termoestable es
soluble en condiciones acidas en un rango de pH de 2-3 (Gharsallaoui et al., 2016). Mientras que
el acido lactico es un &cido orgénico de tres carbonos; un atomo de carbono terminal es parte de
un grupo acido o carboxilo, el atomo de carbono central tiene un alcohol y el otro dtomo de
carbono terminal es parte de un grupo metilo o hidrocarburo (Bhatt, 2018). Por tanto, el objetivo
de este estudio se basa en desarrollar peliculas a base de almidon de malanga y alginato de sodio
como materiales de base bioldgica que incorporan nisina y &cido lactico solos o0 en combinacién
y estudiar su efecto antibacteriano in vitro en tres bacterias comUnmente transmitidas por

alimentos.

1.3 METODOLOGIA
1.3.1 Produccién de las peliculas biodegradables

La pelicula biodegradable basadas en alginato de sodio, almidén de malanga, glicerol, nisina y
acido lactico se prepar6 en un base al método descrito previamente (Escobar et al., 2009). El
almidén de malanga (obtenido en el Laboratorio de Ciencias de los Alimentos del Colegio de
Postgraduados) al 0.5% (p/v) fue disuelto en agua destilada a temperatura ambiente durante 20
min, luego se elevo la temperatura a 85°C, continuando la agitacion constante por 30 min.
Posteriormente a la solucién se le afiadio un 1.5% (p/v) de alginato de sodio (Sigma-Aldrich, St.
Louis MO, EE. UU.) y 1% (p/v) de glicerol (Meyer, CDMX, México) como plastificante,
manteniendo en agitacion por 30 min (por cada componente) a 70-75 °C. La composicién de los
antimicrobianos afiadidos a las soluciones formadoras de peliculas se muestran en la Cuadro 1-1.
Manteniendo la temperatura a 70°C se afiadio la nisina (Danisco, CDMX, México) (disuelta
previamente en 50,000 Ul/mL de HCI (J.T. Baker, Nueva Jersey, EE. UU.) y se agitd durante 30

minutos. Cuando la solucion se mantuvo a 60°C se afiadid el acido lactico (Hebbe Cosmetics,

44



México) homogenizando por 20 min. Volumenes de 35 mL de las soluciones filmogénicas se

transfirieron a placas (100 x 15 mm), las cuales fueron secadas a 45 °C por 12 h.

Cuadro 1-1. Composicion de las soluciones filmogénicas

Antimicrobianos

Tratamientos Nisina (Ul) Acido lactico% (v/v)

T1 - -
T2 2369 -
T3 2369 2
T4 2369 3
TS5 - 2
T6 - 3

1.3.2 Caracterizacion fisica y quimica de las peliculas biodegradables
1.3.2.1 Espesor

El espesor de la pelicula se obtuvo utilizando un micrémetro digital (Modelo MDC-1 "SB",
AMES, EE. UU.) Se tomaron cinco mediciones en posiciones aleatorias de la muestra y se

calculd el valor promedio.

1.3.2.2 Contenido de humedad

El contenido de humedad se determind por pérdida de peso de la pelicula. Las peliculas se
secaron en un horno (Ecoshel, 9025H, CDMX, México.) a 103°C durante 24 h. Se determind el
contenido de humedad sobre una base seca de acuerdo con la siguiente ecuacion.

L —

W, — W,
— 2 x100%

% MC = W
D

Donde W; es el peso inicial y W}, es el peso seco de la pelicula.

1.3.2.3 Prueba de solubilidad en agua

La solubilidad en agua de las muestras de pelicula se determind de acuerdo con (Rangel-Marrdn
et al., 2019). Las muestras de pelicula seca se seccionaron en trozos de 2 X 2 cm y se pesaron
previamente Wo. Cada muestra se colocé en un tubo de 50 mL con 20 mL de agua destilada y se
mantuvo a 25°C durante 24 h. El residuo se sec6 a 103°C (Ecoshel, 9025H, CDMX, México).
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durante 24 h y se registré el peso Wi. La solubilidad se calculé de acuerdo con la siguiente

ecuacion.

Wy —W;
%S = X 100
0

1.3.2.4 Permeabilidad al vapor de agua

La permeabilidad de vapor de agua (WVP) se determin6 mediante el método gravimeétrico
basado en la norma ASTM E96 (ASTM,2016). Las muestras triplicadas de pelicula se cortaron
en circulos (2.5 cm de diametro), se colocaron en pesafiltros que contenian cloruro de calcio
anhidro y se secaron en desecadores que contenian solucion saturada de NaCl (75% HR, 25°C).
Las muestras se pesaron periddicamente cada 24h por cinco dias. La WVP fue calculado por la

siguiente ecuacion.

VTVA = (hg ;) = GT/t
- () T

Donde, G / t: pendiente de la ganancia de peso frente al tiempo (g/h); A: area de la pelicula (m?);
AP: diferencia de presion parcial de vapor entre el cloruro de calcio y el cloruro de sodio (kPa);

e: espesor de la pelicula (mm).

1.3.2.5 Propiedades mecanicas

La resistencia a la traccion (TS) y la fuerza de rotura (BF) se determinaron de acuerdo con
ASTM D882-91 utilizando un texturometro (Shimadzu EZ-SX) a una velocidad de traccién de
50 mm/mint. Cinco muestras de cada pelicula se cortaron en rectangulos de 50 mm de largo y
20 mm de ancho.

1.3.2.6 Caracterizacion estructural de las peliculas por FTIR

Se analiz6 la estructura de las peliculas preparadas mediante la aplicacion de la espectrometria de
infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR) (ThermoScientific, iS50, Bruker, Vertex,
Wisconsin, EE. UU.). Los espectros de FTIR (64 escaneos, resolucion de 4 cm™) se midieron en

la region espectral de 4000 a 400 cm™ por triplicado.
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1.3.3 Actividad antibacteriana in vitro

La actividad antibacteriana de las peliculas se evalud por el método de difusion en disco contra
las bacterias Escherichia coli, Salmonella y listeria monocytogenes. Alicuotas de 100 pL de cada
suspension bacteriana 1.5x107"8 UFC/mL en la escala de McFarland se extendieron en placas de
agar SS (agar Salmonella-shigella), EMB (Agar Eosina y Azul de Metileno) y agar listeria
(Becton Dickinson, CDMX, México.) Discos de ensayo de 1.3 cm de diametro se colocaron
cuidadosamente sobre las placas de agar y se incubaron a 37°C £ 1 durante 24 h. La zona clara
de inhibicién se midié alrededor del disco y se resto el area del disco de pelicula. Los resultados

promedio se expresaron en mm.

1.4 RESULTADOS
1.4.1 Caracterizacion de las peliculas biodegradables

Se logré incorporar con éxito el acido lactico solo o en combinacion y la nisina en las peliculas
biodegradables las cuales mostraron ser transparentes, con superficies lisas y libres de burbujas
(Figura 1-1). La caracterizacion fisica y quimica para las peliculas elaboradas se muestra en el
Cuadro 1-2. Se observo que al adicionar &cido lactico (aun en las peliculas combinadas T3 y T4)
e incrementar su concentracion aumenta el espesor, la solubilidad, la humedad y la WVP. Es
probable que la reaccion de reticulacion aumente el movimiento de las moléculas, afectando las
interacciones entre polimeros lo que incrementa la transmision al vapor de agua. Resultados
similares han sido reportados por Rangel-Marroén et al., 2019 y Rocha et al., 2014 en peliculas

biodegradables que incorporan &cidos organicos.

Se considera util determinar las propiedades mecénicas de las peliculas biodegradables para
determinar su idoneidad en aplicaciones alimentarias. En este contexto, la pelicula que contiene
acido lactico 3% (T3) muestra mejoras notables en las tales propiedades en 1.41 y 1.98 veces la

TSy BF en comparacion con la pelicula sin antimicrobiano (T1).
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Q Sin antimicrobiano O Nisina + acido lactico 2% 0 Acido lactico 2%

0 Nisina 2369 UI Q Nisina + acido lactico 3% Q Acido lactico 3%

Figura 1-1. Apariencia visual de las peliculas biodegradables que incorporan antimicrobianos.

Estudios recientes sugieren que la incorporacion de acidos organicos en peliculas elaboradas a
partir de diferentes polisacaridos aumenta la fuerza de rotura debido a la reticulacion (formacion
de enlace éster) (Gebresas et al., 2023).

Cuadro 1-2. Caracterizacion fisica y quimica de las peliculas de almidon de malanga y alginato

adicionadas con antimicrobianos.

Resistencia a

. Espesor Humedad  Solubilidad WVP la Fuerza de
Tratamiento (9-mm/KkPa-h- ., rotura (BF)
(mm) (%) (%) m?) traccion (MPa)
(TS) (MPa)
Sin
T1 antimicrobiano 0.14+000 26.26+057 28.90+1.36 1.068+0.093 7.90+023 22.24+0.66
T2 Nisina2369 Ul 0.15+000 28.25+0.03 39.36+209 174140091 550+039 16.59+1.18
Nisina 2369 Ul
T3 +4cidolactico 0.19+000 36.21+0.12 61.00+1.60 2406+0.109 2.62+0.05 18.59+ 0.41
206
Nisina 2369 Ul
T4 +4cidolactico 0.20+002 37.82+0.89 60.06+101 25+0.162  4.06+0.65 16.82+2.71
3%
TS5 Ac'dgo'/acnco 024+002 4152+039 5853+011 2314+0160 591+1.14 19.85+6.82
0
T6 Ac'dgo'/?"“co 0354002 39.17+0.38 5959+078 2938+0021 11.15+0.77 44.18+3.06

Los valores se expresan como media + DE.
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1.4.2 Caracterizacion estructural de las peliculas por FTIR

El andlisis FTIR tuvo como objetivo determinar las alteraciones a nivel molecular inducidas por
la incorporacion de la nisina y el &cido lactico en las cadenas poliméricas. La Figura 1-2 muestra
los espectros de absorcion FTIR de los estandares (almidon de malanga, alginato, glicerol, nisina
y &cido lactico) y de la estructura de las peliculas biodegradables elaboradas (T1-T6) en la region
de 2000-700 cm™. El alginato mostré picos distintivos en las regiones de 1597, 1404 y 1025
cm™* que corresponden a las vibraciones de tension asimétricos de los enlaces C—-O, simétricos
del grupo COO- y del estiramiento antisimétrico de C—O-C, respectivamente. El almidédn de
malanga mostr6 bandas en 1145 cm™ afines a la flexion de enlaces C-OH de los grupos
hidroxilo, mientras que las propiedades cristalinas y amorfas se asocian a bandas en 1076, 997 y
923 cm™L. El glicerol presentdé una banda de deformacion en la region de 1200-800 cm™.
Mostrando picos distintivos en 1125-1000, 930 y 850 cm™ relacionados con las vibraciones

correspondientes a los enlaces CH-OH, C-O y O-O respectivamente.

T6
TS5

Acido lactico
T4

T3

Nisina

T2

Tl

Glicerol

Absorbancia u.a.

Alginato

Almidon de malanga

T v T J T J T J T y T
1800 1600 1400 1200 1000 800

nimero de onda cm™

Figura 1-2. Espectros FTIR para peliculas de almidon de malanga y alginato incorporadas con

antimicrobianos y sus compuestos base.
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La nisina presentd bandas de absorcion en la region de 1700-900 cm™. Los picos a 1652, 1449 y
1033 cm* corresponde a los enlaces O—H y N—H de grupos amida, a la presencia de vibraciones
de tension simétricos del grupo COO- y la vibracion de CH2-OH, respectivamente. El acido
lactico presentd bandas de absorcion en la region de 1213-1048 cm ™ estiramientos de -C-O- del
grupo acido y un pico caracteristico en 1720 debido al estiramiento del grupo C=0. EIl espectro
FTIR de T1 presentd bandas similares al del alginato y glicerol, por otra parte, T2-T6
presentaron similitud en sus bandas asociadas a la presencia de los compuestos base (alginato y
glicerol), asi como de la presencia o ausencia de nisina y &cido lactico en picos caracteristicos.

1.4.3 Actividad antibacteriana in vitro

La actividad antibacteriana de las peliculas fue evaluada con tres bacterias asociadas
comUnmente a alimentos, dos especies Gramnegativas (E. coli y Salmonella) y una grampositiva
(L. monocytogenes) y las zonas de inhibicion obtenidas se muestran en el Cuadro 1-3. La mayor
inhibicion de las tres bacterias estudiadas ocurrio en el T6. No se observo inhibicion parael T1y
T2, ni el efecto mejorado de inhibicion cuando se combinaron nisina y acido lactico (T3 'y T4)
pues los valores obtenidos no eran superiores que los reportados para el T5 y T6. La accion
antibacteriana de la nisina podria verse afectada por la interaccion de sus moléculas con carga
positiva y las moléculas disociadas del &cido lactico (Eswaranandam et al. 2004). Para los T3-T4
la actividad antibacteriana mejora cuando se aumenta la concentracion del acido lactico. La
eficacia antibacteriana del &cido lactico se enfoca en que las moléculas del acido penetran las
membranas celulares hacia el citoplasma, donde sufren una disociacion que provoca la
acumulacién de protones y en consecuencia una acidificacion citoplasmatica que afecta la célula

en términos de gasto energético y bloqueo de la actividad enzimatica (Shi et al, 2022).

Se observd mayor susceptibilidad para E. coli con zonas de inhibicion que superan los 20 mm
para todos los tratamientos excepto para la pelicula sin antimicrobiano y con nisina 2369 Ul. E.
coli tiene flagelos fuera de su pared celular que permite mayor movilidad, igualmente posee

fimbrias, lo cual demostro que la bacteria fue mas absorbible a las peliculas (Jou et al. 2007).
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Cuadro 1-3. Zona de inhibicién basada en actividades antibacterianas de peliculas de almidén de
malanga y alginato adicionadas con antimicrobianos.

Tratamientos Salmonella 71 E. coli 71 L. monocytogenes 71
Tl S Sin inhibicion Sin inhibicion Sin inhibicion
antlmlcroblano
T2 Nisina 2369 Ul Sin inhibicién Sin inhibicién Sin inhibicién
Nisina 2369 Ul
13 + 4cido lactico 15+0.00 21 +0.00 12 +0.00
2%
Nisina 2369 Ul
T4 + dcido ldctico 16.5+0.7 26+ 0.57 17 +0.00
3%
Ts Aeid lctico 17+0.14 223115 15.5+0.7
T6 S e 21400 26.5+0.00 18.5+0.7

3%

Los valores se expresan como media + DE. ZI: Zona de inhibicion (mm).

Este estudio estuvo de acuerdo con Eswaranandam et al. (2004) quienes probaron una pelicula de
proteina de soja incorporada con nisina (205 Ul) y acido lactico al 2.6% confirmando que S.
gaminara fue mas susceptible al &cido lactico que L. monocytogenes. Adicionalmente la
actividad antilisteria fue superior a la reportada por Pintado et al. (2009) en una pelicula a base
de aislado de proteina de suero con 3.0% de &cido lactico y 50 Ul/mL de nisina la cual permitid
zonas de inhibicién de 2.14 mm. Otros estudios demuestran que la incorporacién de &cidos
organicos en peliculas ejerce actividad contra las tres bacterias estudiadas (Rocha et al., 2014;
Sozbilen et al., 2022).

1.5 CONCLUSIONES

Se desarrollaron y caracterizaron muestras de peliculas de almidon de malanga y alginato de
sodio utilizando antimicrobianos de origen bacteriano y como plastificantes agua y glicerol. Los
resultados de la caracterizacion fisica y quimica revelaron que la combinacion de ambos
antimicrobianos y el aumento en la concentracion del acido lactico aumenta el espesor, la

solubilidad, la humedad y WVP. EI tratamiento T6 mostro los mejores valores para las pruebas
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mecanicas medidas y asi como excelente actividad antibacteriana; sin embargo, la WVP es
notablemente afectada por la adicion del 3% acido lactico. Los espectros FTIR demostraron la

presencia de la nisina y el acido lactico en las cadenas poliméricas.
1.6 RECOMENDACIONES

Trabajos futuros sugieren la aplicacion de las peliculas obtenidas en productos alimentarios de
baja acidez y la evaluacion del efecto antimicrobiano en pardmetros de calidad e inocuidad para
entender ain mas la funcionalidad de las peliculas activas. Adicionalmente, se sugiere el estudio
de la incorporacion del acido lactico en concentraciones que incluyan un rango mas amplio y su
interaccion con los deméas componentes de pelicula (glicerol y materiales biopoliméricos) para
obtener peliculas 6ptimas con propiedades de barrera mejoradas.
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CAPITULO 2

OPTIMIZACION DE UNA PELICULA BIODEGRADABLE COMPUESTA DE
ALGINATO DE SODIO/ ALMIDON DE TARO/ ACIDO LACTICO: EFECTO
ANTIMICROBIANO EN UN PRODUCTO CARNICO.

2.1 RESUMEN

Se desarrollaron peliculas biodegradables de almidon de taro, optimizando la concentracion de
alginato de sodio (ALG), glicerol (G) y &cido lactico (LA) mediante la metodologia de superficie
de respuesta. La pelicula biodegradable optimizada (OBF) consisti6 en (1.05% ALG, 0.75% G, y
1.25% LA). La OBF mostr6 una permeabilidad al vapor de agua de 1.05 g-mm/kPa-h-m?. EI LA
en la OBF aument6 su elongacién a la rotura en un 23.24%. La OBF mostro areas de inhibicion
de 5.81 y 5.00 cm? contra E. coli y L. monocytogenes, respectivamente. El envase activo en
chorizo tipo espafiol, suprimio el crecimiento de coliformes totales (<1 UFC/g), redujo mesofilos
y BAL en ~1 ciclo logaritmico durante 15 dias a 18 £+ 2. La OBF redujo el pH, pero no mas de
una unidad en comparacion con las muestras sin y con envase; la dureza aumento en el dia 9. El
uso de la OBF activada con LA mejora la estabilidad microbiana y la seguridad en la

conservacion del chorizo tipo espafiol.

Palabras clave: Envase activo, producto cérnico, antimicrobiano, &cido lactico, preservacion,

optimizacion.
2.2 INTRODUCCION

Los problemas de seguridad alimentaria en la industria carnica son una seria amenaza de salud
publica y aun persiste como una preocupacién comun a nivel mundial (Horita et al., 2018). La
contaminacion en productos carnicos se asocia principalmente con peligros microbianos,
particularmente de bacterias patdgenas como L. monocytogenes, E. coli O157: H7 y Salmonella
(Warmate & Onarinde, 2023). Los impactos de estos brotes, impacta la confianza de los
consumidores quienes demandan alimentos seguros como resultado de la mejora constante en la
calidad de vida (Amin et al.,, 2022). El envasado activo ha surgido como una solucion
prometedora para abordar estos desafios, al cumplir con funciones adicionales a las de proteccion
convencional, pues estd disefiado para garantizar la calidad, vida util y seguridad de los
alimentos (Guo et al., 2023).
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Polimeros naturales como los polisacaridos representan una alternativa para producir peliculas
biodegradables activas por su alta disponibilidad, biodegradabilidad y bajo costo. Gran variedad
de polisacaridos se ha utilizado para desarrollar peliculas biodegradables como el alginato de
sodio (Costa et al., 2018) y diversas fuentes de almiddn de recursos naturales no convencionales.
Entre la gran variedad de almidones, se aprecia que el almidén de taro permite la formacion de
peliculas con propiedades mecanicas y de barrera mejoradas (Shanmathy et al., 2021). El uso del
almidon de taro en esta investigacion se relaciona con la produccién sostenible, disponibilidad
local e importancia social y cultural.

Los esfuerzos recientes estan dirigidos en mejorar las propiedades mecanicas, de barrera y
antimicrobianas de las peliculas biodegradables activas con el uso de ingredientes o aditivos
naturales como alternativa viable a los conservadores artificiales (Amin et al., 2022). El acido
lactico y sus sales pueden ser utilizados como antimicrobianos en productos carnicos por su
denominaciéon GRAS (Generalmente Reconocido como Seguro) (Horita et al., 2018). El
mecanismo de accion del &cido lactico se basa en la acidificacién citoplasmatica provocada por
un exceso de protones, perjudicial para la célula bacteriana (Shi et al., 2022). Varios estudios de
peliculas biodegradables que incorporan &cidos organicos se han desarrollado (Pintado et al.,
2009; Rocha et al., 2014), pero muy pocos incluyen al &cido lactico en la matriz de pelicula
(Manab et al., 2011, Pavoni et al., 2019, S6zbilen et al., 2022).

El objetivo del presente estudio fue optimizar, las concentraciones de alginato de sodio (ALG),
glicerol (G) y é&cido lactico (LA) para formar una pelicula biodegradable 6ptima (OBF).
Asimismo, caracterizar sus propiedades fisicas, quimicas, mecanicas, estructurales, de barrera,
actividad antibacteriana in vitro y biodegradabilidad. Finalmente, evaluar el efecto
antimicrobiano de la pelicula biodegradable sobre pardmetros microbioldgicos y fisicoquimicos

en un producto cérnico tipo chorizo espafiol.

2.3 MATERIALES Y METODOS
2.3.1 Cepas y condiciones de crecimiento bacteriano

E. coli, Salmonella y L. monocytogenes fueron cultivadas en EMB (agar Eosina y Azul de
metileno), SS (agar Salmonella shigella) y agar listeria a 35°C por 24 h. Las cepas se
mantuvieron y almacenaron a —20°C. Todos los medios microbiologicos fueron obtenidos de
Becton Dickinson (CDMX, México).
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2.3.2 Preparacion de las peliculas biodegradables

El almiddn de taro (TAS) fue obtenido del Laboratorio de ciencias de los alimentos del Colegio
de Postgraduados, ALG, G y cloruro de calcio fueron adquiridos de Meyer (CDMX, México) y
el &cido lactico de Hebbe Cosmetics (CDMX, México). La pelicula biodegradable basada en
TAS, ALG, G y LA se prepar6d de acuerdo con el método descrito por Shanmathy et al. (2021)
con algunas modificaciones, (Cuadro 2-1). Para inducir la gelatinizacion del TAS (0.5 g/100
mL), la mezcla se calent6 gradualmente hasta 85°C bajo agitacion constante por 30 min. Luego a
la solucion se le afiadié de 0.75-1.5 g/100 mL de ALG y 0.5-1 g/100 mL de G manteniendo en
agitacion por 30 min a 70-75 °C. El homogenizado se dejo enfriar hasta alcanzar 60°C y se
afiadio de 1-3 mL/100 mL de LA bajo agitacién por 20 min. Volimenes de 35 mL de la solucion
filmogénica se depositd en placas de tereftalato de polietileno (100 x 15 mm), las cuales fueron

secadas a 45 °C por 14 h. Se realizo6 entrecruzamiento polimérico con CaClzal 1% p/v.

2.3.3 Disefio experimental

La metodologia de superficie de respuesta (RSM) fue utilizada para estudiar los efectos de las
variables independientes (ALG, G y LA) sobre las variables respuesta evaluadas: propiedades
fisicas (espesor), de barrera (humedad, solubilidad y WVP) y mecanicas (TS, BF y EAB)
(Cuadro 2-1). Los rangos de las variables independientes fueron seleccionados en base a ensayos
preliminares. Los experimentos se realizaron mediante el disefio Box-Behnken que generd 15
formulaciones experimentales aleatorias, con 3 repeticiones del punto central. El disefio
experimental, el analisis de datos y el proceso de optimizacion se realizd mediante el software
Design-Expert Version 8.0 (Stat-Ease, Inc., Minneapolis, MN, USA). Se ajustaron los datos
experimentales a una ecuacion polinomial de segundo orden, que describe el efecto de las

variables independientes sobre las variables respuesta (Y) (1).
Y =fo + fiX1 + foXo + PaXs + f11Xa? + f22Xo? + f3aXa?+ f1oX1 X2 + P13X1 X5 + f23X2Xs (1)

Donde Y es la variable respuesta; fo es la interseccion; 1, f2, y B3, son los coeficientes de los
términos lineales; i1, S22, v Bzs, son los coeficientes cuadraticos; fi2, fi3, Y f23 son los
coeficientes de interaccion; y Xi, Xz, y Xz son las concentraciones de las variables
independientes. Mediante el coeficiente de regresion lineal (R?) y la prueba de falta de ajuste se
establecio la adecuacion de las ecuaciones polindmicas para cada variable respuesta (Anexo Al;
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EQ.S1-S7). Se realizaron transformaciones de raiz cuadrada cuando los residuos no mostraban
normalidad, una falta significativa de ajuste. Se evalud la significancia del modelo y de los
términos mediante el analisis de superficie de respuesta del disefio experimental, manteniendo
los términos significativos (p < 0.05). Se generaron diagramas de superficie de respuesta para
visualizar los efectos de las variables independientes sobre las variables respuesta, asi como para

inferir las condiciones Optimas.

2.3.4 Ensayos de caracterizacion
2.3.4.1 Espesor, contenido de humedad, solubilidad y WVP

El espesor de la pelicula se midié con un micrometro digital (Modelo MDC-1 "SB", AMES, EE.
UU.). Se tomaron cinco mediciones en posiciones aleatorias de la pelicula. EI contenido de
humedad y solubilidad en agua de las muestras de peliculas se determind de acuerdo con la
metodologia descrita por Rangel-Marron et al. (2019). La WVP se determind mediante el
método de prueba estandar ASTM E96 (ASTM, 2016) por triplicado.

2.3.4.2 Propiedades mecénicas

La resistencia a la traccion (TS), fuerza de rotura (BF) y elongacién a la rotura (EAB) de las
peliculas (50 x 20 mm) se evaluaron utilizando un texturometro (Shimadzu EZ-SX) segln el
método ASTM D882-91 (ASTM, 2018) a una velocidad de traccion de 50 mm/min.

2.3.5 Optimizacion del modelo

Para determinar la formulacion 6ptima (ALG, G y LA) de la pelicula biodegradable se realizo la
optimizacion numérica de las variables respuestas (espesor y WPV) de mayor importancia para
la funcionalidad deseable de las peliculas. El analisis numérico se defini6é para alcanzar valores
minimos de espesor y WPV. Las concentraciones éptimas de ALG, G y LA se predijeron en 1.04
g/100 mL, 0.75 g/100 mL y 1.25 mL/100 mL, respectivamente. Se consider6é un control (CBF)
basado en las concentraciones obtenidas para la OBF sin LA. Ambas peliculas se caracterizaron
de acuerdo con la seccion 2.3.5.1-2.3.5.3 (en la OBF para la validacion experimental del

modelo), en términos estructurales, actividad antibacteriana in vitro y biodegradabilidad.
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2.3.5.1 Caracterizacion estructural
2.3.5.1.1 Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR)

La estructura de la OBF y CBF se analiz6 con un espectrometro FTIR (Thermo Scientific, iS50,
Bruker, Vertex, Wisconsin, EE. UU.). Los espectros de FTIR (64 escaneos, resolucion de 4 cm™)

se midieron en la region espectral de 4000 a 400 cm™ por triplicado.

2.3.5.1.2 Microscopia electronica de barrido (SEM)

Las microestructuras superficiales de las peliculas OBF y CBF se observaron mediante
microscopia electronica de barrido Quanta FEG 250 (FEI, Oregon, EUA) 10.0 kV.

2.3.5.2 Actividad antibacteriana in vitro

La actividad antibacteriana de las peliculas se evalu6 por el método de Kirby-Bauer contra las
bacterias E. coli, Salmonella y L. monocytogenes segun la metodologia descrita por Stézbilen et

al. (2022). Los resultados se expresaron de acuerdo con el area de inhibicion observado en cm?.

2.3.5.3 Biodegrabilidad

La prueba de biodegradabilidad de las peliculas se realizé de acuerdo con Medina et al. (2016).
Muestras de pelicula de 20 mm de diametro, fueron enterradas a 1 cm de profundidad en
charolas que contenian composta organica (pH 5.8 + 0.05), las cuales se mantuvieron a

temperatura ambiente y en condiciones aerdbicas por 60 dias.

2.3.6 Elaboracion y envasado de muestras de chorizo tipo espafiol

La pechuga de pollo (Pectoralis major) y la grasa se comprdé en un mercado local. La
formulacion consistio en 70% de carne de pollo y 30% de grasa y una unidad comercial de
aditivos. La carne y la grasa se tritur6 con cedazos de 3/8” y 3/16”, respectivamente, y se
mezclaron manualmente con el resto de los ingredientes (Dia 0). La mezcla se dejo reposar a 5-7
°C durante 24 h para permitir la incorporacion de todos los ingredientes. El envasado considerd
muestras de chorizo (13 g) sin pelicula (T1), envueltas completamente con la CBF (T2) y OBF
(T3). El proceso de fermentacion y secado se llevo cabo en condiciones climaticas naturales (18
+ 2 °C). Los analisis fisicoquimicos y microbioldgicos se llevaron a cabo a los 0,3,6,9,12 y 15

dias de almacenamiento.
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2.3.6.1 Andlisis fisicoquimico

Los valores de humedad, pH y acidez titulable fueron determinados bajo las normas
internacionales establecidas por la AOAC, 2005. La pérdida de peso se calculé con un
porcentaje de peso inicial registrando las pérdidas de peso en las muestras individuales durante el
almacenamiento. La actividad de agua (aw) se obtuvo utilizando un equipo (AquaLAB, Pawkit,
EE. UU) con control interno de temperatura a 25 °C, previamente calibrando. Se calcul6 la
dureza (Kg) a partir del analisis de perfil de textura (TPA), utilizando un texturometro
(Shimadzu EZ-SX) equipado con una celda de carga de 500 N. Se realiz6 una doble compresién
con 50% de deformacion a una velocidad de 2 mm s, en muestras de 30 x 18 x 12 mm en

muestras sin pelicula.

2.3.6.2 Andlisis microbiologico

Muestras representativas de chorizo tipo espafiol (10 g) de cada tratamiento, se homogenizo6 en
90 mL de agua peptonada al 0.1% p/v durante 1 min. La mezcla se utilizd para preparar
diluciones en serie. Las poblaciones de bacterias aerdbicas mesofilicas totales (TMAB),
microorganismos coliformes totales (TCM) y Salmonella se determinaron mediante vertido en
placa en TGEA (agar triptona glucosa extracto de levadura), RVBA (agar bilis rojo violeta) y SS
(agar Salmonella shigella) incubadas a 35°C por 24-48 h. Se utiliz6 agar MRS para el recuento
de bacterias acido lacticas totales (TLAB), a 35°C en condiciones anaerdbicas por 72 h. Los

resultados fueron expresados como unidades formadoras de colonias por g de muestra (UFC/g).

2.3.6.3 Anadlisis estadistico

Se utiliz6 un ANOVA factorial para analizar los parametros fisicoquimicos y microbioldgicos.
Las diferencias significativas fueron comparadas con la prueba de Tukey utilizando un nivel de
significancia de 0.05, utilizando el software MINITAB 17 (Minitab Inc., State College, PA,
EE.UU.)
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2.4 RESULTADOS Y DISCUSION

2.4.1. Ensayos de caracterizacion
2.4.1.1 Espesor, humedad, solubilidad y WVP

El espesor es un factor intrinseco que influye principalmente en la WVP y propiedades
mecanicas de las peliculas biodegradables. Los valores de espesor de las peliculas oscilaron entre
0.116 y 0.248 mm (Cuadro 2-1). La Figura 2-1 (a-c) muestran que el aumento en la
concentracion de LA y ALG aumenta el espesor. El término cuadratico de la concentracion de
ALG vy la interaccién ALG-LA (Cuadro 2-2) afectan significativamente (p < 0.05) el espesor de
las peliculas. Por otro lado, la calidad de los alimentos envasados es afectada por el nivel de
humedad del envase. En este caso, el contenido de humedad se situ6 entre 28.03 y 57.51%
(Cuadro 2-1) y se observa que un aumento en la cantidad de G y LA incrementa la humedad de
las peliculas (Figura 2-1 (d-f). El término cuadratico de LA (Cuadro 2-2) afecta
significativamente (p < 0.05) el contenido de humedad. Cuando la concentracion de glicerol
aumenta se crea un ambiente de alta humedad relacionado con los grupos hidroxilo del
plastificante dando paso a la unién de moléculas de agua dentro de la matriz de las peliculas a

través de enlaces de hidrdgeno (Ben et al., 2022).

La solubilidad de las peliculas se encontrd entre 44.723 y 61.478% (Cuadro 2-1). En los gréaficos
de superficie 3D el punto mas alto (Figura 2-1 (h), se observa utilizando la mayor cantidad de
LAy G. Este parametro se ve afectado significativamente (p < 0.05) por los términos cuadraticos
del ALG y LA (Cuadro 2-2). ElI aumento de la concentracion de glicerol ocasiona una
modificacion de la red molecular de los polimeros al alterarse con enlaces hidrogeno,
aumentando la solubilidad de las peliculas. Costa et al. (2018) indicaron valores similares de

solubilidad en peliculas de alginato al 1-1.5%.

60



Cuadro 2-1. Variables respuesta del Disefio Box-Behnken con diferentes niveles de glicerol, alginato de sodio y acido lactico en la

formulacion de peliculas biodegradables.

Valores Variables Variables dependientes
codificados independientes (Respuestas)
Run X1 X2 X3 (g/(iOO (Q/II(()BO mII__I?OO E(Srf]‘if]‘))r H“EQ/S)dad SO'“(E’/L')idad (g_mm%\;:_h_mz) Fifi'csct}?ﬁ I(a}raé)Ia rgtLjuerZ?I;jlg) El(l); ?c?fd?: :
mL) mL) mL) (MPa) (MPa) (EAB) (%)
1 0 0 O 0.75 1.125 2 0.15+0.01 44.46+0.26 52.93+0.82 1.01 +0.02 743+£0.62 23.34+196 2597+2.16
2 0o 1 1 0.75 15 3 0.24+0.01 43.92+1.83 54.87+0.83 1.25+0.19 6.31+0.24 31.31+1.17 25.80+1.14
3 0 -1 -1 0.75 0.75 1 0.11+0.00 44.34+1.39 44.72+1.07 0.97 £0.04 6.23+0.19 14.46+0.43 20.68+1.54
4 1 0 O 1 15 2 0.19+0.00 44.83+0.91 54.97+0.39 1.19+0.15 0.88+035 37.64+1.21 3522+1.00
5 -1 -1 O 0.5 0.75 2 0.14+0.00 46.44+1.17 4854+1.21 1.05+0.16 4354019 12.62+054 13.34+0.55
6 -1 0 -1 0.5 1.125 1 0.19+0.00 28.03+0.31 47.16+2.83 0.48 £0.09 10.77+£1.07 25.30+1.97 34.68+3.15
7 0 1 -1 0.75 1.5 1 0.15+0.00 33.45+0.09 48.78+0.78 0.72£0.03 1596 +1.17 48.47+0.82 53.38+0.29
8§ 1 0 1 1 1.125 3 0.19+0.01 50.92+1.11 6147+1.11 1.71+0.08 4.17+0.04 15.98+0.45 14.13+1.07
9 0o -1 1 0.75 0.75 3 0.17+£0.00 57.51+1.18 51.80+£1.06 1.73+0.18 2.44 +£0.30 8.74+£108 9.88+1.04
100 1 -1 O 1 0.75 2 0.15+0.00 53.83+0.72 54.80+0.95 1.37+£0.22 3.70£0.04 11.47+0.14 13.16+0.50
1 0 0 © 0.75 1.125 2 0.16+0.00 46.09+0.66 51.59+1.86  0.90+0.01 7.24+033 2321+112 2543+3.75
12 -1 1 0 0.5 15 2 0.18+0.00 40.82+0.72 49.00+0.56  0.70 +£0.08 1125+ 047 43.15+3.22 42.23+0.93
13 -1 0 1 0.5 1.125 3 0.19+0.01 52.96 +1.40 50.88 +£0.57 1.29 +0.07 476+0.04 1849+0.39 16.90+1.90
14 1 0 -1 1 1.125 0.14+0.00 46.10+0.75 47.20+0.81 1.19+0.16 722+056 23.72+170 1490+1.10
15 0 0 O 0.75 1125 2 0.17+0.00 46.45+1.62 52.04+151 1.13+£0.05 7.12+024 23.47+1.74 26.00+3.27

Nota: Los valores se expresan como media + DE (n = 3). WVP: permeabilidad al vapor de agua.
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Cuadro 2-2. Coeficientes de regresion, R?, y falta de ajuste para los modelos reducidos para las peliculas

biodegradables.

Peliculas biodegradables

Permeabilidad al

. Resistencia  Fuerzade Elongacion
Espesor Humedad Solubilidad vapor de agua By
alatraccion rotura (BF) alarotura
(mm) (%) (%) (WVP)
(TS) (MPa) (MPa) (EAB) (%)
(g-mm/kPa-h-m?)
) ) ) ) ) Raiz Raiz Raiz
Transformacion Ninguna Ninguna Ninguna Ninguna
cuadrada cuadrada cuadrada
Xo 0.1631 45.6698 52.1901 1.0202 2.69 4.83 5.07
Lineal
X1 0.0056* 3.4289*  2.8573% 0.2423¢2 -0.13842 -0.1324%  -0.37042
X 0.0237%  -4.8889*  0.97042 -0.15772 0.6169? 1.452 1.232
X3 0.0337¢  6.6726%  3.89702 0.32702 -0.51982 -0.4770*  -0.68922
Cuadratico
X1 X1 -0.0030  0.2563 0.6371 0.0336 -0.0806? -0.0997¢  -0.38062
Xz X2 0.0093*  0.5575  -0.9965% 0.0302 0.0130 0.1800? 0.23542
X3 X3 0.0032  -1.4199* -1.14452 0.12112 -0.06712 -0.1814%  -0.291072
Interaccion
X1 X2 -0.0014 -0.8462  -0.0748 0.0442 -0.0127 -0.0666 -0.1350
X1 X3 -0.0070* -5.0250% 2.6383% -0.0720 0.11372 -0.0360 0.41922
X2 X3 0.0064* -0.6748  -0.2486 -0.0560 -0.13612 -0.1288*  -0.2057°
R? 0.9347  0.9609 0.9062 0.9043 0.9775 0.9893 0.9471
Falta de ajuste (p) 0.6706  0.2498 0.4248 0.4704 0.0237¢ 0.01972 0.00672

Nota:* Xo: término de intercepcion, Xi: Glicerol (G) (9/100 mL), Xa:
mL), Xs: Acido lactico (LA) (mL/100 mL).2 2 Significativo (p < 0.05).

Alginato de sodio (ALG) (g/100

En el envasado de alimentos la WVP permite el movimiento del vapor de agua a través de las

peliculas evitando la condensacién de agua que puede ser una fuente para el crecimiento

microbiano no deseado. Los valores de WVP de las peliculas se encontraron en un rango de

0.488 y 1.734 g-mm/kPa-h-m? (Cuadro 2-1). De acuerdo con los graficos Figura 2-1 (j-I) se

logran los valores mas altos de WVP a mayor cantidad de LA y G. La WVP es afectada

significativamente (p < 0.05) por el término cuadratico de LA (Cuadro 2-2). El efecto

plastificante del LA se consideré como la razén de encontrar valores elevados de WVP (Cagri et
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al., 2010, Sozbilen et al., 2022). Nandi y Guha, (2021) reportaron valores similares de WVP en
peliculas adicionadas con diferentes acidos organicos. Adicionalmente, la naturaleza hidrofilica
del glicerol permite el ensanchamiento de la red de almidon incrementando el coeficiente de
difusion de humedad (Ben et al., 2022). La WVP en las peliculas también depende de la relacion
hidrofila-hidrofoba de los polimeros formadores de pelicula, grado de entrecruzamiento,
plastificante y agente antimicrobiano (Garavand et al., 2017). En general, todas las variables
respuestas evaluadas se ven afectadas significativamente (p < 0.05) por los términos lineales de
la concentracion de G, ALG y LA y por la interaccion G-LA a excepcion de la WVP y la TS
(Cuadro 2-2).

2.4.1.2 Propiedades mecéanicas

El material de embalaje debe ser resistir la tension mecanica y prevenir la integridad del alimento
durante el envio, manipulacion y almacenamiento. Los valores més altos obtenidos para la EAB,
TS y BF fueron 53.38%, 15.96 y 48.47 Mpa (Cuadro 2-1). La Figura 2-1 (m-t) sugiere que
cuando se aumenta la concentracion de ALG se obtienen los valores maximos en todas las
pruebas. El resumen del modelo (Cuadro 2-2) muestra que los términos cuadraticos de Gy LAy
la interaccion ALG-LA ejercen un efecto significativo (p < 0.05) sobre las propiedades
mecanicas. Algunos autores también informaron que la adicién de diferentes acidos organicos en
la formulacion de peliculas con diferentes biopolimeros aumenta la BF y EAB, pero disminuye
la TS (Nandi y Guha, 2021, Gebresas et al., 2023).

Los valores de TS podrian ser atribuidos a la reticulacion covalente por LA y adicionalmente a la
reticulacion ionica con CaCl, que sugieren interacciones moleculares y enlaces hidrogeno
fuertes. Costa et al. (2018) reportaron mejores propiedades mecanicas para la reticulacion iénica
con CaCl, en una pelicula de alginato plastificada con glicerol en comparacion con la
reticulacion covalente en peliculas de alginato con acidos organicos disefiadas por Singh et al.
(2020).
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Tensile strenght (Mpa)
Tensile strenght (Mpa)
Tensile strenght (Mpa)

Break force (Mpa)
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Break force (Mpa)
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ALG (%)

Elongation (%)
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Figura 2-1. Diagramas de superficie de respuesta 3D para disefio de Box-Behnken que muestran los
efectos de alginato de sodio (ALG), glicerol (G) y acido lactico (LA), sobre las variables respuestas:
espesor (a-c), humedad (d-f), solubilidad en agua (g-i), permeabilidad al vapor de agua (WVP) (j-1),
resistencia a la traccion (TS) (m-fi), fuerza de rotura (BF) (0-q) y elongacién a la rotura (EAB) (r-t) de las

peliculas biodegradables manteniendo la tercera variable independiente en su valor medio.
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2.4.2 Caracterizacion de la OBF

Las concentraciones optimas de las variables independientes fueron 1.04 g/100 mL ALG, 0.75
9/100 mL G y 1.25 mL/100 mL LA, con un valor de deseabilidad de 0.77. Los valores de las
variables respuestas predichas por el programa fueron comparables con los valores
experimentales obtenidos (Cuadro 2-3), indicando que el modelo es idoneo para predecir

eficientemente las caracteristicas deseables de la pelicula biodegradable.

Cuadro 2-3. Valores fisicoquimicos experimentales de la optimizacion numeérica de la pelicula
biodegradable optimizada (OBF).

o o Valor Valor
Criterio Meta Limite ) ) CBF
predicho®  experimental?
Espesor (mm) Minimizar 0.11-0.25 0.13 0.14+0.004 0.094 +0.00
WVP
Minimizar 0.38 - 1.94 0.87 1.05+0.07 0.818+0.040

(9-mm/kPa-h-m?)
Humedad (%) - - 40.894 4097 +045 1443+1.24
Solubilidad (%) - - 48.309 4999+ 1.11 5425+2.1
Resistencia a la traccion

- - 7.84 6.71+£0.17 8.221+ 0.65
(TS) (MPa)
Fuerza de rotura (BF)

- - 22.09 22.07+042 1427+1.13
(MPa)
Elongacion a la rotura

- - 26.01 23.24£1.39 -
EAB (%)
Deseabilidad 0.77

Nota: Los valores se expresan como media + DE (n=3). Pelicula biodegradable control (CBF);
permeabilidad al vapor de agua (WVP). 2 Valores predichos y experimentales expresados en las

magnitudes originales.

La apariencia visual de CBF y OBF se muestran en la Figura 2-2. El espesor, la WVP y
solubilidad de la OBF son similares a la literatura citada en peliculas que incorporan diferentes
acidos organicos (Rocha et al., 2014, Rangel-Marrén et al., 2019). La BF para la OBF fue 1.54

veces mayor que la CBF, como resultado de las reticulaciones iénica y covalente.
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Figura 2-2. Apariencia visual de las peliculas elaboradas a base de almidén de taro (TAS), alginato de
sodio (ALG) y glicerol (G). a. Pelicula biodegradable control (CBF) y b. Pelicula biodegradable
optimizada (OBF).

La ausencia de EAB en la CBF sugiere que la inclusion de LA en la OBF actia como
plastificante. Este efecto se debe a la formacién de enlaces éster entre los grupos —COOH de LA
y los grupos— OH de TAS y ALG, confirmado por FTIR (Figura 2-3). Ademas, la difusion
efectiva de LA en la matriz de la pelicula se atribuye a su bajo peso molecular (90.08 g/mol), lo
que se confirmd mediante una EAB del 23.24%. Resultados similares fueron reportados por
Pavoni et al. (2019) y Sozbilen et al. (2022) en peliculas compuestas.

2.4.2.1 Caracterizacion estructural

Los espectros FTIR comparativos de la OBF y CBF se muestran en la Figura 2-3. Las muestras
mostraron una amplia banda de absorcion superior a 3000 cm™ debido a la vibracion de
estiramiento de los enlaces O-H y N-H. La banda ancha 3296 y 3337 cm se asigna a los grupos
OH del almiddn. La aparicion de un pico caracteristico en el FTIR de OBF a 1730 cm™ se
atribuye a las bandas C=0 causadas por la formacion de enlaces éster que confirma la reaccion
de reticulacion. La ausencia de este pico en CBF indica que la reticulacion es causada por la
reaccion de LAy TAS-ALG.
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Figura 2-3. Espectros FTIR de la pelicula biodegradable control (CBF) y pelicula biodegradable
optimizada (OBF).

La morfologia superficial de la CBF y OBF se presentan en la Figura 2-4. La CBF mostrd una
superficie homogénea, lisa y uniforme sin agregados lo que indica que TAS y ALG demuestran
compatibilidad fisica; mientras que el efecto del LA en la OBF mantiene una estructura similar,
pero con pequefios agregados sobre la superficie. Un estudio similar SEM revelé que los
agregados pueden explicarse por la presencia de CaCly en la estructura de la pelicula y el
modelando de caja de huevos provocada por interacciones entre moléculas de alginato y iones
Ca?* (Costa et al., 2018).
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Figura 2-4. Micrografias SEM de la superficie de la pelicula biodegradable control CBF (a) y la pelicula
biodegradable optimizada OBF (b), (ampliacién 1000x).

2.4.2.2 Actividad antibacteriana in vitro

Las zonas claras de inhibicién indicaron notables propiedades antibacterianas (Cuadro 2-4). La
OBF mostré un mayor efecto inhibitorio contra E. coli y L. monocytogenes con &reas de
inhibicion de 5.81 + 0.49 y 5.00 + 0.71 cm?, respectivamente, mientras que para Salmonella fue
de 3.42 + 0.83 cm?. El efecto bacteriostatico de la OBF fue atribuido al LA debido a que la CBF
no causd ningun efecto sobre los microorganismos patdgenos usados como indicadores.
Resultados similares fueron reportados por Sozbilen et al. (2022) usando peliculas de zeinay LA
al 3%. De igual modo, la accion inhibitoria de una pelicula a base de proteina de suero con LA al

5% fue mayor frente a E. coli comparado con Salmonella (Manab et al., 2011).

Se considera que los acidos organicos afectan las células bacterianas por dos mecanismos
principales: acidificacion citoplasmatica y la acumulacion del anién disociado a niveles toxicos
(Shi et al., 2022). Alakomi et al. (2000) informé que el LA permeabiliz6 las membranas de E.
coli y Salmonella y liber6 porciones de lipopolisacaridos de la membrana externa. La actividad
antibacteriana se ve afectada por las diferentes composiciones de membrana celular entre

bacterias gram-negativas y gram-positivas. No se observé inhibicion en la CBF.
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Cuadro 2-4. Actividad antibacteriana de pelicula biodegradable control (CBF) y pelicula biodegradable
optimizada (OBF) por el método de difusion en agar.

Bacteria CBF OBF Area de inhibicion
(cm?)

E. coli 5.81 +0.49
Salmonella 3.42 +£0.83
L.

5.00+0.71
monocytogenes

Los valores se expresan como media + DE.

2.4.2.3 Biodegrabilidad

La biodegradacion de la OBF y CBF se observo hasta el dia 15 con cambios en la integridad de
las peliculas (apariencia quebradiza), rugosidad y formacion de grietas. El final del proceso
ocurrid casi en su totalidad después del dia 60 (Figura 2-5). Resultados similares se observaron
para una pelicula de quitosano con LA al 1% (Pavoni et al., 2019). La tasa de biodegradacion es
controlada por diversos factores como la composicién de la pelicula, concentracion microbiana,
condiciones ambientales (temperatura, oxigeno, pH, luz, humedad) (Shaikh et al., 2021). Los
resultados obtenidos proponen que la OBF y su control son biodegradables ya que 90% de las
peliculas se biodegradaron antes de 180 dias (ISO, 2021).
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Figura 2-5. Apariencia visual: de las peliculas elaboradas a base de almidon de taro (TAS), alginato de
sodio (ALG) y glicerol (G). a. Pelicula biodegradable control (CBF) y b. Pelicula biodegradable
optimizada (OBF) sometidas a la prueba de biodegradabilidad.

2.4.3 Analisis en muestras de chorizo tipo espafiol
2.4.3.1 Andlisis fisicoquimico

Las muestras envasadas de chorizo tipo espafiol con la OBF (T3) y con CBF (T2) y sin recubrir
(T1) se muestran en la Figura 2-6 y los resultados de los parametros fisicoquimicos obtenidos
para los tratamientos durante el almacenamiento se muestran en la Cuadro 2-5. El contenido de
humedad inicial (dia 0) para todos los tratamientos fue de 71.37% + 0.95 y disminuyo
significativamente durante el almacenamiento hasta alcanzar una humedad promedio de 19.05 +
0.24 al dia 15. La disminucion de humedad de las muestras puede asociarse con la actividad de
las enzimas proteoliticas sobre las proteinas hasta la obtencion de amino&cidos libres resultando
en su incapacidad para retener humedad (Mahdavi et al., 2018).

La perdida de peso (%) mostrd diferencias significativas entre tratamientos. Se registré un
aumento significativo (p < 0.05) en la pérdida de peso para los T2 y T3 durante los primeros 9
dias de almacenamiento, el envasado con pelicula permitié una liberacion gradual de las
moléculas de agua libre, contrariamente, la ausencia de pelicula en el T1 permitié la mayor

liberacion de agua libre en el dia 6 de almacenamiento. No existieron diferencias significativas al
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final del periodo de almacenamiento. La pérdida de peso puede verse comprometida por las
condiciones de humedad relativa del ambiente durante el tiempo de almacenamiento (Amjadi et
al., 2019), lo que también provoca cambios de gradiente en la actividad de agua (aw). El valor
inicial de aw al dia O fue de 0.976 + 0.00 los cuales decrecieron hacia el final del almacenamiento
en todos los tratamientos. No se encontraron diferencias significativas entre los T2 y T3 durante
los 12 dias de almacenamiento. El descenso de pH también reduce la actividad de agua, ya que el
pH céarnico se acerca o iguala el punto isoeléctrico de las principales proteinas carnicas (Hui et
al., 2005).

. b. cI d. .
. n‘ ‘

Figura 2-6. Envasado del chorizo tipo espafiol, T1 (muestras sin envasar) (a-€); T2 (muestras

recubiertas con la pelicula biodegradable control (CBF) (f-j); T3 (muestras recubiertas con la
pelicula biodegradable optimizada (OBF) (k-n), durante el almacenamiento (3, 6, 9, 12 y 15
dias).
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El chorizo tipo esparfiol antes de ser envasado tenia un pH inicial de 5.87 £ 0.02. Los valores de
pH de todas las muestras disminuyeron durante los primeros 12 dias de almacenamiento. EI pH
de las muestras envasadas con el T3 mostrd valores de pH significativamente (p < 0.05) més
bajos, en comparacion con los demas tratamientos. La presencia de sales, la disminucién de la
actividad de agua (aw) y supresion de O. permiten a las bacterias &cido-lacticas tolerantes a la sal
producir &cido lactico disminuyendo el pH entre 4.5 y 5.5 (Demeyer y Stahnke, 2002). El
porcentaje de acidez titulable se encontr6 en un rango de 0.14-0.028% entre los tratamientos. Los
resultados mostraron que hubo un aumento significativo (p < 0.05) para el T3 a partir del dia 3.

La disminucion del pH y el aumento de la acidez titulable en el T3 se asocian principalmente con
la presencia de LA en la OBF, la velocidad de liberacidon del antimicrobiano y el volumen del
sistema alimentario. Por otro lado, en términos de textura, el T3 alcanzo su maxima dureza a los
9 dias, sin embargo, hacia el final del almacenamiento no se encontraron diferencias

significativas (p < 0.05) entre los tratamientos.

El aumento observado en las muestras envasadas con el OBF podria estar relacionado con la
disminucion del pH de las muestras por debajo del punto isoeléctrico de la proteina muscular lo
que indica una solubilizacion proteica mayor, resultando en chorizos méas firmes (Gonzéalez-
Fernandez et al., 2006). Durante la fermentacion, la disminucién del pH afecta la formacion de la
dureza, mientras que la textura posterior, que se desarrolla durante el proceso de secado depende
Unicamente de la pérdida de agua (Demeyer y Stahnke, 2002). La dureza aumenta bruscamente
cuando los valores de pH alcanzan 5.4 y aumenta de forma gradual hasta valores de 4.9 (Rodel,
1985).
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Cuadro 2-5. Parametros fisicoquimicos en chorizo tipo espafiol envasado con pelicula biodegradable
optimizada (OBF; T3), pelicula biodegradable control (CBF; T2) y sin recubrir (T1).

Muestra Almacenamiento (Dias)
3 6 9 12 15
Humedad (%0)
T1 68.358 £0.73* 55.536 +1.31° 29.679 +1.15" 19.626 +0.32" 18.274 +0.21)
T2 64.748 +1.18" 48.854+0.35¢ 27.27+1.509 22.323+0.50" 18.955+0.23
T3 63.228 £ 0.45° 44.281+0.28° 26.578 +£0.79° 21.510+ 0.30™ 19.932 + 0.34"
Pérdida de peso

(%)

Tl 3.766 £ 0.09" 39.601 +0.28* 32.049+0.21° 9.541+0.02" 2.138 +0.08'
T2 1.689+0.03" 28.938+0.49¢ 36.302+0.37° 8.916+0.15" 2.109 +0.27'
T3 1.375+0.09' 28.062+0.49° 38.973+0.14% 6.479+0.45% 1.783+0.02'
aw

Tl 0.97 £ 0.00% 0.94 £0.01° 0.80 £ 0.01° 0.66 + 0.01" 0.64 +0.01*
T2 0.96 £0.01*®>  0.91 +0.01¢ 0.78+0.01"  0.69+0.01%"  0.65+0.00"
T3 0.95+0.00>¢  0.90 +0.01¢ 0.77+£0.01° 0.70 £ 0.018 0.68 +0.01"!
pH

T1 5.36 £ 0.032 5.26 +0.01° 5.18 + 0.02¢ 5.06 + 0.034 5.12 +0.02¢
T2 5.29 +0.02° 497 £0.01° 4.91 +0.02 4.86 +0.01° 5.0 + 0.004¢
T3 4.27 £0.018 4.25 £+ 0.049 4.16 +0.04" 4.15+0.01" 4.18 +0.01"

Acidez titulable
(%)
T1 0.014+0.00¢ 0.018+£0.00" 0.021+£0.00¢ 0.024 +0.00°  0.023 + 0.00°
T2 0.014+0.009¢  0.019+0.00° 0.020+0.00%" 0.020 + 0.00%¢ 0.021 + 0.00%¢
T3 0.018 £0.00"  0.020 +£0.00%¢  0.025+0.00° 0.025+0.00®  0.028 +0.00?
Dureza (Kg)

T1 10.855 + 1.14° 11.723+1.79% 34.094 +1.21°> 53.787 +0.30®° 54.353 +0.16°
T2 10.801 +1.15° 18.132+2.23° 38.057 +3.20° 54.571+0.28° 54.759 + 0.06%
T3 15.687 +0.69°¢ 16.975+1.70° 54.566 + 0.16 54.824 +0.13%° 54.818 +0.17%

Nota: Los valores se expresan como media + DE (n=3). Medias en la misma columna que no comparten

una letra (a, b, c, d) son significativamente diferentes (p < 0.05).
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2.4.3.2 Andlisis Microbioldgico

Las peliculas de envasado enriquecidas con antimicrobianos pueden garantizar la calidad y

seguridad de los productos alimenticios. La accion protectora de OBF sobre chorizo tipo espafiol

durante 15 dias de almacenamiento refrigerado y su efecto sobre la calidad microbioldgica se

muestran en la Cuadro 2-6. Los recuentos iniciales de TCM, TMAB y TLAB en el dia 0 fueron
2.66 £ 0.02, 5.83 £ 0.022, 5.94 + 0.057 log UFC/qg, respectivamente.

Cuadro 2-6. Evolucion de los recuentos microbianos en muestras de chorizo tipo espafiol envasado con

pelicula biodegradable optimizada (OBF; T3), pelicula biodegradable control (CBF; T2) y sin recubrir

(T1).
Muestra Almacenamiento (Dias)
TCM
(log UFC g*) 3 6 9 12 15
Tl 3.87+0.00* 350+0.05° 355+0.03° 2.57+0.08 3.23+0.05¢
T2 3.58+0.04° 362+003> 334+0.10° 239+0.02° 2.46+0.081%
T3 <1f <1f <1f <1f <1f
TMAB
(log UFC g?)
T1 9.76 £0.022  8.27+0.05° 7.84+0.04° 8.01+0.02¢¢ 7.88 +£0.01¢¢
T2 9.62+0.03* 8.04+0.02¢¢ 827+0.06> 7.66+0.11f 8.07 £0.02¢
T3 6.64 +0.04" 6.86+0.029 6.48+0.03" 6.34+0.10 6.64 + 0.04"
TLAB
(log UFC g?)
T1 7.66+0.01° 8.25+0.07° 7.89+0.05° 8.01+0.01°¢ 7.91+0.01%
T2 7.85+0.01°¢ 8.17+0.08*° 824+0.03% 7.75+0.06%  8.13 +0.02*"
T3 6.62+0.049 6.89+0.02" 6.39+0.05" 6.54+0.10%"  6.59 +0.09

Nota: Los valores se expresan como la media £ DE (n=3). Medias en la misma columna que no

comparten una letra (a, b, c, d) son significativamente diferentes (p < 0.05). TMAB: Bacterias aerdbicas

mesofilicas totales, TLAB: Bacterias acido-lacticas totales, TCM: Microorganismos coliformes totales.
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En muestras de chorizo tipo espafiol el envase activo (T3) no permitié el crecimiento de
microorganismos coliformes totales (<1 UFC/g) y redujo la poblacion de mesofilos y bacterias
lacticas en aproximadamente un ciclo logaritmico durante los 15 dias de almacenamiento a 18 +
2 °C. Este efecto inhibitorio podria ser atribuido a la presencia de LA en las peliculas debido a
que las muestras control envasada presentaron recuentos microbianos similares al control sin
envasar. Similarmente, otros sistemas de envasado activo usando sustancias antimicrobianas
naturales como los acidos organicos fueron eficientes retrasando el deterioro microbiano en los

productos cérnicos (Horita et al., 2018).

La supervivencia del recuento de TCM en los T1 y T2 podria estar asociada a los tejidos
animales, contaminacién durante el proceso de matanza y despiece de las canales, la mayoria de
los microorganismos de esta familia se encuentra en el tracto gastrointestinal de los animales
(Troeger y Woltersdorf, 1989). La concentracion de TCM en la mezcla de pechuga de pollo y
grasa de cerdo (sin aditivos) fue de 4.162 + 4.162 y 4.674 + 4.675 log UFC/g, respectivamente
(datos no mostrados). El recuento de Enterobacteriaceae en chorizo de cebolla elaborado
industrialmente se encontré entre 2 y 3 log UFC/g entre la segunda y tercera semana de

almacenamiento (Castafio et al., 2002), los cuales son similares a los obtenidos parael T1y T2.

Los resultados medios de TMAB se encontraron en un rango de 6.349 + 0.102 - 9.768 + 0.026
log UFC/g y para TLAB de 8.255 + 0.073 - 6.398 + 0.052 log UFC/g. Se observo una reduccion
significativa (p < 0.05) de mas 1 logio UFC/g para el T3 en comparacion con los T1y T2 durante
todo el almacenamiento en ambos grupos bacterianos. Recuentos similares fueron reportados por
Prado et al. (2019) y Fonseca et al. (2013) en muestras de chorizo asturiano y chorizo gallego
respectivamente, con tiempos de muestreo similares. No se detecté Salmonella en ninguna de las
muestras analizadas. La aplicacion del T3 en muestras de chorizo tipo espafiol inhibio
eficazmente el recuento de TCM durante el almacenamiento; por tanto, se confirma que la OBF

puede prolongar la vida til y garantizar la seguridad del producto alimentario.
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2.5. CONCLUSIONES

Los efectos individuales e interactivos de ALG, G y LA fueron evaluados como materiales de
formacion de peliculas biodegradables. La aplicacion de un disefio de Box-Behnken, permitio la
OBF con el menor espesor, WVP y buenas propiedades antibacterianas con 1.04% ALG, 0.75%
G, y 1.25% LA. Se observé que el aumento en la concentracion LA increment6 el espesor,
humedad, solubilidad y WVP. No obstante, mejord la EAB. El espectro FTIR confirmo la
reticulacion covalente del TAS con el LA. Las micrografias SEM evidenciaron que el LA se
incorpora estructuralmente en la matriz TAS y ALG, mediante microestructuras lisas que indican
adecuada compatibilidad. La OBF indicO importante actividad antibacteriana contra las
bacterias: E. Coli, Salmonella y L. monocytogenes. La OBF y CBF mostraron la capacidad de
degradarse en el suelo, calificando como materiales biodegradables. Se observd en el T3 la
inhibicion del recuento de TCM, lo cual sugiriere que podria extender la vida Gtil del alimento.
La OBF presenta un alto potencial para el desarrollo como sistema de envasado activo en
productos carnicos fermentados y alimentos con baja acidez. No obstante, es importante
considerar los desafios tecnoldgicos que puedan surgir durante el envasado. Estudios futuros
sugieren enfocarse en la relacion entre el mecanismo de liberacion y rendimiento de los

compuestos antimicrobianos para prolongar la vida Gtil de productos carnicos fermentados.
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CONCLUSIONES GENERALES

La metodologia del disefio Box-Behnken permitio establecer las concentraciones dptimas de las
variables independientes las cuales consistieron en 1.04 g/100 mL de alginato de sodio, 0.75
g/100 mL de glicerol y 1.25 mL/100 mL de &cido léctico, con un valor de deseabilidad de 0.77.
Se observd que el aumento en la concentracion de acido lactico resultd en una mayor
permeabilidad al vapor de agua, solubilidad, humedad y espesor. No obstante, mejord la
elongacion a la rotura, debido a su capacidad plastificante y eficiente difusion en la matriz de

pelicula.

La pelicula optimizada y su control calificaron como materiales biodegradables. El espectro
FTIR de la pelicula optimizada comprobd la efectividad de la reticulacion covalente del almidon
de taro y alginato de sodio con el acido lactico, mientras que las micrografias SEM mostraron
superficies lisas, indicando una adecuada compatibilidad entre los componentes de la pelicula.
La pelicula optimizada demostrd buena actividad antibacteriana contra E. coli, Salmonella y L.

monocytogenes.

Tras aplicar la pelicula optimizada en muestras de chorizo tipo espafiol, se evidencid una
limitacion tecnoldgica al observar una rapida acidificacion (ocurrida por la migracion del LA) de
las muestras carnicas que afect6 su textura. No obstante, se observo que la pelicula optimizada
tiene un efecto inhibitorio sobre los microorganismos coliformes en el chorizo tipo espafiol
durante su almacenamiento, sugiriendo que podria extender la vida util del alimento. No
obstante, es importante considerar los desafios tecnoldgicos que puedan surgir al aplicar el

envasado de peliculas biodegradables activas en otros alimentos con caracteristicas diferentes.

Por lo tanto, se concluye que el punto de prediccion valida la capacidad predictiva del modelo,
considerandolo apropiado para predecir eficientemente las caracteristicas deseables de la pelicula

biodegradable.
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RECOMENDACIONES GENERALES

= Estudiar la relacion del mecanismo de liberacion y el rendimiento de los compuestos
antimicrobianos en la prolongacion de la vida atil de chorizo tipo espafiol.

= Evaluar sensorialmente el producto con la finalidad de optimizar el proceso de la pelicula
biodegradable y considerar la aceptacion de los consumidores.

= Evaluar el efecto antibacteriano de la pelicula biodegradable optimizada en muestras de
chorizo tipo espafiol inoculadas a diferentes concentraciones bacterianas (E. coli, Salmonella
y L. monocytogenes), para entender el funcionamiento de los procesos de inactivacion e
inhibicién y optimizar su uso.

= Realizar un estudio enfocado en el desarrollo de la textura del chorizo tipo espafiol envasado
con la pelicula biodegradable 6ptima, considerando factores como su composicion, tamafio y
las condiciones de fermentacion y secado. Esta propuesta tiene como objetivo encontrar
soluciones innovadoras para superar la limitacion tecnoldgica identificada en este estudio y
mejorar la calidad del producto final.

= Explorar la capacidad de la pelicula biodegradable optimizada como material de envasado
activo en alimentos de baja acidez para identificar oportunidades especificas de aplicacién en

la industria alimentaria y asi mejorar su eficiencia.
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ANEXO A.
Al. ECUACIONES

Se ajustaron los datos experimentales a una ecuacion polinomial de segundo orden, que describe

el efecto de las variables independientes sobre las variables respuesta evaluadas (Y) (1).
Y =fo + f1X1 + foXo + f3Xs + f11X12 + ParXo? + faasXaP+ f1oX1Xa + f13X1 Xz + P23 X2 X3 (1)

Donde Y es la variable respuesta; fo es la interseccion; f1, f2, ¥ 3, son los coeficientes de los
términos lineales; fi1, S22, v B33, son los coeficientes cuadraticos; fi2, fi3, Y f23 son los
coeficientes de interaccion; y Xi, Xz, y Xs son las concentraciones de las variables

independientes.

Espesor = 0.1631 + 0.0056x: + 0.0237x; + 0.0337x3 - 0.0030x:2 + 0.0093x22 + 0.0032x3? -
0.0014x1x; - 0.0070x1x3 + 0.0064x2x3 (EQ.S1)

Humedad = 45.6698 + 3.4289x1 - 4.8889x, + 6.6726x3 + 0.2563x1° + 0.5575x,° - 1.4199x3? -
0.8463x1x2 - 5.0250x1x3 - 0.6748x2x3 (EQ.S2)

Solubilidad en agua= 52.1901 + 2.8573x1 + 0.9704x, + 3.8970xs + 0.6371x12 - 0.9965x,° -
1.1445x3% - 0.0748x1x2 + 2.6383x1x3 - 0.2486x2x3 (EQ.S3)

Permeabilidad al vapor de agua (WVP) = 1.0202 + 0.2423x; - 0.1578x2 + 0.3270x3 + 0.0336x12
+0.0302x2? + 0.1211x3% + 0.0442x1x2 - 0.0720x1x3 - 0.0560x2x3 (EQ.S4)

Resistencia a la traccion (TS) = 2.69 - 0.1384x1 + 0.6169x2 — 0.5198x3 - 0.0806x1% + 0.0130x2? -
0.0671x3% - 0.0127x1x2 + 0.1137x1x3 - 0.1361x2x3 (EQ.S5)

Fuerza de rotura (BF) = 4.83 - 0.1324x1 + 1.45x2 - 0.4770x3 - 0.0997x: + 0.1800x,? — 0.1814x35°
- 0.0666x1x2 - 0.0360x1x3 - 0.1288x2x3 (EQ.S6)

Elongacion a la rotura (EAB) = 5.07 - 0.3704x1 + 1.23x, — 0.6892x3 - 0.3806x12 + 0.2354x2° —
0.2910x3? - 0.1350x1x2 + 0.4192x1x3 - 0.2057x2x3 (EQ.S7)
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A2. OPTIMIZACION DE UNA PELICULA BIODEGRADABLE COMPUESTA DE ALGINATO
DE SODIO/ ALMIDON DE TARO/ ACIDO LACTICO: EFECTO ANTIMICROBIANO EN UN
PRODUCTO CARNICO.

Metodologia
Objetivo Mediciones de los
especifico | halos de inhibicion
= FE coli
= Espesor » Salmonella
. ; - Objetivo
= Contenido de humedad n L.ﬂgonoc_vtogengs especifico .

= Solubilidad en agua
= (Rangel-Marron et al. 2019)
= Permeabilidad al vapor de

(Sozbilen ef al., 2022)

' = Transformada de

agua (WVP) (ASTM E96) Actividad Fourier 1nfrarr0_|a (FTIR).
| antibacteriana = Microscopia electronica
I — ' de barrido SEM
Caracterizacion L
., {5150 7 IR Optimizacién Propiedades
Prepara(’:lon s - ; = Pelicula biodegradable estructurales
las peliculas ~ Caracterizacionde optimizada (OBF)
1 Corridas oy selitanlls = Pelicula biodegradable
experimentales) Propi J} dades control (CBF) Biodegradabilidad
e Medina ef al. (2016).
|
|«
* Resistencia a la traccion (TS) B d
nvasado

» Fuerza de rotura (BF) (MPa)
» Elongacion a la rotura (EAB) (%)
(ASTM D882-91).

Objetivo
especifico Ill.

Calidad Fisico-Quimica

»  Pérdida de peso

. pH
*  Humedad
. aw

*  Acidez titulable
»  Analisis de perfil de
textura (TPA)-Dureza

(0,3.6.,9.12 y 15 dias, 25°C)

Chorizo tipo espafiol
= T1 (muestras sin recubrir)
= T2 (muestras recubiertas con CBF)
= T3 (muestras recubiertas con OBF)

Calidad Microbiologica

« TMAB: Bacterias Aerobicas
Mesofilicas Totales

«  TLAB: Bacterias Acido
Lacticas Totales

*  TCM: Microorganismos
Coliformes Totales.

Analisis estadistico

Figura Al. Diagrama de trabajo realizado en esta investigacion.
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Objetivos especificos 1 y 11

Figura A2. a. Elaboracion de las peliculas biodegradables (conjunto de puntos de prueba del
disefio Box-Behnken), b. Secado de las peliculas biodegradables. c. Apariencia visual de las
peliculas biodegradables.

Figura A3. Ensayos de caracterizacion de las peliculas biodegradables: a. Determinacion de
humedad, b. Prueba de solubilidad en agua, c. Determinacién de permeabilidad al vapor de agua
(WVP), d) Medicion de espesor y e. Evaluacion de las propiedades mecanicas.
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a b ¢
Figura A4. Bacterias aisladas para la prueba antibacteriana: a. Salmonella, b. E. coli, c. Listeria
monocytogenes.

Figura A5. a. Esterilizacién por luz UV de las peliculas biodegradables, b-c. Evaluacion
antibacteriana por el método Kirby-Bauer.

87



Objetivo especifico I11.

: Sl | - #f
Figura A6. Envasado de las muestras de chorizo tipo espafiol. a. Muestras envasadas con la

Figura A7. Andlisis fisicoquimico de las muestras de chorizo tipo espafiol. a. Cuantificacion de
humedad, b. determinacion de acidez titulable, c. Medicion de pH, d. Lectura de aw, f-g.
Medicion del andlisis de perfil de textura (TPA).
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Figura A9. Evaluacion microbiolégica en muestras de chorizo tipo espafiol durante el
almacenamiento, mediante recuento en placa. a. Microorganismos Coliformes Totales (TCM) en
el T2 dia 3, b. Bacterias Acido Lécticas Totales (TLAB) en el T3 dia 6, c. Bacterias Aerdbicas
Mesofilicas Totales (TMAB) en el T3 dia 12.
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ABSTRACT

The use of biodegradable films with antimicrobial additives is mainly based on maintaining food quality, safety and
innocuousness. The effect of the presence and absence of cross-linking with 1% CacCl. in biodegradable films
formulated with malanga starch, sodium alginate and glycerol; added with lactic acid (1-3%) and nisin (2369 Ul) on
the antimicrobial, physical, barrier, mechanical and structure (FTIR) properties was studied. Tensile strength was
obtained in the range of 4.1-18.03 Mpa. The water vapor permeability of the films was 0.57-2.95 (g mm/ kPa h m?).
The antimicrobial activity was evaluated against gram-negative (E. coli and Salmonella) and gram-positive (L.
monocytogenes) bacteria through the disk diffusion method, the inhibition areas for all bacteria showed significant
differences (P <0.05). Antimicrobial properties were found to improve with increasing lactic acid concentration and
when the films were not subjected to crosslinking with CaCl.. However, crosslinking led to an improvement in the
physical, barrier and mechanical properties of the films which showed significant differences (P <0.05).
Keywords: Biodegradable films, antimicrobial, lactic acid, nisin, polymeric crosslinking.

RESUMEN

El uso de las peliculas biodegradables adicionadas con antimicrobianos se basa principalmente en mantener la
calidad, seguridad e inocuidad alimentaria. Se estudié el efecto de la presencia y ausencia de reticulacién con
CaClz al 1% en peliculas biodegradables formuladas a base de almidon de malanga, alginato de sodio y glicerol;
adicionadas con acido lactico (1-3%) y nisina (2369 Ul) sobre las propiedades antimicrobianas, fisicas, de barrera,
mecéanicas y de estructura (FTIR). La resistencia a la tracciébn se obtuvo en el rango de 4.1-18.03 Mpa. La
permeabilidad al vapor de agua de las peliculas fue de 0.57-2.95 (g mm/ kPa h m?). La actividad antimicrobiana se
evalud contra bacterias gramnegativas (E. coli y Salmonella) y grampositiva (L. monocytogenes) a través del
método de difusion de disco, las areas de inhibicion para todas las bacterias mostraron diferencias significativas
(P <0.05). Se encontré que las propiedades antimicrobianas mejoran cuando se incrementa la concentracion de
acido lactico y cuando las peliculas no se someten al entrecruzamiento con CaClz. Sin embargo, la reticulacion
condujo a una mejoria en las propiedades fisicas, de barrera y mecanicas de las peliculas las cuales mostraron
diferencias significativas (P <0.05).

Palabras clave: Peliculas biodegradables, antimicrobiano, acido lactico, nisina, entrecruzamiento polimérico.
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Caracterizacion y Evaluacion Antibacteriana de Peliculas a Base de
Polisacaridos que Incorporan Nisina y Acido Lactico

Ing. Zuemy Hernandez Nolasco?, Ing. Mariana Inés Acateca Hernandez?, Dra. Patricia Haydeé Castellano®, Dra.
Maria Antonieta Rios Corripio*, Dr. Juan Valente Hidalgo Contreras®, Dra. Aleida Selene Hernandez Cazares®

Resumen— Se utiliz6 acido lactico, nisina, almidon de malanga, alginato de sodio y glicerol para preparar peliculas biodegradables.
Se estudiaron las propiedades fisicas, quimicas y mecanicas las cuales mostraron valores en un rango de 0.14-0.35 mm para espesor,
humedad 26.26-41.52%; solubilidad en agua 28.90-61%; permeabilidad al vapor de agua (WVP) 1.06-2.93 (g mm/kPa h m?);
resistencia a la traccion 2.62-11.15 Mpa y fuerza de rotura 16.59-44.18 Mpa. Se observé que al adicionar acido lactico e incrementar
su concentracion aumenta el espesor, la solubilidad, la humedad y la WVP. La pelicula que contiene acido lactico 3% mejora las
propiedades mecanicas en 1.41y 1.98 veces la TS y BF en comparacién con la pelicula sin antimicrobiano. La caracterizacion
estructural de las peliculas mediante FTIR mostré la aparicion de picos a 1652 cm! relacionados a la presencia de grupos amida de
nisina y picos a 1720 cm que revelan vibraciones de estiramiento C=0 para é&cido lactico. Se observé mayor susceptibilidad para
E. Coli con zonas de inhibicién que superan los 20 mm para todos los tratamientos excepto para la pelicula sin antimicrobiano y
nisina 2369 UI.

Palabras clave — Pelicula biodegradable activa, antimicrobiano, nisina, &cido lactico.

Introduccion

La contaminacién por del suelo y a la vida marina se ve afectada gravemente por envases plasticos que tardan
mucho tiempo en degradarse, esto representa un problema grave que debe ser atendido (Kirtonia et al., 2021). Las
investigaciones recientes han avanzado significativamente en el desarrollo, formulacion y caracterizacion de peliculas
biodegradables a base de biopolimeros, hacia un enfoque mas sustentable. Las peliculas biodegradables son finas capas
delgadas producidas exclusivamente a partir de ingredientes renovables y comestibles que una vez formadas se utilizan
para envolver una gran variedad de alimentos (Paul, 2020). Un avance revelador involucra la inclusion de agentes
antimicrobianos en las peliculas, generando peliculas activas. Las bacteriocinas como la nisina y la adicién de acidos
organicos como el &cido lactico solos 0 en combinacién aumentan la vida Gtil y la seguridad microbioldgica de diversos
productos alimenticios, sobre microorganismos patdgenos.

Las bacteriocinas son péptidos antimicrobianos producidas a partir de cepas bacterianas que matan o inhiben
el crecimiento de otros microorganismos (Kirtonia et al., 2021). Actualmente existe un gran interés en la aplicacion de
bacteriocinas como alternativa en la conservacion de alimentos. La nisina es una bacteriocina producida por
Lactococcus lactis subsp. lactis utilizada como conservante de alimentos, se trata de un polipéptido catiénico,
hidréfobo y termoestable es soluble en condiciones acidas en un rango de pH de 2-3 (Gharsallaoui et al., 2016).
Mientras que el &cido lactico es un acido organico de tres carbonos; un dtomo de carbono terminal es parte de un grupo
acido o carboxilo, el a&tomo de carbono central tiene un alcohol y el otro atomo de carbono terminal es parte de un
grupo metilo o hidrocarburo (Bhatt, 2018). Por tanto, el objetivo de este estudio se basa en desarrollar peliculas a base
de almiddén de malanga y alginato de sodio como materiales de base biolégica que incorporan nisina y acido lactico
solos 0 en combinacion y estudiar su efecto antibacteriano in vitro en tres bacterias cominmente transmitidas por
alimentos.

Metodologia
Produccién de las peliculas biodegradables

La pelicula biodegradable basadas en alginato de sodio, almidon de malanga, glicerol, nisina y acido lactico

se prepard en un base al método descrito previamente (Escobar et al., 2009). El almidén de malanga (obtenido en el
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Laboratorio de Ciencias de los Alimentos del Colegio de Postgraduados) al 0.5 % (p/v) fue disuelto en agua destilada
a temperatura ambiente durante 20 min, luego se elevo la temperatura a 85°, continuando la agitacién constante por 30
min. Posteriormente a la solucion se le afiadié un 1.5 % (p/v) de alginato de sodio (Sigma-Aldrich, St. Louis MO, EE.
UU.) y 1% (p/v) de glicerol (Meyer, CDMX, México) como plastificante, manteniendo en agitacion por 30 min (por
cada componente) a 70-75 °C. La composicion de los antimicrobianos afiadidos a las soluciones formadoras de
peliculas se muestran en la Cuadro 1. Manteniendo la temperatura a 70°C se afiadié la nisina (Danisco, CDMX,
México) (disuelta previamente en 50,000 UI/mL de HCI (J.T. Baker, Nueva Jersey, EE. UU.) y se agit6 durante 30
minutos. Cuando la solucion se mantuvo a 60°C se afiadio el &cido lactico (Hebbe Cosmetics, México) homogenizando
por 20 min. Volumenes de 35 mL de las soluciones filmogénicas se transfirieron a placas (100 x 15 mm), las cuales
fueron secadas a 45 °C por 12 h.

Cuadro 1. Composicién de las soluciones filmogénicas
Antimicrobianos
Tratamientos  Nisina (Ul)  Acido lactico% (v/v)

T1 - -
T2 2369 -
T3 2369 2
T4 2369 3
TS - 2
T6 - 3

Caracterizacion fisica y quimica de las peliculas biodegradables
Espesor

El espesor de la pelicula se obtuvo utilizando un micrémetro digital (Modelo MDC-1 "SB", AMES, EE. UU.)
Se tomaron cinco mediciones en posiciones aleatorias de la muestra y se calcul6 el valor promedio.

Contenido de humedad

El contenido de humedad se determind por pérdida de peso de la pelicula. Las peliculas se secaron en un
horno (Ecoshel, 9025H, CDMX, México.) a 103°C durante 24 h. Se determino el contenido de humedad sobre una
base seca de acuerdo a la siguiente ecuacion.

W, —Wp
% MC = ———— x100%
Wp

Donde W; es el peso inicial y Wp, es el peso seco de la pelicula.

Prueba de solubilidad en agua
La solubilidad en agua de las muestras de pelicula se determiné de acuerdo con (Rangel-Marrén et al., 2019).
Las muestras de pelicula seca se seccionaron en trozos de 2 X 2 cm y se pesaron previamente W,. Cada muestra se
coloco en un tubo de 50 mL con 20 mL de agua destilada y se mantuvo a 25°C durante 24 h. El residuo se sec6 a 103°C
(Ecoshel, 9025H, CDMX, México.) durante 24 h y se registré el peso W;. La solubilidad se calculd de acuerdo con la
siguiente ecuacion.
%s= YoM
0 - WO

x 100

Permeabilidad al vapor de agua

La permeabilidad de vapor de agua (WV/P) se determiné mediante el método gravimétrico basado en la norma
ASTM E96 (ASTM,2016). Las muestras triplicadas de pelicula se cortaron en circulos (2.5 cm de didmetro), se
colocaron en pesafiltros que contenian cloruro de calcio anhidro y se secaron en desecadores que contenian solucion
saturada de NaCl (75% HR, 25°C). Las muestras se pesaron periddicamente cada 24h por cinco dias. La WVP fue
calculado por la siguiente ecuacion.

vrva = (%)=&

h m2 A

WVP:(

gmm ) __VTVA

=—2Xe€
kPa h m? AP

Donde, G / t: pendiente de la ganancia de peso frente al tiempo (g/h); A: area de la pelicula (m?); AP: diferencia de
presidn parcial de vapor entre el cloruro de calcio y el cloruro de sodio (kPa); e: espesor de la pelicula (mm).
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Propiedades mecanicas

La resistencia a la traccion (TS) y la fuerza de rotura (BF) se determinaron de acuerdo con ASTM D882-91
utilizando un texturémetro (Shimadzu EZ-SX) a una velocidad de traccion de 50 mm/mint. Cinco muestras de cada
pelicula se cortaron en rectangulos de 50 mm de largo y 20 mm de ancho.

Caracterizacion estructural de las peliculas por FTIR

Se analizo la estructura de las peliculas preparadas mediante la aplicacion de la espectrometria de infrarrojo
por transformada de Fourier (FTIR) (ThermoScientific, iS50, Bruker, Vertex, Wisconsin, EE. UU.). Los espectros de
FTIR (64 escaneos, resolucion de 4 cm-1) se midieron en la region espectral de 4000 a 400 cm-1 por triplicado.

Actividad antibacteriana in vitro

La actividad antibacteriana de las peliculas se evalué por el método de difusion en disco contra las bacterias
Escherichia coli, Salmonella Thypi y listeria monocytogenes. Alicuotas de 100 pL de cada suspension bacteriana
1.5x10"8 UFC/mL en la escala de McFarland se extendieron en placas de agar SS (agar Salmonella-shigella), EMB
(Agar Eosina 'y Azul de Metileno) y agar listeria (Becton Dickinson, CDMX, México.) Discos de ensayo de 1.3 cm de
didmetro se colocaron cuidadosamente sobre las placas de agar y se incubaron a 37°C + 1 durante 24 h. La zona clara
de inhibicién se midié alrededor del disco y se resté el area del disco de pelicula. Los resultados promedio se expresaron
en mm.

Resultados

Caracterizacion de las peliculas biodegradables

Se logro incorporar con éxito el acido lactico solo o en combinacion y la nisina en las peliculas biodegradables
las cuales mostraron ser transparentes, con superficies lisas y libres de burbujas (Figura 1). La caracterizacion fisica y
quimica para las peliculas elaboradas se muestra en el Cuadro 2. Se observé que al adicionar &cido lactico (adn en las
peliculas combinadas T3 y T4) e incrementar su concentracion aumenta el espesor, la solubilidad, la humedad y la
WV/P. Es probable que la reaccion de reticulacion aumente el movimiento de las moléculas, afectando las interacciones
entre polimeros lo que incrementa la transmision al vapor de agua. Resultados similares han sido reportados por
Rangel-Marrén et al., 2019 y Rocha et al., 2014 en peliculas biodegradables que incorporan acidos organicos.

Q Sin antimicrobiano O Nisina + acido lactico 2% 0 Acido lactico 2%

Q Nisina 2369 Ul Q Nisina + &cido lactico 3% Q Acido lactico 3%
Figura 1. Apariencia visual de las peliculas biodegradables que incorporan antimicrobianos.

Se considera Util determinar las propiedades mecéanicas de las peliculas biodegradables para determinar su
idoneidad en aplicaciones alimentarias. En este contexto, la pelicula que contiene acido lactico 3% (T3) muestra
mejoras notables en las tales propiedades en 1.41 y 1.98 veces la TS y BF en comparacion con la pelicula sin
antimicrobiano (T1). Estudios recientes sugieren que la incorporacion de acidos organicos en peliculas elaboradas a
partir de diferentes polisacaridos aumenta la fuerza de rotura debido a la reticulacion (formacién de enlace éster)
(Gebresas et al., 2023).
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Cuadro 2. Caracterizacion fisica y quimica de las peliculas de almidon de malanga y alginato adicionadas con
antimicrobianos.

Espesor Humedad Solubilidad WVP Resistencia a la Fuerza de
Tratamiento P (g mm/kPa h traccion (TS) rotura (BF)
(mm) (%) (%)
m2) (MPa) (MPa)
Sin

T1 antimicrobiano 0.14 £0.004 26.26 +0.57 28.90+1.36 1.068 + 0.093 7.90 +0.23 22.24 + 0.66

T2 Nisina 2369 Ul 0.15+0.009 28.25+0.03 39.36 +2.09 1.741 £ 0.091 5.50+£0.39 16.59 +1.18

13 NISINA2369Ul+ 19, 000 36214012 61004160  2.406 +0.109 262+005 1859 +0.41
acido lactico 2%

T4 N|§|na ?369 Ul + 0.20+0.02 37.82+0.89 60.06+1.01 2.5+0.162 4,06 £0.65 16.82 £ 2.71
acido lactico 3%

T5 Acido lactico 2% 0.24 +0.02 4152+0.39 5853+0.11 2.314 +0.160 591+1.14 19.85 + 6.82

T6 Acido lactico 3% 0.35+0.02 39.17+0.38 59.59+0.78 2.938 + 0.021 11.15+0.77 44,18 + 3.06

Caracterizacion estructural de las peliculas por FTIR

El andlisis FTIR tuvo como objetivo determinar las alteraciones a nivel molecular inducidas por la
incorporacion de la nisina y el &cido lactico en las cadenas poliméricas. La Figura 2 muestra los espectros de absorcion
FTIR de los estandares (almidén de malanga, alginato, glicerol, nisina y acido lactico) y de la estructura de las peliculas
biodegradables elaboradas (T1-T6) en la region de 2000-700 cm™*. El alginato mostrd picos distintivos en las regiones
de 1597, 1404 y 1025 cm™ * que corresponden a las vibraciones de tension asimétricos de los enlaces C—O, simétricos
del grupo COO— y del estiramiento antisimétrico de C—O-C, respectivamente. El almidon de malanga mostr6 bandas
en 1145 cm— 1 afines a la flexion de enlaces C-OH de los grupos hidroxilo, mientras que las propiedades cristalinas y
amorfas se asocian a bandas en 1076, 997 y 923 cm— 1. El glicerol present6 una banda de deformacidn en la region de
1200-800 c¢cm~ 1. Mostrando picos distintivos en 1125-1000, 930 y 850 cm relacionados con las vibraciones
correspondientes a los enlaces CH-OH, C-O y O-O respectivamente. La nisina presentd bandas de absorcion en la
region de 1700-900 cm™. Los picos a 1652, 1449 y 1033 cm™* corresponde a los enlaces O-H y N-H de grupos amida,
a la presencia de vibraciones de tension simétricos del grupo COO- y la vibracion de CH2-OH, respectivamente. El
acido lactico presentd bandas de absorcion en la region de 1213-1048 cm™ estiramientos de -C-O- del grupo 4cido y
un pico caracteristico en 1720 debido al estiramiento del grupo C=0. El espectro FTIR de T1 presentd bandas similares
al del alginato y glicerol, por otra parte, T2-T6 presentaron similitud en sus bandas asociadas a la presencia de los
compuestos base (alginato y glicerol), asi como de la presencia o ausencia de nisina y acido lactico en picos
caracteristicos.
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Figura 2. Espectros FTIR para peliculas de almidon de malanga y alginato incorporadas con antimicrobianos y sus
compuestos base.
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Actividad antibacteriana in vitro

La actividad antibacteriana de las peliculas fue evaluada con tres bacterias asociadas cominmente a alimentos,
dos especies Gramnegativas (E. Coli y Salmonella) y una grampositiva (L. monocytogenes) y las zonas de inhibicién
obtenidas se muestran en el Cuadro 3. La mayor inhibicién de las tres bacterias estudiadas ocurrié en el T6. No se
observé inhibicién para el T1y T2, ni el efecto mejorado de inhibicion cuando se combinaron nisina y acido lactico
(T3 y T4) pues los valores obtenidos no eran superiores que los reportados para el T5 y T6. La accion antibacteriana
de la nisina podria verse afectada por la interaccion de sus moléculas con carga positiva y las moléculas disociadas del
acido lactico (Eswaranandam et al. 2004). Para los T3-T4 la actividad antibacteriana mejora cuando se aumenta la
concentracion del acido lactico. La eficacia antibacteriana del acido lactico se enfoca en que las moléculas del acido
penetran las membranas celulares hacia el citoplasma, donde sufren una disociacién que provoca la acumulacion de
protones y en consecuencia una acidificacion citoplasmatica que afecta la célula en términos de gasto energético y
blogueo de la actividad enzimatica (Shi et al, 2022).

Cuadro 3. Zona de inhibicion basada en actividades antibacterianas de peliculas de almidén de malanga y alginato
adicionadas con antimicrobianos.

Tratamientos Salmonella VA E. coli 71 L. monocytogenes 71

Tl o Sin inhibicion Sin inhibicion Sin inhibicion
antimicrobiano

T2 Nisina 2369 Ul Sin inhibicién Sin inhibicion Sin inhibicion
Nisina 2369 Ul
T3 + 4cido lactico 15 +0.00 21 +0.00 12 +0.00
2%
Nisina 2369 UL
T4 + 4cido lactico 16.5+0.7 26 +0.57 17 £0.00
3%
Ts Acidy actico 17+0.14 23+ 1.15 155407
16 Acido lactico 21400 26.5 + 0.00 18.5+0.7

3%

Los valores se expresan como media = DE. ZI: Zona de inhibicion (mm).

Se observd mayor susceptibilidad para E. Coli con zonas de inhibicién que superan los 20 mm para todos los
tratamientos excepto para la pelicula sin antimicrobiano y con nisina 2369 Ul. E. Coli tiene flagelos fuera de su pared
celular que permite mayor movilidad, igualmente posee fimbrias, lo cual demostré que la bacteria fue méas absorbible
a las peliculas (Jou et al. 2007). Este estudio estuvo de acuerdo con Eswaranandam et al. (2004) quienes probaron una
pelicula de proteina de soja incorporada con nisina (205 Ul) y acido lactico al 2.6% confirmando que S. gaminara fue
mas susceptible al acido lactico que L. monocytogenes. Adicionalmente la actividad antilisteria fue superior a la
reportada por Pintado et al. (2009) en una pelicula a base de aislado de proteina de suero con 3.0 % de acido lactico y
50 Ul/mL de nisina la cual permitio zonas de inhibicién de 2.14 mm. Otros estudios demuestran que la incorporacion
de &cidos organicos en peliculas ejerce actividad contra las tres bacterias estudiadas (Rocha et al., 2014; Sézbilen et
al., 2022).
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Conclusiones

Se desarrollaron y caracterizaron muestras de peliculas de almidon de malanga y alginato de sodio utilizando
antimicrobianos de origen bacteriano y como plastificantes agua y glicerol. Los resultados de la caracterizacién fisica
y quimica revelaron que la combinacién de ambos antimicrobianos y el aumento en la concentracién del acido lactico
aumenta el espesor, la solubilidad, la humedad y WVP. El tratamiento T6 mostr6 los mejores valores para las pruebas
mecénicas medidas y asi como excelente actividad antibacteriana; sin embargo, la WVP es notablemente afectada por
la adicion del 3% é&cido lactico. Los espectros FTIR demostraron la presencia de la nisina y el &cido lactico en las
cadenas poliméricas.

Recomendaciones

Trabajos futuros sugieren la aplicacién de las peliculas obtenidas en productos alimentarios de baja acidez y
la evaluacidn del efecto antimicrobiano en pardmetros de calidad e inocuidad para entender aun més la funcionalidad
de las peliculas activas. Adicionalmente, se sugiere el estudio de la incorporacion del &cido lactico en concentraciones
que incluyan un rango mas amplio y su interaccion con los demés componentes de pelicula (glicerol y materiales
biopoliméricos) para obtener peliculas éptimas con propiedades de barrera mejoradas.
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