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RESUMEN

Los brotes de infecciones trasmitidas por alimentos conducen hacia una investigacién con
alternativas innovadoras para inhibir el crecimiento microbiano en los alimentos y
mantener calidad, frescura y seguridad alimentaria. Para cumplir con los requisitos
mencionados, se propone el uso de envases activos con propiedades antimicrobianas.

En el presente proyecto se desarrollé una biopelicula con actividad antimicrobiana cuyo
principal uso propuesto es cubrir la superficie de productos carnicos y contribuir a su
inocuidad. Con el fin de obtener dicha biopelicula se empled almidén de maiz, que
adicionado con glicerol constituia una matriz porosa para la inmovilizacién de los
compuestos antimicrobianos.

Como cepa productora de los compuestos antimicrobianos (peptidoglucano hidrolasas y
una bacteriocina) se utilizé E. faecalis FAIR E-77, originalmente aislada de queso italiano,
gue ha sido ampliamente estudiada y se sabe que produce la enterocina AS-48 y cuya
actividad litica contra patégenos como S. aureus, L. monocytogenes, E.coli, Salmonella,
Pseudomonas, Shigella'y Klebsiella es resaltable.

Para la elaboracién de la biopelicula se concentraron los agentes antibacterianos
extracelulares de E. faecalis y posteriormente se inmovilizaron. Consecuentemente se
realizaron pruebas de actividad antimicrobiana contra microorganismos y se evalué el
efecto antimicrobiano durante cierto periodo de almacenamiento de la pelicula,
encontrando que, durante 7 dias de almacenamiento a 4°C la pelicula se mantiene con
actividad contra L. monocytogenes, P. aeruginosa, Y. enterocolitica y S. Typhimurium.

Se realizé también la caracterizacién mecanica y estructural de la biopelicula, de la cual se
puede concluir que la mayoria de los aspectos son equiparables con una biopelicula
funcional, sin embargo, es deseable poder aumentar la resistencia a la extensidn de la
pelicula.

Finalmente, dentro de las proteinas con actividad antimicrobiana presentes en el
concentrado extracelular de E. faecalis FAIR E-77 se identificaron tres proteinas que
pertenecen al grupo de las peptidoglucano hidrolasas.
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Marco Tedrico
1. Envases para alimentos

Con base en lo establecido en la NOM-251-SSA1-2009, “Practicas de higiene para el
proceso de alimentos, bebidas o suplementos alimenticios”, se considera como envase,
todo recipiente destinado a contener un producto y que entra en contacto con el mismo,
conservando su integridad fisica, quimica y sanitaria.

En el presente trabajo se discutira lo relativo a envases primarios, es decir, el envase que
esta en contacto directo con el alimento. La principal funcién del envase es proteger el
contenido que se encuentra dentro de éste y el material del que esté hecho debe de ser
inocuo (NOM-251-SSA1-2009).

A lo largo de los afios los alimentos han sido envasados en diferentes tipos de materiales —
papel, madera, fibras vegetales, hojas de plantas, vidrio, metales, plasticos, etcétera.
Algunas veces, la combinacion de dos o mas materiales es necesaria para ofrecer la mejor
opcién de envasado en ciertos productos alimenticios. La seleccién adecuada del tipo de
material empleado para el envasado de un alimento depende principalmente de las
propiedades y tipo de alimento a envasar. Ademas, la imagen en el mercado, el costo y los
asuntos ambientales también deben de ser considerados (Han, 2014).

Dentro de los materiales mas utilizados mundialmente en la industria del envasado
encontramos en primer lugar al papel/cartén y en segundo lugar los plésticos (Figura 1.)

Vidrio 10%

Metal 20%

Plasticos 34%

Papel/Cart6n 36%

Figura. 1 Materiales empleados mundialmente en la industria del envasado. (Han, 2014).

Abordaremos particularmente la parte de los plasticos debido a que es la relacionada con
el proyecto aqui desarrollado. En general, los plasticos son ampliamente usados debido a
gue presentan las siguientes ventajas en el envasado:

- Peso muy ligero y precio muy bajo con significante resistencia comparado con
otros materiales
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- Excelentes propiedades de barrera de gases y vapor de agua
- Facilmente combinable con otros materiales de envasado (Han, 2014).

Debido a que el principal objetivo del proyecto consistia en la elaboracién de una
biopelicula con actividad antimicrobiana contra microorganismos patégenos y de
descomposicidn en carne, se buscd un reemplazo al material comercial egapack, que es
una pelicula auto adherible de policloruro de vinilo. Dicha pelicula se utiliza en la industria
alimenticia para recubrir los cortes de carnes que estdn a la venta en supermercados. Al
incluir compuestos antimicrobianos en el mismo envase, este Ultimo se considera
entonces como un envase activo.

1.1 Envases con actividad antimicrobiana

Los envases activos emergen como un concepto innovador en el drea de envasado, como
una respuesta a los continuos cambios en la demanda de los consumidores y las
tendencias en el mercado. Se consideran envases activos a aquellos en los que el envase y
el producto interactiian para extender la vida de anaquel del alimento, o bien contribuyen
a la inocuidad o a las propiedades sensoriales del alimento mientras se mantiene la
calidad del mismo (Suppakul, 2003).

Los envases antimicrobianos son una forma de envases activos, los cuales se caracterizan
por interactuar con el producto o el espacio entre el envase y la matriz alimenticia, para
reducir la carga microbiana e inhibir el crecimiento de microorganismos patégenos.
Inicialmente introducidos al mercado en Japdn a mediados de los 70’s, los envases activos
e inteligentes lograron captar la atenciéon de la industria en Europa y Estados Unidos hasta
mitad de los afios 90’s. Durante la ultima década la utilizacion de este tipo de envases ha
incrementado.

Los envases antimicrobianos actlan para reducir, inhibir o retardar el crecimiento de
microorganismos que puedan estar presentes en el producto alimenticio, es decir, los
principales propdsitos de estos son: favorecer la inocuidad, extender la vida de anaquel y
mantener la calidad del alimento (Malhotra, 2015).

Dentro de las ventajas al utilizar un envase antimicrobiano se encuentran:
-el control eficiente de la contaminacién en la superficie

-la proteccion a alimentos con alta actividad acuosa

-la retencién prolongada de la actividad antibacteriana

-la extensién de la vida de anaquel del alimento
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- la reduccién del riesgo del desarrollo de patégenos en el alimento
-la disminucién del uso de aditivos
Tipos de envases antimicrobianos

Los envases antimicrobianos pueden producirse y actuar de diferentes formas, dentro de
las cuales existen:

1. Adicién de bolsas o almohadillas al envase en las que se contengan agentes
antimicrobianos.

La aplicacién comercial mdas exitosa consiste en la adicidn de almohadillas que fungen
como absorbentes de oxigeno o de humedad. Este tipo de almohadillas son ampliamente
utilizados en panaderia, pastas y en productos cdrnicos para evitar la oxidacion y
condensacién de agua.

2. Incorporacién de agentes antimicrobianos directamente al polimero.

La razdn por la cual se incorporan compuestos antimicrobianos al envase es para prevenir
el crecimiento bacteriano en alimentos cuya descomposicidon ocurre principalmente en la
superficie.

3. Revestimiento o adsorcidn de antimicrobianos al material de envasado.

Para el caso de los compuestos antimicrobianos cuyas propiedades se ven afectadas
debido a la temperatura empleada en el proceso de elaboracién de polimeros puede
emplearse el revestimiento del material, o bien agregarse durante el moldeado de las
peliculas.

4. Inmovilizacidon de antimicrobianos mediante uniones covalentes o idnicas con el envase.

Este tipo de inmovilizacidon requiere la presencia de grupos funcionales tanto en el
compuesto antimicrobiano como en el material de envasado.

5. Uso de polimeros que intrinsecamente tengan propiedades antimicrobianas.

Algunos polimeros son intrinsecamente antimicrobianos, dentro de estos se encuentran
los polimeros catidnicos como el quitosano y la L-polilisina que favorecen la adherencia de
las células debido a que las aminas cargadas interactlan con las cargas negativas en la
membrana celular, provocando la pérdida de componentes intracelulares (Appendini,
2002).
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En este proyecto los compuestos antimicrobianos que se emplearon son enzimas, de las
cuales posteriormente se proporcionara mayor informacion, sin embargo, el método de
inmovilizaciéon elegido debia ser aquel en el cual la temperatura no modificara la actividad
antimicrobiana, con base en esto se opté por producir un envase mediante adsorcion de
antimicrobianos al material de envasado, es decir, las enzimas se inmovilizaran en la
biopelicula.

2. Componentes de la pelicula antimicrobiana

Para poder producir una biopelicula con propiedades antimicrobianas se requiere
inicialmente de algln polimero que constituya la base estructural de la biopelicula, un
plastificante que ayude a mejorar las propiedades mecdnicas y finalmente el agente con
actividad antimicrobiana.

Las propiedades mecadnicas, fisicas, quimicas y microbiolégicas determinan la eficacia de
un envase antimicrobiano, en particular para cierto alimento en especifico. Dentro de los
materiales que pueden utilizarse para elaborar un envase antimicrobiano se encuentran
los materiales biodegradables, como el almiddn, celulosa, proteinas, poli-hidroxibutirato,
y otros materiales sintéticos derivados del petréleo. Algunos polimeros no son ductiles o
suficientemente flexibles para utilizarse comercialmente como material de envase, asi que
comunmente se modifican mediante la plastificacién. La plastificacién puede modificar las
propiedades térmicas, mecdnicas y de barrera de los polimeros. Generalmente mejora la
procesabilidad (por ejemplo, reduce la temperatura del proceso, reduce la adhesion al
molde) y flexibilidad de los plasticos.

Finalmente, para poder producir una pelicula antimicrobiana se requiere la accién de
algun agente antimicrobiano. Uno de los principales factores para poder elegir un agente
antimicrobiano consiste en determinar el tipo de microorganismos contra los que tendrd
accién. Existen multiples sustancias antimicrobianas que pueden utilizarse en envases,
usualmente se encuentran los antioxidantes, productos biotecnolégicos (como las
enzimas y bacteriocinas), antimicrobianos naturales, aceites esenciales, etc (Malhotra,
2015).

2.1 Bioplasticos

Los bioplasticos han ganado una notable atencién por parte de los consumidores,
inversionistas y manufactureros alrededor del mundo durante los uUltimos 20 afios debido
a que se producen a partir de fuentes renovables y son reconocidos como una solucién al
problema ambiental ligado a la pérdida y dependencia de combustibles fésiles. Dentro de
las principales ventajas de su utilizacién se encuentra su biodegradacién. El almidén vy el
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acido polilactico son los materiales mas ampliamente usados en el mercado de los
bioplasticos (Park, 2014).

Los bioplasticos pueden clasificarse en cuatro categorias con base en su composicién
guimica, origen y método de sintesis:

1. Bioplasticos obtenidos directamente de biomasa (por ejemplo: almiddn, proteinas,
celulosa).

2. Bioplasticos producidos mediante sintesis quimica de mondmeros bioderivados
(por ejemplo: acido polilactico, bio-based polietileno).

3. Bioplasticos producidos por fermentacion microbiana (por ejemplo:
polihidroxialcanoatos).

4. Bioplasticos producidos mediante sintesis quimica, tanto de mondmeros
bioderivados, como de mondmeros a base de petréleo (por ejemplo: succinato de
polibutileno, politrimetilentereftalato).

2.1.1 Almidén

El almidén es uno de los polisacdridos mas abundantes, se forma como reserva en las
hojas, tallo, raices, semillas, fruta y polen de muchas plantas, por lo tanto, es usualmente
empleado como materia prima en la dieta de los seres humanos. Sus caracteristicas fisicas
y quimicas pueden distinguirse claramente de las de cualquier otro carbohidrato. Se
encuentra en forma de granulos simples, parcialmente cristalino, cuyo tamafio, forma y
temperatura de gelatinizacién dependen de la procedencia botanica del almiddn. Los
almidones mas sencillos proceden de semillas (trigo, maiz, cebada) y raices (papas,
camote, mandioca/tapioca).

El almiddn es un homopolisacarido compuesto de unidades de glucosa y esta formado por
una mezcla de 2 polimeros, amilosa y amilopectina. La mayor parte de la amilosa es una
cadena lineal de unidades de a-D-glucopiranosas unidas por enlaces a-(1->4), contiene
algunas ramificaciones, las cuales representan 0.3-0.5% de los enlaces. Las moléculas de
amilosa tienen pesos moleculares de alrededor de 10°. Esta cadena adopta una
disposicidn helicoidal y tiene seis mondmeros por cada vuelta de hélice. Suele constituir
alrededor del 25 al 30 % del almidon. La amilopectina también esta formada por a-D-
glucopiranosas, aunque en este caso conforma una cadena altamente ramificada en la que
hay uniones a-(1->4), como se indicé en el caso anterior, y muchos enlaces a-(1-6) que
originan lugares de ramificacion cada 15-25 mondémeros. Las ramas de las moléculas de
amilopectina toman la forma de un racimo y se presentan como dobles hélices. Su peso
molecular es muy elevado, desde 107 hasta 5x108, ya que cada molécula suele reunir de
2000 a 200 000 unidades de glucosa (Verbeek y Bier, 2011).
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Figura 2. (A) Estructura de la amilosa. (B) Estructura de la amilopectina.
Youngjae Byun and Young Teck Kim. Chapter 14

El almidén tiene la propiedad de solubilizarse al incrementar la temperatura. El
calentamiento continuo de los granulos de almidén en un exceso de agua resulta en un
mayor hinchamiento de los granulos, lixiviacién adicional de componentes solubles v,
eventualmente, disrupcidn total de los granulos. Este fendmeno resulta en la formacién
de un gel. Las propiedades del gel formado dependen de la proporcién entre amilosa y
amilopectina, la cual varia segun el organismo en el que se encuentre.
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Tabla 1. Propiedades generales de los granulos de almiddn de maiz y almidon de papa (Fennema, 1998).

Almidén de maiz  Almiddn de papa

Tamafio de granulo (eje 2-30 5-100
mayor, um)
Amilosa (%) 28 21
Temperatura de 62-80 58-65

gelatinizacion (°C)
Viscosidad relativa Media Muy alta

Claridad de la pasta Opaca Clara

2.1.2 Alginatos

Producidos especialmente por algas pardas (Phaephyta), la cantidad y calidad del alginato
extraido depende de la especie de alga y de la temporada. La produccion mundial de
alginato es de aproximadamente 40,000 toneladas por afio, de los cuales, 30% es
destinada a la industria alimenticia. Los aliginatos también pueden ser producidos por
bacterias como Azotobacter vinelandii y Pseudomonas sp. El alginato es extraido de las
algas con carbonato de sodio, la sal puede cambiarse a la forma dacida mediante
tratamiento con HCI diluido. Los alginatos estan conformados por tres tipos de bloques:
bloques alternados de M (M = acido D-manurdnico) y G ( G = acido a-L-glucoronico),
bloques de GG y bloques de MM, su estructura esta representada en la Figura 3.

Los bloques G estdn asociados a la formacion de geles en presencia de cationes como Ca?*,
Ba* y Sr**. A pH bajo, los alginatos forman geles dcidos mediante la estabilidad de los
puentes de hidrégeno formados. En la Figura 4 se ilustra la formacion de redes al gelificar.

La viscosidad de las soluciones de alginato permanece casi constante cuando el pH se
encuentra entre 6 y 8, a pH<4.5 la viscosidad aumenta. Debido a su estructura lineal y alto
peso molecular, forman peliculas, la formacién de geles es una de sus caracteristicas mas
importantes. Por lo tanto, los alginatos pueden ser procesados y producir: capsulas,
recubrimientos, fibras y peliculas. Los alginatos han sido ampliamente utilizados para
inmovilizar enzimas como la glucosa oxidasa, lipasa, dextransacarasa y papaina (Ben
Amara, et al, 2016).
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Figura 3. Estructura del alginato. (A) G = dcido a-L-gulurdnico (B). M = dcido D-manurdnico (C) GM = dcido a-L-gulurénico y
dcido D-manurdénico (http://wwwl.Isbu.ac.uk/water/alginate.html)

Figura 4. Interaccién del alginato con iones calcio para formar una red.
http://wwwl.Isbu.ac.uk/water/alginate.html
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2.2 Plastificantes

Los plastificantes son aditivos que incrementan la flexibilidad de los materiales. Generan
gue el material de envase fluya a temperaturas mas bajas, evitando asi el aumento de las
temperaturas de proceso. En general, los plastificantes reducen las fuerzas
intermoleculares a lo largo de la cadena polimérica, incrementando asi los movimientos
de la cadena. La adicidn de plastificantes reduce la temperatura de transicion vitrea (Tg).
Generalmente, al aumentar la cantidad de plastificante disminuye la Tg debido a que las
regiones amorfas plastificadas atraviesan una transicién de fase de un estado en el que
pasan de un sdlido mecdnico capaz de soportar su propio peso frente al flujo, a un estado
en el cual un liquido subenfriado puede exhibir flujo viscoso. Los plastificantes con un
peso molecular bajo son mas eficientes. Ademds, debe de considerarse que, la
higroscopicidad del plastificante modificara de una manera diferente la Tg de la pelicula a
formar (Byun, 2014).

Existen diversos plastificantes, para biopolimeros generalmente se utilizan monosacaridos
(glucosa), oligosacdridos (sacarosa), polioles (glicerol, xilitol, sorbitol), lipidos (acido
l[durico, acido miristico) o sus derivados. Los plastificantes contienen diferente nimero de
grupos hidroxilo, por lo tanto, una amplia variedad de biopolimeros puede producirse
utilizando diversos plastificantes.

2.3 Agentes antimicrobianos

Los agentes antimicrobianos juegan dos roles importantes: el efecto bacteriostatico y el
efecto bactericida. En el primer caso reducen la velocidad de crecimiento del
microorganismo blanco. En el segundo caso inhiben alguna ruta metabdlica esencial de los
microorganismos o bien desestabilizan la estructura de la pared celular/membrana
celular.

Existen compuestos potencialmente Utiles para ser incorporados en envases, como son:
enzimas (lactoperoxidasa) péptidos antimicrobianos (magaininas, cecropinas, defensinas),
fenoles (hidroquinonas y catequinas), ésteres de acidos grasos, antibidticos y metales
(cobre). En la Tabla 2 se muestran algunos ejemplos de agentes antimicrobianos usados
en polimeros en envases de alimentos.
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Tabla 2. Ejemplos de agentes antimicrobianos utilizados en envases antimicrobianos.

Antimicrobiano Polimero/Soporte Microorganismo
blanco

Acidos organicos (propidnico, Peliculas Hongos
benzoico, sorbico, acético, lacticoy | comestibles, EVA,
malico) LLDPE
Gases inorganicos (diéxido de Poliolefinas Hongos, bacterias y
azufre, diéxido de cloro) levaduras
Metales (plata) Poliolefinas Bacteria
Fungicidas (benomilo, imazalil) LDPE Hongos
Bacteriocinas (nisina, pediocinas, Peliculas Bacterias gram
lacticina) comestibles, positivo

celulosa, LDPE

Enzimas (lisozima, glucosa oxidasa) | Celulosa, PS, Bacterias gram
peliculas positivo
comestibles

Agentes quelantes (EDTA) Peliculas Bacterias gram
comestibles negativo

Aceites esenciales (extracto de LDPE, celulosa Hongos, levaduras y

semilla de uva, hinokitiol) bacterias

Parabenos (popilparabeno, Celulosa cubierta | Hongos

etilparabeno) con arcilla, LDPE

(Appendini P. y Hotchkiss J.H., 2002)

Muchos antimicrobianos son incorporados en 0.1-5% (w/w) del material de envase,
particularmente en peliculas. Los agentes antimicrobianos deben ser afadidos a los
polimeros durante la fundicidn o mediante algun solvente. Los métodos de procesamiento
térmico para polimeros como la extrusion deben ser usados Unicamente con
antimicrobianos térmicamente estables. Las zeolitas de plata, por ejemplo, pueden
soportar altas temperaturas (arriba de 800°C) y han podido incorporarse como una capa
co- estrujada con otros polimeros (Appendini, 2002).

En cuanto a los antimicrobianos termo-sensibles como son las enzimas y los compuestos
volatiles, el uso de disolventes puede ser mas apropiado para su incorporaciéon en
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polimeros. La lisozima, por ejemplo, ha sido incorporada en peliculas de celulosa mediante
la adicion de un disolvente para prevenir desnaturalizacidon de la enzima. En el método de
incorporacion mediante el disolvente, es importante mencionar que ambos, el
antimicrobiano y el polimero deben de ser solubles. Los biopolimeros resultan entonces
buenos candidatos para este tipo de formacion de peliculas incluyendo proteinas,
carbohidratos y lipidos que actian como plastificantes.

Una gran cantidad de agentes antimicrobianos, incluyendo etanol, iones de plata,
antibidticos, enzimas, bacteriocinas, acidos organicos y aceites esenciales han sido
probados para inhibir el crecimiento bacteriano en alimentos. De entre estos, los
extractos de plantas, péptidos y nisina se encuentran dentro de los mas empleados, por
ejemplo, un envase antibacteriano cuyo agente es la nisina ha sido empleado para
retardar el crecimiento de bacterias viables y bacterias dcido lacticas de carne de
hamburguesa almacenada a 4 °Cy prolongar su vida de anaquel (Fang Z., et al., 2017).

En el caso particular de enzimas utilizadas como agentes antimicrobianos tenemos
quitinasa, B-glucanasa, glucosa oxidasa, lactoperoxidasa y lisozima (Suppakul, P., et al.,
2003), la lisozima es la Unica enzima que hidroliza el peptidoglucano, siendo este
componente de la pared celular bacteriana, por lo cual se considera de interés la
aplicacion de este tipo de enzimas.

2.3.1 Peptidoglucano hidrolasas

Las peptidoglucano hidrolasas (PGHs) representan un amplio grupo de enzimas cuyo
sustrato es el peptidoglucano, es decir, el componente mas importante de la pared celular
bacteriana. Las PGHs se encuentran en organismos diversos incluyendo animales, plantas,
protozoarios, bacterias y virus, aunque su funcién es distinta en cada uno. Las lizosimas
animales, por ejemplo, tienen un papel fundamental al formar parte del sistema inmune
innato de defensa proporcionando proteccidon contra patdégenos bacterianos. La actividad
de estas enzimas resulta en la ruptura de la pared celular y la consecuente lisis celular.
Participan en muchos procesos fisiolégicos en el ciclo de vida bacteriano; un tipo
(endolisinas) representan un importante mecanismo de defensa contra bacteriéfagos otro
es necesario en el proceso de reensamblaje del peptidoglucano (autolisinas) o pueden
también competir contra diferentes bacterias (bacteriocinas) (Callewaert, 2011).
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Las bacterias Gram positivas son un blanco importante de las peptidoglucano hidrolasas
debido a que en este caso la capa de peptidoglucano (Figura 5) sirve como la primera linea
de defensa de la integridad celular y las PGHs al hidrolizar dicha capa, pueden provocar la
lisis celular.

. acido polisacaridos acido
porina Iipoteicoico\ teicoico

lipopolisacéarido

lipoproteina
membrana > peptidoglicano

externa

fosfolipido

peptldoghcano

0000000000 0000000000
membrana membrana
citoplasmatica g citoplasmatica
oooooooooo 0000000000

a) b)

Proteina |ntegral de membrana

Figura 5. Esquema de la estructura de la cubierta bacteriana a) Gram negativa, b) Gram positiva (Malinicovd et al.,
2010)

Con base en el enlace especifico de hidrdlisis en el peptidoglucano , las peptidoglucano
hidrolasas pueden dividirse en (Figura 6): Glucosidasas (N-acetilglucosaminidasas y N-
acetilmuramidasas) hidrolizan el enlace B-1->4 entre las cadenas del glucano, la diferencia
radica en que las primeras dejan un extremo reductor de N-Acetilglucosamina, en tanto
que las dultimas dejan un extremo reductor N-Acetilmuramico; Carboxipeptidasas,
producen péptidos pequefios hidrolizando el enlace del extremo C-terminal;
Endopeptidasas, hidrolizan el enlace péptidico situados en el centro del péptido; Amidasas
(N-acetilmuramoil-L-alanina amidasas) hidrolizan el enlace amida entre el glucano y la
parte peptidica. La especificidad hidrolitica depende del dominio catalitico de la enzima.
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Figura 6. Especificidad de sustrato de las peptidoglucano hidrolasas. (Malinicova et al., 2010)

La mayoria de las peptidoglucano hidrolasas se componen de dos dominios (Figura 7).
Salvo algunas excepciones, el dominio N-terminal contiene la actividad catalitica
(glucosidasa, amidasa o peptidasa) y es responsable de la ruptura de enlaces en el
sustrato. En algunos casos, dos o inclusive tres dominios cataliticos pueden estar
presentes en una enzima.

dominio de unidn
dominio catalitico a pared celular
y
N c
t

secuencia de enlace

Figura 7. Dominios estructurales tipicos en una peptidoglucano hidrolasa. (Malinicova et al., 2010)

2.3.2 Bacteriocinas

Las bacteriocinas se caracterizan por ser péptidos que presentan actividad antagonista
contra bacterias diferentes de la célula productora, la cual cuenta con un mecanismo de
inmunidad contra su propia bacteriocina. Las bacteriocinas son producidas por diferentes
especies de BAL (bacterias acido lacticas). Entre otras bacterias, actualmente han sido
ampliamente estudiadas debido a su a su capacidad de conservar alimentos de origen
animal y vegetal contra un amplio espectro de microorganismos de descomposicion y
patdgenos. Son consideradas como alternativas a conservadores quimicos debido a que
son inofensivas para las células eucaridticas, usualmente pueden mantener su actividad
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en un amplio intervalo de pH y temperatura, ademas se hidrolizan con las enzimas
proteoliticas en el estémago debido a su naturaleza proteinica (Garcia, 2010).

Debido a la diversidad de las bacteriocinas actualmente estudiadas, éstas se han
clasificado en cuatro grupos: Clase |. Enterocinas lantibioticas modificadas post
traduccionalmente; Clase Il. Péptidos lineales no modificados cuya masa molecular es
menor a 10 kDa; Clase lll. Péptidos ciclicos; Clase IV proteinas de mayor peso molecular,
[abiles al calor.

Potencial biotecnolégico de la enterocina AS-48 para conservar alimentos

La enterocina AS-48 es una bacteriocina que se encuentra codificada en un plasmido, su
actividad fue reconocida por vez primera en Enterococus facealis subsp. liquefaciens S-48,
una cepa aislada durante una busqueda de enterococos productores de bacteriocinas
(Galvez et al., 1986). Un estudio basado en amplificacién por PCR mostré que la habilidad
de producir péptidos idénticos o similares a AS-48, se encuentra ampliamente distribuida
entre los enterococos. Sin embargo, ninguna de las cepas productoras ha sido reconocida
como GRAS (generalmente reconocida como segura, por sus siglas en inglés, Generally
Recognized As Safe), ya que los enterococos son organismos considerados como
patdégenos oportunistas. Por una parte, se les han atribuido roles benéficos como la
produccién de bacteriocinas contra Listeria, contribucidén a la maduracion y desarrollo de
sabor en quesos artesanales madurados, como probidticos para mejorar el equilibrio de la
microbiota en el intestino y para tratar la gastro enteritis en humanos y animales. Por otra
parte, se cuestiona la seguridad de la utilizacion de los enterococos debido a su
participacién en infecciones clinicas: bacteremia, endocarditis e infecciones del tracto
urinario (Maqueda, 2004).

AS-48 es una sustancia de origen proteico que es termo estable. Es activa a temperaturas
por arriba de los 80°C o por debajo de la temperatura de refrigeracién, también es activa
en un amplio rango de pH desde 3 hasta 8. AS-48 es un péptido que consta de 70 amino
acidos y tiene una masa de 7,149 Da, representa el primer ejemplo de una bacteriocina
ciclica descrita en la literatura, su estructura estd compuesta por a-hélices (Figura 8). Ha
sido incluida en la clase lld de bacteriocinas no-lantibioticas circulares (Maqueda, 2004).
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Figura 8. Estructura tridimensional de la enterocina AS-48 con a-hélices
(Van Belkum, et al., 2004)

Espectro de inhibicién y modo de accion

El espectro de inhibicion de AS-48 es notablemente amplio, siendo altamente activa
contra la mayoria de las bacterias gram positivas y contra algunas gram negativas. Una
concentracién baja (3-4 ug/mL) de enterocina ejercié una rapida actividad bactericida
seguida de una gradual bacteridlisis contra varias especies de los géneros Bacillus,
Streptococcus y Enterococcus y en algunas especies de Corynebacterium. Las especies del
género Clostridium fueron también inhibidas por AS-48, pero L. monocytogenes fue la
bacteria mas sensible, con una concentracion minima inhibitoria de 0.1 pg/mL a 37°C. AS-
48 también inhibe algunos microorganismos gram negativos pero en concentraciones
mucho mas altas, dentro de estos se incluye Mpyxococcus, Rhizobium, E.coli,
Agrobacterium, Salmonella, Shigella, Pseudomonas y Klebsiella (Maqueda, 2004).
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Figura 9. Representacion esquematica del mecanismo de accidén de AS-48. El modelo muestra el acercamiento de DF-I
(Forma Dimérica |) a la membrana y la transicion de DF-l a DF-Il (Forma Dimérica Il) en la superficie de la membrana. Las
hélices hidrofdbicas y polares estan representadas en gris y negro respectivamente. La flecha representa la direccion del
momento dipolar intrinseco de DF-I. (Khan et al., 2010)

Durante un estudio cristalografico la forma en la que se encontré la enterocina fue en un
dimero, por lo que se ha propuesto que la accion de AS-48 no depende del potencial de
membrana pero implica una insercion efectiva dentro de la membrana que causa una
reorganizacion estructural de la forma dimérica hidrosoluble en la superficie de la
membrana (Figura 9). Se sugiere que el momento dipolar del dimero en solucién
direcciona a éste a la membrana. El pH bajo en la interfase de la membrana provocaria la
desestabilizacion del dimero mediante la protonacién de las cadenas laterales de
glutdmico. La transicién del dimero soluble al dimero unido a la membrana permitiria a las
moléculas de AS-48 insertarse ellas mismas en la membrana bacteriana via la acumulacién
de cargas positivas en la superficie de la membrana que desestabilizaria el potencial de
membrana llevando a cabo la formacion de poro (Maqueda et al., 2004).
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2.3.3 Enterococcus faecalis FAIR E-77 como cepa productora de agentes antimicrobianos

Los enterococos son cocos gram positivo, catalasa negativo, no formadoras de esporas,
anaerobios facultativos, usualmente se encuentran en el tracto gastrointestinal de
humanos, adicionalmente se han podido aislar de diferentes fuentes animales y debido a
su capacidad de sobrevivir ante diversas condiciones como lo son: altas concentraciones
de NaCl (toleran hasta 6.5%), amplio rango de temperatura (10-45°C) y pH (4.5-10.0),
pueden colonizar un amplio rango de nichos (Fisher & Phillips, 2009).

Enterococcus es uno de los géneros pertenecientes a las bacterias acido lacticas, son
capaces de inhibir un gran nimero de microorganismos patégenos debido a varios
productos finales de la fermentacién que pueden llegar a generarse dependiendo de las
condiciones de crecimiento. Destacan por su actividad inhibitoria: los acidos lactico y
acético, peroxido de hidrégeno, diacetilo, bacteriocinas y peptidoglucano hidrolasas
(Shirai, 1996).

Respecto a su uso biotecnoldgico en la industria alimentaria, participan en la fermentacion
natural de diversos alimentos como en queso, salchichas y aceitunas. El género
Enterococcus incluye mas de 20 especies, con E. faecium, E. faecalis y E. durans como las
especies mas frecuentemente encontradas en alimentos (Giraffa, 2003).

La cepa utilizada en este proyecto como productora de compuestos antimicrobianos,
Enterococcus faecalis FAIR E-77, pertenece a la BCCM (Belgian Co-ordinated Collections of
Microoganisms, por sus siglas en inglés; nimero de acceso LMG 20681) y fue aislada de
queso de cabra con origen geografico en Italia, se recomiendan como condiciones de
crecimiento su incubacién a 37 °C y en condiciones de microaerobiosis. La principal razén
por la cual se empleé dicha cepa fue debido a su capacidad litica contra bacterias
patdgenas, dicha actividad se asocia principalmente a la produccién de la enterocina AS-
48 (http://bccm.belspo.be).

2.4 Incorporacion de agentes antimicrobianos en envases bioactivos

La razoén por la cual se incorporan antimicrobianos al envase es basicamente para prevenir
el crecimiento de microorganismos en la superficie de alimentos. Por ejemplo, la carne
intacta proveniente de los animales inicialmente es estéril, pero durante su manejo se
contamina principalmente en la superficie. La liberacién gradual del agente
antimicrobiano a la superficie del alimento tiene una ventaja sobre el uso de sprays y
bafos sumergidos. La ventaja radica en que las peliculas con bajo indice de difusién
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mantienen altas concentraciones del agente antimicrobiano en la superficie por un mayor
lapso.

Una de las formas para mantener los compuestos activos en el envase, sobre todo cuando
se trata de peliculas es la inmovilizacién, ya que con esta se retienen los compuestos
activos y se puede presentar una liberacion gradual de los mismos hacia el alimento.

2.4.1 Inmovilizacion

Las enzimas pueden catalizar reacciones en diferentes estados: como moléculas
individuales, en solucién, en agregados con otras entidades y unidas a alguna superficie.
La unién o inmovilizacién ha sido de gran interés para la industria biotecnoldgica.

Existen diferentes tipos de técnicas de inmovilizacidn, las cuales se pueden clasificar en
dos grupos: métodos reversibles e irreversibles. El concepto de inmovilizacién irreversible
significa que una vez que el biocatalizador ha sido unido al soporte, el biocatalizador no
puede ser separado sin perder la actividad bioldgica del soporte o destruir el soporte.

% Union covalente

% Atrapamiento

% Microencapsulacién H (E(

<+ Entrecruzamiento
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Los métodos mas comunes de inmovilizacidon irreversible son: unidn covalente,
atrapamiento, micro-encapsulacién y entrecruzamiento (Brena, 2006).

Considerando que los compuestos a inmovilizar son una mezcla de compuestos
extracelulares cuya naturaleza hidrofdbica se desconocia y tomando en cuenta la
formacién de una biopelicula, se opté por la inmovilizacién mediante atrapamiento.

El atrapamiento consiste en la retencidn de la enzima en cavidades interiores de una
matriz sélida porosa constituida por prepolimeros entrecruzables o biopolimeros. El
sustrato y los productos pueden atravesar la red polimérica pero se retiene la enzima. En
este método de inmovilizacion la enzima no se encuentra unida a la membrana o matriz.
(Figura 10).

Matriz
" porosa

Figura 10. Representacion esquemdtica de la inmovilizacion mediante atrapamiento.

Una vez que los agentes antimicrobianos han sido inmovilizados en la matriz se obtiene la
biopelicula con actividad antimicrobiana, la cual debe ser sometida a ciertas pruebas de
efectividad con el fin de saber si posee o no las cualidades necesarias para ser un envase
funcional.

2.5 Pruebas de efectividad de los envases antimicrobianos

Actualmente existe una variedad de métodos de prueba oficiales para determinar la
resistencia de materiales plasticos a la degradacidon microbiana, sin embargo, no existen
métodos estandar para determinar la efectividad de polimeros antimicrobianos.

Las pruebas de difusién en agar son muy utiles, se basan en la colocacién de la pelicula
antimicrobiana sobre un medio sélido de agar que contenga algin microorganismo
indicador. Las cajas con agar son incubadas hasta que haya crecimiento visible, un halo
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claro alrededor de la pelicula indica la difusion del antimicrobiano y la subsecuente
inhibicidn bacteriana. Deben colocarse controles apropiados para evitar falsos positivos
debido simplemente a la falta de oxigeno. El método puede ser cuantitativo si el diametro
del halo puede medirse.

El envase de alimentos es altamente regulable alrededor del mundo. Los agentes
antimicrobianos del envase activo que migren hacia el alimento son considerados como
aditivos y por lo tanto deben de cumplir con los estandares ya establecidos para aditivos,
es decir, debe presentarse evidencia suficiente para demostrar que es seguro para el uso
en que pretende emplearse (Appendini P. y Hotchkiss J.H., 2002).

Adicionalmente, se deben realizar analisis sobre la funcionalidad del material de envase
para demostrar su eficiencia y resistencia como tal.

Pruebas mecanicas

Las pruebas mecdnicas son pruebas destructivas en las que los materiales de estudio son
sometidos a esfuerzos mediante la aplicacién de una fuerza externa hasta su deformacién
y/o ruptura, para determinar sus propiedades de dureza, elasticidad, fragilidad vy
resistencia a la penetracién. Se pueden estudiar materiales diversos como: polimeros,
metales de baja dureza, materiales cerdmicos y materiales compuestos.

El comportamiento mecanico de un material refleja la relacién entre la fuerza aplicada y
su respuesta, es decir, su deformacién. El método mas comun para determinar las
propiedades mecanicas de un material es controlar su deformacién bajo la accion de una
fuerza determinada (Martinez, 2014).

En la Figura 11 se puede ver una sefial tipica obtenida en un equipo de pruebas mecanicas
(SINTECH 1/S) en la cual se observan los datos registrados de fuerza y tiempo que
describen el comportamiento de una pelicula sometida a penetracién o extensidn. En la
zona de deformacion eldstica inicial se observa una relacién proporcional entre el esfuerzo
(fuerza/éarea) y la deformacion, es decir, la pelicula muestra un comportamiento eldstico.
Posteriormente se supera el punto limite de proporcionalidad, la pelicula presenta aun
elasticidad, pero la deformacidn no conserva la relacién lineal, esto estd sefialado como el
comportamiento durante la puncion o extensién. Finalmente, el punto maximo
corresponde a la ruptura inicial de la pelicula y la caida en la fuerza debido a la ruptura
subsecuente.
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Figura 11. Esquema representativo de la sefial tipica obtenida en el equipo de pruebas SINTECH
1/S duante la puncién o extension de una pelicula (Martinez, 2014)

Pruebas de permeabilidad

La permeabilidad es el fendmeno fisico-quimico de transferencia de masa a través del
envase. La permeabilidad de los films y envases es un factor critico en la conservacion de
los productos envasados, sobre todo en el caso de los alimentos. El oxigeno y la humedad
(vapor de agua) son dos de los factores principales de degradacion para numerosos
alimentos (Martinez, 2014).

3. Aplicaciones

Las aplicaciones de agentes antimicrobianos en envases y el nimero de investigaciones
publicadas relacionadas con patentes de los mismos han incrementado durante los
ultimos afios. Aditivos GRAS y antimicrobianos naturales han sido incorporados en
diferentes matrices y han sido probados contra una variedad de microorganismos
incluyendo Listeria monocytogenes, E. coli patogénica y hongos.
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3.1 Productos carnicos refrigerados

La carne y sus derivados son productos con alto contenido acuoso, pH cercano a la
neutralidad y son también ricos en nutrientes, por consecuente son susceptibles a la
contaminacién bacteriana. La contaminacion bacteriana en carne es de gran
preocupacion, especialmente en la actualidad con los productos “listos para consumo”
donde los microorganismos contaminan mayoritariamente la superficie de los alimentos.
La contaminacion no solamente causa descomposicion de los productos, también hay
desarrollo de brotes de infecciones transmitidas por alimentos y el subsecuente retiro del
mercado del producto, lo cual conlleva a una enorme pérdida econdmica y aun grave
problema de salud.

La carne cruda es considerada como la de mayor susceptibilidad al desarrollo microbiano.
Durante la cadena de distribucidon de la carne se emplea temperatura baja (4°C) para
preservarla, mientras que el congelamiento es empleado como una alternativa para la
conservacion prolongada cuando el tiempo de distribucién es mayor. Aun cuando la carne
se conserva en frio (4°C), el crecimiento de microorganismos psicrétrofos continda.

3.2 Microorganismos patogenos y de descomposicion

Dentro de los microorganismos encontrados en carne y sus derivados se encuentran:
hongos, levaduras y bacterias, tanto de descomposicién como patogénicos. El tipo de
microorganismos presentes en la carne varia dependiendo de: el estado fisioldgico del
animal a la hora del sacrificio, la temperatura de almacenamiento, higiene durante el
proceso, area expuesta, microorganismos competitivos, etc.

Los microorganismos comunmente encontrados en carne fresca refrigerada son:
Arthrobacter spp., Acinetobacter spp., Aeromonas spp., Staphylococcus spp., Brochothrix
thermosphacta, Enterococcus spp., Moraxella spp., Lactobacillus spp., Leuconostoc spp., y
Pseudomonas spp. Los géneros de Pseudomonas mdas comunes son: P. fragi, P. lundensis, y
P. fluorescens (Ercolini et al., 2009). Los patdgenos predominantes en carne asociados a
brotes de infecciones son: E. coli enterotoxigénica, Salmonella spp., Clostridium
perfringens, y Campylobacter jejuni. Los serotipos de Salmonella incluyen: S.
Typhimurium, S. Anatum, S. Agona, S. Derby y S. Enteriditis. Listeria monocytogenes
también es asociada a brotes provocados por ingesta de pavo, jamdn, y roast beef,
aunqgue la incidencia esta disminuyendo. Staphylococcus aureus ha sido encontrada,
particularimente en carne rebanada y carne molida, durante el proceso y manejo del
producto como resultado de una mala higiene (D’Agostino, 2016).
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Al poder reducir el crecimiento de microorganismos patdégenos como los previamente
descritos se conserva la disponibilidad de la carne fresca y de esta manera se evita el
desperdicio de recursos. Con el fin de lograr este objetivo se propone el uso de los
envases antimicrobianos, especificamente el uso de una pelicula con compuestos
antimicrobianos inmovilizados capaces de migrar al alimento y conservar la inocuidad de
la carne.
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4, Justificacion

Los brotes de infecciones trasmitidas por alimentos conducen hacia una investigacién con
alternativas innovadoras para inhibir el crecimiento microbiano en los alimentos vy
mantener calidad, frescura y seguridad alimentaria. Una opcién es el uso de envases con
propiedades antimicrobianas que podrian prolongar la vida de anaquel de los alimentos y
reducir el riesgo de patdégenos mediante la inhibicion del crecimiento de microorganismos
gue puedan estar presentes en el producto.

5. Hipétesis

Los compuestos antibacterianos extra celulares producidos por la cepa E. faecalis FAIR E-
77 conservaran su actividad litica tras ser inmovilizadas en una pelicula.

6. Objetivos
Objetivo principal

B Comprobar el efecto antimicrobiano, en condiciones de almacenamiento en
refrigeracion, de una pelicula biodegradable mediante la incorporacién de los
compuestos antimicrobianos extracelulares producidos por E. faecalis.

Objetivos particulares:

®  Desarrollar la formulaciéon de una pelicula en la cual se inmovilizardn las enzimas
y/o péptidos antimicrobianos

B Producir los compuestos antimicrobianos por via fermentativa
B Evaluar el efecto del proceso de inmovilizacién sobre la actividad antibacteriana

B Evaluar la estabilidad de la actividad antibacteriana bajo condiciones de
almacenamiento en refrigeracion.
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7. Metodologia

I
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= Formulaciones de peliculas de almidén

Con base en diferentes articulos académicos relacionados con la elaboracién de
biopeliculas a partir de almidén (Nascimento et al., 2012; De Araujo G. et al., 2015; Ghosh
et al., 2015), se eligieron tres diferentes formulaciones con el fin de poder obtener una
pelicula facil de elaborar y de moldear, que ademas conservara caracteristicas apropiadas
para su fin.

Tabla 3. Formulaciones para la elaboracion de las peliculas a base de almidon de maiz y papa.

Almiddn
Condiciones 1 2 3
% Almidon (w/v) 5% 3% 4%
% Glicerol (w/w 0.3 0.2 0.4
almidon)
Temperatura de 90 80 70
mezclado (°C)
Tiempo de 10 20 30
mezclado (min)

= Elaboracidn de la pelicula de almidén

Las peliculas de almidén (almidén comercial de maiz y de papa, ambos de la Drogueria
Cosmopolita, nimeros de catdlogo 228 y 977) se elaboraron mediante la solubilizacién
inicial del almidén (3-5% w/v) en agua destilada, generalmente considerando un volumen
final de 100 mL. La solucién de almidon se esterilizd mediante vapor en autoclave (121°C,
15 min). Una vez estéril, se esperd a que la temperatura de la mezcla disminuyera hasta
obtener la temperatura indicada en la Tabla 6, en ese momento se adicioné el glicerol
(0.2-0.4% w/w, dependiendo de la formulacion; JT Baker Glicerol Anh. RA ACS. Modelo
2136-03), la temperatura indicada en la tabla 6 se mantuvo durante el tiempo de agitacion
indicado en la misma tabla para cada formulacion.

Una vez que se habia incorporado el glicerol a la solucién de almiddn, se esperé a que la
mezcla disminuyera su temperatura a 60°C (temperatura a la cual la mezcla aun podia
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verterse y con la cual se evitaba la posible desnaturalizacion proteica del concentrado)
para poder verterla en cajas Petri de plastico. El diametro de las cajas empleadas fue de
9.0 cm, en una caja se vertieron 6 g de mezcla, por lo que se puede considerar que la
relacion empleada fue de 9.43 g de mezcla por cada 100 cm? de drea de pelicula
elaborada.

Para todas las peliculas, posterior a la elaboracion se llevd a cabo el secado en estufa
estdtica a 40 °C durante 20 h, seguido de una etapa de acondicionamiento en la cual las
peliculas permanecian en un desecador con humedad relativa del 55% durante 24 h,
cumplido este lapso se desprendian manualmente las peliculas de las cajas Petri.

* Formulaciones de peliculas de alginato

Las formulaciones de prueba a base de alginato también se eligieron con base en articulos
cientifico relacionados con biopeliculas (Raybaudi-Massilia et al., 2007; Siragusa y Dickson
1992; Yener et al., 2009). Las variables dentro de las diferentes formulaciones que se
probaron fueron: porcentaje de alginato, porcentaje de glicerol, mg de CaCl,, temperatura
y tiempo de preparacién.

Tabla 4. Formulaciones para la elaboracion de las peliculas a base de alginato.

Formulacion | % Alginato (w/v) | Glicerol (g/g | CaCl, (mg/g | Temp y t de
alginato) alginato) preparacion
1 1 0.36 50 70°C, 30min
2 1.5 0.36 50 90°C, 10min
3 0.6
4 0.83

= Elaboracidén de la pelicula de alginato

Las peliculas de alginato se elaboraron mediante la inicial solubilizacion del alginato (1-
1.5% w/v) en agua destilada, generalmente considerando un volumen final de 100 mL,
posteriormente se adiciond CaCl,. Se incrementd la temperatura de la solucién de
alginato hasta alcanzar la temperatura de mezclado indicada en la tabla 4, en ese
momento se incorpord el glicerol. Después del tiempo de mezclado, se esperd a que la
temperatura de la mezcla disminuyera a 60°C para poder verterla en cajas Petri de
plastico. El didmetro de las cajas empleadas fue de 9.0 cm, en una caja se vertieron 6 g
de mezcla.
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Todas las peliculas elaboradas con alginatos se secaron a temperatura ambiente
dentro de las cajas Petri durante 22 horas, seguido de una etapa de
acondicionamiento en la cual las peliculas permanecian en un desecador con humedad
relativa del 55% durante 24 h, cumplido este lapso se desprendian manualmente las
peliculas de las cajas Petri.

Caracterizacion de la pelicula

= Espesor

Para enzimas inmovilizadas en el envase, el espesor de la biopelicula puede influir en la
migracion de los compuestos activos hacia el producto alimenticio (Malhotra B., et al.,
2015).

Como un parametro descriptivo de la biopelicula se midié su espesor con un micrometro
manual en cinco puntos aleatorios de la pelicula en tres muestras diferentes, el promedio
se utilizé para los cdlculos de las propiedades mecanicas.

= Solubilidad en agua

Se determind la solubilidad en agua de las biopeliculas con el fin de observar si la pelicula
se mantenia integra o no y para poder conocer el porcentaje soluble al estar en contacto
con un alimento acuoso, esto considerando que el objetivo de la biopelicula es que esté
en contacto directo con carne.

Se registré el peso de una pelicula de 6 cm de didmetro, la cual se introdujo en un matraz
Erlenmeyer de 250 mL de capacidad con 50 mL de agua destilada cuya temperatura era de
4 °C, se sumergio la pelicula de 6 cm de didmetro y se mantuvo en agitacién a 100 rpm
durante 1 hora en refrigeraciéon (T= 4 °C). Se peso y registré el peso en gramos de un
circulo de papel filtro Whatman (Filtro cualitativo grado 1), el cual fue utilizado para filtrar
la solucidn. El papel filtro y el retenido se secaron a 60°C durante dos horas en estufa
estatica. La solubilidad se obtuvo mediante diferencia de peso.

= Elongacion y Fuerza de tension

Se midié la fuerza de fractura de penetracion y la fuerza de fractura en traccién en una
maquina de pruebas mecénicas (SINTECH 1/S, MTS, USA) utilizado una celda de carga de
100 N. La fuerza de fractura en penetracion fue determinada con el método descrito por
(Gontard et al.,, 1993). Las peliculas previamente acondicionadas (desecador HR 54 %,
durante 24 h) fueron cortadas en circulos de 8 cm de diametro y fijadas entre un soporte
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metalico. Posteriormente, las peliculas fueron penetradas de manera uniaxial con una
punta cilindrica de 1.3 cm de didmetro a una velocidad constante de 100 mm/min. Se
registrd la resistencia a la penetracion de al menos cinco muestras para cada formulacién.
El tratamiento de datos se presenta en el Anexo 1.

Para determinar la fuerza de fractura en tracciéon las peliculas previamente
acondicionadas se cortaron en listones de 8 cm de largo por 1 cm de ancho. Los listones
fueron sujetados por mordazas con una separacién inicial de 5 cm. La velocidad de
traccion fue de 240 mm/min y se registrd la resistencia al estiramiento. Se probaron al
menos cinco muestras por formulacion. El tratamiento de datos se encuentra en el Anexo
1.

= Permeabilidad al vapor de agua

La permeabilidad al vapor de agua se determind con base en el método desecante de la
técnica gravimétrica ASTM E96, 2003. Esta técnica permite obtener la permeabilidad a
partir de la determinacién del coeficiente de transmisidn de vapor de agua, mediante el
monitoreo del incremento en peso generado por la transferencia de humedad a través de
la pelicula. Las peliculas previamente acondicionadas y cortadas en forma circular fueron
colocadas en celdas de prueba cuyas dimensiones son: de la tapa, didmetro interno 5.6 cm
y didametro externo 8.1 cm; de la caja, didmetro interno 5.6 cm y altura 3.7 cm (Vazquez-
Gil, 2008). Las celdas se llenaron con cloruro de calcio anhidro (CaCl,) secado a peso
constante a 200 °C, con el fin de mantener una humedad relativa de 0%. El desecante se
colocd dentro de las celdas dejando un espacio de aire de 1 cm sobre su superficie,
medido con un Vernier. Las peliculas se sujetaron a la celda con un anillo y cuatro tornillos
localizados simétricamente a su alrededor y selladas con una capa de silicdn para
mantener condiciones de hermeticidad. Una vez ensambladas la celda con la pelicula, se
determiné el peso inicial y posteriormente las celdas fueron colocadas en un desecador
(54% HR, durante 48 h) para que la diferencia de presién parcial de vapor de agua
existente en ambos lados de la pelicula proporcionara la fuerza impulsora para el flujo de
vapor a través de la misma. Las celdas fueron extraidas rdpida y periédicamente del
desecador para registrar la ganancia en peso en intervalos de 24 h. Se realizaron cinco
réplicas de cada formulacion. Los datos fueron tratados con las ecuaciones descritas en el
Anexo 2.
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Obtencion de los compuestos antimicrobianos
= Cinética de crecimiento de la cepa productora

Con el objetivo de comparar la produccién de agentes antimicrobianos en dos diferentes
medios de cultivo se realizé una cinética de crecimiento durante 12 horas con la misma
cepa E. faecalis y en dos medios de prueba: MRS (MRS Broth, Oxoid, CM0359) y BHI
(Bacto™ BHI, BD, Ref.237500).

Se reactivé la cepa que se encontraba conservada en congelacién mediante un indculo de
100 pL de la cepa en un tubo de ensayo con 10 mL de caldo BHI previamente esterilizado.
Se incubd a 37°Cy con 250 rpm durante 12 h. A estas células reactivadas se les denomind
preinoculo.

En un matraz de 500 mL se utilizd un volumen de trabajo de 175 mL de cada uno de los
medios de prueba (MRS y BHI) y se inoculé con 3 mL del preinoculo. Los matraces se
incubaron a 37°C, 250 rpm y se registro la densidad éptica a 600 nm cada 2 horas durante
12 horas en el lector de placas Epoch (BioTek Instruments).

Se seleccionaron tres tiempos para determinar la produccién de compuestos
antimicrobianos mediante difusién en agar, los cuales se identificaron como a, b y ¢;
donde a: fase exponencial (2 horas de crecimiento); b: fase estacionaria (6 h) y c: fase
estacionaria tardia (12 h).

Para su uso en las difusiones en agar el sobrenadante se separé mediante centrifugacién a
10,000 g durante 15 min a 4°C. El pH se ajusté a 7 con NaOH (0.5 M) y el sobrenadante se
filtré utilizando una membrana de 0.22 um (Millipore, type GVWP).

= Difusidn en agar del sobrenadante

Se vertieron 15 mL de agar TSA 1% ( BD Tryptic Soy Agar; la formulacién se incluye en el
Anexo 3) en una caja Petri y se dejoé solidificar a 4 °C durante 15 min; después, se vertieron
10 mL de agar (0.8%) que contenian 107 UFC/mL de S. aureus ATCC 5638 (o bien del
microorganismo patégeno en cuestion). Después de la solidificacion, se hicieron pozos de
9 mm de didmetro en el agar con una punta estéril de 1000 L, se agregaron en cada pozo
180 pL de cada uno de los sobrenadantes. Las cajas de Petri se incubaron durante 24 h, a
37°C. La prueba es considerada positiva cuando el didmetro del halo de inhibicién es
mayor a 1 mm, y la relacion del diametro del halo/ proteina total se calculd para evaluar la
actividad especifica (mm/mg proteina).
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= Cuantificacion de proteina

La concentracidn de proteina se determind con el método de Bradford (Bradford, 1976),
en cuyo protocolo se indica el uso del colorante Coomassie Brillant Blue G250. Se basa en
la conversion de la forma leuco del colorante (marrén-naranja) a una de color
intensamente azul cuando los grupos anidnicos del colorante interaccionan con los grupos
amino de las proteinas. Dicha reaccién se mide por absorbancia a 595nm y también existe
una relacion lineal dentro de determinadas concentraciones de proteinas. Este método es
sensible en un rango de 1 a 25 microgramos para un volumen de 1 mL.

Generalmente se utilizd la segunda dilucidn de la muestra o bien la dilucién necesaria para
poder cuantificar con este método, se utilizaron 160 pL de la muestra diluida y se
colocaron en una microplaca (Costar, Corning; USA) a la cual se le adicionaron 40 uL de
reactivo de Bradford (BioRad; USA), tras 5 minutos de incubacién se realizd la lectura
espectrofotométrica a una longitud de onda de 595 nm en el lector de placas Epoch
(BioTek Instruments).

= Concentracion del sobrenadante

Con el fin de reducir el volumen en el cual se encontraban contenidos los compuestos
antimicrobianos y poder agregarlos a la pelicula sin que el volumen modificara la
concentracion de los otros componentes (glicerol y almidén), se optd por el método de
liofilizacién. Se eligid liofilizar todo el sobrenadante para no descartar ni desnaturalizar
ningln compuesto antimicrobiano.

Se llevd a cabo el crecimiento de la cepa productora E. faecalis en caldo BHI, el volumen
inicial fue de 175 mL y se realizdé en un matraz Erlenmeyer de 500 mL de capacidad. Las
condiciones de incubacidn fueron 37°C y 250 rpm durante 12 h. Después del tiempo de
incubacidn, las células se separaron del sobrenadante mediante centrifugacién a 10,000 g
durante 15 min a 4°C. Se continud trabajando con el sobrenadante, al cual, se le realizé un
ajuste de pH a 7 con NaOH. Para asegurar la ausencia de células bacterianas el
sobrenadante se filtré utilizando una membrana de 0.22 um. El sobrenadante se congeld
para su posterior liofilizacion (se congelaron 17.5 mL de sobrenadante en un tubo falcon
de 50 mL). Posteriormente la muestra se resuspendid en un décimo de su volumen
original en buffer de fosfatos 100 mM pH 7.
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Con el objetivo de obtener la mayor inhibicién bacteriana se probd la produccion de
agentes antimicrobianos en medio MRS, las condiciones y el tratamiento del
sobrenadante fueron exactamente las mismas que se utilizaron para el sobrenadante en
medio BHI descrito en el parrafo anterior.

= Difusion en agar del sobrenadante concentrado

Se vertieron 15 mL de agar TSA 1% (Tryptic Soy Agar, cuya formulacién se incluye en el Anexo
3) en una caja Petri y se dejo solidificar a 4 °C durante 15 min; después, se vertieron 10 mL
de agar (0.8%) que contenian 107 UFC/mL de S. aureus ATCC 5638 (o bien del
microorganismo patdgeno en cuestion). Después de la solidificacion, se hicieron pozos de
9 mm de didametro en el agar, e agregaron en cada pozo 180 uL del concentrado proteico.
Las cajas de Petri se incubaron durante 24 h, a 37°C. La prueba es considerada positiva
cuando el didmetro del halo de inhibicion es mayor a 1 mm, y la relacién del didmetro del
halo/ proteina total es calculada para evaluar la actividad especifica (mm/mg proteina).

Se utilizé6 como control negativo el medio (BHI o MRS) con el mismo tratamiento que la
muestra y como control positivo nisaplin 10 mg/mL para S. aureus, L. monocytogenes, P.
aeruginosa y Y. enterocolitica. Para S. Typhimurium se utilizé ampicilina 50 mg/mL. La
procedencia de las cepas utilizadas en este trabajo de investigacion se muestra a
continuacion en la Tabla 5.

Tabla 5. Procedencia de las cepas

Microorganismo Procedencia

S. aureus ATCC 6538 Posgrado FESC-UNAM
L. monocytogenes CFQ-B-103 Cepario FQ, UNAM

P. aeruginosa ATCC 27853 Cepario FQ, UNAM

Y. enterocolitica Cepario FQ, UNAM

S. Typhymurium ATCC 14028 Cepario FQ, UNAM

= Elaboracidon de la pelicula con actividad antibacteriana

Como inicial consideraciéon se optd por utilizar como agentes antibacterianos a los
producidos por E. faecalis en caldo BHI, el concentrado proteico fue obtenido bajo las
mismas condiciones anteriormente descritas en la pagina 32.
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Las peliculas de almiddn se elaboraron mediante la inicial solubilizacién del almidén (6 %
w/v) en agua destilada, generalmente considerando un volumen final de 50 mL. La
solucion de almiddn se esterilizd mediante vapor en autoclave (121°C, 15 min). Una vez
estéril, se esperd a que la temperatura de la mezcla disminuyera hasta 90 °C, en ese
momento se adiciono el glicerol (0.4 g glicerol/g almiddn) y se mantuvo en agitacion a 100
rpm. Para la adicion del concentrado proteico se esperé a que la temperatura disminuyera
hasta 60 °C. Se empled una relacién promedio de 117 pg de proteina por 1 gramo de
mezcla (almiddn + glicerol). Se adiciond el concentrado proteico y se mantuvo en agitacién
durante 5 minutos, posteriormente se vertié la mezcla directamente en cajas Petri. El
didmetro de las cajas empleadas fue de 3.7 cm, en una caja se vertié 1 g de mezcla final,
por lo que se puede considerar que en general se ocupd 1 g de mezcla final (almidén +
glicerol + concentrado proteico) por cada 10.72 cm?. El secado se realizd en estufa a 40 °C
durante 20 h. Al término del tiempo de secado, las peliculas se acondicionaron en un
desecador con 54% de humedad relativa durante 24 h.

= Difusion en agar (de la pelicula)

Se vertieron 15 mL de agar TSA (1%) en una caja Petri y se dejé solidificar a 4 °C durante
15 min; después se vertieron 10 mL de agar (0.8%) que contenian 10’ CFU/mL de S. aureus
ATCC 5638 (o bien del microorganismo patégeno en cuestidn). Después de la
solidificacion, se colocd una cuarta parte de la pelicula antibacteriana directamente sobre
la superficie de agar, la pelicula antibacteriana se colocd por duplicado (dos muestras de
lotes independientes), las cajas Petri se incubaron durante 24h, a 37°C.

= Estabilidad de la actividad antibacteriana al almacenamiento

Las peliculas antibacterianas dentro del desecador (54% de humedad relativa) se
almacenaron en el refrigerador para evaluar el efecto del almacenamiento durante 7 dias
a 4 °C. Se realizaron pruebas de difusion en agar tomando una cuarta parte de las
peliculas, cada muestreo se realizé diariamente durante 7 dias.

= Actividad antibacteriana

En matraces de 50 mL con un volumen de trabajo de 10 mL de medio BHI se ajustd la D.O.
inicial del microorganismo patdégeno a 0.001 para realizar cinéticas de crecimiento y se
tomd una muestra de 200 pL para registrar la D.O a 600 nm en una microplaca (Costar,
Corning; USA) en el equipo Epoch cada hora durante 10 horas. Los matraces se incubaron
a29°Cy 100 rpm.

Para observar el efecto del concentrado antimicrobiano liquido se selecciond un
microorganismo de prueba, en este caso P. aeruginosa, bajo los mismos criterios descritos
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anteriormente, se adicionaron 670 pg de proteina del concentrado antibacteriano al inicio
de la fase exponencial y como blanco se adiciond 1 mL del medio BHI (liofilizado y
resuspendido en buffer de fosfatos 100 mM pH 7 en una décima parte de su volumen
inicial).

Con el fin de observar el efecto de los compuestos antibacterianos inmovilizados en la
pelicula, se realizé una cinética de crecimiento de la misma manera anteriormente
descrita, al inicio de la fase exponencial se adicioné una pelicula con compuestos
antimicrobianos (drea 10 cm?) y como blanco se utilizé una pelicula de almidén sin
concentrado proteico.

= SDS-PAGE

Con el fin de observar el perfil proteico se prepararon geles de poliacrilamida al 14 % en
condiciones desnaturalizantes. Para la preparacion de los geles se utilizé agua desionizada,
1.5 M Tris-HCI pH 8.8 (gel separador), 0.5 M Tris-HCI pH 6.8 (gel concentrador), 30% bis-
acrilamida, 10% dodecil sulfato de sodio (SDS), 10% APS y TEMED. En cada carril se
cargaron 30 uL de la muestra (25 pg de proteina) y 5 uL de amortiguador de carga (agua
desionizada, 50 mM Tris-HCl, Ph 6.8, 2.5% glicerol, 10% SDS y 0.5% azul de bromofenol y
0.2 M 2-mercaptoetanol). Las muestras fueron calentadas a ebullicién durante 5 minutos
antes de ser cargadas en el gel. Se utilizé el marcador de bajo peso molecular (Low Range,
BioRad). Se llevd a cabo la electroforesis en la cdmara de electroforesis de proteinas Mini-
PROTEAN®II (BioRad; USA) utilizando amortiguador de corrida (12 mM Tris-HCI, 186 mM
glicinay 1% SDS). La fuente de poder se utilizd a 90 V durante 3 ha 4 °C.

Posterior a la electroforesis, el gel se enjuagd dos veces con 100 Ml de agua desionizada
durante 5 min a 60 rpm (Miniorbital shaker TSSM1). El gel se tifid con solucién de
Coomassie Blue G-250 (BioRad) (0.1% Coomassie G-250, 45% metanol, 10% acido acético
glacial, 45% v/v agua desionizada) durante 12- 16 h en agitacion orbital a 60 rpm. Para
revelar el perfil proteico, después del tiempo de tincidn se utilizd una solucién desteiiidora
(10 % acido acético glacial y 10 % metanol).

= Zimogramas

Se realizd SDS-PAGE renaturalizante preparando geles separadores de poliacrilamida al
14% tal como se describe en el punto anterior y afadiendo células del microorganismo
prueba al gel (las células adicionadas eran las contenidas en 10 mL del medio de cultivo
con D.O. de 0.8 a 600 nm vy esterilizadas por calor himedo 121 °C, 15 min). Después de la
electroforesis los geles fueron lavados con agua desionizada con agitacidon suave durante
30 minutos y posteriormente fueron incubados a 37 °C con buffer renaturalizante (Tritén

1% v/v, buffer de fosfatos 50 Mm pH 7) durante 12-16 h y agitacién constante a 50 rpm.
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Los geles se tifieron con solucion de azul de metileno (0.1% m/v azul de metileno, 0.01%
m/v KOH) durante 30 min y destefiidos con lavados constantes de agua destilada. El peso
molecular fue determinado utilizando el marcador de bajo peso molecular (Low Range,
BioRad).
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8. Resultados y analisis
8.1 Eleccién de formulacién para la biopelicula

Para poder elegir las formulaciones destinadas a su caracterizacién mecanica, se realizé
inicialmente una seleccidn cualitativa con base en la facilidad de desprender la biopelicula
completa sin que ésta se fracturara, la pelicula fue seleccionada para la prueba de
solubilidad si se desprendia integramente, las formulaciones que generaron una pelicula
quebradiza quedaron inicialmente descartadas para pruebas posteriores. Estos resultados
se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Seleccion cualitativa de las diferentes formulaciones.

Formulacion Pelicula
desprendible
integramente

Almidon de maiz 1 Si
Almidén de maiz 2 No
Almiddn de maiz 3 Si
Almidon de papa 1 Si
Almiddn de papa 2 No
Almidén de papa 3 No
Alginato 1 No
Alginato 2 No
Alginato 3 No
Alginato 4 Si

De las 6 formulaciones de almiddn se seleccionaron tres, ya que las restantes se rompian
al desmoldarlas. Respecto a las peliculas de alginato, la formulacion 4 se desprendia facil y
completamente. Por lo tanto, después del primer criterio cualitativo se seleccionaron 4
formulaciones:
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- Almidén de maiz 1 (AM1) [ almiddn 5% (w/v) y 0.3 (w/w glicerol)]
- Almidén de maiz 3 (AM3) [almiddn 4% (w/v) y 0.4 (w/w glicerol)]
- Almidon de papa 1 (AP1) [ almidén 5% (w/v) y 0.3 (w/w glicerol)]
- Alginato 4 (Alginato) [alginato 1.5% (w/v) y 0.83 (w/w glicerol)]

* Porcentaje de solubilidad

Como segundo criterio de seleccién se realizo la prueba de solubilidad, en la cual también
se esperaba mantener la integridad de la pelicula después de la inmersién en agua.

PORCENTAIJE DE SOLUBILIDAD
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90.00 84|17
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% Solubilidad

40.00 33.90
29142 =
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Figura 12. Porcentaje de solubilidad de las peliculas AP1 (almiddon de papa formulacion 1), AM3 (almiddn de maiz
formulacion 3), AM1 (almiddn de maiz formulacion 1) y Alginato 4. Porcentaje de solubilidad calculado como diferencia
de peso de la pelicula después de una hora de inmersion en agua destilada a 4°C.

Puede observarse en la Figura 12 que, de las tres formulaciones de almiddn, la AP1
muestra una mayor variabilidad respecto a su solubilidad, sin embargo, el porcentaje de
solubilidad es muy cercano entre estas formulaciones. Se observd que el menor
porcentaje de solubilidad fue el de la formulacién AM1. La formulacién de alginato
presentd un alto porcentaje de solubilidad y la pelicula se desintegré durante la prueba,
razén por la cual quedd descartada como base para inmovilizacion de los compuestos
antibacterianos. Las pruebas mecanicas posteriores se realizaron a las formulaciones: AP1,
AM1y AM3.

La solubilidad de la pelicula es importante debido a que es deseable que haya difusién de
las enzimas hacia el alimento, sin embargo, considerando que la carne tiene un alto aw
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(>0.95) es preferible que la pelicula no sea tan soluble de manera que no se desintegre al
estar en contacto con la carne.

Para la determinacién del espesor, fuerza de fractura en penetracion, fuerza de fractura
en traccién y permeabilidad al vapor de agua se utilizd6 como referencia la pelicula
autoadherente Kleen Pack.

=  Espesor

Pensando en la funcidén antimicrobiana del envase, uno de los factores a considerar es el
grosor, ya que este va a facilitar o dificultar la difusion repercutiendo en la actividad
antibacteriana. Sin embargo, cabe destacar que no se realizaron pruebas de diferente
grosor para una misma formulacion, es decir, los resultados mostrados son los obtenidos
con la menor cantidad de mezcla necesaria para cubrir el drea del molde y generar una
biopelicula continua.

Tabla 7. Espesor de las peliculas de almidon (se expresa el promedio y la desviacion estandar en cm).

Formulacion Espesor (cm)
Referencia 0.0304+0.010
AM1 0.0728+0.010
AM3 0.0728+0.010
AP1 0.0796%0.024

El espesor promedio de las peliculas formadas es menor a un milimetro, considerando que
son hechas de polisacaridos y no de plasticos (donde debido a la extrusidon el espesor
puede disminuir, como se observa con la referencia). Ademas de servir como parametro
descriptivo, la importancia de la determinacién del espesor radica en su utilizacion para el
calculo de las siguientes caracteristicas como lo es la permeabilidad al vapor de agua.

8.1.1 Pruebas mecanicas
» Fuerza de fractura de penetracion (Puncion)

Se observa en la Figura 13 que la formulacién que requiere el mayor esfuerzo para poder
fracturar la pelicula al penetrar es la formulacién de almiddn 1, seguida de la de almidén
de papa 1 y finalmente la de almidén de maiz 3. Es posible que ambas formulaciones 1
(AM1 y AP1) requieran un mayor esfuerzo debido a que contienen mayor cantidad de
almidén, 1% mas que la formulacion AM3. Al comparar las formulaciones de prueba
contra la referencia encontramos que el maximo porcentaje de similitud en cuanto a
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esfuerzo en fractura en penetracién lo presenta la pelicula AM1 con 68% y la formulacion
AP1 apenas es la mitad de resistente que la referencia. Subrayamos en esta parte la
diferencia de materiales entre la referencia y las formulaciones de almidén, no
esperabamos igualar los valores, pero si era deseable alcanzar al menos el 75% de los
mismos para que la biopelicula generada fuese funcional.

ESFUERZO EN FRACTURA EN PENETRACION
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= Referencia AM1 =EAP1 =EAM3

Figura 13. Esfuerzo en fractura en penetracion de las peliculas.

» Fuerza de fractura en traccién (Elongacion)

ESFUERZO EN FRACTURA EN TRACCION
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Figura 14. Esfuerzo en fractura en traccion de las peliculas.
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El mayor esfuerzo nominal requerido en la elongacidon de las peliculas fue para las
peliculas de papa, ya que estas resistieron durante un lapso mas largo al realizar la
elongacién antes de su fractura, se esperaba que el almidéon de maiz mostrara un mayor
esfuerzo debido a su mayor contenido de amilosa, se observd de nuevo que el
decremento en la concentracién de almidon (formulacion AM3) afectd la resistencia a la
fractura. Al comparar las formulaciones de prueba contra la referencia encontramos que
el maximo porcentaje de similitud en cuanto a esfuerzo en fractura en penetracién lo
presenta la pelicula AP1 con 34% y la formulacidn AM1 presentd apenas poco mas de un
cuarto de resistencia a la extension. Concluimos de esta parte que la propiedad mecdnica
de extensién de las formulaciones en prueba no es la mejor caracteristica y seria deseable
modificarla para poder aumentarla.

= Permeabilidad al vapor de agua

En la Tabla 8 se muestran los resultados de la permeabilidad al vapor de agua en unidades
de (g/m h P), gramos registrados en el incremento de peso (agua) por area (el area de la
pelicula) por hora (tiempo de monitoreo) por Pa (relacionado con la diferencia de presién
entre el ambiente desecante de la celda con humedad relativa de 0% y el desecador con
humedad relativa de 54%.

Respecto a la permeabilidad se observa un orden de magnitud mayor al de la referencia,
los valores son relativamente bajos. La formulacién que presenté menor permeabilidad al
vapor de agua fue la de maiz 3, sin embargo, las tres formulaciones presentan un valor en
el mismo orden de magnitud.

Tabla 8. Permeabilidad al vapor de agua promedio de las peliculas.

Formulacién Permeabilidad (g/m h Pa)

Referencia 4.459 E-08 + 3.7 E-09
AM1 1.805 E-07 + 2.0 E-08
AM3 1.224 E-07 £ 1.2 E-09
AP1 1.516 E-07 £ 1.3 E-08

= Tabla comparativa para eleccién de biopelicula

Con base en las caracteristicas evaluadas se elabord la Tabla 9, la cual es una tabla
comparativa para poder elegir la formulacién con las mejores caracteristicas. Para el
porcentaje de solubilidad se buscé el mas bajo con el fin de evitar la desintegracién de la
biopelicula; para las pruebas de extensidn y puncion los valores mas altos expresaban una
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mayor resistencia a la fractura; finalmente para el pardametro de permeabilidad el valor
mas bajo representaba un menor intercambio de vapor de agua entre el alimento y el
medio a través de la biopelicula.

Tabla 9. Tabla de andlisis de caracteristicas de las peliculas para eleccion de formulacion.

Formulacion Solubilidad Extension o Puncion o Permeabilidad al

(%) (kPa) (kPa) vapor de agua
(g/m h Pa)
AM1 26.38+8.18 149.53 +34.69 60.49+10.86
1.805 E-07 £ 2.0 E-08
AM3 33.90+0.69 89.87+13.78 36.74+4.12
1.224 E-07 + 1.2 E-09
AP1 29.41+11.31 185.75+33.00 44.1448.14

1.516 E-07 + 1.3 E-08

La formulaciéon que tuvo mejores caracteristicas fisicas fue la de almidén de maiz 1,
contando con dos de cuatro caracteristicas comparadas. Se consideré que esta
formulacién era la adecuada para la inmovilizacion de los compuestos antimicrobianos.

8.2 Produccidn del extracto con actividad antimicrobiana
8.2.1 Cinética de crecimiento del microorganismo productor

Inicialmente se registré el crecimiento del microorganismo en dos diferentes medios para
poder identificar en cudl de éstos se producian mds compuestos antibacterianos, los
medios de prueba fueron MRS y BHI.

Se seleccionaron tres puntos de referencia para comparar la produccion de compuestos
antimicrobianos, los cuales se muestran en el grafico con las letras: a, b y c; donde a: fase
exponencial; b: fase estacionaria; c: fase estacionaria tardia.

Como puede observarse en la Figura 15, el crecimiento celular es similar en ambos
medios, sin embargo, lo que nos interesaba era la produccién de compuestos
antimicrobianos. Se tomaron muestras de los sobrenadantes (sobrenadante libre de
células y neutralizado) en los puntos A, B y C para evaluar su actividad mediante difusién
en agar contra los siguientes microorganismos de prueba: S. aureus, L. monocytogenes, P.
aeruginosa, Y. enterocolitica y S. Typhimurium.
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8.2.2 Halos de inhibicion del sobrenadante
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Figura 15. Crecimiento de E. faecalis en medios BHI y MRS. Se indican tres
etapas de crecimiento bacteriano: a) fase exponencial; b) fase estacionaria y
c) fase estacionaria tardia.

MRS

BH

Con base en los resultados obtenidos en la Tabla 10, se observa que la mayor produccion

de compuestos antimicrobianos se obtiene en la fase estacionaria tardia (punto c) para

ambos medios de cultivo. Como segunda consideracién se tomd en cuenta que el

sobrenadante debia concentrarse para su posterior inmovilizacion en la pelicula, dentro

de lo cual se buscaba que el concentrado aportara la menor coloracién, por lo cual para

los pasos posteriores se consideré continuar con el sobrenadante producido en el medio

BHI.

Tabla 10. Relacion de los mm del halo de inhibicion (diadmetro del halo) con respecto a los miligramos de proteina

contenidos en el sobrenadante de prueba.

Microorganismo

S. aureus

L. monocytogenes

P. aeruginosa

Y. enterocolitica

S. Typhimurium

MRS admm halo / mg

proteina

45.73 £9.76

50.59 +2.89

30.35+1.74

45.73 £9.76

30.35+1.74

MRS b mm halo / mg

proteina

43.77 £7.93

49.94 + 16.66

29.97 £9.99

53.76 £ 11.26

26.97 £5.75

MRS Cmm halo / mg

proteina

61.27 £10.21

68.03 £ 0.66

47.67 £ 10.08

61.27 £ 10.21

40.82 £ 0.39

BHI a mm halo / mg

proteina

0

0

BHI bmmhalo/mg

proteina

20.01 £7.50

33.69 16.05

0

6.33 £ 8.94

6.33 £ 8.94

BHI (o} mm halo / mg

proteina

51.98 £+1.91

58.31+7.04

38.99+1.44

38.99+1.44

32.32+7.99
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A modo ilustrativo se muestran a continuacién las Figuras 16 y 17 en donde se observan
los halos de inhibicidn generados contra la bacteria S. aureus

Figura 16. Halos de inhibicion produciodos por el Figura 17. Halos de inhibicién produciodos por el
sobrenadante de la cepa E. faecalis en medio MRS por sobrenadante de la cepa E. faecalis en medio BHI por
duplicado. Se indican tres etapas de crecimiento duplicado. Se indican tres etapas de crecimiento
bacteriano: a) fase exponencial; b) fase estacionaria y bacteriano: a) fase exponencial; b) fase estacionaria
c) fase estacionaria tardia. y ¢) fase estacionaria tardia.

8.2.3 Halos de inhibicion del liofilizado

Unicamente sabfamos con certeza que la cepa productora de agentes antimicrobianos
producia la enterocina AS-48, sin embargo, no se descartd la posibilidad de la presencia de
algun otro compuesto antimicrobiano. Aunado a esto, con el fin de obtener un extracto
cuya concentracion lograra inhibir el crecimiento bacteriano y cuyo volumen no
modificara la concentracion final de la mezcla de almidén con plastificante, se opté por
liofilizar el sobrenadante, lo cual también contribuyé para conservar todos los compuestos
presentes.

Se muestra en la Tabla 11 la relacién de los mm del halo de inhibicién (diametro del halo)
con respecto a los miligramos de proteina contenidos en el liofilizado (sobrenadante de la
fase estacionaria tardia, neutralizado, liofilizado y resuspendido en un décimo de su
volumen inicial en buffer de fosfatos pH 7).

En las cajas de difusion en agar hay un aumento en el didmetro del halo de inhibicién si
comparamos el halo del concentrado liofilizado contra el halo del sobrenadante, sin
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embargo, el efecto de concentraciéon es de proteina total y no especificamente de
péptidos antimicrobianos.

Tabla 11. Relacion de los mm del halo de inhibicion (didmetro del halo) con respecto a los miligramos de proteina
contenidos en el liofilizado resuspendido en buffer.

Microorganismo Liofilizado resuspendido
mm halo / mg proteina

S. aureus 45.73 £6.21

L. monocytogenes 49.86 + 0.37
P. aeruginosa 49.86 + 0.37
Y. enterocolitica 49.86 + 0.37
S. Typhimurium 33.24+0.24

A modo ilustrativo se muestra la Figura 18 en donde se observan los halos de inhibicién
(sobrenadante liofilizado y resuspendido) generados contra la bacteria L. monocytogenes.
Se muestran en el Anexo 4 las fotos de los halos de inhibicién contra las otras 4 cepas
bacterianas.

Figura 18. Halos de inhibicion del liofilizado
resuspendido contra la bacteria L. monocytogenes.
Se indican con los nimeros 1y 2 las muestras por
duplicado, + es el control positivo nisaplin 10
mg/mL y - corresponde al control negativo: medio
BHI liofilizado y resuspendido en buffer de fosfatos
pH 7.
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Al observar los halos de inhibicién producidos por el liofilizado resuspendido, se decidid
trabajar con éste para su posterior inmovilizacion en la pelicula ya que el volumen en el
cual se encuentran contenidos los compuestos antimicrobianos permite su posterior
inmovilizaciéon y sobre todo, se observa que hay actividad antimicrobiana contra los 5
microorganismos de prueba.

8.3 Pruebas a la pelicula antimicrobiana

Para la elaboracién de la pelicula se consideraron las concentraciones iniciales de la
formulacion de almidén de maiz 1 [ almiddn 5% (w/v) y 0.3 (w/w glicerol)], sin embargo,
durante la incorporacién de los compuestos antimicrobianos se encontraron dos
problemas: el primero fue la disminucion del porcentaje de almidén en la mezcla final
debido a la adicién del liofilizado resuspendido; y el segundo se expresd en una mayor
fragilidad de las peliculas tras incorporar el concentrado proteinico. Debido a estos dos
inconvenientes se aumentd la concentracion de almiddn inicial a 6 % para que el posterior
volumen (del liofilizado resuspendido) ajustara la concentracién a 5 % y por otra parte,
también se aumentd la concentracién de glicerol a 0.4 (w/w glicerol) con el fin de
proporcionar mayor flexibilidad a la pelicula. Para poder elaborar la pelicula se
consideraron los siguientes criterios:

* 20 mL de sobrenadante contienen la proteina necesaria para producir 104.8 cm”2
* Promedio de proteina para inmovilizar 668 pg/mL

¢ Solucidn inicial 6% almiddn

8.3.1 Pruebas mecanicas

Los resultados de las pruebas de caracterizacion de la pelicula ya con los agentes
antimicrobianos incorporados se muestran en la Tabla 12.

Tabla 12. Caracteristicas de la pelicula con actividad antimicrobiana.

Espesor Solubilidad Extension o Puncion ¢ Permeabilidad al vapor
(cm) (%) (kPa) (KPa) de agua (g/m s Pa)
Pelicula sin 0.0728+0.010 26.3848.18 149.53 £34.69  60.49+10.86
compuestos activos 1.805 E-07 £ 2.0 E-08
Pelicula con actividad 0.115% 0.02 65.7614.61 223.12+6.82 68.8617.73 9.06 E-09 £ 9.0 E-10

antimicrobiana
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Deben tomarse en cuenta diferentes consideraciones en la elaboracion y efectividad de un
envase antimicrobiano, por ejemplo, la concentracion de antimicrobiano en la pelicula, el
efecto del grosor de ésta en la actividad y las propiedades fisicas y mecdanicas de los
polimeros finales. (Barros-Velazquez J., 2016).

Se observan en la Tabla 12 los valores de cada caracteristica evaluada antes y después de
la incorporacién de los compuestos antibacterianos. El espesor aumenta cuando se ha
incorporado el concentrado antimicrobiano, lo cual puede atribuirse al cambio en la
composicidon de la mezcla tras la incorporacién del concentrado proteico, es decir que las
proteinas presentes modifican la viscosidad, sin embargo, lo que nos interesaba era que
con ese espesor los productos antibacterianos pudiesen migrar al alimento para inhibir el
crecimiento de bacterias patdgenas, lo cual si sucede y se muestra mas adelante en las
Figuras 19y 20.

La solubilidad incrementa en las peliculas antimicrobianas, esto debido a que se adiciond
un concentrado proteinico que puede interactuar y desestabilizar la matriz de los
polisacaridos y el plastificante.

Finalmente, respecto a la permeabilidad al vapor de agua, se observé una disminucidn en
dos érdenes de magnitud para la pelicula activa, lo cual puede relacionarse directamente
con el incremento del espesor, es decir, si la pelicula aumenta su espesor esto genera una
menor permeabilidad.

Respecto a las caracteristicas fisicas de la pelicula podemos concluir que el desempefio
obtenido tras la incorporacién del concentrado antimicrobiano no es el mejor, la
solubilidad aumentd exponiendo asi a la pelicula a la desintegracidn al estar en contacto
con algun alimento, sobre todo con carne. La extensién y puncidon aun distan de los
valores ideales si lo que se pretende es que la biopelicula cumpla la misma funcidn
autoadherente que la marca comercial kleen pack.

Respecto a la permeabilidad al vapor de agua, las peliculas de almidén con el concentrado
proteinico inmovilizado permiten una menor permeabilidad, lo cual es deseable ya que
esto favorece la conservacion de los alimentos contenidos en el envase.

De las caracteristicas evaluadas, el espesor, el esfuerzo nominal en penetracién y la
permeabilidad al vapor de agua son equiparables a los valores encontrados en literatura y
resultan funcionales, sin embargo, seria deseable disminuir el porcentaje de solubilidad de
las peliculas, asi como también poder incrementar el esfuerzo nominal en extension, ya
gue este seria un requisito indispensable debido a la aplicacion a la cual estd destinada la
pelicula.
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8.3.2 Inhibicién bacteriana con respecto al almacenamiento de la pelicula

Continuando con la evaluacidn de las caracteristicas de las peliculas activas, otra

caracteristica de suma importancia es la actividad inhibitoria del crecimiento bacteriano.

Dicha actividad se evalud durante 7 dias ya que nos interesaba observar la retencién de la

actividad durante ese lapso en refrigeracion. La actividad antibacteriana de la pelicula se

observé de manera cualitativa mediante pruebas de difusién en agar. Los resultados se

muestran en la Tabla 13.

Tabla 13. Inhibicién antibacteriana debajo del drea de la pelicula con respecto al almacenamiento de la pelicula.

Microorganismo

S. aureus

L. monocytogenes

P. aeruginosa

Y. enterocolitica

S. Typhimurium

Dia 0

Dial

Dia 2

Dia 3

@@ e Inhibiciéon completa debajo del area de la pelicula

® @ Inhibicion mayoritaria debajo del area de la pelicula

® Poca inhibicién debajo del area de la pelicula

Dia4

Dia 5

Dia6 Dia7
o o
XY XY
XY XY
XY XY
XY XY

Se observa que al tiempo cero la actividad antimicrobiana de los compuestos

inmovilizados es suficiente para eliminar el crecimiento por completo debajo del drea de

contacto para todos los microorganismos de prueba, incluyendo entre estos, bacterias

Gram positivo y bacterias Gram negativo. Se observa que, al transcurrir el tiempo de

almacenamiento de la pelicula, la actividad permanece estable para cuatro de los cinco

microorganismos, el Unico microorganismo contra el cual la actividad se ve disminuida

desde el primer dia de almacenamiento es S. aureus.
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A modo ilustrativo se muestran a continuacion las Figuras 19 y 20 donde se observa la
actividad de las peliculas al tiempo cero y al tiempo final del almacenamiento (dia 7).

Figura 19. Difusion en agar de la pelicula con Figura 20. Difusion en agar de la pelicula con
actividad antimicrobiana al tiempo cero contra actividad antimicrobiana después de 7 dias de
P. aeruginosa almacenamiento contra P. aeruginosa

En las figuras puede observarse el halo de inhibicién de crecimiento debajo del drea de las
peliculas e incluso fuera del area de las mismas, lo cual indica que si hay difusiéon de los
compuestos antimicrobianos y que estos se mantienen con actividad litica. Las Figuras 18
y 19 corresponden a la actividad contra P. aeruginosa, cabe destacar que la misma
inhibicidn se presentd contra L. monocytogenes, Y. enterocolitica y S. Typhimurium. Para
el caso de S. aureus, como se indica en la Tabla 19, la actividad inhibitoria de la pelicula
contra este microorganismo disminuyé después de 24 h de almacenamiento de las
peliculas. Las imdgenes de las difusiones en agar restantes pueden verse en el Anexo 5.

Con el objetivo de observar la actividad antibacteriana se realizaron cinéticas de
crecimiento del microorganismo P. aeruginosa en ausencia del concentrado
antimicrobiano, con el agente antimicrobiano liquido y con las peliculas que contenian
dicho concentrado directamente en contacto inmersas en el medio de cultivo. Los
resultados se muestran a continuacion en las Figuras 21y 22.
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8.3.3 Actividad antibacteriana en extracto e inmovilizada

Con el fin de observar la actividad antibacteriana de los compuestos inmovilizados, se
monitored la densidad dptica (600 nm) de un cultivo de Pseudomonas en el cual se
buscaba poder comparar el efecto de la adicion del concentrado proteinico (liofilizado y
resuspendido en buffer) contra el efecto de las peliculas que ya contenian el mismo
concentrado en su formulacion.

Extracto antimicrobiano

0.450
0.400 =
0.350

0.300

0.250

0.200 T

o 0.150

0. (600 NM)

0.100 =
0.050 =

0.000
350 370 390 410 430 450 470 490 510 530 550

TIEMPO (MIN)

HOH N
_|
_|

Blanco Extracto antimicrobiano

Figura 21. Crecimiento bacteriano de P. aeruginosa y el efecto bacteriostdtico de la adicion del extracto

antimicrobiano. La adicidn del extracto antimicrobiano se realizé en el min 360 cuando ya habia terminado

la fase lag. Se utiliz6 como blanco medio BHI inoculado con P. aeruginosa.
En la figura 21 se observa el crecimiento de P. aeruginosa a partir del minuto 360, se
muestra a partir de este minuto ya que es el punto en el que comenzd la fase logaritmica
de crecimiento. Una vez que el microorganismo habia superado la fase lag entonces se
adiciond al medio de cultivo el extracto antimicrobiano liofilizado y resuspendido en bufer
de fosfatos. Se observa el cambio en la pendiente cuando estan presentes los compuestos
antimicrobianos, es decir hay un efecto bacteriostatico.

En la figura 22 se muestra la DO a 600 nm de la misma cepa P. aeruginosa y de igual
manera se considerd el punto de inicio de la fase logaritmica, en esta ocasion se agregé al
medio de cultivo una pelicula con actividad antimicrobiana. Como resultado se observd
una pendiente negativa al introducir la pelicula al medio de cultivo, se conserva el efecto
bacteriostatico tanto en el concentrado en fase liquida como en la pelicula.
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La cantidad de proteina inmovilizada en la pelicula es suficiente para causar el mismo
efecto que el extracto proteinico en solucidn. Los compuestos se mantienen activos en la
matriz, es decir, la red de almidén y la cantidad de plastificante agregada (glicerol) no
interfieren con la actividad antibacteriana.

Actividad antimicrobiana de la pelicula
0.8000
0.7000 -l-
0.6000 J_
0.5000
0.4000 £

0.3000

D.0. (600 NM)

—O—

0.2000

1

0.1000 : 0 .

k

0.0000
350 370 390 410 430 450 470 490 510 530 550

TIEMPO (MIN)

Blanco Pelicula

Figura 22. Crecimiento bacteriano de P. aeruginosa y el efecto bacteriostdtico de la adicion de la pelicula
antimicrobiana. La adicion de la pelicula se realizé en el min 360 cuando ya habia terminado la fase lag. Se
utilizé como blanco medio BHI inoculado con P. aeruginosa y con una pelicula de almiddn sin compuestos
antimicrobianos.

8.4
Identificacion de proteinas con actividad bacteriolitica

Para la inicial elucidacién de los compuestos antimicrobianos con actividad lo primero que
se realizé fue un gel de electroforesis SDS-PAGE para observar el perfil proteico de la
muestra concentrada, ademas se realizaron zimogramas para poder observar las bandas
con actividad litica. Se muestra a continuacidn una figura con el perfil de bandeo proteico
y las bandas de lisis contra diferentes microorganismos.

8.4.1 Zimogramas

Se observa en el perfil proteico una banda inferior a los 14 kDa cuyo peso y actividad litica
contra algunas bacterias como L. monocytogenes, S. Tiphymurium, S. aureus y Y.
enterocolitica indican la presencia de la bacteriocina AS-48. Por otra parte, se observan en
la parte superior al menos dos bandas liticas contra la mayoria de las bacterias, debido a la
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presencia de dichas bandas y a su actividad litica, se considerd de importancia realizar una
secuenciacion de péptidos para poder identificar dichas proteinas.

Se seleccionaron tres bandas (32, 70, 95 kDa) con actividad litica para su posterior andlisis
mediante espectrometria de masas (LC-MS/MS). Con las secuencias peptidicas obtenidas y
mediante el algoritmo BLAST que se encuentra disponible en la pagina web del NCBI
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE TYPE=BlastSearch&LIN
K LOC=blasthome), considerando los criterios mencionados en cada recuadro en la parte
de descripcion se identificd cada proteina.

1 2 3 4 5 6 7

96 W
- -

66 B o

-
45
31
21 %

14

Figura 23. Perfil proteico y actividad litica del liofilizado. Carril 1 marcador de peso molecular; carril 2 perfil proteico
tefiido con azul de Commasie; carriles 3, 4, 5, 6 y 7, Zimogramas contra L. monocytogenes, S. tiphymurium, P.
aeruginosa, S. aureus y Y. enterocolitica, respectivamente. Al final se muestra el gel para secuenciacion de péptidos en
el cual se indican las tres bandas de interés. (SDS-PAGE 14%). Proteina total por pozo 25 ug.

Para todas las secuencias mostradas a continuacion, se sefiala en color amarillo a los
péptidos correspondientes a la muestra y a la proteina con la cual se identificd, en color
verde se indican los aminodcidos y péptidos Unicos.

8.4.2 Secuencias peptidicas

* Proteina de 32 kDa.

C7D0J4_ENTFL (100%), 32,111.8 Da
Mannosyl-glycoprotein endo-beta-N-acetylglucosaminidase H OS=Enterococcus faecalis T2 GN=EFBG_00027 PE=3 SV=1
15 exclusive unique peptides, 35 exclusive unique spectra, 711 total spectra, 174/292 amino acids (0% coverage)
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome

La proteina de 32 kDa es una proteina con un peso tedrico de 32. 11 kDa y esta
conformada por 292 aminoacidos.

Descripcion: mannosyl-glycoproteina endo-beta-N-acetylglucosaminidasa H
[Enterococcus faecalis]
Numero de acceso OSH26330.1

Max score 182 Total score 330 Query cover 98% E value 2e-57 Ident 73%

Job title: 32 kDa protein

RID 99MVYEW7014 (Expires on 02-28 10:41 am)

Query ID Icl|Query_167201 Database Name nr
Description 32 kDa protein Description All non-redundant GenBank CDS translations+PDB+SwissProt+PIR+PRF excluding
Molecule type amino acid environmental samples from WGS projects
Query Length 174 Program BLASTP 2.8.0+ P Citation

Other reports: P Search Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of results] [Related Structures] [Multiple alignment] [MSA viewer]

2 Analyze your query with SmartBLAST

(=) Graphic Summary

(=) Show Conserved Domains

Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.
1 28 =1 7 100 128 g0 174

g s, e e e e e ]

Superfanilies GH18 chitinase—like superfamily

Las endo-beta-N-acetilglucosaminidasas son enzimas ampliamente presentes en las
bacterias. Hidrolizan el enlace glicosidico entre residuos de N-acetil-B-D-glucosamina y
monosacaridos adyacentes en diferentes oligosacdridos como pueden ser el
peptidoglucano y la quitina.

Se sabe que las peptidoglucano hidrolasas pueden tener diferentes funciones, como:
regulacién del crecimiento de la pared celular, reemplazo del peptidoglucano, separacién
celular durante y después de la divisién celular, ensamble de sistemas de secrecion,
autolisis, lisis de células presa, entre otras. (Vollmer et. al, 2008).

La actividad litica observada en los zimogramas se asocia entonces con la actividad Endo-
beta-N-acetilglucosaminidasa de la enzima que hidroliza el peptidoglucano y observamos
en la Figura 22 que esta enzima tiene actividad litica contra P. aeruginosa, S. aureus y Y.
enterocolitica.

¢ Proteina de 70 kDa

AOA1B4XL41_ENTFL (100%), 48,546.0 Da
Uncharacterized protein OS=Enterococcus faecalis GN=EFW11_0294 PE=4 SV=1
9 exclusive unique peptides, 17 exclusive unique spectra, 96 total spectra, 160/463 amino acids (35% coverage)

MKKRLFASYL LCSLTLSAIA TPSIALADNY DKKIEEKNQE I SSLKAKQGD LASQVSSLEA
EVSSVFDESM ALREQKQTLK AKSERQLQQE.I TNLNGRIEKR NEAIKNOQARD VAQVNGQSTTM
LDAVLDADSYVY ADAISRVQAV STIVSANNDL MQ@QQ@Q@QKEDKOoA VVDKKAENEK KWVKOLEATEA
ELETKRQDLL SKQSELNWVMK ASLALEQSSA ESSKAGLEKQO KAAAEAEQAR LAAEQKAAAE
KAKQAAAKPY QAKAEVKAEA PVASSSTTEA QAPASSSSAT ESSTQQTTET TTPSTDNSAT
ENTGSSSSEQ PTTPSDNGNN GGGQETPDPY TPTPGNGGGM GNGNGNGGQT PPPVAADPTI
MALNYLE@SL GLRPVVWDAG LAASATARAA @Q@VEAGGIPND HWSRGDEWYW I A I MWAPGHNSWY I
MAWYNETNMY TASGSGHRDW EINPGITRVG FGYSGSTIVG HSA



Descripcion: Uncharacterized N-terminal domain of peptidoglycan hydrolase CwlO
[Function unknown]

Numero de acceso EEN73198.1
Max score 173 Total score 173 Query cover 67% E value 1e-54 Ident 65%

Job title: 70 kDa protein

RID S9NYNFA7014 (Expires on 02-28 11:00 am)
Query ID cl|Query_136412 Database Name nr

Description 70 kDa protein Description All non-redundant GenBank CDS translations+PDB+SwissProt+PIR+PRF excluding
Molecule type amino acid environmental samples from WGS projects
Query Length 150 Program BLASTP 2.8.0+ & Citation

Other reports: & Search Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of results] [Related Structures] [Multiple alignment] [MSA viewer]

[ Analyze your query with SmartBLAST

= Graphic Summary
(=) Show Conserved Domains

Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.
1 25 Sil 75 100 125 150 160

oy sy | e e e e ]

Superfanilies Cwl0l

La proteina de 70 kDa es una proteina cuyos péptidos corresponden a los anotados en la
base de datos como “proteina no caracterizada de Enterococcus faecalis”, 160
aminodcidos de la secuencia muestra corresponden a los mismos de 463 de la proteina de
E. faecalis, es decir, respecto a la actividad de la enzima no se puede elucidar algo certero
salvo que cuenta con un dominio CwlO1.

Del gen cwl/O anotado en el genoma de Bacillus subtilis (cepa 168) se sabe que el C
terminal muestra actividad DL-endopeptidasa, actividad hidrolitica de la pared celular.
Dentro de este gen no se ha encontrado actividad de union a pared celular en el extremo
N terminal.

Con base en la informacién obtenida se propone que la proteina de 70 kDa contenga
dentro de su estructura la actividad DL-endopeptidasa debido al dominio conservado
CwlO1 y aunado a este es posible que exista un dominio de unidn que si bien no se
encuentra registrado en la base de datos, abre la posibilidad a la complementacion
funcional de una PGH y ademads seria razén para esperar un incremento de aminoacidos y
por tanto de peso molecular, pues la secuencia de la proteina de referencia cuenta con un
peso tedrico de 48.5 kDa. (http://www.uniprot.org/uniprot/P40767).

Con base en los zimogramas realizados podemos decir que la proteina de 70 kDa tiene
actividad litica contra S. Tiphymurium.
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*  Proteina de 95 kDa

AOAOMZ2AWVE_ENTFL (100%), 54,405.1 Da
N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase OS=Enterococcus faecalis EnGen0354 GN=WO05_00270 PE=4 SV=1
23 exclusive unique peptides, 47 exclusive unique spectra, 748 total spectra, 240/501 amino acids (48% coverage)
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LkNeLD SIﬁDFYHGVW KTEAKSYKEA TRFLTGKYAT DKDYHKKLNA LIKTYD
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Conserved domains on [lcl|Query_40738] View | Standard Results ¥

95 kDa protein OPT1 +

Graphical summary Zoom to residue level IR LG U IEES ]

1 25 50 75 100 125 150 175 200 225 239

Query seq.

Specific hits  Glucosaminidase

Non-specific PREKOESE1 |

hits . Flgl :

LYZZ
flagell _Flgl
Superfanilies Glucosaminidase superfamily
COG3942 superfamily
Search for similar domain architectures | Refine search |
List of domain hits -
Name Accession Description Interval E-value
[+ PRED&581 PRK02581 M-acetylmuramoyl-L-alanine amidase; Validated 1-239 2.11e-96
[+] FlgJ COG1T05 Flagellum-specific peptideglycan hydrolase FigJ [Cell wall/membrane/envelope biogenesis, Cell ... 1-113 1.57e-34
[H LyZz2 =martd0047  Lysozyme subfamily 2; Eubacterial enzymes distantly related to eukaryotic lysozymes. 1-110 1.86e-20
[+ Glucosaminidase pfam01832 Mannosyl-glycoprotein endo-beta-N-acetylglucosaminidase; This family includes ... 19-93 1.57e-17
[+] flagell_FlgJ TIGR02541 flagellar rod assembly protein/muramidase FlgJ; The N-terminal region of this protein acts .. 22-95 1.14e-12
Blast search parameters
Data Source: Live blast search RID = 98R0VEK\WD 14
User Options: Database: COSEARCH/cdd v3.16 Low complexity filter: no Composition Based Adjustment: yes E-value threshold: 0.01 Maximum number of hits: 500

La proteina de 95 kDa puede relacionarse con la N-acetilmuramoil-L-alanina amidasa de
54 kDa de E. faecalis.

Dentro de la secuencia se identifica el COG3942 el cual es un antigeno de superficie
relacionado con la pared celular y membrana.

Conserved Protein Domain Family: COG3942

Superfamily. Surface antigen [Cell wall/membrane/envelope biogenesis]
Descripcion: N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase [Enterococcus faecalis]

Max score 474 Total score 474 Query cover 100% E value 8e-167 Ident 81%

Numero de acceso OTP42345.1
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La actividad identificada consiste en hidrolizar los enlaces entre residuos N-acetilmuramoil
y L-amino acidos en ciertos glucopéptidos de la pared celular. A esta actividad se asocia la
actividad litica de la banda observada en zimogramas donde podemos observar actividad
contra las 5 bacterias de prueba: L. monocytogenes, S. Tiphymurium, P. aeruginosa, S.
aureus y Y. enterocolitica. De las 3 proteinas seleccionadas por su actividad litica, la
proteina de 95 kDa destaca debido a que tiene actividad contra todas las bacterias
probadas.
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9. Conclusiones

La mejor formulacion de la pelicula para obtener una base en la cual se inmovilizaron los
compuestos antimicrobianos fue a partir de 5 % de almidéon de maiz con 0.4 (w/w
glicerol).

Para elaborar la pelicula activa, se requiere una concentracién de proteina de 640 mg de
proteina/mL para producir 100 cm? de la pelicula con actividad antimicrobiana.

Las caracteristicas de las peliculas activas (tales como espesor, puncidn y permeabilidad al
vapor de agua) satisfacen los requerimientos para obtener una pelicula efectiva, sin
embargo, es deseable poder aumentar la resistencia a la extension de la pelicula, ya que el
valor obtenido corresponde al 41% con respecto a la referencia. La solubilidad, se sabra si
es que esta serd o no una limitante hasta que se haya probado la pelicula directamente
sobre algun producto carnico.

La inmovilizacidén de los compuestos antibacterianos fue satisfactoria ya que se demostré
la actividad antibacteriana de las peliculas contra microorganismos patdégenos como: S.
aureus, L. monocytogenes, P. aeruginosa, Y. enterocolitica y S. Typhimurium; ademas se
observé la conservacién de la actividad tras 7 dias de almacenamiento a temperatura de
refrigeracion (4 °C)

Se identificaron las proteinas cuya actividad litica era notable, la proteina de peso
molecular experimental de 32 KDa presenta actividad endo-B-N-acetilglucosaminidasa, la
proteina de 70 KDa presenta actividad de petidoglucano hidrolasa presuntamente como
endopeptidasa y la proteina de 95 KDa presenta actividad amidasa.

La actividad antibacteriana de las peliculas activas es el resultado del conjunto de la
actividad litica de todos los compuestos antibacterianos presentes en el concentrado
proteinico, de las cuales en este trabajo sabemos que son: enterocina AS-48, endo-B-N-
acetilglucosaminidasa, endopeptidasa y amidasa.
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e Anexol.

Propiedades mecdnicas: esfuerzo nominal.

La informacidn inicial proviene del grafico de Fuerza (N) vs tiempo (s) obtenida de las

pruebas con el equipo SINTECH 1/S.

Del grafico se extrajo la fuerza de fractura y con ésta se puede calcular el esfuerzo

nominal.
o=F/A
o: Esfuerzo nominal (Pa)

F: fuerza aplicada a la pelicula

A: drea de la pelicula sobre la que se aplicé la fuerza m? (corresponde al drea transversal
en las pruebas de puncién A = 0.0001327 m?; en las pruebas de elongacién corresponde al

producto del espesor de la pelicula por el ancho de los listones =1 cm)

e Anexo 2
Permeabilidad al vapor de agua
Transmision al vapor de agua (WVT, g / h m2)
WVT =m/A
m: pendiente g/h (registro gravimétrico)
A: drea de la pelicula
Permeancia Wp ( g/ m h Pa)
Wp =[WVT/S (R1-R2)] *th
S: Presidn de vapor de agua (Pa) a la temp de prueba
R1: HR del desecador, expresada como fraccion
R2: HR de la celda, fraccidn

th: espesor de la pelicula (m)
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e Anexo3

Componentes del medio TSA.

Componente Cantidad
Digerido pancredtico de caseina 15.0g
Digerido péptico de soya 5.0g
Cloruro de Sodio 50¢g
Agar 150¢
pH7.3+0.2

Cantidades por Litro.

e Anexo4

Imagenes de las difusiones en agar del concentrado liofilizado.

Difusion en agar del sobrenadante producido por E. faecalis LMG 02681, el sobrenadante fue

neutralizado y concentrado mediante liofilizacidn, posteriormente resuspendido en buffer de

fostafos 100 mM pH 7,02. (El volumen del buffer para resuspender era una décima parte del

volumen inicial antes de congelar la muestra).

En todas las cajas se encuentra el sobrenadante por duplicado indicado como 1y 2.

Se utilizé como control negativo el medio BHI liofilizado y resuspendido en buffer de fosfatos y

como control positivo nisaplin 10 mg/mL.

Se utilizd una capa inferior de 10 mL de BHI agar (1%) y una capa superior del mismo medio (0.7%

agar). 24h de incubacién a 37°C
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e Anexo5
Difusiones en agar de la biopelicula con el extracto antimicrobiano incorporado.

En todas las cajas se encuentra un cuarto de la biopelicula (drea aproximada de 2.4 cm?) por
duplicado indicado como 1y 2.

Se utilizd una capa inferior de 10 mL de BHI agar (1%) y una capa superior del mismo medio (0.7%
agar). 24h de incubacién a 37°C.

Para cada microorganismo se muestran dos fotografias, la que se encuentra del lado izquierdo
corresponde a la actividad de la pelicula activa en el momento en que la pelicula se habia
terminado de elaborar y secar, la imagen a la derecha corresponde a la actividad de la pelicula
cuando la pelicula habia sido almacenada en refrigeracién después de 7 dias.
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