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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar las
propiedades mecanicas (solubilidad, extensibilidad
y ruptura), de barreras (permeabilidad al vapor
de agua (PVA), oxigeno y diéxido de carbono) y
antimicrobianas (contra Staphylococcus aureus,
Listeria monocytogenes 'y Salmonella Enteritidis) de
las peliculas comestibles de alginato de sodio (2% p/v)
y de quitosano (de la cubierta quitinosa de camarones)
(2% p/v) conteniendo nisina (0, 1000 y 2000 UI/mL),
aceites esenciales de ajo (AEA) y de orégano (AEO)
(0, 0,25 y 0,5% v/v). Un total de 27 formulaciones
fueron elaboradas a partir de un disefio factorial de
multiples niveles. Se determin6 cual fue la formulacion
que presentd las mejores propiedades mecanicas, de
barrera y antimicrobiana, en conjunto, para cada una
de las peliculas evaluadas. Los resultados revelaron
que 1000 UI/mL de nisina, 0,25% de AEA y 0,25%
de AEO fueron las formulaciones Optimas para
ambas peliculas. Las peliculas de alginato de sodio
presentaron las mejores propiedades evaluadas. La
incorporacién de antimicrobianos en peliculas de
alginato de sodio influy6 sobre las propiedades de
las peliculas, obteniéndose menores valores de PVA
(2,06 x 1019 g/m s.Pa), fuerza de ruptura (17,66 N)
y solubilidad (27,72%) con respecto a las peliculas
control. La incorporacidén de aceites esenciales y
nisina increment6 la efectividad antimicrobiana en
las peliculas de alginato de sodio. En conclusion las

peliculas comestibles a base de alginato de sodio
con la adicién de nisina, AEA y AEO representan
una alternativa para proteger y garantizar la calidad
e inocuidad microbioldgica y fisicoquimica de los
alimentos.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the
mechanical (solubility, extensibility and rupture),
barrier (water vapor permeability (WVP), oxygen
and carbon dioxide) and antimicrobial (against
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes and
Salmonella Enteritidis) properties of edible films based
on sodium alginate (2% w/v) and Chitosan (of shrimp
chitinous cover) (2% w/v) containing nisin (0, 1000,
2000 IU/mL), garlic essential oil (GEO) and Spanish
oregano essential oil (OEO) (0, 0.25, and 0.5% v/v). A
total of 27 formulations were prepared from a multi-
level factorial design. Formulations that presented the
best mechanical, barrier and antimicrobial properties
were determined for each one of the evaluated films.
The results revealed that 1000 IU/mL nisin, 0.25%
GEO and 0.25% OEO were the optimal formulations
for both films. The sodium alginate films showed
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the best evaluated properties. The incorporation of
antimicrobials in sodium alginate films influenced the
properties of it, resulting in lower values of WVP (2.06
x 10~ 10 g/m s Pa), strength (17.66 N) and solubility
(27.72%) with respect to the control. The incorporation
of essential oils and nisin increased the antimicrobial
effectiveness of sodium alginate films. In conclusion,
edible films based on sodium alginate with the addition
of nisin, GEO and OEO represent an alternative to
protect and ensure the microbiological quality safety
and physicochemical properties of food.
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INTRODUCCION

En los ultimos afios se ha investigado sobre
diversas posibilidades que existen para empacar y
conservar los alimentos, entre las cuales se encuentra
el uso de peliculas y recubrimientos comestibles y
biodegradables [1]. Las peliculas comestibles pueden
ayudar significativamente a reducir el impacto negativo
que pueden causar los empaques o recubrimientos
plasticos al ambiente, ya que en muchos casos estas
peliculas biodegradables son elaboradas a partir de
materiales naturales biodegradables, tales como:
alginato y quitosano.

El quitosano (poli B-(1, 4)-N-Acetil-D-
Glucosamina), una forma diacetilada de la quitina,
es un polisacdrido catidnico natural que pueden
derivarse, entre varias fuentes, de la cubierta quitinosa
de los camarones [2]. El quitosano puede inhibir
el crecimiento de una amplia variedad de hongos,
levaduras y bacterias. El cardcter antimicrobiano
del quitosano es debido a su grupo amino cargado
positivamente, el cual interactiia con la membrana de la
célula microbiana cargada negativamente, conduciendo
a la salida de los componentes intracelulares, y por
ende, a la inactivacién del microorganismo [3].

El alginato es un polisacérido, que se obtiene de
varios tipo de algas, por ejemplo de las algas pardas
de la clase Phaephyceae. Estos son sales de acido
alginico, un copolimero lineal de mondémeros de
los 4cidos B-D-Manurénico y 4cido a-L-Gulurdnico
unidos por enlaces glucosidicos B (1-4) [4]. Aunque
este polisacarido no tiene propiedades antimicrobianas
por si sola, como en el caso de quitosano, este ha
demostrado ser un buen transportador de sustancias
antimicrobianas y antioxidantes, entre otras [5].

Agentes antimicrobianos tales como nisina
(bacteriocina) y aceites esenciales de orégano y ajo han
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sido probados con gran eficacia sobre un gran nimero
de microorganismos tales como: Escherichia coli, E.
coli O157:H7, Listeria monocytogenes, Lactobacillus
sakei, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella spp.,
Shighella spp., Salmonella Enteritidis, Bacillus
spp., mohos y Staphylococcus aureus entre otros
[3,5,6,7,8,9,10,11,12,13].

La nisina es un péptido antimicrobiano pequeilo,
termoestable de 34 aminoacidos producido por
Lactococcus subsp. lactis [14], que ha sido descrito
como una bacteriocina de Clase 1, un grupo que
comprende lantibidticos, los cuales son una familia
de péptidos activos de membrana que contiene los
aminodcidos tioéter inusuales “lantionina” y “B-metil-
lantionina, asi como otros aminoacidos modificados
como la serina deshidratada y treonina [5]. El sitio
primario de accion antimicrobiana para la nisina es
la membrana citoplasmadtica, en el cual se produce un
cambio conformacional de la misma, y en consecuencia
la formacién de un poro, por el cual disminuye la
fuerza proton-motriz y existe la salida del contenido
intracelular (iones, aminodcidos y ATP) [14].

Mientras que los aceites esenciales, también
llamados aceites etéreos o volatiles, son liquidos
aceitosos aromaticos obtenidos de materiales vegetales
tales como: flores, brotes, semillas, hojas, corteza de
ramas, hierbas, madera, frutas y raices, que pueden
obtenerse por fermentacion, extraccion o destilacion
[12]. Los aceites esenciales estan constituidos de
una mezcla compleja de compuestos como terpenos,
alcoholes, cetonas, fenoles, 4cidos, aldehidos y ésteres.
Son sustancia GRAS (generally recognized as safe
— generalmente reconocida como seguras) y su uso
en alimentos como preservativo es con frecuencia
limitado debido a consideraciones de sabor-olor [15].
La actividad antimicrobiana de los aceites esenciales
contra una amplia variedad de bacterias, levaduras y
mohos ha sido demostrada, y su mecanismo de accion
estd dirigido a multiples sitios especificos sobre la
célula microbiana, entre ellas, degradacion de la pared
celular, dafio a la membrana citoplasmadtica y proteinas
de membrana, salida del contenido intracelular,
coagulacion del citoplasma y el agotamiento de la
fuerza protén-motriz [5].

Las peliculas comestibles a base de polisacaridos
entre otras fuentes pueden servir de vehiculo de
compuestos antioxidantes y antimicrobianos, las
cuales pueden actuar sobre los radicales libres y
microorganismos alterantes y/o patdgenos, mejorando
asi la vida qtil, calidad e inocuidad de los alimentos
[13,16,17].

Por lo tanto, los objetivos de este trabajo fueron
evaluar las propiedades antimicrobianas (contra S.




aureus, L. monocytogenes y Salmonella Enteritidis)
de peliculas comestibles a base de alginato de sodio
y peliculas a base de quitosano con nisina, y/o aceites
esenciales de ajo y/o orégano incorporados solos o en
combinacidn dentro de la formulacién de la pelicula,
de acuerdo al disefio factorial de multiples niveles.
Ademads, una caracterizacién de las propiedades
mecanicas (extensibilidad, ruptura y solubilidad) y
de barrera (permeabilidad al vapor de agua, oxigeno
y didéxido de carbono) fue también evaluada.

MATERIALES Y METODOS

Materiales: Alginato de sodio (Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA) y quitosano de bajo peso molecular
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) fueron utilizados
como material base para elaborar las peliculas. Glicerol
de grado comestible (Merck, WhitehouseStation,
NIJ, USA) fue empleado como agente plastificante, y
aceite de maiz (Alimentos Polar, Caracas, Venezuela)
como agente emulsificante. Adicionalmente, cloruro
de calcio (CaCl,) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
fue empleado para lograr un mejor entrecruzamiento
con las moléculas de alginato de sodio, dandole un
caracter de insolubilidad a las peliculas. Sustancias
antimicrobianas tales como: nisina proveniente del
Lactococcus lactis “lactis” (Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA), aceite esencial de ajo (AEA) (Sigma-
Aldrich St. Louis, USA) y aceite esencial de orégano
(AEO) (Sigma-Aldrich St. Louis, USA) fueron
también incorporadas para impartirle propiedades
antimicrobianas a las peliculas.

Elaboracion de las peliculas:

Solucion formadora de peliculas a base de
alginato de sodio (PAS): La soluciéon base fue
elaborada con 2% (p/v) de alginato de sodio disuelto
en agua destilada previamente calentada a 70°C, luego
fue mezclado con 1% (v/v) de glicerol y 0,2% (v/v)
de aceite de maiz, a través de un ultra-turrax T25
(IKA®WERKE, Alemania) a 6500 rpm durante 5 min
y desgasificada bajo vacio para evitar la formacién
de burbujas [18,19]. La concentracion de 2% (p/v) de
PAS fue seleccionada a partir de pruebas preliminares
(datos no mostrados).

Solucion formadora de peliculas a base de
quitosano (PQ): La solucion base fue elaborada con
2% (p/v) de quitosano disuelto primero en una solucion
de 1% (v/v) 4cido acético y luego se le agregd 1% (v/v)
de glicerol y 0,2% (v/v) de aceite de maiz [13,18].
La mezcla fue calentada a 70°C en un bafio de Maria
durante 15 minutos y homogeneizada con un Ultra
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Turrax T25 (IKA®WERKE, Alemania) a 6500 rpm
durante 5 min y desgasificada bajo vacio para evitar la
formacion de burbuja. La concentracion de 2% (p/v) de
PQ fue seleccionada a partir de pruebas preliminares
(datos no mostrados).

Preparacion y adicion de las sustancias
antimicrobianas a las peliculas:

Preparacion de la solucion de nisina: Se prepard
una solucidn stock de nisina a una concentracion de
10000 UI/mL disolviendo 1 g de nisina comercial al
2,5% en 100 mL de HC1 0,02 N. La solucién obtenida
se ajustd a pH 4,9 con NaOH 1 N, y se esteriliz6 a
121°C por 15 min [20,21,22,23]. La solucién madre
de nisina fue refrigerada a 4°C durante 24 horas antes
de suuso. A partir de esta solucion stock se prepararon
las soluciones de trabajo de 1000 y 2000 U/mL

Adicion de las sustancias antimicrobianas
a la solucion formadora de pelicula: Nisina (0,
1000 6 2000 UImL), AEO (0, 0,25 6 0,5%, v/v) y
AEA (0, 0,25 6 0,5%, v/v) se incorporaron como
agentes antimicrobianos, solos o en combinacion,
a las soluciones formadoras de peliculas, como se
especifica en la Tabla 1 (basado en un disefio factorial
de multiples niveles), y fueron mezclado con un Ultra
Turrax T25 (IKA®WERKE, Alemania) a 6500 rpm
durante 2 min y luego desgasificada bajo vacio.

Formacion de las peliculas: Se adicionaron 20 mL
de las soluciones formadoras de peliculas de quitosano
o alginato de sodio con o sin antimicrobianos afiadidos
aplacas de Petri estériles de poliestireno (plasticas) de
8 cm de didametro, y luego fueron secadas a 50°C en
una estufa durante 8 horas. Las PQ fueron removidas
de las placas de Petri, y fueron almacenadas a 25°C y
50 £+ 10% de HR. Mientras que, las PAS fueron luego
sumergidas en una solucién de CaCl, al 3% (p/v) por 2
min, para favorecer el entrecruzamiento y disminuir su
solubilidad en agua [24]. Luego la solucién remanente
fue descartada y PAS tratadas fueron removidas de
las placas de Petri y secadas a temperatura ambiente
(25°C) a 50 £ 10% de HR hasta el momento de su
evaluacion.

Evaluacion de las propiedades de las peliculas:

Determinacion de la permeabilidad al vapor de
agua: La permeabilidad al vapor de agua se determin6
gravimétricamente a 25°C utilizando una modificacién
del método E96-93 de la ASTM [25]. Se cortaron
tres discos de 3 cm de didmetro de cada pelicula, se
colocaron sobre cépsulas de metilmetacrilato que
contenian 5 mL de agua destilada en su interior, y se
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fijaron con un aro de metilmetacrilato. Las capsulas
se colocaron en desecadores que tenian una solucidén
saturada de cloruro de magnesio hexahidratado
(MgCl,.6H,0) a 25°C y 33% de HR. El peso de las
capsulas fue registrado cada 30 minutos durante 6
horas.

La transferencia de vapor de agua de las peliculas
(m, pendiente de la curva de la pérdida de peso en el
tiempo g/s) se calculd por regresion lineal, mientras
que la tasa de transferencia de vapor de agua (TPVA)
de las peliculas se determind dividiendo m;, entre el
area de la pelicula en estudio.

TPVA — % (mf_ S)

La permeabilidad al vapor de agua (PVA) se obtuvo
empleando la siguiente ecuacion:

PVA =

LxTPVA( g )
pi—pa \m.s.Pa

Siendo “L” el promedio del grosor de las peliculas
en metros, “pa” la presion externa de la capsula la
cual es igual a 1046 Pa, y “pi” la presion interna de
la cépsula la cual es igual a 3170 Pa [12].

Determinacion de la permeabilidad al oxigeno y
dioxido de carbono: Se empled el método basado en
la norma ASTM D1434-82 [26], el cual determina las
propiedades de permeabilidad de gases de materiales
poliméricos, utilizando un método volumétrico con
una celda de permeabilidad. Las muestras fueron
cortadas y medidas bajo condiciones ambientales
especificas de laboratorio (23 + 2°C de temperatura y
50 = 10% de HR).

Determinacion de la Solubilidad en agua a
temperatura ambiente: Se cortaron 6 rectangulos de
2 cm x 3 cm. Cuatro de las muestras fueron pesadasy
puestas en vasos precipitados de 100 mL con 30 mL de
agua destilada, sellados con parafilmy dejados por 24
horas a temperatura ambiente. Las piezas remanentes
fueron filtradas usando papel de filtro (Whatman N°
1), y llevadas a la estufa (60°C) hasta que alcanzaron
peso constante. Las otras dos muestras fueron también
secadas hasta peso constante, y utilizadas para
comparacion [27].

El porcentaje de solubilidad fue determinado
utilizando la siguiente férmula:

Peso materia seca iniclal — Peso de materia seca final
X

% Solubilidad = - —
Peso materia seca inicial

100
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Determinacion de la extensibilidad y ruptura: El
porcentaje de extensibilidad y ruptura de las peliculas
fue evaluado con los métodos estandar de la ASTM
D882 [28] para la tension, con un texturémetro Stable
Micro System, modelo TA-XT2i (Haslemere, Surrey,
UK). Las peliculas se cortaron en tiras de 10 cm de
largo x 2 cm de ancho y se fijaron con ganchos de
tension al texturémetro. Se aplicod una fuerza de 15
N para evaluar su capacidad extensible o resistencia
a la deformacion, y una velocidad transversal de 5
mm/s para la tensidn. El 4rea expuesta de la pelicula
fue de 7 cm de largo. Se evalu¢ la fuerza de tensién y
elongacion al punto de fractura y la elasticidad.

Microscopia electréonica de barrido (MEB):
Las muestras se recubrieron con oro para conferirles
propiedades conductivas y luego fueron observadas
en un microscopio electronico de barrido (Jeol JSM
6400F, Tokio, Japon).

Propiedades antimicrobianas de las peliculas: Se
aplico la técnica de difusion por discos [29,30]. Se
cortaron pequefios discos de 0,9-1 cm de didmetro de
las distintas peliculas formuladas y se colocaron sobre
placas de agar Muller Hinton (Himedia, Mumbai,
India), inoculadas previamente con cultivos puros de
S. aureus, L. monocytogenes o Salmonella Enteritidis
en una concentracion de 107 UFC/mL. Posteriormente
se incubaron a 37°C durante 24-48 horas, y finalmente
los halos de inhibicién (mm) fueron medidos con un
vernier (Mitutoyo Co, Tokio, Japén).

Diseiio experimental y andlisis estadistico: Se
aplicd un disefio “Factorial Multi-nivel”, utilizando el
programa estadistico Statgraphics Plus 5.1 (StatPoint
Technologies, Inc., Virginia, USA) para obtener
peliculas con las mejores propiedades mecanicas, de
barrera y antimicrobianas (combinacién Optima). Se
probaron combinaciones de tratamientos con 3 niveles
de nisina, 3 niveles de aceite esencial de ajo, 3 niveles
de aceite esencial de orégano, y 2 repeticiones (3x3x 3
x 2) contra cada microorganismo evaluado (Salmonella
Enteritidis, L. monocytogenes'y S. aureus). Un andlisis
de varianza de multiples factores con una prueba a
posteriori (Test de rango multiples a través del método
de Diferencia Minima Significativa de Fisher (LSD))
con un nivel de confianza del 95,0% fue llevado cabo,
para encontrar diferencias significativas (p<0,05)
entre condiciones de tratamiento (antimicrobianos
solos o combinados a diferentes concentraciones)
por cada parametro evaluado (permeabilidad al
vapor de agua, oxigeno y diéxido de carbono,
solubilidad, extensibilidad, ruptura y zona de inhibicién




antimicrobiana). Todos los pardmetros evaluados se
determinaron en dos oportunidades y por duplicado
(n=4 <+ desviacion estandar).

RESULTADOS

Seleccion de la combinacion dptima para
cada tipo de pelicula: a partir de los resultados
arrojados por el disefio factorial de multiples
niveles, se obtuvieron las PASy PQ con las mejores
propiedades de barrera, mecanicas y antimicrobianas
(condicidn 6ptima). Estos resultados indicaron como
condicién 6ptima, la combinacién que incluia una
concentraciéon de 1000 UI/mL de nisina, 0,25%
de AEA y 0,25% de AEO. Las peliculas con la
condicidn 6ptima mostraron las mejores propiedades
en cuanto a permeabilidad al vapor de agua,
solubilidad y actividad antimicrobiana, pero menos
resistencia a la fuerza de ruptura y extensibilidad,
en comparacion con las peliculas control o aquellas
condiciones en donde un solo antimicrobiano a
diferentes concentraciones fue aplicado. En la Tabla
2 se muestran los resultados obtenidos para las
propiedades mecdnicas y de barrera y en la Tabla 3
se muestran las propiedades antimicrobianas de las
PAS y PQ para la condicién control, combinacién
optima, y combinacién de las concentraciones
maximas de los antimicrobianos evaluados.
Adicionalmente, las propiedades de las peliculas con
cada uno de los agentes antimicrobianos evaluados
individualmente a diferentes concentraciones fueron
también mostradas.

TABLA 1
Formulacion de la solucion formadora de peliculas de
alginato de sodio al 2% (p/v) y peliculas de quitosano al
2% (p/v) con o sin agentes antimicrobianos, basado en un
disefio factorial de multiples niveles

Concentracion de las sustancias

L. i antimicrobianas usadas
Formulacion Condicién

Ni AEA AEO
(Ul/mL) (%) (%)
F1 Control Q 0 0
F2 Optima* 1000 0,25 0,25
F3 Maxima 2000 0,50 0,50
F4 Nisina 1 o] = =
F5 Nisina 2 1000 - -
F6 Nisina 3 2000 = =
F7 AEA1 - 0 -
F8 AEA2 - 0,25 -
F9 AEA3 - 0,50 =
F10 AEO1 = = 0
F11 AEO 2 - - 0,25
F12 AEO3 - . 0,50

Ni: Nisina; AEA: Aceite esencial de ajo; AEO: Aceite esencial de
orégano
*Condicién obtenida por el disefio factorial de multiples niveles.
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TABLA 2
Propiedades de barrera, mecanicas y solubilidad de
peliculas comestibles elaboradas a base de alginato de
sodio al 2% (p/v) y quitosano al 2% (p/v) con nisina, aceites
esenciales de ajo y/o orégano.

Param etro s
p—

Pelizuila
pad Formulaclan Py

<= gima e

o

FoH00
2,1:00°
1401

3200
3B
3320,

Io00
23:0,1

2EMD

Fio g0
Fil 25:0,1

Fi2 2300

Fi RE
F2 3501

F2 200
Fi4 5380,
s 5E:00

F S G010
=

Fe

i

Flo

Fi1

b . e s . s |

Fa 53m,1°

10,1
E R
6.3:0,1°
101

Fi2 4550, 1

*Cada valor se determind en dos oportunidades y por duplicado (n=4
+ desviacion estandar)

F,_4,: Formulacion de las peliculas segun Tabla 1; PVA: Permeabilidad
al vapor de agua; S: solubilidad; R: fuerza de ruptura; E: Extensibilidad;
PO,: Permeabilidad al oxigeno; PCO,: Permeabilidad al diéxido de
carbono; PAS: Pelicula de alginato de sodio al 2% (p/v); PQ: Pelicula
de quitosano al 2% (p/v).

Diferentes letras (a, b, ¢, d, e, f, g, h, i) en una misma columna, indica
diferencia significativa (p<0,05) entre condicidén por cada parametro
evaluado.

TABLA 3
Actividad antimicrobiana de peliculas comestibles
elaboradas a base de alginato de sodio al 2% (p/v) o
peliculas de quitosano al 2% (p/v) con la incorporacién de
nisina, aceites esenciales de ajo y/o orégano.

Concentracion ‘Zona de Inhibicion (mm)
Condicion i  AEA  AEO PAS PQ
(LimL] (% %) SE SA LM SE SA [
Control 0 0 0 0:08 0:08 008 27+0,3% 142198 23433

Optima 1000 025 025 193411 209+14° 35510,15150:0,20341: 28 33,6: 019

Maxima 2000 0.5 05 380+40° 5234360 456418'438+3,0040444,80 463107

T 0 - - 00:00 00300 00:00 27t05 14119 28138
el Ao 1254701830020 724269964 7,10 1911 W 2415
W00 - . 3053 408506 472401 281418519048 45720
T 0 - 00:00 00:00 00:000 27503 14213 23133
MR- 0B - DDH0 BSHON 101270 19409 106128 68411
- o5 1353000 28.5£0,1° 18.1201° 263 0.0° 26+0,1° 188211
T - 0 00:00 00:007 00:000 1418 27203 23135
fin - 025 00100 00:00° 00:00° 25:04 36104 43105

- - 05 00:000 B£3£130 80+320 41+¢225 562080 55:04°

*Cada valor se determiné en dos oportunidades y por duplicado (n=4
+ desviacion estandar)

Ni: Nisina; AEA: Aceite esencial de ajo; AEO: Aceite esencial de
orégano; PAS: peliculas comestibles elaboradas a base de alginato
de sodio al 2% (p/v); PQ: peliculas comestibles elaboradas a base de
quitosano al 2% (p/v) SE: Salmonella Enteritidis; SA: Staphylococcus
aureus; LM: Listeria monocytogenes.

Diferentes letras minusculas (a, b, ¢, d, e, f, g) en una misma columna,
indica diferencia significativa (p<0,05) entre condicién por cada
microorganismo y tipo de pelicula.
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Permeabilidad al vapor de agua (PVA): En la
Tabla 2 se muestran los valores de PVA4 obtenidos
para las PAS y PQ. Se observo que las PQ tuvieron
una mayor PVA (p<0,05) en comparacioén con las
PAS, entrecruzadas idnicamente con Cat?2 tanto
en las peliculas controles como en aquellas con
antimicrobianos anadidos. En las PASy PQ se observo
que la adicién de compuestos lipidicos tales como
los AEA y/o AEO afectd significativamente (p<0,05)
la PVA, ya que ésta disminuy6 cuando los aceites
esenciales de ajo y orégano fueron incorporados en
la formulacioén; mientras que con la adicion de nisina,
ambas peliculas tuvieron una ligera disminucidn de la
PVA. Sin embargo, cuando los tres antimicrobianos
fueron incorporados dentro de las peliculas, se observd
una disminucion significativa (p<0,05) de la PVA en
comparacion con las peliculas controles y en aquellas
con la adicion de cada uno de los antimicrobianos
afladidos individualmente.

Permeabilidad a los gases: Las PAS entrecruzadas
i6nicamente con Ca'2 fueron significativamente
(p<0,05) més permeables al oxigeno y menos
permeables al diéxido de carbono que las PQ controles
no entrecruzadas (Tabla 2). No obstante, cuando la
nisinay los AEA y AEO fueron incorporados juntos en
la formulacién de la pelicula (combinacién 6ptima), un
aumento significativo (p<0,05) de la permeabilidad al
oxigeno y didxido de carbono fue observado en ambos
tipos de peliculas.

Solubilidad: Se observd que las PAS entrecruzadas
i6nicamente con Ca*? tuvieron una menor solubilidad
(p<0,05) en comparacion con las PQ no entrecruzadas,
tanto en las peliculas controles como en aquellas con
antimicrobianos afiadidos (Tabla 2). En las PAS'y PO
se notd que la solubilidad de las peliculas fue afectada
ligeramente por la adicidn de la nisina y los 4EA
y/o AEO afiadidos individualmente. Sin embargo, la
solubilidad fue afectada significativamente (p<0,05)
cuando los tres antimicrobianos fueron incorporados
dentro de las peliculas; ya que una menor solubilidad
fue observada (Tabla 2).

Fuerza de ruptura y extensibilidad: Las PAS
entrecruzadas idénicamente con Ca'2 necesitaron una
mayor fuerza para su ruptura y fueron mas extensibles
que las PQ no entrecruzadas, tanto en las peliculas
controles como en aquellas con antimicrobianos
afladidos (Tabla 2). La incorporacion de aceites
esenciales y nisina en las formulaciones de las PQ
causé una disminucidn significativa (p<0,05) en la
fuerza a la ruptura y en la extensibilidad de la pelicula
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(Tabla 2). Cuando se incrementaba la concentracion
de estos compuestos antimicrobianos evaluados
individualmente, la resistencia a la fuerza de ruptura
y extensibilidad de las PQ era menor. La combinacién
de AEA y AEO junto con nisina disminuyeron ain
mas estas propiedades mecanicas (Tabla 2). Por
su parte, las PAS disminuyeron significativamente
(p<0,05) su fuerza de resistencia a la ruptura cuando
concentraciones intermedias de aceites esenciales
(0,25%) y nisina (1000 UI/mL) fueron aplicadas en la
pelicula. Este mismo comportamiento fue observado
en la extensibilidad de la pelicula con la aplicacién
de los antimicrobianos anadidos a la formulacion,
a excepcidn de la nisina, la cual disminuy¢ la
extensibilidad de la pelicula cuando mayores
concentraciones fueron aplicadas. La combinacién
de nisina y AEA y AEO disminuy6 las propiedades
mecénicas de las PAS en comparacion con las peliculas
control (Tabla 2).

Microscopia electronica de barrido (MEB): Las
micrografias realizadas por MEB (Fig.1) demostraron
que las PQ al 2% (p/v) con nisina (1000 Ul/ml) y
aceites esenciales de ajo (0,25% v/v) y orégano (0,25%
v/v) incorporados presentaron poros y grietas en
comparacion a las PAS al 2% (p/v) con nisina (1000 U/
ml) y aceites esenciales de ajo (0,25% v/v) y orégano
(0,25% v/v), las cuales presentaron una superficie mas
lisa y compacta, sin poros y grietas.

Fig. 1. Micrografias tomadas por microscopia electrénica de
barrido (MEB) de las peliculas comestibles de alginato de
sodio al 2% (a) y de quitosano al 2% (b).

Propiedades antimicrobianas: Las PQ sin nisina
y aceites esenciales de ajo y orégano demostraron
tener efectos antimicrobianos significativos (p<0,05)
por si solas (Tabla 3). En contraste, ningin efecto
antimicrobiano significativo (p>0,05) fue encontrado
en esas PAS (Tabla 3). Las peliculas que contenian
nisina sola, exhibieron los mayores halos de inhibicion
(p<0,05) en comparacion con aquellas peliculas que
contenian aceite esencial de ajo u orégano solos. Se
observd que a medida que se aument6 la concentracion




de antimicrobianos, también se aumento la zona de
inhibicidn, tanto para las PAS como para las PQ.
La combinacién de nisina, AEA y AEO fue mas
efectiva que cada una aplicada individualmente
(Tabla 3). La nisina y los AEA y AEO evaluados
individualmente fueron mas efectivos contra S. aureus
y L. monocytogenes que contra Salmonella Enteriditis.
Este mismo comportamiento fue observado cuando los
compuestos antimicrobianos fueron agregados juntos
en la formulacioén de ambas peliculas.

DISCUSION

La combinacion 6ptima de los antimicrobianos
anadidos a las PAS y PQ arrojada por el disefio
factorial de multiples niveles, generé una combinacién
para cada tipo de pelicula, el cual comprobd que
se obtuvieron las mejores propiedades de barrera,
mecénicas y antimicrobianas. Con la seleccion de esta
combinacioén Optima en la formulacion de las PAS 'y
PQ se buscd usar la minima cantidad de las sustancias
incorporadas para obtener la maxima eficiencia en
estas propiedades.

La PVA indica la capacidad que tiene el material
para permitir el paso del vapor de agua a través
de él; por lo tanto, se requiere una permeabilidad
baja para tener una mayor resistencia al paso del
vapor de agua y de éste modo mantener por mayor
tiempo la frescura de los alimentos. Los resultados
obtenidos en la Tabla 2 mostraron como las PQ
presentaron mayores valores de PVA que las PAS
entrecruzadas idnicamente con Ca'2. Esto es debido
probablemente a la adicion del cloruro de calcio al 3%
a las formulaciones de alginato de sodio, ya que este
interactia con el alginato de sodio, favoreciendo asi
la formacién de peliculas més compactas con poros
mucho mas pequeflos y con mayor resistencia a la
PVA [31]. Resultados similares son presentados por
Arias y col. [31], quienes reportaron que peliculas
de alginato de sodio al 2% con la adicidén de aceite
esencial de orégano y carbonato de calcio (0,2%)
presentaron una menor PVA en relacion a las peliculas
sin adicién de calcio. En contraste, Buonocore y col.
[32] sefialaron que PQ presentaron menor PVA en
relacién a peliculas hechas con caseina y alginato.
Los resultados de la Tabla 2 mostraron ademas,
como la adiciéon de antimicrobianos, y en especial
los aceites esenciales, dentro de las formulaciones de
PAS y PQ disminuyeron la PVA en comparacion a la
condicion control (sin antimicrobianos). Esto ocurre
debido a que la difusién de vapor de agua a través de
la pelicula ocurre a través de las zonas hidrofilicas
y la incorporacion de sustancias hidrofébicas como
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los aceites esenciales, causan un comportamiento
en contra de la transferencia de humedad; por lo que
al aumentar la concentracidon de aceite esencial de
orégano y/o ajo, la transferencia de vapor de agua a
través de las peliculas disminuye significativamente.
Resultados similares fueron reportados por Rojas-Graii
y col. [16], quienes reportaron valores de 6,17 x 10-10
g/m.s.Pa para las peliculas elaboradas a base de puré
de manzana conteniendo 0,1% de aceite de orégano.
Maizuray col. [27] obtuvieron valores que van de 5,1
x 10710 g/m.s.Pa para peliculas de almidén de sago-
alginato hasta 4,9 x 10710 g/m.s.Pa para esa misma
pelicula, pero conteniendo 0,3% de aceite esencial de
limén. Aun cuando en esta investigacion no se evalud
el efecto del uso de diferentes concentraciones de
glicerol como agente plastificante, se conoce que este
aditivo puede disminuir las fuerzas intermoleculares
entre las cadenas del biopolimero, incrementado la
PVA[27,33,34]. Su presencia en la matriz polimérica
la hace menos densa, y en consecuencia, existe mas
espacio para que las moléculas de agua migren,
favoreciendo la adsorcidn y desorcion de las moléculas
de agua [33]. Los grupos polares (-OH) presentes a lo
largo de las cadenas del agente plastificante favorecen
el desarrollo de enlaces de hidrogeno entre el agente
plastificante y el biopolimero, y como resultado, se
consigue una mayor flexibilidad y permeabilidad en las
peliculas [35]. Este mismo efecto puede ser atribuido a
la permeabilidad al oxigeno y al diéxido de carbono de
las PQ'y PAS, el cual pudo aumentar cuando el agente
plastificante fue incorporado en las peliculas. Estos
resultados demuestran que los materiales no polares
como los lipidos pueden actuar como excelentes
barreras a la humedad, pero son pocos efectivos como
barrera a los gases [16, 39].

La solubilidad en agua de las peliculas evaluadas
a temperatura ambiente (T= 25°C) fue influenciada
significativamente por el tipo de polimero, la
concentracién del mismo, y la incorporacion de
sustancias hidrofobicas a la formulacion de la pelicula.
Adicionalmente, otros factores como la incorporacion
de glicerol pudieron afectar la solubilidad de las
peliculas debido a sus propiedades hidrofilicas,
interaccionando sus moléculas fuertemente con el
agua y formando una red de enlaces de hidrogeno
que favorece la solubilidad [27]. Al comparar la
solubilidad de las PQ con las PAS entrecruzadas
i6nicamente con Ca'2, se observo que la solubilidad
de las PQ fue mayor que las PAS. Por lo tanto, las PAS
mostraron ser mas resistentes al agua, y mantuvieron
mejor su integridad en medio acuoso. Este hecho
pudiera ser atribuido a la adicidn del cloruro de calcio
al 3% en la formulacion de la pelicula. Los iones de
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calcio interactiian con las moléculas de alginato de
sodio y originan mayores fuerzas intermoleculares
(entrecruzamiento), formando redes tridimensionales
que favorecen la insolubilidad de las peliculas en
medio acuso [36]. Por otra parte, la naturaleza lipidica
de los aceites esenciales agregados a la formulacion
también afect6 la solubilidad de las peliculas. Esto es
debido a que aumentan las proporciones hidrofobicas
de la pelicula, y por ende se hace mds insoluble en
agua, ya que se limitan las interacciones entre el agua
y la matriz formada [37]. La menor solubilidad de las
PAS entrecruzadas idnicamente con Ca*2 con la adicion
de AEA y AEO, las hace mas efectivas que las PQ no
entrecruzada para ser utilizadas como recubrimientos
en alimentos con una alta actividad de agua tales como:
frutas y camnes, ya que pueden mantener mejor su
integridad fisica.

Las PAS entrecruzadas iénicamente con Ca'2 fueron
mas elésticas y resistentes que las PQ no entrecruzada.
Esto puede ser evidenciado en las micrografias del
MEB, donde poros y grietas demuestran la debilidad
de las PQ. Resultados similares fueron reportados por
Villagémez y col. [38], quienes reportaron una mayor
flexibilidad y resistencia en las peliculas de alginato
solas o mezcladas con carragenina, en comparacion
con las peliculas de proteina de suero. Este hecho
pudiera atribuirse a que los iones Ca'? provenientes
del cloruro de calcio anadido a las formulaciones de
alginato de sodio ocupan los pequefios espacios entre
los filamentos de la pelicula lo que resulta en una
estructura mas resistente [36].

Los resultados de la evaluacion de las propiedades
antimicrobianas de las PAS y PQ con nisinay AEA'y
AEO incorporados demostraron una mayor efectividad
sobre L. monocytogenesy S. aureus (microorganismos
Gram-positivos) que sobre Salmonella Enteritidis
(microorganismo Gram-negativo). Este hecho es
atribuido a la membrana externa que poseen las
bacterias Gram-negativas, la cual crea una barrera
adicional y semipermeable a ciertas sustancias,
obteniendo asi una mayor resistencia antimicrobiana
[5]. Por el otro lado, es bien sabido que la nisina actia
principalmente sobre bacterias Gram-positivas a nivel
de la membrana citoplasmadtica, originando poros
que causan pérdida de compuestos citoplasmaticos,
inhibicién del transporte de los aminoécidos,
despolarizaciéon de la membrana y en consecuencia
muerte celular [5]. Por su parte, el mecanismo de
accion de los aceites esenciales no esta totalmente
definido, por la diversidad de componentes activos
que pueden contener, se le atribuyen diferentes modos
de accion como degradacion de la pared celular, dafio
a la membrana citoplasmatica y a las proteinas de la
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membrana, coagulacion del citoplasma entre otros
[5,40]. La accién antimicrobiana del aceite esencial
de ajo ha sido atribuida principalmente a la alicina [3];
mientras que la actividad antimicrobiana del aceite
esencial de orégano es debida a la alta concentracién
de compuestos fendlicos como el timol y el carvacrol
[41]. En consecuencia, diversos autores han reportado
el efecto antimicrobiano de los aceites esenciales y
nisina adicionado a peliculas. De este modo, Pranoto
y col. [3] reportaron que S. aureus 'y B. cereus son
mas sensibles al aceite esencial de ajo incorporado
en peliculas de alginato de sodio, que E. coliy S.
Typhimurium. De igual manera, Seydim y Sarikus
[42] elaboraron peliculas de proteina de suero y le
adicionaron aceite esencial de ajo, orégano y romero en
concentraciones de 1% a 4% (p/v). Ellos evaluaron sus
propiedades antimicrobianas frente a £. coli O157: H7,
S. aureus, Salmonella Enteritidis, L. monocytogenes
y L. plantarum, y encontraron una mayor efectividad
antimicrobiana cuando se afiadieron aceites esenciales
de orégano (2%) y ajo (3%).

CONCLUSIONES

Formulaciones con peliculas a base de alginato de
sodio al 2 % (p/v) y a base de quitosano al 2% (p/v),
ambas, con nisina (1000 UI/mL), 4E4 (0,25% v/v)
y AEO (0,25% v/v) fueron obtenidas con éxito, sin
embargo, las PAS con nisina, AEA y AEO entrecruzadas
i6nicamente con Ca'2, mostraron mejores propiedades
que las PQ con nisina, AEA y AEO no entrecruzada
i6nicamente con Ca'Z; principalmente por ser menos
insolubles en agua, presentar una baja permeabilidad al
vapor de agua y a los gases, presentar mayor resistencia
a la ruptura y servir de transportadoras de sustancias
antimicrobianas para poder inhibir el crecimiento de L.
monocytogenes, Salmonella Enteritidis y S. aureus, por
lo que peliculas de esta naturaleza pueden ser sugeridas
para recubrir alimentos con una alta actividad de agua
tales como: frutas y carnes, entre otros.
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