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Resumen

El empleo de peliculas comestibles formuladas con com-
puestos antimicrobianos para recubrir alimentos es una
forma de "envasado activo”. Mediante esta tecnologia,
se busca extender la vida util de un producto alimenti-
cio y disminuir la tasa de contaminacion microbiana
favoreciendo la sequridad de los consumidores. Los aci-
dos organicos y sus sales han sido utilizados amplia-
mente como aditivos alimenticios para controlar el de-
sarrollo de patogenos y evitar la diseminacion de enfer-
medades. En el presente trabajo, se evalud el potencial
antimicrobiano de peliculas comestibles elaboradas a
base de proteinas del lactosuero (WPC) y glicerol (Gli)
con la incorporacion de sorbato de potasio (SP), benzo-
ato de sodio (BS) y propionato de sodio (PS) frente a Ia
cepa shigatoxigénica Escherichia coli 0157:H7 ATCC
43895. La incorporacion de las sales organicas en las
peliculas acidas de WPC/Gli obtenidas a pH 5,2 se reali-
z6 en cuatro concentraciones: 0,25%, 0,50%, 0,75% vy
1,0% p/p. La actividad antimicrobiana se evalud en
medio agar Mueller-Hinton requlado a pH 5,2 a través
de ensayos de difusion en agar y pruebas de barrera
(cualitativa y cuantitativa). Ademas, se estudio la rela-
cion entre la capacidad antimicrobiana de las peliculas
y la concentracion de inoculo bacteriano (alto y bajo). El
ensayo de difusion mostré que la incorporacion de SP y
BS a las peliculas comestibles de WPC/Gli redujo o inhi-
bid el crecimiento de E. coli, excepto cuando la concen-
tracion de SP fue 0,25%. Este efecto fue mas notorio a
medida que la concentracion de sales organicas en las
peliculas aumentd y mas evidente a inoculo bajo del
patdgeno. No se observo inhibicion alguna ante la incor-
poracion de PS en las peliculas. Los resultados de las
pruebas de barrera cualitativa revelaron que tanto el SP
como el BS a concentraciones iguales o superiores a
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0,50% presentan excelentes propiedades para prevenir
la contaminacion externa, no siendo efectiva la adicion de
PS a las concentraciones ensayadas. Los resultados de las
pruebas de barrera cualitativa y cuantitativa fueron cohe-
rentes con los obtenidos en los ensayos de difusion en agar.
En conclusion, la adicion de SPy BS a peliculas comestibles
acidas de WPC/Gli puede ser de suma utilidad para preve-
nir la contaminacion post-proceso de los alimentos,
demostrando un amplio potencial para su aplicacién como
recubrimiento activo en la industria alimentaria.

Palabras claves:peliculas comestibles, proteinas del lac-
tosuero, sales organicas, actividad antimicrobiana,
enfermedades transmitidas por los alimentos.

Introduccion

En los ultimos afios la investigacion sobre recubrimien-
tos y peliculas comestibles ha sido tan variada como
intensa, y varios factores indican que este interés conti-
nuara en lo sucesivo. Las motivaciones para el desarro-
llo de esta area surgen por la necesidad de reducir el
impacto ambiental causado por el uso de envases sinté-
ticos, la posibilidad de aprovechar materiales muy abun-
dantes en la naturaleza que son considerados como de-
sechos, el interés del consumidor por la calidad e inocui-
dad de los alimentos, y el desafio por desarrollar nuevos
y mejores productos. En este sentido, el desarrollo en el
campo de la elaboracion de peliculas comestibles es un
reto permanente para la tecnologia de alimentos.

Los recubrimientos y peliculas comestibles han
sido ampliamente utilizados durante siglos, principal-
mente con el objetivo de prevenir la pérdida de hume-
dad y mantener la calidad y textura de los alimentos
durante su almacenamiento (Jooyandeh, 2011). Los prin-
cipales componentes de las peliculas comestibles son



sustancias reconocidas como seguras, denominadas GRAS
de sus siglas en inglés (Generally Recognized As Safe), tales
como polisacaridos, lipidos y proteinas; cada una de ellas
con caracteristicas funcionales distintivas. En especial, las
proteinas han demostrado ser excelentes materiales for-
madores de recubrimientos y peliculas comestibles debido
a sus caracteristicas fisicoquimicas y estructurales.

Entre las proteinas mas utilizadas en el de-
sarrollo de peliculas comestibles se encuentran gluten
de trigo, proteinas de soja, albumina de huevo, gelatina,
colageno y proteinas del lactosuero. El lactosuero es el
resultante liquido generado en el proceso de coagula-
cion de las caseinas de la leche en la manufactura de
quesos, tradicionalmente utilizado como alimento de
cerdos y ganado, como fertilizante, o simplemente de-
sechado. En la actualidad, existe un creciente interés
mundial por el uso de estas proteinas como aditivo ali-
menticio debido a sus importantes propiedades funcio-
nales y al mayor beneficio econdmico que se lograria en
las industrias lacteas con el aprovechamiento de un
subproducto proveniente de la elaboracion de quesos.

Las proteinas del lactosuero poseen, ademas de
excelentes propiedades nutricionales y funcionales, una
probada capacidad para formar peliculas (Javanmard,
2009). Estas proteinas se comercializan como aislados
(WPI, Whey Protein Isolate) o concentrados (WPC, Whey
Protein Concentrate). Los beneficios de la utilizacion de
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WPC y WPI en la industria alimentaria incluyen su ele-
vada concentracion de proteinas; su bajo contenido de
calorias y grasas; la ausencia de patogenos, compuestos
toxicos y factores antinutricionales; su buena capacidad
de emulsificacion; la compatibilidad con otros ingre-
dientes; la facil disponibilidad; y la buena aceptacion
por parte del consumidor debido a la percepcion que se
trata de un producto natural.

Entre las propiedades mas destacables de las
peliculas comestibles como envase alimenticio se
encuentra la posibilidad de aprovechar las interacciones
entre la pelicula y el alimento para promover la inocui-
dad del mismo. Teniendo en cuenta que las enfermeda-
des transmitidas por alimentos (ETAs) constituyen un
importante problema de salud a nivel mundial y que las
mismas son provocadas por el consumo de agua o ali-
mentos contaminados con microorganismos o parasitos
(o bien por las sustancias tdxicas que éstos producen),
la preparacion y manipulacion de los alimentos son
puntos clave de control sanitario.

La aplicacion de agentes antimicrobianos en
los recubrimientos y peliculas comestibles retardaria o
evitaria el crecimiento de algunos microorganismos en
la superficie del producto, extendiendo asi su vida util y
evitando la diseminacion del patogeno. Entre los agen-
tes antimicrobianos incorporados a los recubrimientos y
peliculas comestibles se encuentran tanto compuestos
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sintéticos como naturales (Kuorwel y col., 2011).
Algunos autores han demostrado la efectividad de cier-
tos aditivos alimenticios en peliculas comestibles elabo-
radas a base de biopolimeros. En particular, Cagri y col.
(2001) realizaron la caracterizacion fisicoquimica y estu-
diaron las propiedades antimicrobianas de peliculas aci-
das de proteinas del lactosuero (WPI) conteniendo acido
sorbico y acido p-aminobenzoico frente a la inhibicion de
algunos patogenos alimenticios como Listeria monocyto-
genes, Escherichia coli 0157:H7 y Salmonella typhimu-
rium. Teniendo en cuenta que las ETAs provocan no sdlo
dafos a la salud de las personas sino ademas enormes
pérdidas econdmicas, la aplicacion de medidas oportunas
de control y prevencion es un desafio permanente.

Entre los patogenos emergentes mas importan-
tes asociados con ETAs se encuentran cepas de
Escherichia coli productora de toxina Shiga (STEC). Esta
bacteria puede causar enfermedades severas en el hom-
bre como colitis hemorragica, sindrome urémico hemo-
litico (SUH) y purpura trombocitopénica trombotica. Las
cepas STEC producen potentes citotoxinas denominadas
toxinas Shiga Stx1, Stx2 y variantes de Stx2, que una
vez liberadas en el intestino pasan a la circulacion san-
guinea causando dafios a nivel del endotelio vascular. El
sindrome urémico hemolitico (SUH), caracterizado por
anemia hemolitica microangiopatica, plaquetopenia y
dafo renal, constituye la primera causa de insuficiencia
renal aguda en la edad pediatrica y la sequnda causa de
insuficiencia renal cronica. En la Argentina, las cepas
STEC constituyen el primer agente etioldgico de SUH
siendo la variante 0157:H7 el serotipo mas frecuente
(Ibarra y col., 2008).

Por este motivo, nuestro objetivo fue elaborar
peliculas comestibles a base de WPC, glicerol y sales
organicas con el fin de obtener peliculas con capacidad
antimicrobiana. En particular, se estudio el efecto de la
incorporacion de sorbato de potasio (SP), benzoato de
sodio (BS) y propionato de sodio (PS) en peliculas acidas
de WPC/Gli obtenidas a pH 5,2 y se analizd su potencial
antimicrobiano frente a Escherichia coli 0157:H7 ATCC
43895 productora de toxina Shiga.
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Materiales y métodos

Microorganismo asociado a ETAs

En este estudio se utilizo la cepa E. coli 0157:H7 ATCC
43895 que expresa los genes stx1 y stx2 codificantes de
toxina Shiga (cedido por el Area Bacteriologia Clinica de
la Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas,
Universidad Nacional de Rosario, Argentina). Este
microorganimo se conservo a —=70°C en caldo Tripteina
Soya (TSB, pH 7,2) conteniendo 10% (v/v) glicerol y se
sub-cultivo overnight en TSB (pH 7,2) a 37°C sin agita-
cion antes de su uso.

Preparacion de peliculas de WPC/Gli

formuladas con sales organicas

Las diferentes formulaciones de peliculas comestibles se
prepararon a partir de WPC 80% (Arla Food Ingredients
S.A., Argentina) como componente mayoritario y glice-
rol (Gli) como plastificante siguiendo la técnica descrip-
ta por Soazo y col. (2010). Se disolvieron en agua desti-
lada WPC y Gli en proporcion WPC/Gli 3:1 (concentra-
cion final de sélidos totales 11,5%). Luego de agitar las
suspensiones durante 15 min, se trataron térmicamente
colocandolas en un bafio termostatizado a 90°C duran-
te 30 min. A continuacion, se homogeneizaron emple-
ando un equipo Omni GLH (Omni International Inc.,
Estados Unidos) a 20.000 rpm durante 5 min.
Posteriormente, se colocaron en un bafio de hielo para
frenar la desnaturalizacion proteica y se enfriaron hasta
temperatura ambiente. Se incorporaron 0,25%; 0,50%;
0,75% o 1,0% (p/p) de sorbato de potasio (SP), benzoa-
to de sodio (BS) o propionato de sodio (PS) y se ajusto el
pH a 5,2 con HCI (1,0 N). Finalmente, las suspensiones
fueron desgasificadas empleando vacio. Se pesaron 8 g
de cada formulacion en placas de Petri de 90 mm de
diametro. Las placas se secaron sobre una superficie
nivelada en una camara ambiental bajo condiciones
controladas de temperatura (25°C) y humedad relativa
(58%). Se efectud un examen visual periodico de las
placas y las peliculas fueron despegadas cuando se
observaron signos indicativos de la finalizacion del pro-
ceso de secado. Una vez despegadas, se estabilizaron
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durante 24 h en iguales condiciones a las de secado. Las
peliculas utilizadas en los diferentes ensayos fueron
seleccionadas en base a la ausencia de defectos fisicos
tales como quebraduras, burbujas o agujeros.

Determinacion de la actividad antimicrobiana

en medio sdlido

Ensayos de difusion en agar. La actividad antimicrobia-
na de las peliculas de WPC/Gli formuladas con distintas
concentraciones de sales organicas se evaluo segun la
técnica descripta por Pérez y col. (2011). Se cortaron en
forma aséptica discos de 12 mm de diametro de cada
pelicula con un sacabocados y se colocaron en una
placa de Petri conteniendo 10 mL de agar Mueller-
Hinton ajustado a pH 5,2 con HCI (1,0 N), previamente
sembradas con un césped bacteriano con diferentes
concentraciones de células viables (UFC/mL) de la cepa
en estudio (indculo bajo, 5 x 105 UFC/mL o indculo alto,
5 x 107 UFC/mL). Luego de 24 h de incubacion a 37°C en
una estufa de cultivo, se determind el halo de inhibicion
o disminucion de crecimiento bacteriano alrededor de
cada disco utilizando un calibre. Como control del ensa-
yo se utilizaron discos de peliculas formuladas sin la
adicion de agente antimicrobiano. Los resultados fueron
informados como el promedio de tres determinaciones.

Prueba de barrera cualitativa. Con el fin de estudiar |a
efectividad de las peliculas para prevenir la contamina-
cion microbiana superficial, se utilizaron placas de agar
Mueller-Hinton (pH 5,2) conteniendo cloruro de 2,3,5-
trifenil tetrazolio (TTC). Los indculos (bajo y alto) de E.
coli 0157:H7 ATCC 43895 se prepararon a partir de un
cultivo overnight en caldo TSB (pH 7,2) ajustado a la
escala 0,5 de McFarland en solucion salina. Las pelicu-
las se cortaron asépticamente en discos de 16 mm que
fueron depositados sobre la superficie de las placas de
Petri. Luego, se sembraron 10 ulL de indculo (bajo, 5 x
103 UFC/mL o alto, 5 x 105 UFC/mL) sobre la superficie
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de los discos. Las placas se incubaron durante 24 h a
37°C en estufa y se evalud el crecimiento de colonias
coloreadas por accion del TTC. Como control negativo
del ensayo se evaluaron discos obtenidos de cada for-
mulacion de pelicula sin inocular.

Prueba de barrera cuantitativa. Se utilizaron micropla-
cas de 24 pocillos cargadas con 0,5 mL de agar Mueller-
Hinton ajustado a pH 5,2 (altura final aproximada en la
microplaca 10 mm). El inéculo de E. coli 0157:H7 ATCC
43895 se prepard a partir de un cultivo overnight en
TSB (pH 7,2) ajustado a la escala 0,5 de McFarland en
solucion salina y diluido 1/100. Las peliculas se cortaron
asépticamente en discos de 14 mm que fueron deposi-
tados sobre la superficie del agar nutritivo en cada
pocillo de la microplaca. Luego, se sembraron 10 pL de
inoculo (5 x 105 UFC/mL) sobre la superficie de los dis-
cos. Las microplacas se incubaron durante 24 h a 37°C
en una estufa de cultivo. Posteriormente, a cada pocillo
se le adicionaron 1000 pL de solucion fisiologica estéril
para resuspender los microorganismos que hayan creci-
do sobre la superficie del disco. Se realizaron diluciones
seriadas y se sembraron 10 pL de cada dilucion en pla-
cas de Petri con agar TSA para recuento de colonias.
Como control negativo del ensayo se evaluaron discos
obtenidos de cada formulacion de pelicula sin inocular.
Los resultados fueron informados como el promedio de
tres determinaciones.

Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se utilizd el programa Sigma-
Stat® (Version 3.1, Systat Software Inc., USA). Los ensa-
yos se disefiaron empleando un modelo completamente
aleatorizado. Se utilizo el analisis de la variancia
(ANOVA) para la comparacion entre los distintos facto-
res. Cuando los efectos fueron significativos (p<0,05) se
realizd la prueba de Tukey de comparaciones multiples
(con un intervalo de confianza del 95%).
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Tabla 1 - Actividad antimicrobizna de peliculas comestibles da WPC/Gli formuladas con &
ship penica O, coli DAST:HT ATCC 43895 Las diferenls
significativas entre los grupos (p<0,05)
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Resultados y discusion

Actividad antimicrobiana de peliculas de WPC/Gli
formuladas con sales organicas

Los resultados obtenidos en los ensayos de difusion en
agar mostraron que la incorporacion de SP y BS a las
peliculas comestibles de WPC/Gli fue capaz de reducir, o
mejor aun, inhibir el crecimiento de la cepa patdgena E.
coli 0157:H7 ATCC 43895 en medio Mueller-Hinton,
excepto cuando la concentracion de SP fue 0,25%. El
efecto antimicrobiano se increment6é a medida que la
concentracion de sales organicas en la formulacion de
las peliculas fue mayor, y mas evidente a menor concen-
tracion de inoculo bacteriano. En ningun caso se pudo
determinar actividad antimicrobiana para el PS incorpo-
rado en las distintas formulaciones de peliculas comes-
tibles (Tabla 1; Fig. 1A y B).

Por su parte, los resultados obtenidos en las
pruebas de barrera cualitativa y cuantitativa mostraron
que tanto el SP como el BS presentan excelentes propie-
dades para prevenir la contaminacion externa superfi-
cial con E. coli 0157:H7 ATCC 43895 a concentraciones
superiores o iguales a 0,25%; no siendo efectiva la adi-
cion de PS en ninguna de las concentraciones ensaya-
das. Estos resultados se correlacionaron perfectamente
con los obtenidos en los ensayos de difusion en agar
(Tabla 1; Fig. 1C y D).
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En este punto, es interesante notar que la contamina-
cion superficial post-proceso de los alimentos es un
grave problema para la industria alimentaria. Los resul-
tados obtenidos en nuestros ensayos de barrera simula-
rian una situacion en donde un alimento envuelto o
recubierto con una pelicula es sometido a contamina-
cion superficial externa, ya sea por una incorrecta mani-
pulacién o por alteraciones en la cadena de frio. Por lo
tanto, la aplicacion de peliculas comestibles con activi-
dad antimicrobiana, como las desarrolladas en este tra-
bajo, tendrian un impacto positivo para favorecer la
seguridad e inocuidad alimentaria.

En el panel superior de la figura 1 se observan
fotografias representativas mostrando el aumento en el
diametro de los halos de inhibicion del crecimiento bac-
teriano alrededor de los discos para el caso de un cés-
ped de E. coli 0157:H7 ATCC 43895 generado con indcu-
lo A) bajo o B) alto. Notese el incremento en la zona de
inhibicion a medida que aumenta la concentracion de la
sal organica en la formulacion de la pelicula (en sentido
anti-horario, comenzando desde el disco superior, la
concentracion de BS en la pelicula es: 0,25%; 0,50%);
0,75% y 1,0%). Ademas, en B) puede notarse la reduc-
cion en las aéreas de inhibicion cuando el in6culo bac-
teriano es mayor. En el panel inferior de la figura 1 se
muestran fotografias representativas de la prueba de



Figura 1 - Actividad antimicrobiana de peliculas comestibles
de WPC/Gli formuladas con sales orgénicas

En conclusion, la aplicacion de envases activos a
base de proteinas del lactosuero, glicerol y sales
organicas para prevenir la contaminacion y
diseminacion de patdgenos alimentarios podria
convertirse en una alternativa eficaz, segura,
ecologica y relativamente econdmica, demos-
trando un amplio potencial para su aplicacion
como recubrimiento activo en la industria de
alimentos.
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Asimismo, las formulaciones de peliculas comes-
tibles a base de WPC/Gli incorporadas con sales organicas
deben ser sometidas a procesos de optimizacion con el fin
de adecuar las concentraciones del agente antimicrobiano
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