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RESUMEN

Los envases alimentarios activos pueden ser disefiados para reducir y controlar efectivamente la
aparicidon de microorganismos patégenos y de deterioro, y por ende contribuir a la inocuidad y a
prolongar la vida util de los alimentos. Una alternativa de creciente interés dentro del area de
envasado es el desarrollo de peliculas y recubrimientos comestibles y biodegradables a partir de
productos naturales. Debido a sus propiedades Unicas, los biopolimeros tales como el quitosano
(CS) pueden ser utilizados como componentes principales de peliculas y recubrimientos. En
particular, las peliculas biopoliméricas pueden contener diversos aditivos para mejorar su
funcionalidad, tales como agentes antimicrobianos. La nisina (NIS) es una bacteriocina producida
por Lactococcus lactis que presenta actividad antibacteriana contra Listeria monocytogenes y es
la Unica bacteriocina Generalmente Reconocida Como Segura (GRAS). Sin embargo, su actividad
en alimentos esta limitada por varios factores por lo que es posible recurrir a la utilizaciéon de
técnicas de nanoencapsulacion para preservar la actividad y controlar la liberaciéon de dicho

compuesto.

El objetivo del presente trabajo consistid en el desarrollo de peliculas biopoliméricas a base de
CS con actividad antibacteriana para extender la vida Gtil de alimentos, en especial productos
carnicos. Las estrategias planteadas comprendieron, por una parte, la incorporacién de
nanoparticulas de CS conteniendo NIS a una pelicula biopolimérica a base de CS, y por otra, la

formacién de peliculas compuestas de CS y carboximetil quitosano (CMCS) con NIS libre.

Como sistemas de nanoencapsulacion de NIS, se estudiaron la reticulacion de CS con
tripolifosfato de sodio (TPP) y la formacion de complejos alginato (ALG)/CS. Dado que el primer
sistema no logré encapsular a la bacteriocina, se continud el trabajo con el sistema de ALG/CS.
Para optimizar la formulacién de las nanoparticulas, se utilizé6 un modelo experimental de Box-
Behnken y metodologia de superficie de respuesta. Las nanoparticulas obtenidas fueron
caracterizadas y se confirmo la interaccién entre sus componentes. Asimismo, las nanoparticulas
exhibieron actividad antibacteriana en estudios antimicrobianos in vitro. Por otra parte, se

observé que el tratamiento con nanoparticulas fue mas efectivo que la bacteriocina sin
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encapsular para inhibir el crecimiento de Listeria monocytogenes en muestras de carne,

prolongando el periodo de inhibicidn con respecto al tratamiento con NIS libre.

A continuacién, se estudié la formacion de peliculas de CS con la incorporacidon de las
nanoparticulas ALG/CS con NIS. La incorporacion de NIS encapsulada mejord las propiedades de
las peliculas, tales como aspecto visual, opacidad, propiedades mecénicas y propiedades
térmicas, en comparaciéon a peliculas conteniendo NIS libre. Sin embargo, estas peliculas no
demostraron actividad antibacteriana en los ensayos de difusion en agar realizados. Como
alternativa, se estudié el agregado de CMCS a peliculas de quitosano con NIS y se encontrd que
las peliculas compuestas presentaron una actividad antibacteriana superior a la de las peliculas
de CS con NIS. Ademas, la incorporaciéon de CMCS tuvo un efecto plastificante y mejord la
distribucién de la bacteriocina en la matriz biopolimérica, mejorando las propiedades
estructurales. Por ultimo, se comprobd que las peliculas compuestas conservaron su integridad

al envolver trozos de carne luego de 3 semanas a 4 °C.

En suma, en este trabajo se logré desarrollar nuevas alternativas para la mejora de la vida util e
inocuidad de alimentos, en particular de carne vacuna. Entre ellas, se destaca el desarrollo de
nanoparticulas de ALG/CS con NIS, que demostraron actividad antibacteriana tanto in vitro como
en carne vacuna, asi como el desarrollo de peliculas de CS/CMCS con NIS, las cuales exhibieron

propiedades promisorias para aplicaciones de envasado de alimentos.
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1 INTRODUCCION

1.1 Envases biopoliméricos

1.1.1 Antecedentes

Los cambios en el estilo de vida y habitos alimentarios han impulsado una creciente demanda de
alimentos de conveniencia y junto a eso, el crecimiento del mercado global de envases
alimentarios. Segun un informe de Grand View Research, Inc., se espera que dicho mercado

alcance los USD 411.3 billones en el afio 2025 (1).

Sin embargo, el desarrollo de envases alimentarios derivados del petréleo ha acarreado un
incremento en los residuos plasticos no degradables, con un impacto negativo en el
medioambiente. Es asi que en las ultimas décadas se han comenzado a considerar diversos
aspectos en el desarrollo de envases, como ser el compromiso existente entre la funcionalidad
del envase y los costos de energia y materiales, la responsabilidad social y ambiental, las
regulaciones de desecho de residuos y de sustancias contaminantes, entre otros (2). Como
consecuencia, existe un interés cada vez mayor tanto en el desarrollo de tecnologias innovadoras
como en el de compuestos naturales que sean capaces de reducir la actual dependencia con los

combustibles fdsiles y que permitan avanzar hacia el uso de materiales sostenibles (3).

La utilizacién de biopolimeros en la fabricacidn de envases biodegradables ha sido ampliamente
explorada en los ultimos afios. De hecho, en 2011 se produjeron 3.5 billones de toneladas de
biopolimeros a nivel mundial y se espera que en 2020 se alcance una produccién de 12 billones
de toneladas (4). En particular, existe una creciente tendencia al desarrollo de tecnologias y
productos amigables con el medioambiente y en ese marco, la industria alimentaria presenta un

gran interés en el desarrollo de envases que permitan asegurar la inocuidad de alimentos (5).
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1.1.2 Biopolimeros

Segun la Organizacién Europea de Bioplasticos, los biopldsticos pueden ser definidos como
plasticos fabricados a partir de recursos renovables (biobasados) o como pldsticos que son
biodegradables y/o compostables (5). Se entiende por polimeros biodegradables a aquellos
capaces de descomponerse en CO;, CH4, H;0, compuestos inorganicos o biomasa mediante
(principalmente) la accidén enzimatica de microorganismos. Algunos de estos polimeros pueden
ser compostables, implicando que su descomposicion sucede a una velocidad consistente con la
de materiales compostables conocidos (5). Bajo condiciones adecuadas de humedad,
temperatura y disponibilidad de oxigeno, la biodegradacion conduce a la fragmentacién o

desintegracion de los plasticos, sin dejar residuos téxicos o nocivos para el medio ambiente (3).
De acuerdo a su origen, los biopolimeros pueden clasificarse en:

® Polimeros naturales, ya sean extraidos de materias primas naturales como el almiddn,
celulosa, proteinas, o polimeros producidos por microorganismos (polihidroxialcanoatos,
polihidroxibutiratos)

e polimeros sintetizados quimicamente a partir de mondmeros bioderivados (acido polilactico

(PLA)) (3,6)

Los biopolimeros representan una alternativa interesante como materiales para envases
biodegradables debido a sus propiedades Unicas: son biocompatibles, no son tdéxicos y no

requieren el uso de disolventes orgdanicos (7).

1.1.3 Peliculas biopoliméricas

En términos generales, la funcion de los materiales de envasado consiste en proporcionar
propiedades de barrera para proteger los alimentos del medio ambiente y ayudar a contener el

producto alimenticio para su transporte y distribucién.

Las peliculas y recubrimientos comestibles son materiales producidos generalmente a partir de

biopolimeros comestibles y aditivos de grado alimentario o “Generally Recognized As Safe”
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(GRAS, por sus siglas en inglés). Los envases comestibles son de amplio interés para la industria
alimentaria ya que pueden mejorar la calidad de los alimentos, protegiéndolos del deterioro

fisico, quimico y bioldgico, extendiendo su vida util y garantizando su inocuidad (8).

Generalmente, los materiales de base utilizados para fabricar peliculas y recubrimientos
comestibles son los biopolimeros (hidrocoloides: proteinas y polisacaridos). También pueden
utilizarse lipidos (acidos grasos, cera), aunque éstos no son considerados biopolimeros. Estos
materiales pueden ser utilizados solos o de manera combinada, dando lugar a la formacion de

matrices compuestas (8).

Las peliculas suelen estar constituidas por polimeros que son capaces de proporcionar resistencia
mecanica a una estructura delgada independiente y preformada, con la que se envuelve al
alimento. Por otra parte, los recubrimientos son aplicados directamente a la superficie de los
materiales, en asociacion directa y continua con el alimento hasta su consumo, por lo que son
considerados parte del producto final. Por lo tanto, el requisito fundamental para formular
peliculas comestibles es utilizar al menos un componente capaz de formar una matriz continua

con suficiente cohesion (8).

Los polisacaridos y las proteinas presentan propiedades funcionales idoneas para la formacién
de peliculas debido a que pueden formar redes moleculares cohesionadas por una alta
interaccidon entre sus moléculas (9). La formacién de peliculas biopoliméricas involucra la
interaccion intermolecular de los biopolimeros que la conforman, a través de enlaces covalentes
(enlaces disulfuro, reticulacion quimica) y/o interacciones no covalentes (electrostaticas,

hidrofdbicas) (8).

Dentro de los polisacaridos utilizados para preparar biopeliculas (peliculas biopoliméricas) se
incluyen a la metilcelulosa, carboximetil celulosa, hidroxipropil celulosa, hidroxipropil metil
celulosa, almidén de maiz, almidones modificados, amilosa, hidroxipropil amilosa, ALG,
carragenano, pectina, CS, goma gellan, goma xantana, entre otros. Con respecto a las proteinas,
se han reportado sistemas que incluyen proteinas del lactosuero, caseinas, colageno, gelatina,

ovoalbumina, queratina, proteinas de pescado, proteina miofibrilar, zeina de maiz, gluten de
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trigo, proteina de soja, proteina de guisante, proteina de mani, proteina de semilla de algoddn,

proteina del salvado de arroz, entre otras.

Sin embargo, las estructuras de las peliculas que contienen polisacdridos y proteinas pueden ser
quebradizas y rigidas debido a las extensas interacciones entre las moléculas de polimero. Por lo
tanto, muchas veces es necesario agregar plastificantes para mejorar las propiedades mecanicas
de la pelicula. Los plastificantes son agentes de bajo peso molecular que al ser incorporados al
material polimérico, se posicionan entre las moléculas de polimero e interfieren con las
interacciones polimero-polimero, aumentando asi la flexibilidad y extensibilidad del material (8).
El plastificante mas utilizado es el glicerol debido a su alta eficiencia y estabilidad, asi como a su

buena compatibilidad con las cadenas poliméricas de naturaleza hidrofilica (10).

1.1.4 Peliculas antimicrobianas

Los envases activos son aquellos materiales que, ademas de proporcionar las propiedades de
barrera tradicionales, brindan otras funcionalidades. Estos materiales de envasado pueden
interactuar de forma activa con los alimentos o el medio ambiente para mejorar la vida util de
los alimentos (11). Una caracteristica interesante de las peliculas biopoliméricas es que las
mismas pueden contener diversos aditivos para mejorar su efectividad, reducir la accién de
microorganismos patégenos y de deterioro y retardar la oxidacion y descoloracion. Estos aditivos
pueden ser agentes antimicrobianos, antioxidantes, nutracéuticos, colorantes, aromatizantes,

nutrientes y aceites esenciales (8).

La principal causa del deterioro de varios alimentos es el crecimiento microbiano en la superficie
del producto. La incorporacion de agentes antimicrobianos a los envases puede generar un
entorno dentro del paquete que retrase o incluso impida el crecimiento de microorganismos en
la superficie del alimento, y que por lo tanto prolongue la vida util y/o mejore la inocuidad del
producto (6). Si bien los envases activos con agentes antimicrobianos pretenden mejorar las
medidas de calidad utilizadas por la industria alimentaria, no son un sustituto de las buenas

practicas de manufactura y manejo, sino un obstaculo adicional para los microorganismos (12).
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Para controlar los microorganismos no deseados en los alimentos durante el almacenamiento y
distribucidn, las sustancias antimicrobianas pueden ser incorporadas tanto al envase como ser
utilizadas para recubrir la superficie de los alimentos (6). Los agentes antimicrobianos
incorporados en peliculas o recubrimientos comestibles son liberados en la superficie de los
alimentos para reducir, inhibir o retrasar el crecimiento microbiano. Ademas, también pueden

servir como una barrera para la humedad y el oxigeno (6).

En la Tabla 1, se observan diversas peliculas comestibles con propiedades antimicrobianas que

han sido aplicadas a distintos alimentos.

Tabla 1. Aplicaciones de peliculas biopoliméricas con agentes antimicrobianos en distintos alimentos.

Biopolimeros Agentes antimicrobianos Alimento Ref.
CS/gelatina Aceite esencial de menta y tomillo Rabano (13)
ALG Lactato de sodio, diacetato de sodio Pescado (14)
Carboximetil Aceite esencial de clavo Pollo (15)
celulosa/polivinil alcohol
CS/gelatina Extracto de semilla de uva Pescado (16)
ALG Enterocinas Jamén cocido (17)
Celulosa NIS Carne procesada  (18)
Aislado de proteina de Aceite esencial de orégano Carne vacuna (19)
suero
Galactomanano NIS Queso ricota (20)
Proteina de cebada y Extracto de semilla de uva Pescado (212)
gelatina
ALG/calcio Canela, NIS, EDTA Pescado (22)
ALG/k-carrageenano, NIS, lactato de sodio, diacetato de Pavo (23)
pectina, goma xantanay sodio, sorbato de potasio
almidon
Caseinato de sodio NIS Queso (24)
ALG NIS Carne vacuna (25)
Caseinato de sodio NIS Queso (26)

En los ultimos afios, se ha incrementado la demanda de productos naturales frente a la de
productos sintéticos, asi como de alimentos minimamente procesados, sin el agregado de
conservantes, pero con una vida Util mas extensa. Por estos motivos, los agentes antimicrobianos
de origen natural han cobrado importancia para su aplicacion en envases con propiedades

antimicrobianas. Dichos compuestos incluyen a sustancias de origen biolégico como ser enzimas
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(lisozima, naringinasa), extractos vegetales (aceites esenciales de orégano, ajo, tomillo, clavo,

canela) y bacteriocinas (NIS, pediocina, enterocina, lactocina) (12).

1.1.5 Peliculas bionanocompuestas

La nanotecnologia de polimeros es un area interdisciplinaria de investigacion, desarrollo y
actividad industrial que puede aportar soluciones innovadoras para mejorar las propiedades de
los biopolimeros utilizados para el envasado de alimentos. De hecho, la nanotecnologia de
biopolimeros puede abordar e incluso ampliar las principales funciones del envasado de
alimentos (contencién, proteccion, preservacién, comercializacion y comunicacion),

proporcionando nuevos materiales compuestos (11).

Un material compuesto resulta de la combinacidon fisica de dos (o mas) fases quimicamente
distintas en una escala microscdpica, separadas por una interfaz. En los materiales poliméricos
nanocompuestos, una de las fases es la matriz polimérica, que rodea a la fase dispersa
nanoestructurada (27). Los materiales poliméricos nanocompuestos pueden ser clasificados

segun la funcién que cumpla la incorporacién de las nanoparticulas a la matriz biopolimérica:

e Materiales nanocompuestos “mejorados”: Incorporacién de nanoparticulas para mejorar las
propiedades mecanicas, propiedades de barrera a los gases y estabilidad frente a
temperatura o humedad

® Materiales nanocompuestos “activos”: Incorporacién de nanoparticulas que permite que el
envase interactie con el alimento y con el medio ambiente, desempenando un papel
dindmico en la conservacion del producto

e Materiales nanocompuestos “inteligentes”: Incorporacion de nanodispositivos a la matriz
polimérica que permiten controlar y monitorear el estado del alimento envasado o del medio

ambiente que lo rodea durante el transporte y almacenamiento (11)

Las matrices nanocompuestas con propiedades antimicrobianas son consideradas como
materiales “activos”, ya que contienen agentes antimicrobianos de tamafo nanométrico. La alta

relacion de area superficial/volumen y la mayor reactividad de la superficie de dichos agentes
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permiten que esos sistemas sean capaces de inactivar mas células microbianas en comparacion

a sus equivalentes de mayor escala (27).

Los agentes antimicrobianos nanoestructurados mas utilizados en envases alimentarios
comprenden a las nanoparticulas metalicas, como ser las de plata, oro, didxido de titanio, éxido
de zinc, oxido de magnesio, entre otras (27). De hecho, las nanoparticulas de plata se pueden
encontrar actualmente en varias aplicaciones comerciales. Las nanoparticulas metalicas actuan
por contacto directo, pero también pueden migrar lentamente y reaccionar preferentemente

con los acidos organicos presentes en los alimentos (28).

Trabajos mas recientes han investigado la incorporacién de nanoparticulas y nanoemulsiones
preparadas a partir de hidrocoloides alimentarios a matrices biopoliméricas. Entre dichos
sistemas, se destacan la incorporacidon de nanoemulsiones conteniendo aceites esenciales y de
nanoparticulas de CS, mientras que las matrices mas comunmente utilizadas son de biopolimeros

como ser CS, gelatina, caseinato y ALG (29-48).

1.2 Quitosano

1.2.1 Caracteristicas

El CS es un derivado de la quitina (poli (8-(1-4)-N-acetil-D-glucosamina)), un polisacarido natural
gue se encuentra principalmente formando microfibras cristalinas y ordenadas del exoesqueleto
de artropodos o de la pared celular de hongos y levaduras (49). El CS se obtiene a partir de la N-
desacetilacion parcial de la quitina y junto con su precursor, son materiales de gran interés
comercial debido al alto porcentaje de nitrogeno que contienen (6.89%) en comparacion a la
celulosa sustituida sintéticamente (1.25%) (Figura 1). Tanto la quitina como el CS presentan
excelentes propiedades en términos de biocompatibilidad, biodegradabilidad, no-toxicidad,
propiedades de adsorcidn, entre otras, por lo que ambos polimeros naturales son ampliamente

utilizados como materiales funcionales (50).
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Figura 1. Estructura quimica de celulosa, quitina y CS (50).

El CS es un cobiopolimero compuesto por unidades de -(1,4)-2-acetamido-2-desoxi-D-glucosa y
B-(1,4)-2-amino-2-desoxi-D-glucosa, comprendiendo una serie de polimeros que varian en
cuanto a su peso molecular (desde aproximadamente 10000 a 1 millén de Da), con grado de

desacetilacion entre 50 y 95% (51).

Si bien la mayoria de los polisacaridos de origen natural tales como la pectina, dextrina, agar,
agarosa y celulosa, entre otras, son de naturaleza neutra o acida, el CS es un polisacarido basico,
soluble en soluciones acidas diluidas (52). La presencia de grupos amino hace que el CS sea un
polisacarido hidrofilico con carga positiva (pka= 6.0-6.5). Cuando el CS se encuentra en un medio
con pH inferior a su pka, sus grupos aminos se encuentran protonados (NHs*), convirtiéndose en
un polielectrolito catidnico soluble en agua. Por el contrario, si el pH es mayor a 6, los grupos

amino del CS se desprotonan por lo que el polimero pierde las cargas y se vuelve insoluble (53).

La presencia de carga positivas permite la interaccién del CS con otras moléculas polianidnicas,
como ser proteinas, ADN, fosfolipidos u otros polisacaridos. Ademas, los grupos amino se prestan

para una facil funcionalizacion de la molécula de CS, ampliando alin mas sus aplicaciones. En
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efecto, el CS es un material funcional interesante ya que presenta diversas propiedades tales
como su mucoadhesividad, capacidad de formacién de complejos de polielectrolitos (PECs por
sus siglas en inglés), capacidad de formacion de biopeliculas, quelante de metales, entre otras
(52). Asimismo, el CS resulta de interés por presentar también actividad antibacteriana y
antifungica (50,54). Debido a estas razones, el CS se ha aplicado en una amplia gama de areas
incluyendo a la biotecnologia, biomedicina, alimentaria, cosmética, farmacéutica, agricola y en

el tratamiento de efluentes (55).

En la industria alimentaria, el CS ha sido investigado para producir peliculas y recubrimientos con
actividad antimicrobiana, como agente clarificador en jugo de manzana, antioxidante en
salchichas e inhibidor de pardeamiento enzimatico en jugos (55). De hecho, el CS estd aprobado
como aditivo alimentario en varios paises incluyendo a Italia, Finlandia, Corea y Japdn. Ademas,
se introdujo en la Farmacopea Europea y en el Formulario nacional de los Estados Unidos en 2008
y 2011, respectivamente (56). Sin embargo, su solubilidad en medio acido limita la aplicacién del
CS como agente antimicrobiano ya que su bajo pH puede favorecer reacciones no deseadas en

los alimentos, como ser cambios de color y sabor (57).

1.2.2 Nanoparticulas de quitosano

El CS es un material que puede ser facilmente procesado para producir nanomateriales tales
como hidrogeles, membranas, nanofibras, micro y nanoparticulas, esferas y andamios de
regeneracion tisular. Dichos materiales permiten la utilizacion de CS en aplicaciones de

reparacion tisular, vehiculizacion de drogas y compuestos activos, biosensores, entre otras (52).

La obtencidn de particulas de CS mediante gelacion idnica fue reportada por Calvo et al. (58) en
el afio 1996 y ha sido ampliamente estudiada desde entonces. La formacion de micro o
nanoparticulas mediante el método de gelacidn o reticulacidn idnica tiene lugar debido a las
interacciones electrostaticas que se establecen entre las cadenas de CS cargadas positivamente
(grupo amino protonado, NHs*) y los polianiones provenientes de un agente reticulante (58—60).

Las condiciones de reaccidn para obtener micro o nanoparticulas mediante gelacion idnica son
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relativamente moderadas y los agentes reticulantes pueden ser tanto sintéticos como naturales,

siendo el mas utilizado el tripolifosfato pentasddico (TPP) (Figura 2) (52,61).

Varios trabajos han demostrado que la formacién espontanea de nanoparticulas de CS/TPP tiene
lugar Unicamente en determinados rangos de concentracién de CS y TPP. Ademas, se ha
observado que el tamafio de particula depende de las concentraciones de CS y TPP, aumentando
cuando una de estas concentraciones aumenta. Cuando la concentracién de CS es mayor, las
interacciones intermoleculares entre las cadenas de CS son mas fuertes que la repulsién
electrostatica causada por la protonacién de los grupos amino, resultando en particulas de mayor
tamafiio. Por otra parte, una mayor concentracién de TPP implica una mayor densidad de grupos
cargados negativamente que pueden interactuar con los grupos NHs* del CS. De esta manera,
disminuye el potencial zeta de las particulas y por tanto la repulsion electrostatica es menory las
particulas forman aglomerados de mayor tamafio cuando se excede el nivel de reticulado dptimo
(58,60,62). Por esta razon, varios trabajos han estudiado el efecto de factores tales como la
relaciéon de concentraciones, volumen inicial y masa de CS y TPP para trabajar en el rango de

adecuado para obtener nanoparticulas de CS/TPP.
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Figura 2. Estructura de nanoparticulas de CS reticuladas con TPP (55).
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Calvo et al. también demostraron que las nanoparticulas obtenidas podian ser utilizadas como
sistemas de encapsulacion de proteinas, encapsulando como proteina modelo a la albumina de
suero bovino (BSA) (58). En estudios posteriores, se encontrd que las caracteristicas de las
nanoparticulas de CS y su capacidad de encapsulaciéon dependen de varios factores, como ser pH,
fuerzaidnica, densidad y distribucidn de cargas, peso molecular y grado de desacetilacion del CS,
asi como la relaciéon y la concentracion del biopolimero, agente reticulante y compuesto a
encapsular (51,58,60,63—67). Asimismo, se demostrd que en los sistemas de encapsulacion de
proteinas conformados por CS/TPP, los mecanismos responsables de la asociacion CS/proteina
involucran interacciones hidrofdbicas, enlaces de hidrégeno y otras interacciones fisicoquimicas,

asi como el propio confinamiento fisico causado por la gelacidon controlada del CS (68).

1.2.3 Biopeliculas de quitosano

Las peliculas de CS representan una alternativa interesante como materiales para envases
activos, no sélo por sus propiedades inherentes a los biopolimeros, sino también por sus

propiedades antimicrobianas, de barrera y su capacidad de quelar metales bivalentes (8,54).

En términos generales, la estructura lineal del CS hace que sus peliculas sean resistentes, flexibles
y transparentes. Las peliculas de CS puro son generalmente cohesivas, compactas, con superficies
lisas, sin poros ni grietas. Al igual que otros polisacaridos, las peliculas de CS tienden a presentar
resistencia a la grasa y aceite, con permeabilidad selectiva a los gases (CO; and O3). Sin embargo,
son estructuras hidrofilicas por lo que ofrecen una baja resistencia a la interaccidn con moléculas
de agua (69,70). Segun varios estudios, las propiedades funcionales y mecanicas de las peliculas
a base de CS pueden mejorarse al combinar el CS con otros hidrocoloides tales como pectina,

almidon, gelatina, caseinato de sodio, entre otros (71).

El CS ha demostrado su actividad antimicrobiana cuando se utiliza como pelicula sobre varios
alimentos, aunque para ciertos productos alimentarios, las peliculas de CS puro no alcanzan el
nivel de control microbiano necesario. En otros casos, el papel del CS es proveer una matriz

biopolimérica para la vehiculizacién y liberacién de otros compuestos antimicrobianos tales
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como Jacidos, sales, aceites esenciales, enzimas, bacteriocinas (70). Varias de estas aplicaciones

se resumen en la Tabla 2.

Tabla 2. Aplicaciones de peliculas de CS en alimentos.

Matriz Agentes antimicrobianos Microorganismo Alimento Ref.
CS - Listeria monocytogenes  Roast beef (72)
CS Etil lauril arginato, NIS Listeria innocua Carne de (73)
pavo
CS Nanocelulosa Staphylococcus aureus Carne (74)
Escherichia coli picada
Salmonella enteritidis
CS/gelatina Extracto de semilla de uva Listeria monocytogenes  Pescado (16)
y aceite esencial Ziziphora
clinopodioides
CS/gelatina Aceite esencial de mentay Listeria monocytogenes  Rabano (13)
tomillo
CS/proteinade - Bacterias acido lacticasy Queso (75)
suero lacteo microorganismos ricotta
mesofilos y
psicrotroficos
CS - Bacterias mesdfilas Pescado (76)
aerobias totales,
pseudomonas, bacterias
productoras de H3S,
bacterias acido lacticas,
enterobacterias y
Listeria monocytogenes
CS/ciclodextrin  Carvacrol Mesdfilos, psicrofilos, Pollo (77)
a Pseudomonas spp.,
enterobacterias,
bacterias acido lacticas y
levaduras y hongos.
CS Nanoemulsion de aceite Listeria innocua Porotos (38)
esencial de mandarina verdes

1.2.4 Carboximetil quitosano

Como se menciond anteriormente, las aplicaciones del CS pueden verse limitadas debido a su

baja solubilidad en agua y en solventes orgdnicos (78), en particular en el drea alimentaria. Por

lo tanto, en ocasiones se requiere utilizar derivados del CS con una mayor solubilidad, los cuales
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pueden obtenerse mediante modificaciones quimicas que introducen grupos hidréfilos a la
molécula del CS (19). Un ejemplo es el CMCS, un derivado anfétero del CS que se obtiene a través
de la introduccién de grupos carboximetilo en los sitios amino, hidroxilo primario y secundario
de las unidades de glucosamina (79). Tal como se observa en la Figura 3, existen cuatro variantes
del CMCS, cuya obtencién depende de las condiciones de reaccion y de los reactivos utilizados.
Las condiciones de reaccion, el grado de carboximetilacion y el pH del medio determinan la

solubilidad del CMCS, pudiendo ser el mismo soluble en agua (80).

OH O\/ O\/COOH OM
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NH NH, NH N,
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N-CMCS O-CMCS N,O-CMCS N,N-CMCS

Figura 3. Estructura de los distintos tipos de CMCS (78).

Al igual que el CS, el CMCS es un material biocompatible, biodegradable, con capacidad
filmogénica y que puede interaccionar con otras sustancias. Este derivado del CS ha sido
investigado principalmente en aplicaciones de la industria biomédica y farmacéutica para la
vehiculizacidn de drogas y enzimas, reparacién de heridas, ingenieria tisular, bioimagenologia y
cosmética (81). Si bien su uso en el area alimentaria es aun limitada, el CMCS es un biomaterial
promisorio para la conservacién y envasado de alimentos debido a las propiedades mencionadas

previamente (82).

1.2.5 Biopeliculas de carboximetil quitosano

El estudio de biopeliculas de CMCS se ha orientado principalmente a aplicaciones de liberacion
controlada de farmacos y aplicaciones biomédicas (83) y en la Tabla 3 se puede apreciar un

resumen de dichas aplicaciones.
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Por otra parte, el desarrollo de peliculas de CMCS para aplicaciones alimentarias es mds escaso y
mas reciente con respecto a otras biopeliculas. Suriyatem et al. investigaron una biopelicula
comestible a partir de CMCS y almiddn de arroz (84) y el mismo grupo de trabajo posteriormente
incorpord propdleos a dicha matriz biopolimérica para mejorar sus propiedades antimicrobianas
y antioxidantes (85). Asimismo, recubrimientos de CMCS fueron estudiados como preservante y
agente antifungico en esparragos verdes (86). Por ultimo, la empresa Nova Chem (Halifax,

Canada) desarrollé un recubrimiento comestible a base de CMCS para preservar frutas (87).

Tabla 3. Biopeliculas de CMCS y sus aplicaciones.

Matriz Farmaco o ingrediente Aplicacion Ref.
active
N/CMCS - - (82,88)
CMCS/PVA Ac. salicilico, teofilina, Liberacion controlada (89)
ornidazol de farmacos
CMCS/PVA Ornidazol Liberacion controlada (90)
de farmacos
CS/CMCS Coenzima A Liberacién controlada (91)
de farmacos
CMCS/4c. hialurénico- - - (92)
carboximetil celulosa
0O/CMCS Tetraciclina Liberacion controlada- (93)
antimicrobiano
CS/CMCS - - (94)
CMCS cuaternizado/PVA Cobre Antimicrobiano (95)
CMCS/pululano - - (87)
CMCS - Recuperacion de (96)
heridas
Almidon de arroz/CMCS - Biopelicula comestible (84)
Almidon de arroz/CMCS Propdleos Biopelicula (85)

antimicrobiana,

antioxidante
CMCS/polipropilenglicol - - (97)
CMCS/pectina - Adsorbente de metales (98)
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1.3 Alginato

1.3.1 Caracteristicas

El acido alginico es el principal polisacarido estructural de la pared celular de las algas pardas.
Estd formado por dos unidades monoméricas de acido a-L-gulurdénico (G) y dacido B-D-
manurdnico (M), las cuales se agrupan formando bloques con secuencias GG, MM y GM (Figura
4). La composicion y la secuencia de los residuos G y M dependen de la fuente de las algas e

influyen en las propiedades del alginato (ALG) (99).
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Figura 4. Estructura quimica de ALGs compuestos por: bloques G,
bloques My Gy M intercaladas (99).
El ALG ha sido ampliamente estudiado debido a sus propiedades fisicas y quimicas,
principalmente para la formacion de microparticulas y geles. El ALG es un biopolimero anidnico,
con valores de pKa de 3.38 y 3.65 para el 4cido manurdnico y el cido gulurdnico respectivamente
(100). Es una sustancia no toxica, biodegradable, de bajo costo y facilmente disponible.

Asimismo, el ALG es mucoadhesivo, biocompatible y no inmunogénico (99).
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El ALG ha sido utilizado durante muchos anos en la industria de alimentos y bebidas como agente
espesante, agente gelificante y estabilizador coloidal, y actualmente es un biopolimero con

crecientes aplicaciones en la industria de la biotecnologia (101).

1.3.2 Micro y nanoparticulas de alginato

Las primeras microparticulas de ALG con fines de encapsulacion fueron desarrolladas en 1980.
Desde entonces, el desarrollo y la aplicacion de particulas de ALG han sido ampliamente
investigados, siendo dicho biopolimero uno de los materiales mas cominmente aplicados para

la formacién de microparticulas (hidrogel) en la actualidad (99).

El reticulado quimico o fisico de las cadenas poliméricas del ALG da lugar a hidrogeles. El método
mas comun para la formacion de geles de ALG es mediante la reticulacion idnica del ALG con
cationes multivalentes, siendo el Ca* el méas utilizado. Dado que este método puede llevarse a
cabo en condiciones suaves, es ideal para la encapsulacién de principios activos sensibles. La
gelacion del ALG se basa en el intercambio de iones de Na* de los bloques de acido gulurdnico
(G) con los cationes multivalentes y el posterior apilamiento de estos bloques G, formando una
estructura caracteristica conocida como "caja de huevos". En esa estructura, los iones de Ca?* se
sitlan como puentes entre los grupos con carga negativa de los bloques G (Figura 5). A su vez,

cada cadena puede unirse a otras cadenas, conformando una red tridimensional (99).
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Figura 5. Representacion de estructura de “caja de huevos”
formada por bloques de &cido gulurdnico reticulados por Ca%* (101).
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Las propiedades fisicoquimicas de los geles de ALG dependen del tipo de reticulacion, la densidad
de reticulacidn, el peso molecular y la composicion del ALG, asi como de la presencia de agentes

complejantes tales como el fosfato y el citrato.

En 1993, Rajaonarivony et al. describieron un nuevo método de preparacion de nanoparticulas
de ALG para vehiculizar farmacos, cuyos tamafios se encontraron entre 250 y 850 nm. Las
particulas se formaron al agregar cloruro de calcio a una solucién de ALG, con posterior agregado
de una solucion de poli-L-lisina (102). Dado que las concentraciones de las soluciones de ALG y
de cloruro de calcio utilizadas fueron mads bajas que las cominmente utilizadas para formar un

III

tipico gel de ALG, se alcanzdé un estado de “pre-gel” compuesto por agregados de tamano
nanométrico y dispersos en una fase acuosa continua. A dicho pre-gel se le agregd una solucion
acuosa del polication poli-L-lisina, formando asi un PEC entre ALG y poli-L-lisina para recubrir a

las nanoparticulas de ALG formadas previamente (99).

1.3.3 Nanoparticulasde alginato/quitosano

La mezcla en solucidon de polielectrolitos con carga opuesta resulta en la asociacion espontanea
de los mismos, debido a la formacion de interacciones electrostaticas fuertes, aunque
reversibles. Estas interacciones directas entre cadenas poliméricas conducen a la formacidon de
redes polielectroliticas complejas con estructuras no permanentes, en ausencia de agentes

reticulantes covalentes.

La formacion y estabilidad de los PECs dependen de muchos factores, como el grado de ionizacién
de los polielectrolitos con carga opuesta, la densidad y distribucion de las cargas en las cadenas
poliméricas, la concentracién de los polielectrolitos, su proporcidon de mezcla, la naturaleza de
los grupos idnicos, la posicidon de los grupos idnicos en las cadenas poliméricas, el peso molecular
de los polielectrolitos, la temperatura, la fuerza idnica y pH del medio de reaccién, entre otros

(61).

Los PECs de ALG/CS han sido objeto de varias investigaciones debido a que ofrecen mejores

propiedades en comparacion a los biopolimeros por separado, tales como una estructura mas
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resistente, mayor estabilidad mecanica y menor tendencia a hincharse (100). Ademas, ciertas
caracteristicas de los PECs de ALG/CS como ser el tamafio de particula y la carga superficial,
pueden ser controladas variando las condiciones de preparacién como ser pH, fuerza idnica y

composicion del medio, asi como las caracteristicas de los biopolimeros utilizados (103).

Los PECs de ALG/CS han cobrado importancia como sistemas para micro y nanoencapsular
sustancias activas, actuando de manera sinérgica para proteger a las sustancias encapsuladas de
la oxidaciéon, degradacién enzimatica e hidrélisis (104). Como se observa en la Figura 6, la
formacion de PECs entre ALG y CS ocurre mediante la interaccion electrostatica entre los grupos
NHs* del CS y los grupos COO del ALG (105). Los PECs de ALG/CS han sido utilizados
principalmente en aplicaciones de administracion de compuestos activos tales como la

encapsulacion de proteinas, péptidos y ADN (106,107).

OH Quitosano

Figura 6. llustracidon esquematica de interacciones electrostaticas entre ALG y CS (105).

Generalmente, la formacion de nanoparticulas de ALG/CS se basa en el método (modificado) de
Rajaonarivony (descrito en 1.3.2), mediante el cual se obtiene un pre-gel de ALG gracias al
agregado de cloruro de calcio, el cual es recubierto por CS. En este caso, se forma un PEC entre
ALG y CS que se deposita en la interface, y segln se ha reportado, esto mejora la estabilidad de

las particulas y reduce la porosidad de sus membranas (99). Por otra parte, trabajos mas recientes
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han reportado la formacion de nanoparticulas de ALG/CS sin el agregado de cloruro de calcio

(105,108).

La aplicacion de PECs de ALG/CS en el area alimentaria incluye a la nanoencapsulacion de
distintas sustancias activas tales como vitamina B, (109), aceites esenciales (104,110), e-polilisina
(1112), lisozima (112), entre otros. Con respecto a la micro y nanoencapsulacion de NIS,
Chandrasekar et al. estudiaron la formacién de microparticulas de ALG/CS conteniendo NIS (113).
Por otra parte, Zohri et al. reportaron la formacidn de nanoparticulas de ALG/CS cargadas con
NIS utilizando Unicamente dispersiones coloidales de ALG y CS en presencia de una solucion de
NIS (114). Estas nanoparticulas tuvieron un efecto antimicrobiano contra Staphylococcus aureus

en muestras de leche (114) y contra S. aureus y L. monocytogenes en muestras de queso (115).

1.4 Nisina

1.4.1 Caracteristicas

La fermentacion bacteriana de materias primas perecederas ha sido utilizada durante siglos con
el fin de extender el tiempo de vida util y preservar el valor nutricional de alimentos y bebidas.
Los productos derivados del metabolismo de las bacterias acido-lacticas (BAL) incluyen una
variedad de compuestos con propiedades antimicrobianas (acido lactico, perdxido de hidrégeno,
diacetilo, etc.), que actian como bioconservantes inhibiendo a los microorganismos de deterioro
(116). Ademas de los productos del metabolismo de las BAL, dichas bacterias pueden producir
bacteriocinas: péptidos que pueden eliminar o inhibir a las bacterias que compiten por el mismo
ambiente o el mismo pool de nutrientes, con una acciéon mas potente que la de los metabolitos
mencionados anteriormente. Las bacteriocinas son aisladas de alimentos tales como carne y

productos lacteos, ya que normalmente dichos alimentos contienen BAL (116).

La NIS, una bacteriocina producida por Lactoccocus lactis, fue descrita por primera vez en 1928 y
presenta actividad antimicrobiana contra un amplio espectro de bacterias Gram-positivas,
incluyendo los géneros Clostridium, Staphylococcus, Bacillus y Listeria. Es considerada GRAS por

la Food and Drug Administration (FDA, por sus siglas en inglés) de Estados Unidos y su uso ha sido
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aprobado en mas de 40 paises desde hace mas de 50 afios como conservante natural de

alimentos (116).

La NIS es una péptido pequefio de 34 aminoacidos que pertenece a la familia de los lantibidticos,
la cual se caracteriza por contener aminoacidos inusuales tales como lantionina, metil-lantionina,
dehidrobutirina y dehidroalanina. A partir de la estructura primaria y terciaria de la NIS, se puede
inferir que la molécula tiene un caracter anfifilco. Su extremo N-terminal tiene un numero
relativamente alto de residuos hidrofébicos mientras que el C-terminal es mas hidrofilico, con
grupos funcionales cargados positivamente provenientes de los residuos de lisina e histidina.
Otra caracteristica importante de la NIS es la ausencia de residuos con carga negativa, por lo que
es un péptido catidnico en un amplio rango de pHs (117) y su punto isoeléctrico (pl) se encuentra

a pH 8.8 (118).

El peso molecular de la bacteriocina es de 3510 Da y puede encontrarse formando dimeros o
tetrameros. Las principales variantes de la molécula son la NIS A, Zy Q. Las formas Ay Z son las
mas comercializadas vy la diferencia entre ambas reside en una uUnica sustitucion en la posicion

27, ya que la NIS A contiene histidina mientras que la Z contiene asparagina (Figura 7) (119).

Figura 7. Estructuras de las moléculas de NISAy Z (119).

El uso de esta bacteriocina como conservante natural en alimentos se debe a que el péptido es

facilmente degradable por las proteasas intestinales, no presenta un riesgo para la salud humana
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y no altera las propiedades organolépticas y sensoriales de los alimentos (119). A la hora de

aplicar NIS en alimentos, se pueden considerar varias estrategias:

a) inoculacion de alimentos con una cepa productora de NIS

b)  uso de un producto fermentado con una cepa productora de NIS como ingrediente

c) adicion de NIS pura o de preparado semi-puro de NIS como conservante

d) adicion de NIS encapsulada y/o inmovilizacidn de NIS en una matriz sélida (particulas, geles
o peliculas) para controlar su liberacion y protegerla de la degradaciéon por enzimas

proteoliticas (119)

Los preparados comerciales de NIS que se comercializan actualmente como conservantes
naturales para alimentos incluyen a productos tales como Nisaplin® (Danone) y DELVO®Plus
(DSM) (116). Dichos preparados se obtienen a partir de la fermentacion de leche descremada
con Lactococcus lactis. El fermento resultante es luego concentrado y separado, secado por spray
dryer y molido en pequefias particulas. El producto final, Nisaplin®, contiene aproximadamente
1x10° Ul/g de NIS A, 74.4% NaCl, 23.8% de sdlidos de leche desnaturalizada y 1.7% de humedad
(116).

1.4.2 Actividad antimicrobiana

El mecanismo de accidon de la NIS ha sido ampliamente estudiado. En bacterias Gram-positivas,
la bacteriocina se ancla a la membrana celular a través de su union con el lipido Il, una molécula
precursora del peptidoglucano. Luego se re-orienta y se inserta en la misma, creando un poro
transmembrana, el cual permite la salida del material celular, ocasionando la muerte celular de
la bacteria. La adsorcion inicial de la NIS a la superficie de la célula involucra interacciones
electrostaticas entre la bacteriocina catidnica y los fosfolipidos cargados negativamente de la
membrana, mientras que la hidrofobicidad del extremo N-terminal permite su insercién en la
membrana celular (120). Debido a la impermeabilidad de su membrana, las bacterias Gram-

negativas son generalmente resistentes a la accidn de esta bacteriocina (119).
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Muchas de las bacterias sensibles a la NIS, tales como L. monocytogenes y Clostridium botulinum
son agentes patégenos. La listeriosis es la enfermedad causada por la bacteria ubicua L.
monocytogenes, la cual puede crecer a temperaturas de refrigeracion y a bajas concentraciones
de oxigeno. Si bien la listeriosis es una enfermedad poco comun, presenta tasas de mortalidad
altas comparadas con las de otros patdgenos. Los casos de listeriosis estan predominantemente
relacionados con el consumo de alimentos refrigerados y listos para el consumo, alimentos
crudos o alimentos cocidos que han sido contaminados post-proceso (121). Segun la definicion
del Codex Alimentarius, los alimentos listos para el consumo comprenden cualquier tipo de
alimento (incluidas las bebidas) que se consumen normalmente en crudo y cualquier alimento
manipulado, elaborado, mezclado, cocinado o transformado de otro modo en un tipo de

alimento que se consume normalmente sin elaboracion adicional.

Como se aprecia en la Tabla 4, la NIS ha sido tradicionalmente empleada en la industria
alimentaria como conservante natural en alimentos refrigerados tales como los lacteos
(24,114,122—-129), las carnes (principalmente vacuna o de cerdo) y sus derivados
(25,119,122,130-135). Sin embargo, su aplicacidon en otras matrices también ha sido estudiada,
incluyendo alimentos tales como pescado (22,136,137), carne ovina (138), carne de aves

(139,140) y vegetales listos para el consumo (141,142).

Tabla 4. Aplicacién de NIS en alimentos (119).

Alimento

Microorganismo

Concentracion de NIS
efectiva (Ul/ml o Ul/g)

Queso cottage L. monocytogenes 2000
Queso ricotta L. monocytogenes 100
Leche descremada Esporas de B. cereus 4000
Salchicha tipo bologna Lb. sakey Lb. curvatus 1000
Queso procesado Clostridium spp.; Bacillus spp. 200-600
Productos lacteos Clostridium spp.; Bacillus spp. 10-400
Sopas pasteurizadas B. cereus 100-250
Bollos B. cereus 160-250
Alimento enlatado C. botulinum 100-200
Salsa LAB 50-250
Cerveza Lactobacillus, Pediococcus 1000-1500
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1.4.3 Activida antibacteriana en carne

En general, la actividad biolégica de las bacteriocinas depende de la composicidon quimica y de
las caracteristicas fisicas de los alimentos a los cuales son incorporadas. En particular, la actividad
antimicrobiana de la NIS puede verse disminuida rdpidamente luego de la aplicacién inicial,
debido a mecanismos de difusion fisica, adsorcion y/o degradacion quimica (122). En una matriz
carnica, estos factores incluyen el contenido de sal y grasa, la actividad de agua, la presencia de
agentes de curacidn y otros aditivos, y el tamafio de particula del alimento. Ademas, la NIS es
relativamente insoluble debido a su caracter hidrofdbico, pierde eficacia a pH > 5 (pH de la carne
entre 5.4-5.8) y puede inactivarse en presencia de glutation (143). La temperatura de
almacenamiento, atmdsferas modificadas, estado de la carne (cruda o cocida), también pueden
afectar la actividad de la NIS (25). Por lo tanto, la NIS es generalmente utilizada en combinacién
con otros agentes sinérgicos de conservacidn u obstaculos tecnolégicos, como envasada al vacio

(122).

Varios estudios han demostrado que la combinaciéon de NIS con otros obstaculos o agentes
antimicrobianos aumenta el efecto antibacteriano de la bacteriocina. En particular en carne,
Chung et al. observaron que el crecimiento de L. monocytogenes en muestras de carne magra se
retrasé 1 dia a temperatura ambiente en comparacion con un retraso de 2 semanas cuando se
incub6 a5 °C (144). Cutter y Siragusa (145) demostraron que el tratamiento de carne vacuna post
rigor con pulverizacién de NIS condujo a una reduccién inmediata de ca. 2 log UFC/cm? para L.
monocytogenes. Ademas, estos autores estudiaron los efectos de la combinacién de la aplicacién
de NIS en spray, el envasado en vacio y el almacenamiento a temperaturas de refrigeracion, y
encontraron que esta combinacion de obstaculos inhibié el crecimiento de L. monocytogenes
durante un periodo de 4 semanas (132). Solomakos et al. investigaron el efecto de NIS y aceite
esencial de tomillo en carne picada, y observaron que si bien la NIS mostraba actividad
antibacteriana, la inhibicion aumenté cuando se combind NIS con aceite esencial de tomillo,
resultando en una disminucion de 2 log UFC/g durante el almacenamiento a 4 °C (146). La

aplicacion simultanea de varias bacteriocinas también fue investigada por Vignolo et al.,
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encontrando que la mayor actividad antibacteriana se debid a la aplicacion de la combinacion de

NIS junto con una o mas bacteriocinas (147).

1.4.4 Nanoencapsulaciéon de nisina

La aplicacion de tecnologias en escala nanométrica puede ofrecer una alternativa para facilitar la
vehiculizacidn, conservaciéon vy liberacién controlada de compuestos sensibles, mejorando la
eficiencia de los mecanismos involucrados para lograr la encapsulacion fisica, adsorcion o
conjugacién quimica. Este aumento en la eficiencia se debe a una mayor area especifica, asi como

a mejores condiciones de distribucidn, liberacion y absorcién (148).

La encapsulacidn es el proceso por el cual se atrapan principios activos en un material pared y se
basa en la capacidad de dicho material de atrapar moléculas hidrofdbicas o hidrofilicas, segln
sea necesario. Por su parte, la encapsulacién permite evitar la degradacion quimica que resulta
de procesos de oxidacion o de interacciones con la matriz alimentaria, ademas de facilitar el
aprovechamiento de sinergias entre mas de un agente activo (148). Ademas, generalmente la
nanoencapsulacién de compuestos activos permite la utilizacién de una menor cantidad del

activo para alcanzar un determinado efecto con respecto a su aplicacion sin encapsular (46).

Como se mencioné anteriormente, la aplicacién directa de NIS en la superficie de los alimentos
puede limitar la efectividad de la accion de la bacteriocina. Es asi que la nanoencapsulacidn de
dicha bacteriocina puede constituir una alternativa efectiva para protegerla de la inactivacion,
evitar interacciones indeseables con los componentes de la matriz alimentaria y de ese modo
mejorar su actividad antimicrobiana. Asimismo, la encapsulacién de compuestos antimicrobianos
puede aumentar su concentracion en ciertas dreas de los alimentos en las que los
microorganismos estan localizados, como por ej., fases ricas en agua o interfaces liquido-sélido

(149).

Varios trabajos han investigado la nanoencapsulacién de NIS en diversos sistemas, incluyendo

liposomas (46,125-127,150-152), particulas formadas por biopolimeros y PECs (7,114,115,153—
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158), nanoparticulas sintetizadas por precipitacion antisolvente (159), nanoemulsiones (160),

niosomas (161) y nanofibras (162,163).

Los liposomas son vesiculas esféricas compuestas por membranas formadas por bicapas de
fosfolipidos, delimitando un espacio hidrofilico entre bicapa y bicapa y un espacio hidrofdébico al
interior de la bicapa, por lo que constituyen un vehiculo adecuado para encapsular bacteriocinas
(164). Los liposomas han sido ampliamente estudiados como sistemas de encapsulacion de NIS,
pero presentan algunas desventajas como ser el alto costo de los fosfolipidos y del escalado del
proceso de produccion a nivel industrial (165). Es asi que en los ultimos anos se han investigado
otros sistemas para encapsular NIS tales como sistemas biopoliméricos y sus PECs. Entre los
sistemas compuestos por un solo biopolimero como material pared, se destacan las
nanoparticulas de CS (157,166) y ALG (25,167,168). Asimismo, se han reportado varios trabajos
gue estudiaron la formacion de PECs entre dos biopolimeros, incluyendo a PECs de ALG y pectina
(156), CS y ALG (114,115,169), ALG y goma guar (170), CS y acido gamma poli-glutamico (158),
ALG y celulosa (171), ALG y almiddn resistente (168) y CS y carragenina (169), entre otros.

1.4.5 Incorporacion de nisina en peliculas biopoliméricas

La incorporacién directa de NIS sobre la superficie de los alimentos puede ser una estrategia
adecuada cuando el crecimiento microbiano se da tanto en la superficie como en el interior de
la matriz alimentaria. Sin embargo, la principal causa del deterioro de alimentos es el crecimiento
microbiano superficial ocasionado por el procesamiento de los alimentos, por lo que la aplicacidon
directa de NIS implica el agregado de grandes cantidades (sin optimizar) de la bacteriocina para
alcanzar la accién antimicrobiana deseada. Una alternativa para superar estas limitaciones es la
incorporacion de NIS en matrices sdlidas tales como biopeliculas, para asi controlar su liberacién
y proteger a la bacteriocina de la accién de enzimas proteoliticas. De esta manera, también se
puede asegurar una concentracion de NIS constante en la superficie del alimento envasado, por

lo que se requiere una menor cantidad de la bacteriocina (10).

Varios trabajos han estudiado la incorporacion de NIS a distintas matrices biopoliméricas

conformadas principalmente por proteinasy polisacaridos, incluyendo recubrimientos y peliculas
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comestibles a partir de celulosa, proteina del lactosuero, proteina de soja, ovoalbumina, gluten
de trigo, hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), zeina, CS, ALG, entre otros (18,20,22,24-26,172—-
188). La incorporacion de NIS o de preparados comerciales conteniendo NIS a envases
alimentarios puede ser realizada mediante distintas estrategias, que a su vez pueden combinarse.
Cuando la NIS se adsorbe o se “deposita” en la superficie de la pelicula, se libera rapidamente,
pudiendo ser una limitante para la conservacién de alimentos. Por el contrario, cuando la NIS se
agrega al seno de la matriz polimérica, su liberacion podra ser controlada y dependera de las
propiedades de los polimeros como ser barrera de difusion o solubilidad, lo que puede prolongar
el tiempo de contacto con el alimento (10). En general, las propiedades de la matriz biopolimérica
(principalmente la hidrofobicidad) tienen un papel importante en la adsorcién o absorcién de la
NIS. Ademas, la relacién entre la NIS adsorbida o absorbida no siempre es directamente
proporcional a la actividad antimicrobiana del envase debido a posibles interacciones NIS-

biopolimeros (119).

La incorporacion de NIS a distintas matrices poliméricas ha sido estudiada como estrategia para
preservar distintos alimentos, entre los cuales se encuentran los productos carnicos. Tal como se
observa en la Tabla 5, varios estudios han investigado la actividad antimicrobiana de peliculas

conformadas principalmente por biopolimeros, en diferentes productos carnicos.

En particular, varios autores han investigado especificamente la accidn antibacteriana de envases
activos conteniendo NIS. Guerra et al. observaron que los envases de celofan activados con NIS
en forma de Nisaplin®, redujeron de manera efectiva (1.5 log) el recuento total de aerobios en
carne vacuna luego de 12 dias a 4 °C (189). Por su parte, Dawson et al. encontraron que
biopeliculas de proteina de soja conteniendo NIS y aplicadas a la superficie de carne de pavo
procesada redujo en 1 log la poblacion de L. monocytogenes luego del almacenamiento en
refrigeracidon por mas de 21 dias (190). En un estudio posterior, McCormick et al. estudiaron la
aplicacién de biopeliculas de proteina de trigo conteniendo Nisaplin® en carne de pavo
procesada, encontrando que su utilizacion en combinacion con un tratamiento térmico de la
carne permitio la disminucion de la poblacién de L. monocytogenes en 2.5 logs durante 8 semanas

(191). A su vez, se demostro en un estudio realizado por Nguyen et al. que una pelicula de celulosa
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con NIS logrd reducir en 2 log la poblacién de L. monocytogenes en frankfurters, luego de 14 dias
(18). Por otra parte, Theivendran et al. encontraron que recubrimientos a base de proteina de
soja, NIS y extracto de semilla de uva o extracto de té verde fueron capaces de reducir en mas de
2 log la poblacién de L. monocytogenes luego de 28 dias tanto a 4 °C como a 10 °C (192). En

cuanto a peliculas plasticas recubiertas con CS y NIS, Ye et al. encontraron que peliculas de CS

recubiertas con NIS fueron efectivas a la hora de reducir la carga de L. monocytogenes en jamon

por 10 dias a temperatura ambiente (193). El mismo sistema de envasado fue testeado en salmén

ahumado, encontrandose que el recubrimiento de dicha pelicula plastica con una solucién de CS

conteniendo NIS y otros agentes antimicrobianos, exhibieron una accidn antibacteriana frente a

L. monocytogenes en el salmoén almacenado tanto a temperatura ambiente, como a temperatura

de refrigeracion en combinacion con envasado al vacio (194).

Tabla 5. Peliculas conteniendo NIS para preservacion de productos carnicos.

Matriz Microorganismo Aplicacion Ref.

CS/etil lauroil arginato Listeria innocua Carne de pavo (73)

ALG Staphylococcus aureus Carne vacuna (25)

Celulosa L. monocytogenes, recuento  Frankfurters (18)
aerobios total

ALG/calico Recuento viable total, Pescado (22)
recuento psicotroéfico total

Proteina de soja L. monocytogenes Frankfurters (192)

CS/hidroxipropilmetil L. monocytogenes Jamén (193)

celulosa (HPMC)-

Surlyn®

CS/HPMC/Surlyn® L. monocytogenes Salmon (194)

Celulosa Listeria innocua, Jamén (181)
Staphylococcus aureus

Polietilieno Lactobacillus helveticus, Carne vacuna (195)
Brochothrix thermosphacta

Celoféan Recuento aerobios total Carne vacuna (189)

Proteina de soja L. monocytogenes Carne de pavo procesada  (190)

Proteina de trigo L. monocytogenes, Carne de pavo procesada  (191)

Salmonella typhimurium
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1.4.6 Incorporacion de nanoparticulas de nisina a peliculas alimentarios

Si bien el agregado de nanoparticulas a peliculas alimentarias representa una alternativa
interesante para el desarrollo de envases alimentarios activos de nueva generacion, los trabajos

gue han estudiado la incorporacién de nanoparticulas de NIS a peliculas alimentarias son escasos.

El primer trabajo reportado en el cual se fusiond el concepto de pelicula bioactiva con la
nanoencapsulacién de NIS, fue el de Imran et al., quienes estudiaron el desarrollo de peliculas de
HPMC con incorporacién de nanoliposomas de NIS. En dicho estudio, se encontré que las
peliculas nano-activas presentaron propiedades fisico-quimicas similares a las de las peliculas de
HPMC. Asimismo, los autores propusieron que la incorporacion de liposomas de NIS permitié una

liberacion controlada de la bacteriocina (47).

Un estudio posterior llevado a cabo por Boelter y Brandelli investigd el agregado de liposomas
de NIS y nanoarcilla a peliculas de gelatina y caseinato, los cuales exhibieron actividad
antimicrobiana contra L. monocytogenes, C. perfringens y B. cereus y segun los autores,
representaron una alternativa interesante para el desarrollo de nuevos envases alimentarios

(46).
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2 OBIJETIVOS

2.1 Objetivo general

El objetivo general del presente trabajo consistié en el desarrollo de una pelicula biopolimérica
para extender la vida Util de productos alimentarios. El biopolimero principal de |a pelicula fue el
CS y como modelo de principio antimicrobiano se utilizé NIS, el cual fue testeado segun su

actividad antibacteriana frente a L. monocytogenes.

Se plantearon dos estrategias para el desarrollo de las biopeliculas con actividad antimicrobiana,
las cuales, hasta donde se tiene conocimiento, no han sido reportadas por trabajos previos. La
primera consistido en el desarrollo de nanoparticulas de CS conteniendo NIS y su posterior
incorporacion en biopeliculas de CS, de manera de conservar las propiedades y controlar la
liberacién de la NIS. La segunda alternativa consistid en la incorporacién directa del principio

activo antimicrobiano a peliculas compuestas de CS y CMCS.

2.2 Objetivos especificos

Para alcanzar el objetivo general descrito anteriormente, se plantearon tres objetivos especificos

con las siguientes componentes:

a) Formulacion, sintesis, caracterizacion y evaluacion de nanoparticulas conteniendo NIS
i Puesta a punto de técnica de cuantificacidon de NIS
ii. Desarrollo de formulacion y sintesis de nanoparticulas en base a CS para
encapsulacion de NIS
iii.  Optimizacién de la formulacion mediante herramientas de disefio experimental
iv. Ensayos de caracterizacion de las nanoparticulas

v.  Evaluacién de la actividad antimicrobiana de las nanoparticulas in vitro y en carne
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b) Formulacion, sintesis, caracterizacion y evaluacion de biopeliculas a base de CS con
incorporacién de nanoparticulas de CS conteniendo NIS.
i Sintesis y caracterizacion de pelicula de CS con incorporacién de nanoparticulas de
NIS
ii.  Caracterizaciéon de pelicula de CS con incorporacion de nanoparticulas de NIS

iii.  Evaluacion de la actividad antimicrobiana in vitro de las biopeliculas

c¢) Formulacion, sintesis, caracterizacion y evaluacion de biopeliculas a base de CS y CMCS
conteniendo NIS.
i Sintesis y caracterizacion de pelicula de CS y CMCS con incorporacion de NIS
ii.  Caracterizacion de pelicula de CS y CMCS con incorporacion de NIS

iii.  Evaluacion de la actividad antimicrobiana in vitro de las biopeliculas

2.3 Justificacion

El presente trabajo de doctorado propuso el desarrollo de recubrimientos biopoliméricos de
aplicacion alimentaria, como solucién alternativa a problematicas de inocuidad de alimentos,
para obtener productos alimentarios de mayor calidad y vida util. Si bien el estudio y desarrollo
de sistemas de envasado comestibles se han consolidado a nivel mundial, la incorporacion de
nanoparticulas con actividad bioldgica a dichos sistemas es incipiente y por lo tanto se identificé

una oportunidad de investigacion.

Asimismo, la aplicacién de técnicas nanotecnoldgicas implicé la generacidén de conocimiento en
un area estratégica transversal, en areas de creciente interés como la inocuidad alimentaria y los
envases biopoliméricos, favoreciendo la insercidn cientifica y tecnolégica de nuestro pais en

temas que todavia presentan un gran rezago respecto al contexto mundial.

Por ultimo, cabe mencionar que el trabajo propone alternativas para el desarrollo de estrategias
de inocuidad alimentaria, apuntando a su aplicacidon en carne vacuna, un area de amplio interés

nacional. En ese sentido, se selecciond como microorganismo modelo para la evaluacion
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antimicrobiana de los sistemas estudiados a L. monocytogenes por tratarse de un patdogeno

relevante en productos carnicos.
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales

Nisaplin®, la forma comercial mas disponible de nisina con 2.5% de nisina pura (1 x 10°® Ul/g) fue
donada por Duey S.A., representante de Danisco Inc. (Grindsted, Dinamarca). El CS con peso
molecular viscosimétrico (M,) de 80.98 kDa y grado de desacetilacion (DD) de 81.9% (segun lo
determinado en Anexo 1) fue comprado a Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.). El ALG de sodio
de grado alimentario fue donado por L&G S.A,, representante de Kimika Corp. (Tokio, Japdn). El
acido acético (glacial) fue adquirido de Dorwil (Buenos Aires, Argentina). El kit de reactivos de
QuantiPro™ BCA fue comprado a Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.). El agua desionizada fue
preparada utilizando un sistema Milli-Q de Millipore (Bedford, MA, EE.UU.). El N,0-CMCS con M,
de 295.44 kDa, DD de 96.9% y grado de sustitucion (DS) de 94.5% (segun lo determinado en

Anexo 1), fue comprado a Santa Cruz Biotechnology Inc. (Dallas, TX, USA).

3.2 Cepa bacteriana

Se conservo un cultivo de Listeria monocytogenes (ATCC® 19111™) en tubos de agar de triptona
soja (TSA) inclinados, almacenados a 4 °C. Los subcultivos de la fase exponencial de dicha cepa
fueron realizados en caldo de triptona soja con extracto de levadura (TSB-YE), ajustando la
absorbancia (As0) en un rango entre 0.08-0.10 equivalente al patrén 0.5 de la escala de
McFarland (1.5 x 108 UFC/ml), y se incubaron a 37 °C por 14-16 h, para su utilizacién en ensayos

posteriores.

3.3 Técnicas experimentales

3.3.1 Método del acido bicinconinico

El método del acido bicinconinico (BCA) es utilizado para cuantificar proteinas y su aplicacion
para determinar NIS ha sido ampliamente reportado (47,172,196). Dicho método se basa en la

formacidn de un complejo Cu?*-proteina, con la posterior reduccién del Cu?* a Cu'*. La cantidad
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reducida es proporcional al contenido de proteina. El BCA forma un complejo con el Cu'* de color

purpura intenso con absorbancia maxima a A= 562 nm.

El ensayo de BCA es mas sensible que los ensayos de Biuret o Lowry y presenta una variabilidad
menor que la del método de Bradford. Ademas, el complejo coloreado es estable, es menos
susceptible a la accion de detergentes y el método puede ser aplicado en un amplio rango de

concentraciones de proteina (172,196,197).

3.3.2 Diseno experimental

En los ultimos afios, se ha prestado especial atencion al disefio experimental y la metodologia de
superficie de respuesta (RSM, por sus siglas en inglés) para optimizar las condiciones de

preparacion de los sistemas de nanoencapsulacién.

La metodologia de superficie de respuesta (RSM) es una técnica estadistica eficiente para la
optimizacién de experimentos con multiples variables, que permite la determinacion de los
parametros 6ptimos con un bajo numero de corridas. La optimizacién por RSM presenta mas
ventajas que el enfoque tradicional del estudio de un sdlo factor a la vez. Ademds de consumir
mas tiempo, los enfoques tradicionales no pueden detectar las interacciones entre distintos

factores de un experimento (198).

Los tipos mas comunes de modelos RSM son el disefio factorial de tres niveles, el disefio
compuesto central y el disefio de Box-Behnken. Este ultimo es mas eficiente ya que permite la
determinacion de los parametros dptimos con un minimo de nimero de corridas con respecto a

otros disefios (198).

3.3.3 Dispersion de luz dindmica

La dispersion de luz dindmica (DLS, por sus siglas en inglés), también conocida como
espectroscopia de correlacién de fotones o dispersion de luz cuasi elastica (QELS, por sus siglas
en inglés), se utiliza principalmente para medir el tamafio y su distribucién en sistemas coloidales

en la region submicrométrica.
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Un haz de luz laser pasa a través de una suspension liquida que contiene particulas en
movimiento Browniano. La intensidad del haz de luz disperso fluctua debido al movimiento
aleatorio de las particulas y dichas fluctuaciones, proporcionales al tamano de las particulas, son
medidas a lo largo del tiempo con un determinado angulo de dispersion. El equipo de DLS genera
una funcion de autocorrelacion para determinar el coeficiente de difusion traslacional y luego

utiliza la ecuacion de Stokes-Einstein (ecuacién 1) para determinar el didametro hidrodinamico:

kT
dH) =—— (1)
3znD
Donde d(H) es el diametro hidrodinamico, D es el coeficiente de difusién traslacional, k la

constante de Boltzmann, T la temperatura absoluta y n la viscosidad (199).

3.3.4 Dispersion de luz electroforética

La estabilidad de los sistemas coloidales puede ser estudiada a través de sus propiedades
electrocinéticas. Dichas propiedades pueden ser definidas como los fendmenos involucrados en
el movimiento tangencial del fluido adyacente a una superficie cargada. Las particulas coloidales
adquieren una carga eléctrica superficial al ser suspendidas en un medio polar, como el agua.
Estas cargas atraen contra-iones del medio y repelen co-iones, formando una doble capa
eléctrica. La doble capa eléctrica tiene dos zonas con propiedades definidas: una primera capa
en la cual los iones se encuentran firmemente ligados a la superficie de la particula (capa rigida),
rodeada a su vez por una segunda capa de mayor extensién (capa difusa). Bajo la aplicacién de
un campo eléctrico externo, la particula se pone en movimiento y se da una ruptura de la
distribucidn iénica: hay iones que se moverdan con la particula y otros que se quedaran donde se
encontraban originalmente. Este limite es conocido como el plano de deslizamiento y el potencial

eléctrico en dicho plano es el denominado potencial zeta (200,201).

La teoria DLVO, desarrollada por Derjaguin, Landau, Verwey y Overbeek en 1940, relacioné la
estabilidad de los sistemas coloidales al balance entre las fuerzas de repulsién de la doble capa
eléctrica y las fuerzas de atraccion de van der Waals. Si las fuerzas de repulsién predominan, las

particulas se mantienen separadas evitando la agregacion y floculacidn. Es asi que el potencial
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zeta, determinado a partir de mediciones de movilidad electroforética, da una indicacién sobre
la estabilidad coloidal de las particulas en suspension. Generalmente, las particulas con potencial

zetal (valor absoluto) mayor a 30 mV son consideradas estables (202).

3.3.5 Microscopia electrénica de transmision

La microscopia electrénica de transmision (TEM, por sus siglas en inglés) se basa en la obtencién
de imagenes mediante lairradiacion de un haz de electrones sobre una muestra muy fina. Debido
a que la longitud de onda de los electrones es mucho menor que la longitud de onda de la luz
visible, las imdgenes obtenidas presentan una resolucidn muy superior a la de las imagenes
obtenidas por microscopia éptica. Asimismo, la técnica TEM proporciona informacién estructural
y quimica sobre un amplio rango de escalas hasta dimensiones atémicas, por lo que su utilizacion

permite comprender las propiedades de los materiales nanoestructurados.

En el modo de funcionamiento estdandar de TEM, un haz de electrones incidente penetra a través
de una muestra muy delgada. La interaccion de los electrones con la muestra resulta en la
emisiéon de electrones no dispersos, electrones dispersados eldsticamente y electrones
dispersados inelasticamentes (203). SAlo una pequefia fraccion de los electrones que han pasado
a través de la muestra se utiliza para formar la imagen final amplificada, comunmente
denominada imagen de amplitud o de contraste de difraccidn. Este proceso se realiza a alto vacio,

ya gue en otro caso los electrones podrian ser desviados por el aire.

En la técnica de microscopia electrénica de alta resolucién (HREM, por sus siglas en inglés), se
utiliza una apertura del objetivo mucho mayor (o, en ocasiones, ninguna). Asi, el haz incidente
puede interferir con uno o mas haces difractados y el contraste de la imagen dependera de las
fases relativas de los diversos haces. Por lo tanto, este modo de formacién de imagenes es

denominado imagen de contraste de fase (204).

Los materiales a ser examinados por TEM deben prepararse especialmente, con espesores que

permitan transmitir los electrones a través de la muestra, es decir, la muestra debe ser obtenida
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o cortada en capas finas. Las muestras que deben ser secadas pueden sufrir alteraciones tales

como la pérdida de agua de hidratacion y volatilizacidn o reaccién de moléculas organicas.

3.3.6 Microscopia de fuerza atomica

La microscopia de fuerza atdmica (AFM, por sus siglas en inglés), es otra técnica de imagen
basada en el escaneo de la superficie de la muestra utilizando una sonda o punta. Aunque este
método es relativamente lento y puede requerir una elaborada preparacion de muestras, las
imagenes son muy similares a las obtenidas por microscopia electrénica de barrido (SEM, por sus
siglas en inglés) con resolucion de hasta varios nandmetros. Ademds del tamafio y la forma de las
particulas, el AFM también puede proporcionar informacién sobre las propiedades superficiales

y topografia de las particulas (199).

3.3.7 Espectroscopia Raman

La espectroscopia Raman pertenece a la rama de la espectroscopia vibracional. Cuando un haz
de luz monocromatica incide sobre una molécula, si bien la gran mayoria de los fotones
dispersados sufren una dispersion elastica (dispersion de Rayleigh), una pequefia proporcién son
dispersados inelasticamente (dispersion Raman). Los fotones dispersados por el efecto Raman
experimentan ligeros cambios de frecuencia que son caracteristicos de los enlaces quimicos de
los componentes. Los espectros Raman son complementarios, aunque intrinsecamente

diferentes de, aquellos obtenidos por espectroscopia IR medio (205).

La espectroscopia Raman tiene como ventajas que el andlisis se realiza directamente sobre la
muestra, sin tratamientos previos, por lo que es una técnica no destructiva. Ademas, ya que el
efecto Raman es poco sensible a las moléculas de agua, es posible caracterizar muestras
hidratadas. En particular, mediante la espectroscopia Raman confocal (microscopio confocal
acoplado al espectrémetro Raman) es posible obtener espectros Raman puntuales o realizar un
barrido tomando varios espectros sobre la superficie de la muestra. Se obtienen imagenes
Opticas con los espectros Raman permitiendo estudiar la composicidon quimica y su distribucion

a lo largo de la superficie de la muestra.
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3.3.8 Sintesis de peliculas biopoliméricas

Las biopeliculas pueden obtenerse por dos métodos de sintesis: el método humedo y el método
seco. El proceso humedo, también llamado “casting” de solucion o vaciado en placa, se basa en
la dispersion o solubilizacion de los biopolimeros (mediante la preparacion de una “solucion
formadora de pelicula”) y su posterior evaporacién, dando lugar a la formacion de la biopelicula.
Por el contrario, el método seco incluye la utilizacion de prensado térmico o moldeado por
compresion, asi como de técnicas de fusidn y extrusion (206). Si bien el método seco es mas
rapido y puede requerir menos energia, el método humedo puede ser mas efectivo y de menor

costo.

3.3.9 Microscopia electrénica de barrido

La microscopia electrénica de barrido (SEM, por sus siglas en inglés), utiliza haces de electrones
acelerados y lentes electrostaticas o electromagnéticas para generar imagenes de alta
resolucidn, debido a la corta longitud de onda de los electrones en comparacién a la de fotones
de luz visible. Es un método utilizado para obtener imagenes de la superficie de la muestra, en el
cual el haz de electrones incidente realiza un barrido sobre la superficie de la muestra e
interacciona con la muestra para generar sefiales que reflejan la composicidon atomica y detalles
topograficos de la muestra. Al interaccionar con la muestra, el haz de electrones incidente genera
emisiones de electrones dispersados eldsticamente, (electrones retrodifundidos), electrones de
baja energia dispersados inelasticamente (electrones secundarios) y radiacion X caracteristica
proveniente de los 4tomos en la superficie o cercanos a la superficie de la muestra. La emisidn
de electrones secundarios es la predominante en SEM y son los que dan lugar a la formacion de
la imagen. Para evitar que los electrones colisionen con las moléculas de aire, la muestra es

colocada en un receptaculo a alto vacio.

Esta técnica permite la obtencidon de informaciéon de nanomateriales tal como el tamafio, la
distribucién de tamafio, la forma y la topografia. Sin embargo, el proceso de secado y contraste
de las muestras puede ocasionar que las muestras se encojan y por lo tanto alterar las

caracteristicas del material. Asimismo, las muestras deben ser conductoras para evitar la
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acumulacién de carga y la generacion de imagenes falsas, por lo que frecuentemente se aplica

un banado metalico, como ser oro.

En comparacién al TEM, el SEM tiene menor resolucion, pero produce imagenes 3D de la
superficie de la muestra, mientras que el TEM penetra la muestra y produce imagenes de la
estructura interna de la muestra. La profundidad de campo, es decir la porcidon de la imagen
observable de forma nitida, alcanzada por SEM resulta notablemente mayor que la alcanzada por

TEM (203).

3.3.10Propiedades mecadnicas de peliculas biopoliméricas

Las propiedades mecanicas describen como se comporta un material cuando se le aplican fuerzas
externas y dado que las peliculas biopoliméricas pueden ser sometidas a diferentes fuerzas

externas durante su utilizacidn, es relevante evaluar las propiedades mecanicas de las mismas.

Las fuerzas externas que se aplican sobre un material se pueden clasificar en fuerzas de tensién,
compresion, cortante y torsion. Toda fuerza externa que se apligue sobre un material ocasiona
gue el mismo se deforme. En el caso de una fuerza en tensién, el material se alarga en el sentido
de aplicacion de la fuerza, y se acorta en la direccidn transversal a la fuerza aplicada. Para estudiar
la reaccion de los materiales a las fuerzas externas que se les aplican, se utiliza el concepto de

esfuerzo.

El esfuerzo (o) se puede definir como la fuerza aplicada por unidad de area que ocurre cuando
dos fuerzas actuan en direccién opuesta a través de los dos extremos de una estructura. El omax
es el maximo esfuerzo que puede soportar la muestra durante un ensayo de tensién. Asimismo,
la deformacién del material se define como el cambio en la longitud a lo largo de la linea de
aplicacion de la fuerza (207). La deformacion de rotura (g) se determina en el punto en el que la
pelicula se rompe durante un ensayo mecanico y se expresa como el porcentaje del cambio de la
longitud de la muestra con respecto a la longitud original, por lo que es un indicador de la

flexibilidad y la extensibilidad de las peliculas (208).
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3.3.11Propiedades térmicas de peliculas biopoliméricas

El analisis térmico abarca al grupo de técnicas en las que se mide una propiedad fisica de un
sistema (sustancia o un material) en funcién de la temperatura mientras se le somete a un
programa de temperatura controlado. Los cambios de temperatura pueden tener diversos
efectos sobre la estabilidad térmica de los materiales, ocasionando cambios en algunas de sus

propiedades.

La calorimetria diferencial de barrido (DSC, por sus siglas en inglés), es una técnica de analisis
térmico que permite la determinacion de la temperatura y del flujo de calor asociados a las
transiciones del material analizado, en funcion del tiempo y de la temperatura. Durante un
cambio de temperatura, el equipo de DSC mide la cantidad de calor que libera o absorbe una
muestra a partir de la diferencia de temperatura entre la muestra y un material de referencia

(209).

Las propiedades de los materiales y de las mezclas de polimeros dependen de la quimica y de las
propiedades fisicas de los polimeros puros, de la presencia de aditivos, asi como del tipo de
procesamiento aplicado a los polimeros. Por lo tanto, es posible utilizar DSC como método de
caracterizacion fisica para estudiar el comportamiento térmico de polimeros puros, copolimeros,
mezclas de polimeros y compuestos. Generalmente, se utiliza DSC no isotérmico para la
identificacion de polimeros basicos puros, asi como para la determinacién de su pureza y
estabilidad. Los polimeros amorfos exhiben una temperatura de transicion vitrea y los polimeros
semicristalinos pueden poseer temperatura de transicion vitrea, temperatura de cristalizacion y
temperatura de fusion. Estas propiedades pueden modificarse frente a la presencia de aditivos o

debido al procesamiento aplicado a los polimeros (210).

3.3.12Difraccién de rayos X

La difraccion de rayos X (XRD, por sus siglas en inglés) es una herramienta utilizada para analizar
e identificar la estructura atdmica y molecular de un cristal, mediante la cual un haz incidente de

rayos X es dispersado en varias direcciones debido al ordenamiento cristalino. Al medir las
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posiciones y las intensidades de dichos haces difractados, un cristalégrafo puede producir una
imagen tridimensional de la densidad electrdnica en la red cristalina. La densidad electrdnica
determinada indica las posiciones medias de los atomos en el cristal, proporcionando su

estructura cristalina.

Los polimeros pueden ser cristalinos, semicristalinos, microcristalinos o amorfos. La presencia y
la cantidad relativa de estas formas dependen de la formulacién y procesamiento del polimero,
afectando las propiedades mecdnicas de los mismos. Las técnicas de XRD han sido ampliamente
utilizadas en el andlisis de peliculas biopoliméricas para estudiar las fases cristalinas, la

estructura, la textura e incluso propiedades mecanicas (211).

3.3.130pacidad de peliculas biopoliméricas

Las propiedades visuales de una pelicula biopolimérica para envasado de alimentos, como ser su
transparencia, tienen un gran impacto en el grado de aceptacion por parte del consumidor. Es
esencial que los materiales de envasado presenten buenas propiedades opticas, como
transparencia y alto brillo, para satisfacer la demanda de los consumidores para tener una visidn
clara del producto. La transparencia, el opuesto a opacidad, depende del polimero involucrado y
de la forma en la que se proceso la pelicula de envase. La formacidn de cristales grandes durante
la preparacion de las biopeliculas otorga una apariencia opaca debido a la difracciéon y a la

dispersion de la luz incidente por parte de dichos cristales (212).

3.3.14Permeabilidad al vapor de agua de peliculas biopoliméricas

La determinacién de las propiedades de barrera de una pelicula biopolimérica es crucial para
estimar y predecir la vida util del producto envasado en la misma. Los requisitos especificos de
barrera de un sistema de envasado esta relacionado con las caracteristicas y la aplicacion final

prevista (213).

Un requisito esencial de las peliculas utilizadas en envasado de alimentos es su capacidad de

prevenir, o por lo menos de reducir, la transferencia de humedad entre el alimento y la atmédsfera
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circundante o entre dos componentes en un alimento heterogéneo, de manera de prolongar la

vida util del alimento envasado (214).

La permeabilidad al vapor de agua (WVP, por sus siglas en inglés) es un parametro importante
para evaluar la permeacion del vapor de agua a una temperatura dada. Para mantener los
alimentos frescos, el valor de WVP deberia ser mantenido lo mas bajo posible (215). Asimismo,
es un parametro clave para garantizar las cualidades organolépticas de los alimentos vy la

capacidad de las peliculas para deshidratarse o rehidratarse (216).

3.3.15Solubilidad de peliculas biopoliméricas

La resistencia a la exposicion al agua es una propiedad importante de las peliculas comestibles
para uso en envasado y proteccion de alimentos. La solubilidad de las biopeliculas es un indicador
de su integridad en medio acuoso y en general, una mayor solubilidad indica una menor
resistencia al agua. Ademds, la solubilidad es un factor importante relacionado con la

biodegradabilidad de las peliculas utilizadas para envasado de alimentos (217).

Una baja solubilidad es una ventaja a la hora de almacenar el producto envasado, especialmente
cuando la actividad de agua del alimento es elevada, o cuando la pelicula debe ser estar en
contacto con agua durante el procesamiento del alimento, evitando la exudacién de productos
frescos o congelados (208). Por otra parte, una alta solubilidad puede ser una ventaja para
algunas aplicaciones tales como para la coccién de alimentos recubiertos con peliculas

comestibles (217).

3.4 Procedimiento experimental

3.4.1 Cuantificaciéon de nisina

En el presente trabajo se utilizé el ensayo QuantiPro™ BCA (Sigma-Aldrich), ya que brinda una
respuesta lineal a bajas concentraciones (0.5 a 30 pg/ml) y ademas su uso es recomendado para
ensayos en placas multipocillos, permitiendo la cuantificacion del péptido en varias muestras de

manera simultanea.
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Las curvas de calibracion fueron realizadas mediante el método de diluciones seriadas, a partir
de una solucién madre de NIS (Nisaplin®) en agua. Las placas conteniendo las muestras fueron
incubadas a 60 °C y se evaluaron dos tiempos de incubacién: 30 y 60 min. Luego de alcanzar
temperatura ambiente, se realizaron medidas de absorbancia utilizando un espectrofotémetro
UV-VIS (Ultrospec 3100 pro, Amersham Bioscience, Amersham, Reino Unido) a A= 560 nm. Las

curvas fueron realizadas por triplicado.

3.4.2 Sintesis de nanoparticulas de quitosano/tripolifosfato pentasédico con

nisina

En primer lugar se realizaron ensayos para determinar el rango de concentraciones necesarias
para asegurar la formacién de nanoparticulas CS/TPP vacias (sin NIS), indicada por la aparicidon
de una suspension opalescente (58). Para eso, se estudiaron los efectos de la variacién de un sélo

factor a la vez:

e relacion acido acético/CS: variacion de la concentracion de acido acético entre 1.5 y 3.5
mg/ml

e variacion de la relacién CS/TPP (v/v) inicial entre 1.8 y 3.6.

Como punto de partida para los ensayos, se fijaron los siguientes parametros de trabajo de

acuerdo a lo recabado en bibliografia:

e Relacion CS/TPP (p/p) =3

e [CS]=1mg/ml

e Volumen de solucién de CS =10 ml
e pHdetrabajo=4.8

® Temperatura ambiente

* Velocidad de agitacién entre 600 y 800 RPM

Para preparar las nanoparticulas, se prepararon soluciones de CS en acido acético 1% (v/v) y TPP
con las concentraciones necesarias para alcanzar las concentraciones planteadas en los ensayos

preliminares. En particular, para cada sintesis, se prepard una solucion de CS y se dejé en
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agitacion por 30 min a temperatura ambiente. A continuacidn, se ajusté el pH a 4.8 con NaOH.
Se agregd gota a gota y con agitacién agua (blanco) y se mantuvo en agitacién por 90 min. Por
ultimo, se agregd gota a gota y con agitacién la solucion de TPP. Se mantuvo en agitacién por 60

min.

Luego de obtenidas las nanoparticulas, se estudiaron los efectos de la concentracion de acido
acético y de la relacidn inicial CS/TPP (v/v) sobre su tamafio de particula, indice de polidispersion
(PDI, por sus siglas en inglés) (segun lo descrito en 3.4.6) y potencial zeta (segun lo descrito en

3.4.7).

A partir de estos resultados, se establecieron los pardmetros (concentracion de acido acético y
relacion CS/TPP (v/v) inicial) de trabajo y se estudid el efecto de la variacion de CS/TPP (p/p) sobre
nanoparticulas conteniendo NIS. Las nanoparticulas se prepararon al igual que las nanoparticulas
vacias, utilizando una solucién de NIS (Nisaplin®) en lugar de agua (blanco). Luego, se analizé el
tamafio de particula, PDI y potencial zeta y por ultimo, se evalud la eficiencia de encapsulacion

(segun lo descrito en 3.4.5).

3.4.3 Sintesis de nanoparticulas de alginato/quitosano con nisina

Las nanoparticulas conteniendo NIS fueron preparadas segun una modificacion del método de
preparacion de nanoparticulas de ALG-poli-L-lisina descrito en 1.3.2 (102). En el presente trabajo,
las nanoparticulas fueron preparadas por gelacién idnica de ALG mediante el agregado de

Nisaplin®, seguido de una complejacién con CS.

En primer lugar, se prepararon soluciones stock de CS y ALG a 25 °C. Para preparar la solucién de
CS, se disolvio el biopolimero en acido acético 1% (v/v) para obtener una concentracion de 5
mg/ml, se agité por 30 min y luego se ajusté el pH a 5.4 utilizando NaOH 1 N. Por otra parte, se
disolvio ALG en agua desionizada de manera de alcanzar una concentracion de 5 mg/ml, se agito
por 30 min y luego se ajusté el pH a 5.2 utilizando HCI 1 N. Ambas soluciones fueron filtradas con
un filtro de jeringa de 0.22 um y almacenadas a 4 °C hasta su uso. Para obtener las soluciones de

trabajo, se diluyeron las soluciones stock de ALG y CS previamente preparadas con agua
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desionizada, para alcanzar las concentraciones finales deseadas (114). Por otra parte, las

soluciones de Nisaplin® siempre se prepararon frescas, utilizando agua desionizada, previo a cada

ensayo.

Para la sintesis de las nanoparticulas conteniendo NIS, se agregd gota a gota la solucién de
Nisaplin® (1 ml) a la solucién de ALG (8 ml), en agitacién. Se mantuvo en agitacion por 30 min.
Luego, se agregod gota a gota la solucién de CS (4 ml) a la mezcla ALG/NIS y se mantuvo en
agitacion por 60 min. Todos los pasos involucrados en la preparacion de las nanoparticulas se

llevaron a cabo a 25 °C.

3.4.4 Diseno experimental y optimizacion de la formulacion

Para evaluar y optimizar los pardametros de la formulacién de las nanoparticulas, se utilizd un
disefio experimental de Box-Behnken con 3 factores en 3 niveles. La matriz del disefio
experimental y el analisis de los datos fueron realizados utilizando el programa Design-Expert®
(Version 10, Stat-Ease Inc., Minneapolis, MN, EE.UU.). Las variables independientes estudiadas
fueron: el contenido final de ALG (X1), la relacion ALG/CS (p/p), (X2) y el contenido final de
Nisaplin® (Xs). Las variables dependientes consideradas fueron: la eficiencia de encapsulacién

(Y1), el tamafio de particula (Y2) y el potencial zeta (Y3).

Tabla 6. Variables independientes y dependientes del disefio experimental de Box-Behnken.

Variables independientes Niveles

Bajo (-1) Medio (0) Alto (1)
X1= ALG (mg/ml) 0.3 0.5 0.7
Xo= ALG/CS (p/p) 2 5 8
X3= Nisaplin® (mg/ml) 0.8 2 3.2
Variables dependientes Restricciones
Y1= eficiencia de encapsulacion (%) Maximizar
Y,=tamafio de particula (nm) Minimizar
Y3= potencial zeta (mV) | Y3]>30

Para seleccionar los rangos de las variables independientes requeridas para la formacion de las

nanoparticulas, se realizaron ensayos preliminares de un factor a la vez utilizando rangos de
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concentracion final (concentracion de ALG de 0.3 a 1 mg/ml, relacion ALG/CS (p/p) de 0.5 a 8,
concentracion de Nisaplin® de 0 a 4.4 mg/ml, seleccionados en base a lo recabado en bibliografia
(7,108,114,169,218-220). Las muestras fueron analizadas visualmente y la ausencia de
agregaciéon y la formacidon de una dispersiéon opalescente indicaron la formacién de las
nanoparticulas. Los rangos de concentracidn encontrados en dichos ensayos preliminares y que
llevaron a la formacién de nanoparticulas determinaron la regién experimental resultante del
disefio de Box-Behnken. En la Tabla 6 se pueden observar los rangos utilizados en el disefio

experimental de Box-Behnken para las variables independientes y los factores de respuesta.

La matriz del disefio experimental comprendio 15 corridas experimentales, incluyendo 13 puntos

factoriales con tres réplicas en el punto central (Tabla 7).

Tabla 7. Disefio experimental de Box-Behnken.

Corrida Variables independientes
X1 (mg/ml) X2 (p/p) X3 (mg/ml)
1 0.7 5 3.2
2 0.3 5 0.8
3 0.5 8 0.8
4 0.7 2 2
5 0.5 8 3.2
6 0.5 5 2
7 0.7 5 0.8
8 0.3 8 2
9 0.3 2 2
10 0.5 5 2
11 0.5 5 2
12 0.5 2 0.8
13 0.5 2 3.2
14 0.7 8 2
15 0.3 5 3.2

Las respuestas observadas fueron ajustadas a modelos de primer y segundo orden. Los modelos
fueron comparados y evaluados de acuerdo a la significancia estadistica de los coeficientes y
valores de R? utilizando ANOVA. Para cada factor de respuesta (Y), se definié una ecuacion de

segundo orden segun:
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Y =80 + B1X1 + B2X2 + B3X3 + B11X12 + B22X2? + B33X3% + B12X1X2 + B13X1.X3 + B23X2X3 (2)

Donde Y es la respuesta medida de las variables dependientes; 6 es la ordenada en el origen; 81,
B, y B3 son los coeficientes lineales; 6811, 822 y 833 son los coeficientes cuadraticos; 812, 813 y 623
son los coeficientes de interaccién, y X1, X2 y X3 son las variables independientes. Con el fin de
validar los modelos generados, se llevaron a cabo cinco experimentos con los parametros de la
formulacion optima. Para evaluar la precision de los modelos obtenidos, se compararon las
respuestas experimentales con los valores predichos. Asimismo, la aplicacién de RSM incluy¢ la
generacion de superficies de respuesta 3D y graficas de contorno para estudiar los efectos

principales y las interacciones entre las variables independientes y los factores de respuesta.

La formulacion dptima se obtuvo utilizando el programa Design-Expert®, mediante la aplicacion
de las restricciones descritas anteriormente en la Tabla 6. La formulacidn 6ptima obtenida fue
utilizada a la hora de sintetizar nanoparticulas para los ensayos de caracterizacién y los analisis

antimicrobianos.

3.4.5 Eficiencia de encapsulacion de nanoparticulas

La eficiencia de encapsulacién (EE) se define como la relacion de NIS encapsulada con respecto a
la NIS total incorporada. Se puede determinar de manera indirecta, utilizando la siguiente
ecuacion:

— (Wt - Wt)

EE x100 (3)

t

Donde: W= NIS total (g), Ws= NIS libre en sobrenadante (g).

Para la determinacion de la EE, se cuantifico la nisina libre en el sobrenadante. Para pelletizar las
nanoparticulas, se centrifugd 5 ml de suspension de nanoparticulas a 20000 x g durante 40 min

a 8 °C. La EE (%) se calculd segln la ecuacion 3.
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3.4.6 Tamano de particula

Las medidas de tamarfio de particula y PDI se realizaron utilizando un analizador de tamano de
particula y potencial zeta (Nano-ZS, Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, Reino Unido). Las

medidas se realizaron a 25 °C. Las muestras fueron analizadas por triplicado.

3.4.7 Potencial zeta

Las medidas de movilidad electroforética se realizaron utilizando un analizador de tamafo de
particula y potencial zeta (Nano-ZS, Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, Reino Unido). Las
medidas se realizaron a 25 °C. Las muestras fueron analizadas por triplicado. Se utilizé el modelo
de aproximacion de Smoluchowski para obtener el potencial zeta a partir de la movilidad

electroforética.

3.4.8 Microscopia electrénica de transmision

Las muestras de nanoparticulas fueron analizadas por microscopia electronica de transmision
(TEM, por sus siglas en inglés) utilizando un microscopio electronico de transmisién de alta
resolucién (HR-STEM JEOL 2100, Jeol, Japdn). La suspension de nanoparticulas fue ultrasonicada
por 15 min y luego se colocd una gota de la muestra en una grilla de cobre (300-mesh) con film
de carbono. Se dejo secar por 24 h a temperatura ambiente. Las imagenes fueron tomadas con
una cdmara Gatan Orius SC 1000, sonda EDS OXFORD X-Max 65T con detector SDD de 65mm?

(Gatan Inc., Pleasanton, EE.UU.).

3.4.9 Microscopia de fuerza atomica

Las nanoparticulas de NIS se analizaron utilizando un microscopio de fuerza atdmica WITec Alpha
300-RA (WITec GmbH, Ulm, Alemania) en el modo AC. Se colocé una gota de suspension de
nanoparticulas sobre un sustrato de silicio y la muestra se dejo secar por 24 h a temperatura
ambiente. Los sensores de AFM tuvieron una k=42 N/m, frecuencia de resonancia nominal de
285 kHz, largo de 160 um, ancho promedio de 45 um y espesor de 4.6 um. La frecuencia de
operacion fue de 81.6 kHz.
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3.4.10Espectroscopia Raman

Las mediciones de espectroscopia Raman confocal se llevaron a cabo utilizando un microscopio
Raman-Confocal WITec Alpha 300-RA (WITec GmbH, Ulm, Alemania). Se analizaron muestras de
nanoparticulas cargadas con nisina y se compararon con soluciones de ALG/CS, NIS, CSy ALG. Las
muestras se prepararon con las mismas concentraciones finales que la formulacién 6ptima. Para
preparar la muestra de NIS, se disolvié Nisaplin® en agua desionizada y se centrifugd a 4000 RPM
durante 10 min para eliminar los sdlidos insolubles. Se colocd una gota de la muestra
correspondiente sobre un sustrato de silicio y se dejé secar a temperatura ambiente por 24 h.
Los espectros Raman se obtuvieron utilizando un laser de excitacion de A= 785 nm y potencia de

10 mW. Se promedid un conjunto de 20 espectros con tiempo de integracidon de 0.2 s.

3.4.11 Actividad antimicrobiana /n vifro de nanoparticulas

Para todos los estudios de actividad antimicrobiana (in vitro y en carne), y con el fin de lograr la
concentracion de NIS (proveniente de las nanoparticulas) requerida en cada instancia, las
suspensiones de nanoparticulas de ALG/CS con NIS se centrifugaron a 20.000 x g a 8 °C por 40
min. El sobrenadante se desechdy el precipitado se resuspendié en agua desionizada. La cantidad
de suspension de nanoparticulas requerida para obtener la concentracion de NIS equivalente se

calculd utilizando la EE experimental de la formulacidon optimizada.

Con respecto a la actividad antimicrobiana in vitro, se realizaron estudios de CMI, CMB e

inhibicion del crecimiento microbiano a 4 °C:

a) CMIy CMB

Se determind la CMI del sistema planteado con respecto al crecimiento de un inéculo de L.
monocytogenes, comparando el efecto inhibitorio de muestras de nanoparticulas de ALG/CS con

NIS con el de soluciones de NIS libre.

Para la determinacion del valor de CMI se utilizaron placas multipocillos (Figura 8) y en cada

pocillo se sembré 100 pl de caldo triptona soja-extracto de levadura (TSB-YE, por sus siglas en
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inglés) y 50 pl de TSB-YE inoculado con el cultivo de L. monocytogenes (5 x 10° UFC/ml) preparado
segun lo descrito en 3.2. Ademads, a cada pocillo se le agregé 50 ul de dispersion de nanoparticulas

de ALG/CS con NIS o solucién de NIS libre (Nisaplin®).

Las concentraciones finales equivalentes de NIS fueron de 125, 250, 500, 1000, 2000 y 4000
Ul/ml, tanto para las muestras de nanoparticulas como de NIS libre. Las microplacas se incubaron
a 37 °C y se monitoreo el crecimiento microbiano a 0, 24 y 48 h mediante medidas de Asoo,
utilizando un espectrofotometro UV/Vis (Ultrospec 3100 pro, Amersham Bioscience, Amersham,

Reino Unido).

La inhibicién del crecimiento microbiano (%) se calculd segun:

A 600control A
A

600 muestra X 1 00 (4)

600 control

Inhibicién (%) =

Los valores de CMB se determinaron a partir de las placas utilizadas para la determinacién de la
CMI. Luego de 24 y 48 h de incubacion a 37 °C, se subcultivd 10 ul de cada pocillo en placas con
agar PALCAM vy suplemento selectivo PALCAM. Las placas se prepararon por duplicado y se
incubaron a 37 °C por 24-48 h. Al finalizar la incubacién, se examiné el crecimiento de colonias
de L. monocytogenes en las placas. La ausencia de crecimiento indicé que el sistema probado

tuvo accidn bactericida para la dilucion contenida en el pocillo correspondiente.
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Figura 8. Microplaca para determinacién de CMI y CMB.
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b) Inhibicion del crecimiento microbiano a 4 °C

Para estudiar la inhibicién del crecimiento a temperatura de refrigeracion, se prepararon
microplacas adicionales conteniendo muestras de nanoparticulas y NIS libre, tal como se
describié previamente, las cuales fueron almacenadas a 4 °C. En los pocillos de control (sin
tratamiento) se colocd agua como blanco. Las concentraciones finales de NIS fueron 125, 250,
500, 1000, 2000 and 4000 Ul/ml. Se realizaron medidas de Asopa los 0, 1, 2, 3, 6,9, 12, 15, 18, 21,
24 y 27 dias para monitorear el crecimiento bacteriano en el tiempo. Los incrementos de
absorbancia menores a 0.05 UA entre 0 y 24 h indicaron que la concentracion del principio

antimicrobiano tuvo un efecto inhibitorio en los pocillos correspondientes (221,222).

3.4.12 Actividad antimicrobiana en carne de nanoparticulas

Se cortaron trozos de carne vacuna magra fresca de aproximadamente 10 g. Los trozos fueron
sometidos a radiacion UV por 15 min en cabina estéril y luego fueron inoculados (mediante
aplicacion con pipeta) con 0.5 ml de un cultivo de L. monocytogenes (preparado segun lo descrito
en 3.2) de manera de alcanzar ~ 1 x 10* UFC/g de carne. Luego de incubacion a 25 °C por 15 min
para facilitar la adhesion superficial, las muestras fueron colocadas asépticamente en bolsas
plasticas Cryovac® T7335B (Sealed Air Corp., Charlotte, NC, USA). A continuacidn, se aplicaron los

siguientes tratamientos:

a) Solucion de NIS de 400 Ul/g de carne
b)  Solucién de NIS de 800 Ul/g de carne
c)  Solucion de nanoparticulas de ALG/CS con NIS de 400 Ul/g de carne
d)  Solucién de nanoparticulas de ALG/CS con NIS de 800 Ul/g de carne

e) Agua desionizada como solucién control (sin tratamiento)

A continuacidn, se cerraron las bolsas aplicando vacio y se conservaron a 4 °C. Se retiraron
muestrasalos 0,4, 10, 17 y 24 dias. Cada bolsa retirada fue abierta en cabina estéril y se le agregd
200 ml de buffer Butterfield. El contenido de las bolsas fue homogenizado a 170 RPM por 20

segundos utilizando un equipo Stomacher® 400 Circulator (Seward, Reino Unido). Luego, se
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tomaron 100 pl de cada muestra y se sembraron en placas de Petri con medio agar PALCAM y
suplemento selectivo PALCAM. Las placas fueron incubadas a 37 °C y se realizd recuento de

colonias de L. monocytogenes a las 24-48 h.

3.4.13Preparacioén de soluciones formadoras de peliculas de quitosano con

nanoparticulas

En primer lugar, se prepararon soluciones stock de CS y NIS. Las soluciones stock se prepararon
a 25 °C. Para la solucién de CS, se disolvio dicho biopolimero en acido acético 1% (v/v) para
obtener una concentracién de 2% (p/v). Dicha solucién fue mantenida en agitacién por 30 min,
filtrada con un filtro de jeringa de 0.22 um y almacenada a 4 °C hasta su uso. Las soluciones de
NIS se prepararon frescas antes de cada ensayo, disolviendo Nisaplin® en agua desionizada para
alcanzar una concentracion de 40000 Ul/ml y centrifugando a 4000 RPM por 10 min a 4 °C para

remover los soélidos insolubles.

Luego, se prepararon las soluciones formadoras de peliculas. Para eso, se prepard una solucion
acuosa de CS 1% (p/v) a partir de la solucion stock de CS. Se agregd glicerol como plastificante
(0.2 g/g de biopolimero) (94). Por otra parte, se prepararon nanoparticulas de ALG/CS siguiendo
la formulacion éptima encontrada en 4.3.2. Con el fin de lograr la concentracién de NIS requerida
en cada pelicula (proveniente de las nanoparticulas), las suspensiones de nanoparticulas de
ALG/CS con NIS se centrifugaron a 20.000 x g a 10 °C durante 40 min. El sobrenadante se desechd
y el precipitado se resuspendidé en agua desionizada. Para calcular la cantidad necesaria de
nanoparticulas para obtener la concentracion equivalente de NIS, se consideré la EE
experimental de la formulacidn 6ptima. Las suspensiones de nanoparticulas (5 ml) se
incorporaron gota a gota a 31 ml de la solucion de CS 1% (p/v) en agitacion (400 RPM). Se

continuo agitando por 30 min.

Para las biopeliculas de CS con NIS libre, se prepard una solucién acuosa de CS 1% (p/v) a partir
de la solucidn stock de CS. Se agregé glicerol como plastificante (0.2 g/g de biopolimero) (94). Por
otra parte, se agrego gota a gota y bajo agitacion (400 RPM), 5 ml de una diluciéon de la solucién

stock de NIS a 31 ml de la solucién de CS 1% (p/v), de manera de alcanzar la concentracion final
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de NIS requerida para cada biopelicula. La solucidon formadora de pelicula resultante se dejo en

agitacion por 30 min.

Por ultimo, para las biopeliculas de CS control (sin NIS ni nanoparticulas de ALG/CS con NIS) se

utilizé 5 ml de agua desionizada en lugar de la solucién de NIS o de nanoparticulas.

3.4.14Preparacion de soluciones formadoras de peliculas de quitosano y

carboximetil quitosano

En primer lugar, se prepararon soluciones stock de CS, CMCS y NIS. Las soluciones stock se
prepararon a 25 °C. Para la solucidon de CS, se disolvié dicho biopolimero en acido acético 1% (v/v)
para obtener una concentracién de 2% (p/v). Por otro lado, se disolvié CMCS en agua desionizada
para obtener una concentracion de 1% (p/v). Ambas soluciones fueron mantenidas en agitaciéon
por 30 min, filtradas con un filtro de jeringa de 0.22 um y almacenadas a 4 °C hasta su uso. Las
soluciones de NIS se prepararon frescas antes de cada ensayo, disolviendo Nisaplin® en agua
desionizada para alcanzar una concentracidon de 40000 Ul/ml y centrifugando a 4000 RPM por 10

min a 4 °C para remover los solidos insolubles.

Para preparar las soluciones formadoras de peliculas, se diluyeron las soluciones stock de CSy
CMCS en agua desionizada para alcanzar una concentracion de 1% (p/v) y las soluciones
obtenidas se dejaron en agitacion por 30 min a 25 °C. Luego, se agrego la solucidon de CMCS gota
a gota a la solucién de CS en agitacion, en las siguientes relaciones CS/CMCS: 100/0, 95/5, 90/10,
85/15 and 80/20 (p/p), con una concentracion de biopolimero final de 1% (p/v). Dichas relaciones
fueron obtenidas a partir de los ensayos preliminares descritos en el Anexo 2. A continuacion, se
agrego glicerol como plastificante (0.2 g/g de biopolimero) (94). La mezcla fue dejada en agitacion
por 14-16 h a 25 °C, se centrifugd a 4000 RPM por 10 min a 25 °Cy se recuperé el sobrenadante,
obteniéndose asi las soluciones de CS/CMCS. Para las peliculas de CS/CMCS con NIS, se agregd
gota a gota 5 ml de una dilucién de la solucién stock de NIS a 31 ml de la solucién CS/CMCS
correspondiente, en agitacion (400 RPM), de manera de alcanzar concentraciones finales de NIS
de 1000 y 6000 Ul/ml de solucién formadora de peliculas. Se dejé en agitacidon por 30 min. Las

peliculas control (sin NIS) se prepararon utilizando agua desionizada.
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3.4.15 Sintesis de peliculas biopoliméricas

Todas las biopeliculas se elaboraron por el método de "casting" o vaciado en placa, para lo cual
se vertieron 31 ml de la correspondiente solucidén formadora de pelicula en placas de poliestireno

(83 x 125 mm) y se dejaron secar a temperatura ambiente por 48-72 h.

Las biopeliculas obtenidas fueron desmoldadas con facilidad y se conservaron en desecador con
50% de humedad relativa. Para alcanzar dicha HR, se colocd una solucién acuosa de glicerol (79%

(p/p)) en el desecador (223).

3.4.16 Microscopia electrénica de barrido

Se obtuvieron imagenes SEM para analizar la microestructura de las muestras de biopeliculas.
Las peliculas se colocaron en un portamuestras de aluminio con cinta de carbono de doble faz y
se metalizaron con oro. Todas las muestras se examinaron y fotografiaron con un microscopio
electrénico de barrido JEOL JSM-5900 Low Vacuum (Jeol Ltd., Tokio, Japdn) a un voltaje de

aceleracién de 20 kV.

3.4.17Determinacion del espesor de peliculas biopoliméricas

El espesor de las peliculas se midié utilizando un micrémetro de mano (Tactix 245311, Meridian
International Co. Ltd, China), al 0.001 mm mas cercano. Las medidas se realizaron en al menos
siete ubicaciones aleatorias de cada pelicula y los valores se informaron como promedio * SD.
Los valores se utilizaron para determinar la opacidad, la permeabilidad al vapor de agua (WVP) y

las propiedades mecanicas.

3.4.18 Propiedades mecadnicas de peliculas biopoliméricas

Las pruebas de traccidon se realizaron con un analizador de textura (TA.XT Plus, Stable Micro
System Ltd., Reino Unido) de acuerdo con el método ASTM D882 (224), tal como se observa en

la Figura 9. Se analizaron tiras de muestras de peliculas (100 mm x 10 mm). Las medidas se

72



llevaron a cabo con una separacion inicial de agarre de 50 mm y una velocidad constante de 50

mm/min a 25 °C hasta la ruptura.

El omax ¥ la € (%) se calcularon segun las siguientes ecuaciones:

Omax (MPa) = Omax /A (4)
€ (%) = 100 x (L - Lo)/L (5)

Donde omax €5 la resistencia maxima (N), A es el drea de la seccidn transversal de |a pelicula (mm?),
L es la longitud final (mm) y Lo es la longitud inicial (mm) de la probeta. Para cada formulacion,

se analizaron cinco muestras y los valores se informaron como promedio * SD.

Figura 9. Texturémetro utilizado para determinacion de las propiedades mecanicas
de las biopeliculas mediante ensayos de traccién.

3.4.19Propiedades térmicas de peliculas biopoliméricas

Las propiedades térmicas de las peliculas biopoliméricas se evaluaron utilizando un calorimetro
diferencial de barrido (DSC-60, Shimadzu, Japon). Las muestras (5 mg) de peliculas se pesaron y
se colocaron en crisoles de aluminio sin tapas, en atmdsfera estatica. Como referencia, se utilizé

un crisol vacio. Para eliminar la historia térmica y los efectos de la humedad en las muestras, se
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realizaron dos ciclos de calentamiento (10 °C/min): primer ciclo de 25 °C a 180 °C, enfriamiento

a 25 °Cysegundo ciclo de 25 °Ca 320 °C. Las curvas se realizaron tomando los valores promedios.

3.4.20Difraccién de rayos X

Las peliculas se analizaron por XRD utilizando un difractdmetro (Ultima IV, Rigaku Co., Japdn),
con radiacién CuKq. Los difractogramas se realizaron en configuracién Bragg-Brentano, en un

rango de 10 a 50°, en pasos 20 de 0.02° y tiempo de integracion de 1 s por paso.

3.4.210pacidad de peliculas biopoliméricas

La opacidad de las peliculas biopoliméricas se evalud utilizando un espectrofotometro UV/Vis
(Ultrospec 3100 pro, Amersham Bioscience, Reino Unido). Las muestras de biopeliculas se
cortaron en rectangulos y se colocaron en el lado interno de la cubeta del espectrofotémetro. Se

realizaron medidas de Asoo y la opacidad se calculé mediante la siguiente ecuacién (225):
Opacidad (Asoo/mm) = Asoo/L (6)
donde L (mm) es el espesor de la pelicula.

3.4.22Permeabilidad al vapor de agua

La WVP se determind gravimétricamente siguiendo una modificacion del método estandar de
ASTM E96-00 (226,227). Las muestras de biopeliculas se cortaron en discos con un diametro
ligeramente mayor al diametro de las celdas de acrilico (6 cm de diametro externo y 3.5 cm de
diametro interno). Las muestras se colocaron sobre la parte superior de las celdas conteniendo
agua destilada y se ajustaron con tornillos. Las celdas se colocaron en un desecador que contenia
un ventilador para eliminar el aire estancado sobre las celdas, a 25 °C y 0% de HR. Se registro la
masa de las celdas cada hora y se utilizaron graficos de masa ganada en funcién del tiempo para

determinar la tasa de transmision de vapor de agua (WVTR, por sus siglas en inglés).

La WVP se calculd segun la siguiente ecuacion:

74



WVP (x 10 g m* st Pa?l)=(WVTR x L)/Ap (7)

Donde L es el espesor medio de la pelicula (m) y Ap (KPa) la diferencia de presidn de vapor de
agua parcial a través de los dos lados de la pelicula. Las muestras se analizaron por triplicado y

los valores se informaron como promedio + SD.

3.4.23 Solubilidad de peliculas biopoliméricas

La solubilidad de las biopeliculas se determind como el porcentaje de materia seca de la pelicula
luego de su inmersidn en agua (228). Se cortaron trozos de pelicula (20 mm x 20 mm), los cuales
se secaron a 105 °C hasta peso constante. Luego, se sumergieron las muestras en frascos con
50 ml de agua destilada y se agitaron suavemente durante 24 h a 25 °C. Las soluciones y las
peliculas se vertieron en papel de filtro cualitativo (Whatman #1) para recuperar los trozos de
pelicula no disueltos. A continuacion, las muestras se enjuagaron con agua destilada y se secaron
a 105 °C hasta peso constante para determinar la masa seca final. La solubilidad se calculd segln

la siguiente ecuacién:
Solubilidad (%) = (Masa seca inicial - Masa seca final) x 100 / Masa seca inicial (8)

3.4.24 Actividad antimicrobiana de peliculas biopoliméricas

La actividad antimicrobiana de las biopeliculas se estudié mediante el ensayo de difusién de disco
en agar (229). Para eso, se cortaron discos de 12 mm de didmetro de las distintas peliculas
obtenidas y se colocaron sobre la superficie de placas de agar con agar semi-sélido inoculado con
0.1 ml de un inéculo de L. monocytogenes (~ 1x10% UFC/ml) preparado seguin lo descrito en 3.2.
Las placas con los discos se conservaron a 4 °C durante 4 h para favorecer la liberacién de la NIS

(predifusidon) y luego se incubaron en estufa a 37 °C por 24 h.

La aparicién de un halo de inhibicion indicd la actividad antimicrobiana de cada disco. Se utilizé
un calibre digital electrdnico para medir el diametro de cada halo y se tomaron 5 medidas por

halo. Los valores se informaron como promedio + SD.
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3.4.25Tratamiento estadistico

Para la evaluacion de las nanoparticulas, se realizaron tres experimentos independientes con tres
réplicas para cada ensayo y se reportaron los valores promedio + desviacion estandar (SD). Para
los ensayos microbioldgicos in vitro, se testearon las diferencias entre los tratamientos con
ANOVA de una via (P < 0.05). Para los ensayos microbioldgicos en carne vacuna, los recuentos se
expresaron como log UFC/g antes de obtener los promedios y de realizar el analisis estadistico.
Cuando no se detectd crecimiento microbiano, los datos se consideraron como 1 log menos que
el minimo nivel de deteccidn, el cual fue de 200 UFC/g (230).Se utilizé el test de diferencia minima

significativa (LSD, por sus siglas en inglés) de Fisher (P < 0.05).

Las propiedades de las peliculas biopoliméricas se determinaron al menos por triplicado y los
resultados se expresaron como promedio + SD. El andlisis de varianza de una via (ANOVA) y la
prueba de rango multiple de Duncan (P < 0.05) se realizaron para detectar diferencias entre los

valores medios, utilizando el programa InfoStat (231).
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Cuantificacion de nisina

En primer lugar, se determind el rango de concentraciones con respuesta lineal entre 0 y 200

ug/ml, en microplacas incubadas a 60 °C por 60 min.

Como se aprecia en la Figura 10, los valores de absorbancia presentaron un comportamiento
lineal para valores de concentracion de NIS entre 0 y 30 pg/ml, en linea con lo declarado por el

fabricante del kit de BCA.
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Figura 10. Medidas de absorbancia de soluciones de NIS (0 a 200 pg/ml) utilizando el ensayo de BCA con
incubacion a 60 °C por 60 min.
Los puntos representan el promedio de 3 réplicas, las barras de error indican la SD.

A continuacidn, se evaluaron dos tiempos de incubacion (30 y 60 min a 60 °C) para muestras con
concentraciones dentro del rango determinado previamente y los resultados se pueden observar

en la Figura 11.
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Figura 11.Curvas de calibracién de NIS mediante ensayo de BCA con incubacion de:
(®)30 mina 60 °Cy (m) 60 min a 60 °C.
Los puntos representan el promedio de 3 réplicas, las barras de error indican la SD.

Si bien las respuestas para ambos periodos de incubacion fueron lineales, el valor del cuadrado
del coeficiente de correlacidn (R?) de la curva de absorbancia medida luego de 30 min fue de
0.997, mientras que el de la curva luego de 60 min fue de 0.95. Por lo tanto, se considerd

adecuado realizar los subsiguientes ensayos de cuantificacion de NIS con 30 min de incubacién a

60 °C.
4.2 Nanoparticulas de quitosano/TPP con nisina

4.2.1 Determinacion de pardmetros para formacién de nanoparticulas

Se estudiaron los efectos de la variacion de tres factores (uno por vez) sobre las propiedades de
las nanoparticulas de CS/TPP vacias y conteniendo NIS. Los factores estudiados fueron: relacion
de concentracion de acido acético/CS, relacion CS/TPP (v/v) y relacion CS/TPP (p/p), y se analizd

el tamafio de particula, PDI y potencial zeta de las nanoparticulas preparadas.

En el presente trabajo se estudid la variacion de la relacidn de concentracion de acido acético/CS
entre 1.5y 3.5. Dado que se fij6 la concentracion de CS en 1 mg/ml, las concentraciones de acido

acético utilizadas se encontraron entre 1.5 y 3.5 mg/ml. Como se observa en la Tabla 8, dicha
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variacidon no afecto significativamente el didmetro de particula, indice de polidispersién (PDI) y
potencial zeta de las muestras. Por lo tanto, en los subsiguientes ensayos se utilizé la misma
relacion de concentracion de acido acético/CS que la descrita en el trabajo de Calvo et al. (58),

es decir 1.75 veces mayor que la de CS.

Tabla 8. Resultados promedio de diametro de particula, indice de polidispersién (PDI) y potencial zeta
para distintos niveles de acido acético en nanoparticulas CS/TPP vacias.

A. acético (mg/ml) Diametro (nm) PDI Potencial zeta (mV)
1.5 153+10° 0.264 +0.011° 343+2.0°
2 146+ 12° 0.267 +£0.019° 33.2+2.2°
2.5 153+9° 0.292 +0.019° 355+1.0°
3 132+7° 0.256 + 0.036° 31.8+1.2°
3.5 134 +8° 0.288 +0.034° 344+0.2°

Letras minusculas distintas en una columna indican diferencias significativas en los promedios para cada
propiedad (P < 0.05).

Con respecto al estudio del efecto de distintas relaciones CS/TPP (v/v) sobre la formacion de
nanoparticulas de CS/TPP, en la Tabla 9 se puede apreciar que la variacién de la relacion CS/TPP
(v/v) inicial entre 1.8 y 3.6 mg/ml (para una concentracion de CS de 1 mg/ml), no presentd un
efecto significativo sobre el didmetro de particula, indice de polidispersion (PDI) y potencial zeta
de las muestras. Por lo tanto, para los ensayos posteriores se fijo la relaciéon CS/TPP (v/v) inicial

de 2.5 en base a lo recabado en bibliografia (58,63—66).

Tabla 9. Resultados promedio de didmetro de particula, indice de polidispersion (PDI) y potencial zeta
para distintas relaciones CS/TPP (v/v) en nanoparticulas CS/TPP vacias.

CS/TPP (v/v) Diametro (nm) PDI Potencial zeta (mV)
1.8 166 £ 16° 0.346 £0.035° 314+1.8°
2.4 147 +6° 0.314+0.011° 31.7+£0.7°
3.0 173+6° 0.358 £0.034° 32.7+1.3°
3.6 159+6° 0.328 £0.021° 30.3+0.5°

Letras minusculas distintas en una columna indican diferencias significativas en los promedios para cada
propiedad (P < 0.05).

Una vez establecidos los valores de concentracion de acido acético y relacién inicial CS/TPP (v/v),

se estudid la variacion de la relacion CS/TPP (p/p) en nanoparticulas conteniendo NIS. Segun lo
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observado en la Tabla 10, para una relacion CS/TPP (p/p) de 2, el tamaino de particula y PDI

obtenidos fueron significativamente mayores que para el resto de las relaciones ensayadas.

Tabla 10. Resultados promedio de didametro de particula, indice de polidispersion (PDI) y potencial zeta
para distintas relaciones CS/TPP (p/p) en nanoparticulas CS/TPP con NIS.

CS/TPP (p/p) Diametro (nm) PDI Potencial zeta (mV)
2 232+19° 0.272 +0.024° 18.8+0.2°
2.5 164 +5° 0.197 £ 0.006 @ 20.8+2.1%
3.0 161+7° 0.203 +0.010 2 22.7+0.8%
3.5 165+ 7° 0.221 +0.013 2 26.7+0.6°

Letras minusculas distintas en una columna indican diferencias significativas en los promedios para cada
propiedad (P < 0.05).

Asimismo, el valor del potencial zeta exhibié un ascenso conforme la relacion CS/TPP (p/p)
aumentd, indicando que las nanoparticulas serian mds estables a mayores relaciones CS/TPP
(p/p). Esto podria deberse a que una mayor relaciéon CS/TPP (p/p) representa una mayor cantidad
de CS, la cual puede aportar mas cargas positivas a las nanoparticulas, aumentando el valor de
potencial zeta. Si bien generalmente se considera que un sistema coloidal es estable cuando su
| potencial zeta| > 30 mV, los tamafios de particula no presentaron una variacién significativa
cuando la relacién CS/TPP (p/p) fue = 2.5, por lo que a partir de este valor se obtendrian

nanoparticulas estables, con una adecuada distribucion de tamafio.

4.2.2 Eficiencia de encapsulacion

Se obtuvieron valores de EE que variaron entre 0 y 10% en el rango de relaciones CS/TPP (p/p)
analizado (2, 2.5, 3y 3.5). Esto indicaria que las nanoparticulas CS/TPP no lograron encapsular al

principio activo.

Esto podria deberse a que las interacciones electrostaticas entre NIS y los grupos amino del CS
no se ven favorecidas por el pH del medio, ya que tanto los grupos amino del CS (pka= 6.0-6.5
(53)) como la molécula de NIS (pl= 8.8 (118)) poseen carga positiva en el pH de trabajo (pH ~ 5),
favoreciendo un efecto de repulsion entre ambas moléculas. En principio se planted la utilizacion

de este sistema teniendo en cuenta que, si bien ambas cargas serian positivas, existen otros
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mecanismos por los cuales es posible encapsular activos utilizando nanoparticulas de CS/TPP que
involucran interacciones hidrofdbicas, enlaces de hidrégeno y otras interacciones fisicoquimicas,
asi como el propio confinamiento fisico causado por la gelacién controlada del CS (68). De hecho,
en un trabajo realizado por Calvo et al. se estudié el efecto del pH del medio sobre la eficiencia
de encapsulacion de insulina en nanoparticulas CS/TPP, y se observé que la EE fue de ca. 80%
cuando la insulina tenia carga negativa (opuesta a la del CS), mientras que dicho valor se redujo

a ca. 30% cuando la insulina tenia carga positiva (232).

Sin embargo, en el presente trabajo, el sistema CS/TPP no logrd encapsular a la bacteriocina, por
lo que se planted cambiar el sistema de encapsulacion de manera de favorecer las interacciones
electrostaticas. Para eso, se incorporé un biopolimero con carga negativa en el medio de trabajo,

capaz de interactuar con NIS (carga positiva), como ser el ALG de sodio.

4.3 Nanoparticulas de alginato/quitosano con nisina

4.3.1 Disefio experimental y metodologia de superficie de respuesta

Las nanoparticulas de ALG/CS con NIS preparadas de acuerdo al disefio al experimental (Tabla 7)
presentaron valores de EE (Y1) que variaron entre 12.1 y 35.6%, con valores de tamafio de
particula (Y2) entre 40 y 472 nm. Los valores de potencial zeta (Y3) se encontraron entre -23.7
y -53.2 mV (Tabla 11), y aunque algunas muestras exhibieron valores absolutos por debajo del
limite aceptado de estabilidad (|potencial zeta] > 30 mV), no se observd aglomeracién ni
precipitacion en ninguna de las muestras analizadas, sugiriendo que las formulaciones estudiadas
son estables. Asimismo, todos los valores de potencial zeta fueron negativos, debido a la mayor

contribucién de los grupos cargados negativamente del ALG a la carga superficial total.

El analisis estadistico de la varianza (ANOVA) revelé que el modelo de mejor ajuste (P < 0.0001)
para las tres variables dependientes fue el cuadratico (Tabla 12). Ademds, la similaridad entre los
valores de R? y R% ajustado demostrd que los tres modelos generados fueron adecuados para

predecir las correspondientes respuestas. Las relaciones sefial/ruido resultantes, medidas por el
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término “precision adecuada” (superior a 4), indicaron que los modelos fueron adecuados para

navegar en el espacio del disefio.

Tabla 11. Respuestas (Y1= EE (%), Y,= tamafio de particula (nm), Ys= potencial zeta (mV)) observadas
para las nanoparticulas de ALG/CS con NIS preparadas segun disefio experimental (X1= ALG (mg/ml), X,=
ALG/CS (p/p), X3= Nisaplin® (mg/ml)).

Corrida Variables independientes Variables dependientes
Xi(mg/ml)  X2(p/p) Xs(mg/ml)  Yi(%) Y2 (nm) Y3 (mV)
1 0.7 5 3.2 30.5 204 -38.7
2 0.3 5 0.8 23.7 57 -46.0
3 0.5 8 0.8 19.3 61 -50.0
4 0.7 2 2 15.1 472 -29.8
5 0.5 8 3.2 31.9 93 -34.6
6 0.5 5 2 21.8 112 -42.1
7 0.7 5 0.8 12.1 104 -53.2
8 0.3 8 2 21.7 122 -33.1
9 0.3 2 2 23.2 403 -31.0
10 0.5 5 2 21.2 106 -42.0
11 0.5 5 2 19.6 175 -41.0
12 0.5 2 0.8 26.5 418 -44.3
13 0.5 2 3.2 324 377 -23.7
14 0.7 8 2 15.9 40 -45.6
15 0.3 5 3.2 35.6 86 -33.2

Tabla 12. Resumen del andlisis de regresion de las tres respuestas para los modelos cuadraticos.

Respuesta Significancia R2 R? ajustado R? predicho Precisién adecuada
Y1 <0.0001 0.8877 0.8571 0.7751 15.312
Y2 <0.0001 0.9223 0.9094 0.8828 16.773
Y3 <0.0001 0.9758 0.9577 0.9159 25.059

A continuacidn, se observan las ecuaciones generadas para cada respuesta, despreciando los

términos que no fueron significativos (P < 0.05):

Y1= 37.85 - 19.13 X1 - 13.59 X3 + 4.67 X2 (9)
Yo= 757.39 - 198.41 X5 + 14.20 X2 (10)
Ys= - 44.40 + 13.54 X1 - 4.85 Xz + 12.87 X3- 5.71 X1X2 + 0.63 X22 - 1.57 X352 (11)
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Seglin la ecuacién (9), la EE (Y1) solo se vio afectada por el contenido de ALG y Nisaplin®. La
curvatura a lo largo del eje de Nisaplin® en el grafico de la superficie de respuesta indica el efecto
general de Nisaplin® sobre la EE (Figura 12a). En los estudios preliminares realizados se observé
que las nanoparticulas se agregaban cuando se utilizaron mayores cantidades de Nisaplin® para
su preparacion. Ademas de NIS, el preparado comercial Nisaplin® contiene Na* (335 mg/g de
Nisaplin®) y Ca?* (5.45 mg/g de Nisaplin®) (233). Las concentraciones de Nisaplin® utilizadas para
preparar las nanoparticulas cargadas con NIS variaron entre 0.8 y 3.2 mg/ml, por lo que la adicién
de Nisaplin® implicé el agregado de 4.4-17 pg/ml (0.11-0.44 mM) de Ca%*y 0.27-1.1 mg/ml (12-
47 mM) de Na*. Segun lo reportado por De et al., la presencia de Na* puede, no sélo interferir
con la unién de Ca% y ALG durante la formacién del estado de pre-gel necesario previa a la
formacion de nanoparticulas, sino que también puede competir con el CS, y posiblemente con
NIS, para unirse al ALG (234). Por lo tanto, incluso la mayor cantidad de Nisaplin® utilizada en
este estudio permitio la encapsulacion de NIS y la formacion de nanoparticulas en presencia de
todos los constituyentes de nanoparticulas, sin ocasionar la agregacion de las particulas. Por otra
parte, los graficos de superficie de respuesta (Figura 12b) muestran que se obtuvieron valores
bajos de EE cuando se utilizaron concentraciones altas de ALG y bajas de Nisaplin®, mientras que
las concentraciones altas de Nisaplin® y bajas de ALG llevaron a la formacidn de nanoparticulas
con valores de EE mas altos. En otras palabras, la EE fue directamente proporcional a la relacion
de masas Nisaplin®/ALG. Dado que el preparado Nisaplin® contiene 2.5% de NIS, el contenido de
NIS en este trabajo varidé entre 20 y 80 pg/ml vy, por lo tanto, se prepararon sistemas con
relaciones de masa de NIS/ALG (calculadas) de entre 0.03 y 0.27. Como se puede observar, el
proceso de nanoencapsulacion fue mas eficiente cuando las relaciones se encontraban mas cerca

del extremo superior de este rango.
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Figura 12. Graficos de superficie de respuesta 3D y contorno de respuesta generados a partir del
disefio de Box-Behnken: (a), (b) efecto de la concentracién de Nisaplin® y de ALG sobre la EE para
relacién ALG/CS=5 (p/p); (c), (d) efecto de la relacidn ALG/CS y el contenido de Nisaplin® sobre el
tamafio de particula para ALG= 0.5 mg/ml; (e), (f) efecto del contenido de Nisaplin®y la relacién

ALG/CS (p/p) sobre el potencial zeta para ALG= 0.5 mg/ml.

La ecuacidn (10) indica que la relacién ALG/CS fue la Unica variable independiente que tuvo un

efecto significativo en el tamafo de particula (Y2). La Figura 12c y la Figura 12d muestran que a
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medida que aumentaron las relaciones ALG/CS, se obtuvieron tamafios de particulas mas
pequeiios, lo que implica que un aumento en la concentracién de CS llevé a tamanos de particulas
mas altos. Sarmento et al. también observaron que el tamafio de las nanoparticulas de ALG/CS
cargadas con insulina dependia principalmente de la relacién ALG/CS y que el agregado de CS
adicional producia particulas y agregados mas grandes (235). Por otra parte, De et al. encontraron
gue las nanoparticulas mas pequenas se formaban cuando la relacion ALG/CS era de 10 y que
cuando se usaron relaciones inferiores a 7, el tamafio de las nanoparticulas era mayor y como
resultado observaron la agregaciéon de las nanoparticulas (234). Los resultados presentados aqui
sugieren que se favorecieron las interacciones idnicas entre NIS y ALG en el procedimiento de
preparacion ya que la incorporacion de Nisaplin® a la solucién de ALG fue previa a la adicién de
CS. Como consecuencia, los grupos COO™ del ALG que quedaron libres luego del agregado de
Nisaplin® sélo pudieron interactuar con una cantidad limitada de CS, por lo que el exceso de este

biopolimero condujo a la formacion de agregados mas grandes.

Como se desprende de la ecuacién (11), las tres variables independientes estudiadas tuvieron un
efecto significativo sobre el potencial zeta (Y3). Esto sugirié que la carga superficial total de las
nanoparticulas dependid de las interacciones electrostaticas entre todos los componentes del
sistema, incluidas las interacciones entre los grupos COO" del ALG y los grupos NHs* de la NIS y
del CS, asi como de la presencia de iones. Como era de esperar, los contenidos mas altos de
Nisaplin® y CS condujeron a valores de potencial zeta menos negativos (Figura 12e y Figura 12f)
debido a una mayor contribucién de cargas positivas, y aunque estos constituyentes afectaron
negativamente la estabilidad coloidal de las nanoparticulas, se obtuvieron valores de potencial

zeta satisfactorios (| potencial zeta| > 30 mV) en todo el espacio de trabajo.

4.3.2 Optimizacion de la formulacién y validacién del modelo

A partir de los modelos generados por el software Design-Expert®, se aplicaron las restricciones
descritas anteriormente (Tabla 6) para obtener una formulacion optimizada. Usando un factor
de deseabilidad cercano a 1, la formulacion optimizada resultante presentd una concentracion

de ALG de 0.3 mg/ml, una relacién ALG/CS de 7 (p/p) y una concentracién de Nisaplin® de 3.2

85



mg/ml. Los valores de respuesta predichos de Yi, Y2 e Y3 fueron 36.4%, 64.5 nm y -30.5 mV

respectivamente.

La validacion del modelo demostré que los valores experimentales de EE, tamaiio de particula 'y
potencial zeta se encontraron dentro de los limites para todos los puntos de control de la
formulacion optimizados, con valores promedio de EE de 36.1 + 0.6%, tamafo de particula de

66.4 £ 8.9 nm y potencial zeta de -31.7 £ 2.6 mV.

4.3.3 Morfologia y tamaio

Las nanoparticulas sintetizadas siguiendo la formulaciéon optimizada presentaron una buena
monodispersidad y un tamafo de particula homogéneo, como se observa en los ensayos de TEM
(Figura 13). Ademas, las micrografias mostraron que las nanoparticulas tuvieron un tamafio
cercano a 60-70 nm, también en linea con el resultado de didmetro hidrodinamico experimental

encontrado por DLS.

Asimismo, las nanoparticulas con NIS se estudiaron por AFM y se obtuvieron imagenes para
proporcionar mas informacién sobre la morfologia de la superficie y el tamafio de las particulas.
La Figura 14 muestra las imagenes obtenidas por AFM en 2D y 3D, en las cuales se pueden
apreciar cambios en la topografia de la superficie, sugiriendo la presencia de nanoparticulas con
una estructura densa solida. Asimismo, a partir de una estimacién aproximada del pico obtenido
del analisis topografico se encontré que las nanoparticulas presentaron una altura de ca. 20 nm
y un tamafo de particula de 60-70 nm. Estos resultados fueron a su vez consistentes con los datos

obtenidos previamente por andlisis TEM y DLS.
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Figura 14. Micrografias de fuerza atémica en (a) 3D, (b) 2D y (c) curva de distribucién del tamafio
de las nanoparticulas de ALG/CS cargadas con NIS. El analisis topografico se obtuvo a partir de la

seccion marcada con lineas en las imagenes.

4.3.4 Espectroscopia Raman

Para estudiar las interacciones intermoleculares de las nanoparticulas, tanto los componentes

individuales como sus combinaciones fueron analizados por espectroscopia Raman.

Los espectros Raman obtenidos (Figura 15) mostraron varias bandas atribuibles al ALG, CS y NIS.

Si bien las bandas tipicas de CS y ALG han sido reportadas en investigaciones anteriores (236-

238), el analisis Raman de NIS aun no ha sido reportado previo a este trabajo. De hecho, en el

presente estudio los espectros de NIS revelaron la presencia de bandas caracteristicas de

péptidos y proteinas, con modos vibracionales de amida | en 1676 cm™, amida Ill en 1245 cm™,

estiramiento C-H de residuos alifaticos en 2880, 2935 y 2980 cm™, estiramiento C-S en 625 y

648 cm™(236), estiramiento C-S con conformacién trans en 700, 720y 741 cm™ y deformaciones

anti-simétricas de cadenas laterales de péptidos en 1425, 1450 y 1475 cm™ (237).
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Figura 15. Espectros Raman de ALG, CS, NIS, ALG/CS y nanoparticulas de ALG/CS cargadas con NIS.

Un estudio previo mostré que la unién de ALG con Ca?* y Fe?* modificaba la posicién de la banda
de estiramiento de COO" simétrica, originalmente en 1413 cm™(238,239), con corrimientos hacia
numeros de onda mas altos (238). En este trabajo, esta banda caracteristica se encontré en
1418 cm™ en la muestra de ALG. Sin embargo, en la muestra de ALG/CS, donde el COO" del ALG
puede interaccionar con los grupos NHs* del CS, se observé un desdoble de bandas con
corrimiento dando lugar a los picos en 1415, 1448 y 1477 cm™. Estos dos ultimos picos se
destacan por su corrimiento a mayores frecuencias, segun lo observado en la deconvolucion
analitica del espectro Raman correspondiente. Por lo tanto, estos cambios confirmaron Ia
formacién de un complejo ALG/CS a través de interacciones idnicas entre los grupos COO" del

ALG y los grupos NHs* del CS.

Asimismo, cuando se analizaron las nanoparticulas de ALG/CS cargadas con NIS, la neutralizacién
de los grupos COO" del ALG con grupos NHs* de la NIS produjo cambios adicionales en los nimeros
de onda de las bandas de COO;, las cuales se desplazaron a 1413, 1450 y 1472 cm™. Estos
corrimientos podrian deberse a cambios en la conformacidn y, por lo tanto, en las interacciones

entre los grupos COO y NHs* del sistema ternario ALG/CS/NIS, que son distintas a las
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interacciones que aparecen en la muestra de ALG/CS sin NIS. Ademas, la banda intensa atribuida
a los modos de vibracién de la amida | en 1676 cm™ en la muestra de NIS se mitigd en la muestra
de nanoparticulas cargadas con NIS, como se muestra en la Figura 16. Esto podria ser otra
evidencia de la unién iénica de NIS y ALG a través de interacciones electrostaticas tras la
formacion de las nanoparticulas, como observaron Zohri et al. por espectrometria infrarroja de

transformada de Fourier (114).

150 " 1 " 1 " 1 1 1 " 1 1 1 s | L
© 1204 ]
2
©
K
N 90 + NIS
© i
E
5 Nanoparticulas
€ 404 ALGI/CS con NIS
ge]
0]
k)
7} ALG/CS 1
c
i) 30 1
=

0 f\/,\/\’./ e e

1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 2000

Corrimiento Raman (cm™)

Figura 16. Espectros Raman de NIS, ALG/CS y nanoparticulas de ALG/CS cargadas con NIS.

Con el fin de verificar las interacciones que se identificaron previamente mediante los analisis de
espectroscopia Raman, se llevaron a cabo medidas complementarias de potencial zeta de las
muestras de ALG, CS, NIS, ALG/CS y ALG/NIS. Los cambios en los valores de potencial zeta
indicaron la formacion de diferentes complejos a través de interacciones idnicas. Inicialmente, el
potencial zeta del ALG fue de -54.1 + 4.8 mV, mientras que los valores de CS y NIS fueron de 23.7
+1mVy12.1+ 3.8 mVrespectivamente. El agregado de CS a ALG (muestra de ALG/CS) modificd
el potencial zeta del ALG a un valor menos negativo de -43.4 £ 4.9 mV. Este cambio indicd una
reduccion de la contribucidn de los grupos cargados negativamente del ALG sobre la carga neta,

debido a la neutralizacién de los grupos COO™ de ALG tras la interaccidn electrostatica con grupos
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NHs* del CS. Este efecto también se observé cuando se agregd NIS a ALG, con un valor de
potencial zeta resultante de -26.2 + 6.4 mV de la muestra ALG/NIS. Dado que el cambio en el
valor potencial zeta de ALG/NIS fue mayor que el de ALG/CS, estos resultados sugirieron
interacciones electrostaticas mds fuertes entre ALG y NIS en comparacidon con ALG y CS.
Asimismo, las nanoparticulas cargadas con NIS estudiadas en este trabajo presentaron un
potencial zeta de -31.7 + 2.6 mV, es decir un valor intermedio entre los obtenidos para los
sistemas de ALG/CS y ALG/NIS. Por lo tanto, es posible suponer que la NIS no contribuyé a la
carga de las nanoparticulas de la misma manera que lo hizo en las muestras de ALG/NIS,
probablemente debido a su encapsulamiento dentro de las nanoparticulas, lo que impidié su

exposicidon en la superficie de nanoparticulas.

4.3.5 Determinacion de concentracion minima inhibitoria

La actividad antimicrobiana de la NIS libre y la NIS encapsulada se evaludé contra L.
monocytogenes a 37 °C. La CMI se definié como la concentracién de NIS mas baja que impidio el
crecimiento bacteriano visible, indicada por un cambio en las medidas de absorbancia menor a

0.05 UA (222).

Luego de 24 h de incubacién, se observé un efecto inhibitorio del crecimiento de L.
monocytogenes a partir de 500 Ul/ml tanto para la NIS libre como encapsulada. Las
concentraciones mas bajas (125 y 250 Ul/ml) no mostraron efecto inhibitorio (Figura 17). Los
valores de inhibicion alcanzados con NIS libre y encapsulada a 500 Ul/ml fueron de 89 + 5% y
89 + 11% respectivamente y no se encontraron diferencias significativas entre estos
tratamientos. Por lo tanto, la CMI de la NIS libre y de las nanoparticulas cargadas con NIS para el
crecimiento de L. monocytogenes fue de 500 Ul/ml después de 24 h de incubacién. Estos
resultados fueron similares a los reportados por Zohri et al., quienes encontraron que la CMI de
nanoparticulas de ALG/CS con NIS fue de 0.5 mg/ml (500 Ul/ml) para el crecimiento de S. aureus
luego de 72 h de incubacion. Sin embargo, dichos autores también observaron que la CMI para
las muestras tratadas con NIS sin encapsular fue mayor a la de las nanoparticulas, a diferencia de

lo obtenido en este trabajo (114).
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Los porcentajes de inhibicién observados a concentraciones mayores fueron similares a los
obtenidos con 500 Ul/ml, y no se alcanzé a llegar al 100% de inhibicidn. Debido a esto, la prueba

se continud otras 24 h para verificar si las restantes células viables eran capaces de crecer.
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Figura 17. Inhibicion del crecimiento (%) de L. monocytogenes por NIS y nanoparticulas de NIS,
luego de 24 h de incubacién a 37 °C.

Luego de 48 h de incubacion (Figura 18), se observaron valores de inhibicidn menores para los
tratamientos con 125, 250 y 500 Ul/ml que los obtenidos luego de la incubacidn por 24. Esto
indica que las células bacterianas que sobrevivieron a dichos tratamientos pudieron
efectivamente crecer luego de una nueva incubacion. En el tratamiento con 500 Ul/ml, las
nanoparticulas cargadas con NIS fueron capaces de inhibir el crecimiento de L. monocytogenes
de una manera mas efectiva que la NIS libre, alcanzando un porcentaje de inhibicién de 60 + 9%
para la NIS encapsulada, significativamente mayor (P < 0.05) al valor de 43 + 2% obtenido para la

NIS libre.
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Figura 18. Inhibicion del crecimiento (%) de L. monocytogenes por NIS y nanoparticulas de NIS,
luego de 48 h de incubacién a 37 °C.

A concentraciones mas altas (1000, 2000 y 4000 Ul/ml), se observé un fuerte efecto inhibidor del
crecimiento bacteriano, con valores de inhibicién de ca. 90% para todos los tratamientos. Como
resultado, la CMI tanto de la NIS libre como la encapsulada fue de 1000 Ul/ml luego de 48 h de
incubacion. Ademas, los porcentajes de inhibicién alcanzados con estas concentraciones no se

modificaron con respecto a los valores encontrados con 24 h de incubacion.

4.3.6 Determinacion de concentracion minima bactericida

Se retiraron 10 pl de los pocillos correspondientes a las 24 y 48 h de incubacion a 37 °C y se
sembraron en placas con medio selectivo PALCAM, de manera de poder visualizar las colonias

viables de L. monocytogenes.

Luego de 24 h de incubacién, la CMB resultante, obtenida a partir de la placa en la que no se
observd crecimiento de colonias, fue de 4000 Ul/pocillo tanto para las nanoparticulas de ALG/CS
con NIS como para la NIS libre. Estos resultados fueron observados a las 24 h (Figura 19) y se

mantuvieron constantes a las 48 h de incubacidn de las microplacas (Figura 20).
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Figura 19. Determinaciéon de CMB luego de 24 h a 37 °C de:
(a) nanoparticulas de ALG/CS con NISy (b) NIS libre.
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Figura 20. Determinacion de CMB luego de 48 h a 37 °C de:
(a) nanoparticulas ALG/CS con NIS y (b) NIS libre.

Las placas correspondientes a las muestras de NIS libre tomadas a las 24 h para las
concentraciones de 500, 1000 y 2000 Ul/pocillo presentaron un crecimiento menor al de las
placas correspondientes de ALG/CS con NIS (Figura 19), sugiriendo un mayor efecto bactericida
de la NIS libre en comparacién con las nanoparticulas. Esta observacion esta en concordancia con
los datos de porcentajes de inhibicion mostrados en la Figura 17, en la cual se observa el mismo

patrén para los valores promedios, pero las diferencias entre ellos no son significativas.

4.3.7 Inhibicion del crecimiento a 4 °C

Dado que la bacteria L. monocytogenes crece en la carne almacenada a temperatura de
refrigeracion, se considerd relevante estudiar la actividad antimicrobiana de las nanoparticulas

cargadas con NIS a dicha temperatura. Para la concentracion mas baja de NIS (125 Ul/ml) se
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detectaron cambios significativos en el crecimiento, indicados por un aumento en las medidas
de absorbancia > 0.05 UA entre 0y 24 h (222), en los pocillos tratados tanto con NIS libre como
con NIS encapsulada. Las concentraciones > 250 Ul/ml no permitieron el crecimiento de L.

monocytogenes durante el periodo estudiado.
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Figura 21. Monitoreo del crecimiento bacteriano (Aso) de L. monocytogenes a 4 °C, suplementado con:
() 125 Ul/ml de NIS en forma de nanoparticulas ALG/CS con NIS, (=) 125 Ul/ml de NIS libre y (A)
muestras control (sin tratamiento). Los puntos representan el promedio de 3 réplicas, las barras de error
indican la SD.

Como se observa en la Figura 21, tanto la NIS libre como la encapsulada fueron capaces de inhibir
el crecimiento bacteriano durante los primeros dias cuando se aplicd a 125 Ul/ml (en
comparacion con la muestra control) y, por lo tanto, esta concentracion correspondio a la CMI

después de 48 h de incubacién a 4 °C para ambos sistemas.

Al comparar los valores de CMI obtenidos a 37 °Cy a 4 °C, se puede inferir que la inhibicion del
crecimiento de L. monocytogenes fue mas efectiva a 4 °C que a 37 °C, en linea con resultados de
investigaciones anteriories. En efecto, Pawar et al. encontraron que el crecimiento de L.
monocytogenes en carne fue menor en todas las muestras tratadas con NIS y almacenadas a 4 °C

en comparacion con aquellas almacenadas a 37 °C (240). De manera similar, Smigic et al.
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observaron que la NIS tuvo un efecto mayor en queso conservado a 4 °C que a 37 °C (241). Esto
podria deberse a la combinacion de los efectos que tienen la NIS y el descenso de temperatura
sobre el crecimiento de L. monocytogenes (122), asi como también a la posible disminucién de la

velocidad de degradacion de la NIS cuando se encuentra a bajas temperaturas (242).

Por otra parte, mientras que los pocillos tratados con NIS libre mostraron un aumento en la
absorbancia (> 0.05 UA) después de 9 dias, los pozos suplementados con NIS encapsulada
exhibieron un aumento significativo Unicamente luego de 15 dias. Asimismo, las curvas de
absorbancia que representan el crecimiento de L. monocytogenes en los pocillos con NIS libre y
los pocillos sin tratamiento exhibieron el patrén de las curvas tipicas de crecimiento microbiano.
De hecho, ambas muestras aparentemente entraron en la fase estacionaria el dia 18 y el valor
maximo de absorbancia de las muestras tratadas con NIS libre (0.349 + 0.015 UA) fue
significativamente menor que la absorbancia maxima de los pocillos control (0.524 + 0.028 UA).
Sin embargo, cuando las bacterias se trataron con NIS encapsulada, no se observd fase
estacionaria durante todo el periodo de almacenamiento y el valor de absorbancia mas alto

(0.307 £ 0.007 UA) recién se midio en el dia 27.

Estos resultados sugirieron que el proceso de encapsulacion controlé de manera efectiva la
liberacion de NIS durante al menos 21 dias a temperatura de refrigeracién, lo que proporcioné
una manera eficaz de controlar el crecimiento de L. monocytogenes en los ensayos in vitro. Estos
hallazgos son consistentes con varios trabajos que observaron no sdlo una liberacién lenta y
controlada in vitro de NIS en diferentes sistemas de nanoencapsulacion, sino también una
actividad antimicrobiana in vitro sostenida de la bacteriocina nanoencapsulada (243). Bernela et
al. demostraron que la liberacién de NIS de un sistema de nanoencapsulacion compuesto por CS,
ALG y pluronic PF68, ocurrié de manera sostenida por 240 h, a diferencia de la bacteriocina libre
que lo hizo en 2 h. En ese mismo estudio, se observd que el efecto inhibitorio de la NIS
nanoencapsulada contra Micrococcus luteus, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella entérica y

Enterobacter aerogenes se prolongd por 20 dias (7).

Ademas, los valores de absorbancia de las muestras tratadas con NIS libre fueron

significativamente mas altos que aquellos de observados en los pocillos con NIS encapsulada, lo
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que indica que las nanoparticulas cargadas con NIS tuvieron un efecto en el control del
crecimiento bacteriano mas fuerte que la bacteriocina libre durante 21 dias. Un estudio reciente,
en el cual se estudid la actividad antimicrobiana de NIS encapsulada utilizando pectina con
distintos grados de metoxilacién, demostré que la actividad antimicrobiana (Arthrobacter spp.
Bacillus subtilis, Escherichia coli y Klebsiella spp.) fue mayor cuando se utilizé pectina de bajo
metoxilo y dcido péctico, es decir con mayor nimero de grupos carboxilicos libres. En dicho
estudio se sugirié que ese efecto puede haber sido ocasionado por una disminucién de la
repulsién electrostatica inducida por los cationes divalentes asociados con las paredes celulares
bacterianas (244). En consecuencia, es razonable suponer que las nanoparticulas cargadas
negativamente preparadas en este trabajo también hayan tenido un efecto positivo en la
actividad antimicrobiana de los NIS encapsulada en comparacién con la NIS cargada

positivamente (sin encapsular).

4.3.8 Estudios antibacterianos en carne vacuna envasada a vacio

Las muestras de carne se inocularon con L. monocytogenes y luego se agregaron nanoparticulas
cargadas con NIS o NIS libre de manera de alcanzar concentraciones equivalentes de NIS de 400
y 800 Ul/g de carne. Asimismo, se prepararon muestras control (sin tratamiento). Como se
muestra en la Figura 22, la aplicacion de los diferentes tratamientos no afectd el aspecto visual

de las muestras.

Figura 22. Muestras de carne magra luego de inoculacién con L. monocytogenes y tratamiento con:
(a) NIS libre en 400 Ul/ml, (b) NIS libre en 800 Ul/ml; nanoparticulas cargadas con NIS en (c) 400 Ul/ml,
(d) 800 Ul/mly (e) control (sin tratamiento).
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Durante el almacenamiento a 4 °C, las poblaciones mas altas del patégeno fueron encontradas
en las muestras control (Tabla 13). En dichas muestras sin tratamiento, los recuentos de bacterias
fueron significativamente mas altos que los observados en muestras de carne tratadas tanto con
NIS libre como con NIS encapsulada. Mientras que los recuentos de bacterias en las muestras
control se mantuvieron constantes en ca. 4.5 log UFC/g, durante el periodo de almacenamiento,
todas las muestras tratadas mostraron una disminucidn inicial de ca. 3 log UFC/g. Esto sugirio
que la aplicacion de nanoparticulas con NIS y de NIS libre tuvo un efecto antimicrobiano
inmediato en la carne inoculada. De manera similar, Cutter y Siragusa (145) observaron que la
aplicacién de NIS en spray en carne vacuna redujo de manera inmediata ca. 2 log UFC/cm? el

crecimiento de L. monocytogenes.

Tabla 13. Efecto de NIS libre y de las nanoparticulas de ALG/CS (NPs) cargadas con NIS sobre L.
monocytogenes (UFC/g) en carne magra durante el almacenamiento a 4 °C.

Tratamiento Tiempo de almacenamiento (dias)
0 4 10 17 24
Control” 45+0.2%78 49+02%% 43+0.7%" 42+05%A 4.5+0.4 A8

NIS 400 Ul/g" 1.3+0.0%¢ 23+0.1>»8% 36+05%A 3.1+0.8%/8  2,7+1.2PbcAB
NPs 400 Ul/g" 1.3+0.0%8 1.3+0.0%® 35+0.6%A 3.1+0.8%A 3.9+0.5%A
NIS 800 Ul/g" 1.3+0.0%8 1.3+0.0%% 1.6+06"8 3.2+0.7%4 20+12918
NPs 800 Ul/g" 1.3+0.0A 1.3+0.0%* 1.6+06%" 1.6+0.6 > 1.7 £0.8 P4 A

* Los valores se expresaron como promedio log (UFC/g) + SD (n= 3).

Letras mayusculas distintas en una fila indican diferencias significativas en los promedios para cada
tiempo (P < 0.05).

Letras minusculas distintas en una columna indican diferencias significativas en los promedios para cada
tratamiento (P < 0.05).

Las muestras tratadas con NIS libre en 400 Ul/g mostraron un aumento significativo en los
recuentos bacterianos a los 4 dias, mientras que las nanoparticulas con NIS mostraron un
aumento en los recuentos bacterianos Unicamente a los 10 dias. Ademas, después de 17 dias de
almacenamiento a 4 °C, los recuentos bacterianos de muestras de carne tratadas con NIS libre a
800 Ul/g fueron dos veces mas altos que los de las muestras tratadas con nanoparticulas cargadas
con NIS a la misma concentracién (3.2 £ 0.7 log UFC/g y 1.6 + 0.6 log UFC/g, respectivamente).

De hecho, el efecto inhibitorio de las nanoparticulas cargadas con NIS en 800 Ul/g también se
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observd después de 24 dias de almacenamiento. Estos hallazgos sugirieron que el crecimiento
microbiano comenzd mas tarde en las muestras tratadas con nanoparticulas cargadas con NIS,
en linea con el trabajo de Huq et al., quienes informaron que la NIS microencapsulada ocasiono

inhibicion del crecimiento de L. monocytogenes durante su almacenamiento a 4 °C (171).

Los resultados de los estudios antimicrobianos en carne vacuna magra fueron consistentes con
los de los analisis in vitro, mostrando que las nanoparticulas cargadas con NIS presentaron una
actividad antimicrobiana sostenida, lo que permitiria la aplicacion de concentraciones de NIS mas
bajas para obtener el mismo efecto antibacteriano en muestras de carne refrigerada por al
menos 10 dias. De hecho, es bien sabido que la encapsulacion de NIS puede superar las
limitaciones que surgen de su aplicacién directa en sistemas alimentarios, como su degradacién
por enzimas proteoliticas (243). Otros estudios mas recientes han demostrado que la formacién
de complejos de NIS con biopolimeros cargados negativamente mejora la estabilidad proteolitica
de la bacteriocina, observandose que la estabilidad estaba relacionada con el grado de grupos
cargados negativamente del biopolimero (245). De acuerdo con los resultados presentados en
este trabajo, las nanoparticulas cargadas con NIS exhibieron una actividad antimicrobiana
mejorada posiblemente debido a su liberacion controlada del sistema de nanoencapsulacion y
también debido a la carga superficial negativa de las nanoparticulas, que a su vez confirid
proteccion a la NIS contra su degradacidn proteolitica y disminuyé la repulsion electrostatica con

componentes de las paredes celulares bacterianas.

4.4 Biopeliculas de quitosano con nanoparticulas de nisina

4.4.1 Morfologia

Se prepararon soluciones formadoras de pelicula de CS, conteniendo NIS (1000 y 6000 Ul/ml),
nanoparticulas de ALG/CS de manera de alcanzar concentraciones (equivalentes) de 1000 y 6000
Ul/ml de NIS, y peliculas control (sin NIS ni nanoparticulas). Dichas soluciones se vertieron en
placas, y luego de secadas se obtuvieron las peliculas, las cuales pudieron ser desprendidas con

facilidad de las placas.
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Tal como se observa en la Figura 23, las biopeliculas de CS fueron transparentes, continuas y con
buena flexibilidad. Sin embargo, la incorporacion de NIS libre tuvo un efecto negativo en la
homogeneidad de las peliculas y a medida que la concentracion de NIS fue mayor se formaron
zonas mas opacas y agregados o depdsitos de material, generando zonas mds opacas y rigidas.
Estas caracteristicas fueron observadas también por Grower et al., quienes sugirieron que
estarian relacionadas con la incorporacién del cloruro de sodio encontrado inherentemente en

Nisaplin® (246), la forma comercial de NIS utilizada en el presente trabajo.

Por otra parte, las biopeliculas de CS con incorporacion de nanoparticulas de ALG/CS con NIS
conservaron la flexibilidad y rigidez original. Si bien estas peliculas fueron transparentes, se
formaron unos muy pequefios agregados que pudieron ser notados sélo a trasluz, aumentando
su presencia conforme aumentd la concentracion de las nanoparticulas en la biopelicula. Estos
resultados fueron concordantes con lo observado en estudios previos relacionados con la
incorporacion de nanoparticulas a biopeliculas de CS, probablemente debido a que la
incorporacion afecté la organizacion de las cadenas biopoliméricas y generd distintas
irregularidades (217). Boelter et al. sugirieron que estas irregularidades también podrian estar
asociadas con la separacion de fase de los aditivos de la matriz durante el secado de la biopelicula,

cuando los aditivos no son completamente compatibles con la matriz biopolimérica (46).

Figura 23. Peliculas de: (a) CS y de CS con (b) 1000 Ul/ml de NIS, (c) 6000 Ul/ml de NIS,
(d) nanoparticulas de ALG/CS con NIS a 1000 Ul/ml de NIS (equivalente) y (e) nanoparticulas de ALG/CS
con NIS a 6000 Ul/ml de NIS (equivalente).

Para un analisis mas detallado de la microestructura, se obtuvieron imagenes por SEM de las
superficies y de las secciones transversales de las peliculas biopoliméricas. En linea con las
observaciones macroscopicas, las superficies y secciones transversales de las peliculas de control

(Figura 24 y Figura 25, respectivamente) y de las peliculas con NIS a 1000 Ul/ml presentaron un
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aspecto suave y continuo, sugiriendo una disposicién compacta de las cadenas poliméricas y que,

por lo tanto, la incorporacion de NIS a niveles bajos no alterd la microestructura de las peliculas.

Por el contrario, las superficies y secciones transversales de las peliculas con mayor
concentracion de NIS no fueron uniformes y presentaron rugosidades. De hecho, un estudio
previo reporto caracteristicas morfoldgicas similares en peliculas de CS con NIS (187). En general,
cuando la NIS es incorporada a una matriz biopolimérica, ésta se dispersa en las regiones amorfas
de la pelicula, pero cuando el péptido se incorpora en altas concentraciones, puede saturar estas
areas amorfas e interferir con las interacciones polimero/polimero de las regiones cristalinas (10).
Por lo tanto, estos resultados indicaron que el agregado de NIS a 6000 Ul/ml ocasioné cambios

en la macro y microestructura de las biopeliculas, debido a la irrupcién de la NIS en la red

biopolimérica.

Figura 24. Micrografias obtenidas por SEM de la superficie de las peliculas de (a) CS y de CS con: (b) NIS
a 1000 Ul/ml, (c) NIS a 6000 Ul/ml, nanoparticulas de ALG/CS con NIS a 1000 Ul/ml de NIS (equivalente)
y (e) nanoparticulas de ALG/CS con NIS a 6000 Ul/ml de NIS (equivalente).

Figura 25. Micrografias obtenidas por SEM del corte transversal de peliculas de (a) CS y de CS con: (b)
NIS a 1000 Ul/ml, (c) NIS a 6000 Ul/ml, nanoparticulas de ALG/CS con NIS a 1000 Ul/ml de NIS
(equivalente) y (e) nanoparticulas de ALG/CS con NIS a 6000 Ul/ml de NIS (equivalente).

4.4.2 Espesor

El espesor de las peliculas biopoliméricas es un pardmetro crucial para determinar las

propiedades fisicas y mecanicas de las biopeliculas. En este trabajo, se determind el espesor de
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las distintas biopeliculas, tanto de las peliculas de CS control (sin ningun agregado) como de
aquellas con incorporacion de NIS y de nanoparticulas ALG/CS en niveles equivalentes (1000 y

6000 Ul/ml).

Los espesores obtenidos variaron entre 0.021 y 0.043 mm para las distintas biopeliculas, con
valores de SD consistentes con lo reportado previamente para peliculas comestibles delgadas

(247).

Tal como se observa en la Tabla 14, las peliculas control de CS, es decir sin agregado de NIS ni de
nanoparticulas, presentaron un espesor de 0.021 + 0.003 mm, al igual que la pelicula con
agregado de nanoparticulas con concentracién equivalente de 1000 Ul/ml. Sin embargo, la
biopelicula con NIS libre (1000 Ul/ml) presentd un espesor mayor que el de la pelicula con la
bacteriocina encapsulada, y este efecto también se observd para las concentraciones de 6000
Ul/ml. De hecho, el espesor mas alto lo exhibid la pelicula de CS con NIS a 6000 Ul/ml, alcanzando

un valor promedio de 0.043 £ 0.006 mm.

Tabla 14. Espesor de biopeliculas de CS con incorporacién de distintos niveles de NIS y de nanoparticulas
(NPs) ALG/CS.

Tratamiento Espesor (mm) *
0 Ul/ml 0.021 £0.003 ¢

NIS 1000 Ul/ml 0.026 + 0.005 °
NPs 1000 Ul/ml 0.021 £0.004 ¢
NIS 6000 Ul/ml 0.043 £0.006 °
NPs 6000 Ul/ml 0.034 + 0.006 °

* Promedio + SD (n= 3).

Letras minusculas distintas indican diferencias significativas en los promedios (P < 0.05).

Estos resultados indicaron que tanto el agregado de NIS libre como encapsulada ocasiond un
incremento del espesor de las biopeliculas. El aumento del espesor debido al agregado de
nanoparticulas a biopeliculas ya fue reportado anteriormente, el cual fue atribuido al aumento
del contenido de sdlidos en las soluciones formadoras de peliculas y al tipo de los aditivos
incorporados (46,248). Asimismo, otras investigaciones revelaron que el agregado de NIS libre
también ocasiond un incremento en el espesor de biopeliculas, e incluso se encontré que el

espesor aumentd conforme se incrementd la concentracion del péptido, debido a un aumento
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del peso total de las soluciones formadoras de pelicula, asi como a la formacién de agregados
(20), en linea con las observaciones del presente trabajo. Ademas, otros estudios informaron que
la presencia de cloruro de sodio en la formulacién comercial Nisaplin® condujo a la formacién de

cristales de sal, aumentando el espesor de las peliculas con NIS (183,246).

4.4.3 Propiedades opticas

Las propiedades dpticas de los envases de alimentos afectan directamente a la apariencia del
alimento y, por consiguiente, a la aceptacion del producto envasado. La transmision de luz de las
peliculas biopoliméricas se evalué mediante medidas de absorbancia para determinar el grado
de opacidad. Los valores mas altos de opacidad indicaron una menor transparencia de las

muestras de pelicula.

Tabla 15. Opacidad de biopeliculas de CS con incorporacién de distintos niveles de NIS y de
nanoparticulas (NPs) ALG/CS.

Tratamiento Opacidad (%) *
0 Ul/ml 25+03¢
NIS 1000 Ul/ml 3.1+04°¢
NPs 1000 Ul/ml 26%£0.2°¢
NIS 6000 Ul/ml 169+15°
NPs 6000 Ul/ml 49+0.7°

* Promedio + SD (n= 3).

Letras minusculas distintas indican diferencias significativas en los promedios (P < 0.05).

En la Tabla 15 se observa que el valor de opacidad de las peliculas control fue de 2.5 + 0.3%,
comparable con aquellos de peliculas con NIS libre y encapsulada en la concentracion mas baja
(1000 Ul/ml). Sin embargo, la transparencia de las peliculas se vio significativamente afectada
cuando se aumentd la concentracién de los aditivos incorporados. El efecto del agregado de NIS
libre (6000 Ul/ml) fue mayor que el del péptido encapsulado, alcanzando valores de opacidad de
16.9 + 1.5 y 4.9 + 0.7% respectivamente. De manera similar, Imran et al. informaron que la
incorporacion de nanoliposomas de lecitina a biopeliculas de HPMC permitié mejorar las

propiedades épticas de las mismas en comparacién a las peliculas con lecitina sin encapsular (47).
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Por lo tanto, estos resultados sugirieron que la encapsulacion permitié una mejor distribucion
del péptido a lo largo de la matriz biopolimérica, mejorando la transparencia de las biopeliculas

preparadas.

4.4.4 WVP

El intercambio de humedad con la atmédsfera circundante puede afectar la vida util de los
alimentos, por lo que es conveniente estudiar la WVP de las biopeliculas para envasado de

alimentos. En la Tabla 16 se observan los resultados obtenidos para las distintas peliculas.

Las peliculas control de CS presentaron un valor de WVP de 3.54 +0.67 x 10°gm* s Pal, similar
a los valores reportados en trabajos anteriores (249,250). Ademas, dicho valor no tuvo
diferencias significativas con los valores de WVP de las peliculas con incorporacién de NIS libre y
de nanoparticulas de ALG/CS conteniendo 1000 Ul/ ml de NIS, presentando los valores mas bajos

de WVP.

Tabla 16. WVP de biopeliculas de CS con incorporacion de distintos niveles de NIS y de nanoparticulas
(NPs) ALG/CS.

Tratamiento WVP (x 10°g ms!pal)*
0 Ul/ml 3.54+£0.67 ¢
NIS 1000 Ul/ml 3.88+0.61°
NPs 1000 Ul/ml 3.39+0.25¢
NIS 6000 Ul/ml 6.32+0.19°
NPs 6000 Ul/ml 5.08 £ 0.45°

* Promedio + SD (n= 3).

Letras minusculas distintas indican diferencias significativas (P < 0.05).

Por otra parte, la WVP aumentd significativamente con el agregado de nanoparticulas en
concentracion de 6000 Ul/ml y fue ain mas alta con la incorporacion de NIS sin encapsular.Estos
resultados concuerdan con lo reportado por Pranoto et al., quienes observaron que los valores
de WVP de las biopeliculas estudiadas aumentaron con el agregado de agentes antimicrobianos
tales como NIS y sorbato de potasio, ya que los mismos contribuyeron a extender las
interacciones intermoleculares, interrumpiendo la matriz biopolimérica y permitiendo asi el paso

del vapor de agua (174). Asimismo, otra investigacion propuso que los grupos hidrofilicos -OH y
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-COOH introducidos por la NIS aumentaron la retencion de humedad y la tasa de transmision de
vapor de agua (177). Por ultimo, el efecto de la incorporacién de NIS sobre los valores de WVP
también podria estar relacionado con el contenido de sal de Nisaplin®, el cual probablemente

otorgd a las peliculas una mayor afinidad por el agua (183).

Dado que la WVP es una medida de la facilidad con la cual la humedad puede penetrary atravesar
un material, los resultados obtenidos en el presente trabajo indicaron que, si bien las
nanoparticulas de CS/ALG conteniendo NIS en 6000 Ul/ml interrumpieron la matriz
biopolimérica, esta interrupcién fue menor a la ocasionada por la NIS libre, por lo que el agregado
de NIS encapsulada permitio un pasaje de humedad menor en comparacién al agregado de NIS
libre. Asimismo, es plausible que al encapsular el péptido, sus grupos hidrofilicos hayan quedado
menos expuestos, mejorando las propiedades de barrera de las peliculas con incorporacion de

nanoparticulas con respecto a aquellas con NIS libre.

4.4.5 Solubilidad en agua

La integridad y la resistencia al agua de las peliculas biopoliméricas fueron evaluadas a través de

su solubilidad en agua y los resultados se muestran en la Tabla 17.

Tabla 17. Solubilidad de biopeliculas de CS con incorporacién de distintos niveles de NIS y de
nanoparticulas (NPs) ALG/CS.

Tratamiento Solubilidad (%) *
0 Ul/ml l66+1.1°¢
NIS 1000 Ul/ml 25.3+26°
NPs 1000 Ul/ml 23.9+3.4°
NIS 6000 Ul/ml 37.5+7.4°
NPs 6000 Ul/ml 28.2+1.1°

* Promedio + SD (n= 3).
Letras minusculas distintas en una columna indican diferencias significativas en los promedios (P < 0.05).

La pelicula control presentd el valor mas bajo de solubilidad (16.6 + 1.1%), el cual aumentdé
significativamente conforme se aplicaron los distintos tratamientos con NIS libre y encapsulada.

Al igual que en el estudio de la WVP, la pelicula con la mayor solubilidad fue la de CS con NIS en
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6000 Ul/ml. Estos hallazgos también pueden atribuirse a los grupos hidrofilicos contribuidos por

la NIS, asi como al efecto del contenido de sal presente en el producto comercial, Nisaplin®.

Por otra parte, las peliculas con la bacteriocina nanoencapsulada en la concentracion mas alta
presentaron una solubilidad similar a la de las peliculas con NIS libre y encapsulada en la
concentracion de 1000 Ul/ml, permitiendo una mayor incorporacion de NIS sin afectar la
solubilidad de las peliculas. Esto podria deberse a una menor exposicion de los grupos hidrofilicos

de la bacteriocina debido al proceso de nanoencapsulacion.

4.4.6 Propiedades mecadnicas

Los materiales para envasado de alimentos deben mantener su integridad
al soportar estrés durante su manipulacion, almacenamiento y distribucion (31). Para evaluar las
propiedades mecanicas de las biopeliculas se realizaron ensayos de traccién. Los resultados de

Omax Y € Se observan en la Tabla 18.

Tabla 18. Propiedades mecanicas de biopeliculas de CS con incorporacion de distintos niveles de NIS y
de nanoparticulas (NPs) ALG/CS.

Tratamiento Omax (MPa)” £ (%)

0 Ul/ml 29.1+£54°2 38.2+6.5°
NIS 1000 Ul/ml 16.9+£5.1 ¢ 20.1+3.5°
NPs 1000 Ul/ml 209+69° 19.0+3.9°
NIS 6000 Ul/ml 11.4+20°¢ 15.3+6.6°
NPs 6000 Ul/ml 22.6+0.8° 19.8 +5.3°

* Promedio % SD (n= 3).

Letras minusculas distintas en una columna indican diferencias significativas en los promedios para cada
propiedad (P < 0.05).

Las peliculas de CS control fueron las que presentaron el valor mas alto de omax y el mas alto de

€. De hecho, tanto la incorporacion del péptido libre como encapsulado ocasiond disminuciones

significativas tanto en omax como en €. Estos resultados estan en linea con otras investigaciones
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gue han reportado que la incorporacién de NIS (174,177,180,251) asi como de nanoparticulas

(30,43), afectd las propiedades mecanicas de distintas matrices biopoliméricas.

En el presente trabajo, si bien en todos los casos se observaron reducciones en los valores de
Oomax Y de g, estos cambios fueron mayores en el caso de las peliculas con NIS a 6000 Ul/ml. Tal
como se mencioné anteriormente a partir de las observaciones visuales y por SEM (4.4.1), las
peliculas que contenian 6000 Ul/ml exhibieron areas rugosas y zonas con agregados, y estas
caracteristicas pueden haber afectado negativamente las propiedades mecdanicas de las peliculas
debido a la formacidn de una pelicula con una estructura mas débil (251). Ademas, la sal presente
en el preparado comercial Nisaplin®, utilizado para preparar la solucién de NIS, también puede
haber alterado las propiedades mecdnicas debido a su alta afinidad por el agua, la cual es un
efectivo agente plastificante para la mayoria de los biopolimeros, que como tal puede afectar las

propiedades mecdnicas de las peliculas (196).

4.4.7 Propiedades térmicas

La estabilidad térmica de las peliculas de CS control y con NIS libre y NIS encapsulada se evalué
mediante DSC. Los resultados se describen en la Tabla 19 y los termogramas mas relevantes se

presentan en la Figura 26.

Tabla 19. Temperaturas maximas (T,) de las peliculas de CS con incorporacion de distintos niveles de NIS
y de nanoparticulas (NPs) de ALG/CS, obtenidas por DSC, para proceso endotérmico (primer ciclo de
calentamiento, 30-180 °C) y exotérmico (segundo ciclo de calentamiento, 30-320 °C).

Tratamiento Proceso

Endotérmico T, ( °C) Exotérmico T, ( °C)
Control 55.3+1.5°2 296.9+1.22
NIS 1000 Ul/ml 509+24° 292.1+1.7°%
NIS 6000 Ul/ml 51.6+5.3° 281.6+6.8¢
NPs 1000 Ul/ml 58.7+12.1°2 300.8+5.6°
NPs 6000 Ul/ml 59.8+7.2° 287.5+25¢«

Letras minusculas distintas en una columna indican diferencias significativas en los promedios para cada
proceso (P < 0.05).
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Luego del primer ciclo de calentamiento, todas las muestras exhibieron un pico endotérmico
centrado en un rango entre 50.9 y 59.8 °C, atribuido a la evaporacidn del agua presente en las
muestras, que puede relacionarse con la capacidad de retencién de agua y la fuerza de las

interacciones agua-carbohidrato (31,252).

En el segundo ciclo de calentamiento, todas las peliculas presentaron un solo pico exotérmico
(Tp) entre 280-300 °C, asignado a la despolimerizacion y descomposicidn pirolitica del esqueleto
del polisacarido (215). No se observé temperatura de transicion vitrea, probablemente porque
la descomposicion impidié su determinacion (252). La T, del evento exotérmico de la pelicula de
CS control se encontré a 296.9 £ 1.2 °C, en linea con resultados publicados anteriormente
(215,227,252). Cuando se incorpord NIS a 1000 y 6000 Ul/ml la formulacién, los valores de T,
disminuyeron a 292.1 £ 1.7 °Cy 281.6 * 6.8 °C respectivamente. Es decir que la disminucion en
Tp fue mayor a medida que aumentd la concentracion del agente antimicrobiano. Por el
contrario, cuando se afadié el péptido nanoencapsulado, solo se observé una disminucién en el

valor de T, cuando se utilizé la mayor concentracion.
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Figura 26. Termogramas de las peliculas de CS con incorporacion de distintos niveles de NIS y de
nanoparticulas (NPs) de ALG/CS, obtenidos por DSC (segundo ciclo de calentamiento): (a) control, (b) NIS
1000 Ul/ml, (c) NPs 1000 Ul/ml, (d) NIS 6000 IU/mly (e) NPs 6000 Ul/ml.
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Segun lo propuesto por Sun et al., quienes informaron que la Ty de peliculas de CS se redujo tras
la incorporacion de polifenoles de manzana, es posible que la NIS haya interrumpido las
interacciones polimero-polimero, formando matrices menos estables debido a enlaces de
hidrégeno intermoleculares mas débiles, resultando en valores de T, mas bajos (215). Estos
resultados también concuerdan con lo observado anteriormente en este trabajo en relacion a la
interrupcion de las regiones cristalinas de las peliculas debido a los altos contenidos de NIS

cuando fue incorporada a 6000 Ul/ml.

4.4.8 XRD

Se realizaron analisis de XRD para estudiar los efectos de la incorporaciéon de NIS libre y
encapsulada sobre las propiedades estructurales de las peliculas de CS. En la Figura 27 se observa
gue la pelicula de CS presentd un pico amplio en ca. 20 = 25°, el cual puede ser asignado a la fase
amorfa de la estructura de la pelicula de CS (87). Ademas, la incorporacion del péptido en forma
libre y encapsulada a 1000 Ul/ml pareceria no ocasionar cambios significativos en el grado de

orden de las peliculas.
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Figura 27. Difractogramas de peliculas de CS: (a) control,

(b) con NIS 1000 UI/ml, (c) con NIS 6000 Ul/ml, (d) con nanoparticulas ALG/CS en 1000 Ul/ml, y (e) con
nanoparticulas ALG/CS en 6000 Ul/ml.
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Sin embargo, cuando la concentracién de NIS fue de 6000 Ul/ml, los picos exhibidos en los
difractogramas de las peliculas con nanoparticulas aparecieron mas definidos que los
correspondientes a los de las peliculas con NIS libre, sugiriendo que la incorporacion de NIS
encapsulada mejoré el grado de orden de las peliculas en comparacion a la incorporacién de la

bacteriocina sin encapsular.

4.4,9 Actividad antimicrobiana

Se llevaron a cabo ensayos de difusion en agar para estudiar la actividad antibacteriana de las
peliculas de CS control (sin agregado) y de CS conteniendo NIS libre y NIS encapsulada, con

concentraciones equivalentes de 1000 y 6000 Ul/ml.

De todas las biopeliculas estudiadas, las Unicas que presentaron halo de inhibicion fueron
aquellas con incorporacién de NIS libre en concentracion de 6000Ul/ml con diametro promedio
de 5.1 £ 4.0 mm. En las condiciones experimentales de los ensayos, tanto las biopeliculas de CS
como las de CS con NIS encapsulada no demostraron actividad antibacteriana frente a L.

monocytogenes (Figura 28).

Figura 28. Zonas de inhibicion de crecimiento de L. monocytogenes en pruebas de difusién en agar de
biopeliculas de CS (a) control, (b) con nanoparticulas (NPs) ALG/CS en concentracion equivalente de
6000 Ul/ y (c) con NIS 6000 Ul/ml.

En linea con estos resultados, Imran et al. compararon la actividad antibacteriana frente a L.
monocytogenes de peliculas de HPMC conteniendo NIS y NIS nanoliposomada mediante ensayos
de difusidn en agar, encontrando que la accidn antibacteriana de las peliculas con el péptido
encapsulado fue menor a la de las peliculas con NIS libre, probablemente debido a la liberacion
controlada de la NIS por parte de los liposomas (47). En el presente estudio, se contemplé un

tiempo de predifusién de 4 h para favorecer la liberacidon de NIS de las nanoparticulas, tal como
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se detalld en 3.4.24. En vista de los resultados obtenidos, se realizaron ensayos adicionales con
un tiempo de predifusidon de 20 h. De todas maneras, no se observo la formacion de halos de
inhibicidn por lo que se concluyd que la estrategia de incorporacion de nanoparticulas de ALG/CS
conteniendo NIS no demostrd actividad antibacteriana frente a L. monocytogenes en las

condiciones de los ensayos realizados.

Por lo tanto, se investigd una alternativa para obtener biopeliculas de CS con NIS con una mayor
actividad antibacteriana. La hipdtesis de trabajo se basé en que el agregado de un biopolimero
mas hidrofilico y con mayor solubilidad que el CS permitiria modular la solubilizacién y liberacion
del péptido y posiblemente mejorar la actividad antibacteriana frente a L. monocytogenes de

biopeliculas de CS con NIS.

4.5 Biopeliculas de quitosano/carboximetil quitosano con nisina

4.5.1 Morfologia

Se prepararon soluciones formadoras de pelicula con diferentes relaciones de masa CS/CMCS
conteniendo NIS (1000 y 6000 Ul/ml) y control (sin NIS). Dichas soluciones se vertieron en placas,
y luego de secadas se obtuvieron las peliculas, las cuales pudieron ser desprendidas con facilidad

de las placas.

Figura 29. Imagenes de peliculas con relaciones CS/CMCS de: (a) 100/0, (b) 95/5, (c) 90/10, (d) 85/15 y
(e) 80/20 (p/p), conteniendo NIS a (1) 0 Ul/ml, (2) 1000 Ul/mly (3) 6000 Ul/ml.
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Las letras indican una relacion de masa CS/CMCS diferente en cada fila y los nimeros indican una
concentracion NIS creciente en cada columna.

Como puede observarse en la Figura 29, tanto las peliculas control (al-el) como las peliculas con
NIS a 1000 Ul/ml (a2-e2) fueron visualmente homogéneas, claras, suaves y flexibles. Por el
contrario, las peliculas con NIS a 6000 Ul/ml (a3-e3) presentaron superficies rugosas e
irregulares. Ademas, al igual que lo observado en 4.4.1, estas peliculas exhibieron algunas zonas
con agregados y con mayor opacidad, lo cual podria estar vinculado a la presencia de cloruro de

sodio en Nisaplin® (246).

Asimismo, se obtuvieron imagenes por SEM de las superficies (Figura 30) y de las secciones
transversales (Figura 31) de las peliculas biopoliméricas. En concordancia con lo observado en
4.4.1, laincorporacion de NIS a 1000 Ul/ml no tuvo efectos notorios en la microestructura de las
peliculas de CS y de las peliculas compuestas de CS/CMCS. Sin embargo, tanto las superficies
como los cortes transversales de las peliculas conteniendo NIS a 6000 Ul/ml mostraron notables
alteraciones en su microestructura, confirmando que el agregado de altos contenidos de la

bacteriocina interrumpio la matriz conformada por ambos biopolimeros.

Figura 30. Micrografias obtenidas por SEM de la superficie de las peliculas con relaciones CS/CMCS de:
(a) 100/0, (b) 95/5, (c) 90/10, (d) 85/15y (e) 80/20 (p/p), conteniendo NIS a: (1) 0 Ul/ml,
(2) 1000 UI/mly (3) 6000 Ul/ml.
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Las letras indican una relacion de masa CS/CMCS diferente en cada fila y los nimeros indican una
concentracion NIS creciente en cada columna.

Figura 31. Micrografias obtenidas por SEM de la seccidn transversal de las peliculas con relaciones
CS/CMCS de: (a) 100/0, (b) 95/5, (c) 90/10, (d) 85/15 y (e) 80/20 (p/p), conteniendo NIS a:
(1) 0 UI/ml, (2) 1000 Ul/mly (3) 6000 Ul/ml.

Las letras indican una relacion de masa CS/CMCS diferente en cada fila y los nimeros indican una
concentracion NIS creciente en cada columna.

4.5.2 Espesor

Los espesores obtenidos variaron entre 0.021 y 0.058 mm para las distintas biopeliculas, con

valores de SD en linea con estudios anteriores (247).

Como se puede apreciar en la Tabla 20, no se observaron diferencias significativas entre los
espesores de las peliculas de CS y los de las peliculas con diferentes relaciones CS/CMCS (p/p),
tanto para las peliculas control como para aquellas con NIS a 1000 Ul/ml. Este resultado indicé
gue el espesor de las biopeliculas no se vio alterado por la presencia de CMCS ni por la de NIS a
1000 Ul/ml. Sin embargo, cuando se agregd NIS a 6000 Ul/ml, las peliculas presentaron valores
de espesor mas elevados. Otras investigaciones también revelaron que el espesor de peliculas
conteniendo NIS fue mayor al incrementar la concentracién de péptidos, y esto fue atribuido a

un aumento del peso total de las soluciones formadoras de pelicula, asi como a la formacién de
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agregados (20), tal como se observd anteriormente en este trabajo. Asimismo, otros estudios
informaron que la presencia de cloruro de sodio en la formulacién comercial Nisaplin® condujo

a la formacion de cristales de sal, aumentando el espesor de las peliculas con NIS (183,246).

Tabla 20. Espesor de las biopeliculas con distintas relaciones de masas CS/CMCS y contenido de NIS.

CS/CMCS (p/p) Espesor (mm)”

Control NIS 1000 Ul/ml NIS 6000 Ul/ml
100/0 0.021 +0.003 &2 0.026 + 0.005 &2 0.043 +0.007 ~®
95/5 0.023 +0.003 &2 0.031 +0.005 &2 0.050 + 0.009 A 2b
90/10 0.021 +0.002 &2 0.029 +0.001 &2 0.048 + 0.010 A2
85/15 0.021 +0.003 &2 0.031 + 0.005 &2 0.058 +0.011~2
80/20 0.022 +0.004 &2 0.029 + 0.006 &2 0.053 +0.011 A%

* Promedio + SD (n= 3).

Letras mayusculas distintas en una fila indican diferencias significativas en los promedios para cada
propiedad (P < 0.05).

Letras minusculas distintas en una columna indican diferencias significativas en los promedios para cada
propiedad (P < 0.05).

4.5.3 Propiedades 6pticas

De acuerdo con los resultados mostrados en la Tabla 21, las peliculas control de CS presentaron
un grado de opacidad de ca. 2.5%, similar al de las peliculas con diferentes relaciones de masa
CS/CMCS sin NIS. Asimismo, los valores no cambiaron tras la adicion del péptido antimicrobiano
a 1000 Ul/ml para una misma relacién de masa CS/CMCS. Sin embargo, la transparencia de las
peliculas fue significativamente menor cuando se agregd NIS a 6000 Ul/ml. Estos hallazgos
coinciden con otros resultados publicados anteriormente, los cuales demostraron que la
incorporacion de NIS ocasiond una disminucion de la transparencia de las biopeliculas
(20,174,183). Dicho efecto fue atribuido a la dispersidn del péptido antimicrobiano en la matriz
del polimero y a la formacion de agregados y zonas mas opacas, tal como se observo

anteriormente en el andlisis morfoldgico de las peliculas.

Cuando se agregd NIS a 1000 y 6000 Ul/ml, los porcentajes de opacidad de las peliculas
compuestas de CS/CMCS fueron significativamente mas bajos que los de las peliculas de CS para

el mismo contenido de NIS. Estos resultados sugirieron que la presencia de CMCS tuvo un efecto
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en la dispersién de NIS en las matrices biopoliméricas. Es posible que, dado que el péptido
cargado positivamente se puede unir a través de interacciones idnicas con grupos cargados
negativamente (253) -como grupos carboximetilo del CMCS-, mejorando la dispersién de la NIS,

lo que implicaria formacion de menos agregados y peliculas mas transparentes.

Tabla 21. Opacidad (Asso/mm) de las biopeliculas con distintas relaciones de masas CS/CMCS y
contenido de NIS.

CS/CMCS (p/p) Opacidad (Asoo/mm)*

Control NIS 1000 Ul/ml NIS 6000 Ul/ml
100/0 2.49+0.2982 3.05+0.3982 16.87 +1.51 A2
95/5 2.16+0.33 B2 1.68 +0.07 &¢ 7.23+2.14A¢
90/10 2.73+0.29 %2 2.23+0.298° 9.86 +1.41 Abe
85/15 2.48 +0.46 %2 2.12 +£0.21 B be 12.83 +1.06 A bc
80/20 2.22+0.56 %2 2.15+0.26 B be 9.15+2.87Ab

* Promedio + SD (n= 3).

Letras mayusculas distintas en una fila indican diferencias significativas en los promedios para cada
propiedad (P < 0.05).

Letras minusculas distintas en una columna indican diferencias significativas en los promedios para cada
propiedad (P < 0.05).

4.5.4 WVP

Como se puede observar en la Tabla 22, el agregado de CMCS en distintas relaciones no presentd
diferencias significativas con respecto al valor de WVP de las peliculas control. En general, los
grupos -OH de las moléculas de biopolimeros pueden formar enlaces de hidrégeno con las
moléculas de agua, facilitando asi la difusidn del vapor de agua a través de la pelicula (254). Dado
gue los valores de WVP se mantuvieron iguales a pesar de la introduccion de los grupos -OH del
CMCS, estos grupos podrian estar formando enlaces de hidrégeno con CS segun lo reportado

anteriormente en otros estudios (214).

Por otra parte, la incorporacion de 1000 Ul/ml de NIS no afectd la WVP de las peliculas de CS ni
la de las peliculas compuestas de CS/CMCS. Sin embargo, todas las peliculas analizadas
exhibieron un aumento significativo en WVP luego del agregado del péptido antimicrobiano a

6000 Ul/ml. Tal como se discutiéo en 4.4.4, el aumento de WVP al incorporar NIS en alta
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concentracion puede estar relacionados con una mayor cantidad de grupos hidrofilicos
introducidos por la bacteriocina (177), asi como por la interrupcién de las interacciones polimero-
polimero, la formacidén de estructuras irregulares y rugosas (174) y el mayor contenido de sal
proveniente de Nisaplin® (183). Ademas, para NIS a 6000 Ul/ml, las peliculas de CS y de CS/CMCS
95/5 (p/p) presentaron un aumento del 50-80% en WVP, mientras que las formulaciones con
mayor contenido de CMCS tuvieron un aumento de mas de 2 veces para dicho valor. Este

aumento podria deberse a la contribucidn de los grupos hidroéfilos de NIS sumados a los del CMCS.

Tabla 22. WVP de las biopeliculas con distintas relaciones de masas CS/CMCS y contenido de NIS.

CS/CMCS (p/p) WVP (x 10°g m? s Pa?)”

Control NIS 1000 Ul/ml NIS 6000 Ul/ml
100/0 3.43+0.3282 4.07 +0.68 B2 6.35+0.22A¢
95/5 3.93+0.365%2 4.84 +0.89 582 6.45+0.55~¢
90/10 3.43+0.89%2 3.78+0.28 B2 7.65+0.13 4P
85/15 2.98+0.76 &2 4.18+0.11 %2 7.71+0.87Ab
80/20 3.65+0.04 %2 4,73 +0.41582 9.25+0.19A°

* Promedio + SD (n= 3).

Letras mayusculas distintas en una fila indican diferencias significativas en los promedios para cada
propiedad (P < 0.05).

Letras minusculas distintas en una columna indican diferencias significativas en los promedios para cada
propiedad (P < 0.05).

4.5.5 Solubilidad en agua

A continuacion, se estudié la solubilidad en agua de las biopeliculas de CS y CS/CMCS vy los
resultados se aprecian en la Tabla 23. Las peliculas de CS tuvieron una solubilidad en agua de
16.6 + 1.1%, similar a los valores de solubilidad informados previamente (215,255). Ademas, el
porcentaje de solubilidad se mantuvo sin cambios conforme aumentaron las concentraciones de
CMCS, tanto en ausencia de NIS como con el agregado de NIS a 1000 Ul/ml. Sin embargo, la
incorporacion del péptido en el nivel mas alto resulté en un aumento de solubilidad de entre 2-
3 veces de los valores de las peliculas control, alcanzando un valor de 48.9 + 1.1% para la pelicula

con CS/CMCS 80/20 (p/p). Estos hallazgos fueron consistentes con los resultados de WVP y

115



también pueden atribuirse a los grupos hidrofilicos contribuidos por la NIS, asi como al efecto del

contenido de sal presente en el producto comercial, Nisaplin®.

Tabla 23. Solubilidad en agua de las biopeliculas con distintas relaciones de masas CS/CMCS y contenido
de NIS.

CS/CMCS (p/p) Solubilidad (%)"

Control NIS 1000 Ul/ml NIS 6000 Ul/ml
100/0 16.6+1.1%2 25.3+2652 37.5+7.4AP
95/5 17.4+1.7%2 22.4+3.2582 36.8+2.5AP
90/10 15.4+0.6 %2 22.1+1.852 454 +5.9A3
85/15 17.6+0.7 %2 253+1.482 442 +35A3%
80/20 15.3+1.96C2 24.7+0.582 489 +1.1A2

* Promedio + SD (n= 3).

Letras mayusculas distintas en una fila indican diferencias significativas en los promedios para cada
propiedad (P < 0.05).

Letras minusculas distintas en una columna indican diferencias significativas en los promedios para cada
propiedad (P < 0.05).

4.5.6 Propiedades mecdanicas

Las propiedades mecanicas de las peliculas control y las peliculas con NIS se evaluaron mediante

la determinacion de omax y €, los cuales se pueden observaren la Tabla 24.

Las peliculas de CS sin NIS presentaron el valor de omax Mmas alto (29.1 + 5.4 MPa), el cual
disminuyd al aumentar la fraccién de CMCS. Por otro lado, las peliculas compuestas de CS/CMCS
sin NIS presentaron porcentajes de € cercanos al 55%, siendo significativamente mas altos que
los de las peliculas de CS (38.2 £ 6.5%). De manera similar, se reporté que en peliculas compuestas
de polipropilenglicol (PPG) y CMCS, los valores de omax disminuyeron al aumentar la fraccién de
PPG, probablemente debido al entrelazamiento e interaccién de las cadenas de polimero (256).
También, otros estudios revelaron que la incorporacion de PVA a peliculas de CS resultd en
valores de omax Mas bajos y valores de € mas altos (249,257). Dado que por lo general los
plastificantes disminuyen omaxy aumentan € (258), los cambios observados en el presente estudio
sugirieron que el agregado de CMCS tuvo una accion plastificante en las matrices de CS sin NIS.

Este efecto podria atribuirse a un proceso interno de plastificacion que causé fuerzas
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intermoleculares mas débiles entre las cadenas del polimero, debido a la voluminosidad de los
segmentos CMCS incorporados a la matriz de CS (259). Ademads, estos resultados respaldan los
resultados obtenidos en los ensayos de opacidad (seccién 4.5.3), ya que los plastificantes
también pueden mejorar la transparencia de la pelicula debido a una mejor capacidad de

dispersion de las matrices (183).

Tabla 24. Propiedades mecanicas de las peliculas con diferentes relaciones de masa CS/CMCS y
concentracién variable de NIS: esfuerzo maximo (omax) y deformacidn de rotura (g).

Propiedad CS/CMCS (p/p) Tratamiento
Control NIS 1000 Ul/ml NIS 6000 Ul/ml

Omax (MPa)®  100/0 29.1+544732 16.9+5.182 11.4+2.06°
95/5 21.3+5.6Aabc 19.9+7.1A3 7.9+3.782
90/10 25.4+6.473% 20.8 +4.3 A3 9.2+2.483b
85/15 18.6 +6.5 A bc 15.8 +3.4A3 6.2+198b
80/20 14.1 £5.2A¢ 17.9+2.5A3 59+0.28%b

€ (%) 100/0 38.2+6.5AP 20.1+3.458¢ 15.3+6.652
95/5 55.1+6.6~2 43.2+13.7~° 14.1+4582
90/10 58.4+10.0~° 55.8 + 6.4~ ab 19.8+4.7582
85/15 60.5+7.672 52.9+14.7A2 12.4+2.382
80/20 56.8+12.7 A2 62.5+7.4A3% 12.6+1.6%2

* Promedio + SD (n= 3).
Letras mayusculas distintas en una fila indican diferencias significativas en los promedios para cada
propiedad (P < 0.05).
Letras minusculas distintas en una columna indican diferencias significativas en los promedios para cada
propiedad (P < 0.05).

Si bien las peliculas control de CS presentaron una reduccidn significativa en los valores de omax y

de € al agregar el péptido antimicrobiano a 1000 y 6000 Ul/ml, se observé que la incorporacion

de NIS a 1000 Ul/ml no afectd las propiedades mecanicas de las peliculas compuestas de

CS/CMCS. Sin embargo, el agregado de la bacteriocina a 6000 Ul/ml tuvo un efecto mas notorio
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en las propiedades mecanicas y llevé a reducciones del 60-80% de los valores de omax y de €, de

acuerdo a lo discutido en 4.4.6.

4.5.7 Propiedades térmicas

Se realizaron analisis por DSC para estudiar la estabilidad térmica de las peliculas. Los resultados

se describen en la Tabla 25 y los termogramas mas relevantes se presentan en la Figura 32.

Todos los termogramas obtenidos después del primer ciclo de calentamiento presentaron un

amplio pico endotérmico centrado en el rango de ca. 55 °C, el cual puede relacionarse con la

humedad de las muestras (31,252).

Tabla 25. Temperaturas maximas (T,) de las peliculas con diferentes relaciones de masa CS/CMCS y
concentraciones variables de NIS, obtenidas por DSC, para proceso endotérmico (primer ciclo de

calentamiento, 30-180 °C) y exotérmico (segundo ciclo de calentamiento, 30-320 °C).

Propiedad CS/CMCS (p/p) Tratamiento
Control NIS 1000 Ul/ml  NIS 6000 Ul/ml
T, endotérmico (°C)*  100/0 55.3+15A2  509+24A32 51.6+5.3A2
95/5 55.0+8.0~2 52.1+25A2 50.2+6.772
90/10 54.8+5.1A2 55.1+8.1~2 479+7.672
85/15 549 +3.5A2 56.7 +11.3 A2 53.2+9.3A2
80/20 53.9+8.74*2 59.7+7.3A2 49.2 +2.1A2
Tp exotérmico (°C)* 100/0 296.9+1.2A° 292.1+1.7A° 281.6+6.853
95/5 287.7+0.3AP 291.2+1.8A° 291.1+1.8A°
90/10 280.3+5.3Bbc  2836+6.24P 291.1+1.9A2
85/15 2744 +5.1 A 2747 +2.4A¢ 277.7+7.5AP
80/20 271.6+48%9 2752+16"%¢ 2825+6.67

* Promedio + SD (n= 3).

Letras mayusculas distintas en una fila indican diferencias significativas en los promedios para cada

propiedad (P < 0.05).

Letras minusculas distintas en una columna indican diferencias significativas en los promedios para cada
propiedad (P < 0.05).

En el segundo ciclo de calentamiento, todas las muestras exhibieron un solo pico exotérmico (Tp)
centrado entre 270-300 °C, que puede atribuirse a la despolimerizaciéon y descomposicion

pirolitica del esqueleto del polisacarido (215). No se observo temperatura de transicion vitrea,
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probablemente porque la descomposicion impidié su determinacién (252). Para la pelicula de CS,
se encontro la T, del evento exotérmico a 296.9 + 1.2 °C, y este resultado fue similar a otros
resultados publicados anteriormente (215,227,252). Curiosamente, la T, se corrid a
temperaturas menores cuando el contenido de CMCS aumentd, alcanzando el valor mds bajo
(271.6 + 4.8 °C) en la muestra de pelicula compuesta de CS/CMCS 80/20 (p/p). Esto concuerda
con otros trabajos en los cuales se demostré que las peliculas compuestas de CSy CMC (227) y
de CMCS y PPG (256) presentaron una estabilidad térmica que las peliculas de los mismos
biopolimeros puros, debido a la interrupcion y al reordenamiento de las principales cadenas de
polimeros por parte de los segmentos de biopolimeros introducidos, siendo necesario aplicar
menos energia para su descomposicion. Por otra parte, los plastificantes también debilitan la red
de polimeros y de hecho, varios autores han reportado que la incorporacién de plastificantes
disminuyd la T, de diferentes peliculas (260-262).Por lo tanto, el efecto plastificante otorgado
por el CMCS que se observo en las pruebas mecdanicas y en la evaluacién de la opacidad realizadas
en el presente trabajo, también podria explicar la disminucion de la estabilidad térmica

observada conforme aumentod el contenido de CMCS.
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Figura 32. Termogramas obtenidos por DSC (segundo ciclo de calentamiento) de peliculas con NIS
(6000 Ul/ml) con relaciones CS/CMCS (p/p) de: (a) 100/0, (b) 95/5, (c) 90/10, (d) 85/15
y (e) 80/20 (p/p).
Ademas de esto, la T, de las peliculas de CS disminuyé cuando se afadié NIS, lo que indicaria que
laincorporacion del péptido modificd las propiedades térmicas de las peliculas, segun lo discutido
en 4.4.6. Por el contrario, este efecto no se observé en las peliculas de CS/CMCS e incluso las
peliculas compuestas de CS/CMCS con relacion 80/20 (p/p) conteniendo NIS presentaron una Tp
mas alta que la misma formulacion sin el péptido. Segun estos resultados, la combinacion de CS
con CMCS podria haber tenido un efecto en la distribucién de NIS dentro de la red de peliculas,

como también se menciond anteriormente.

4.5.8 XRD

Se realizaron analisis de XRD para comparar los efectos tanto de la mezcla de CMCS con CS y del

agregado de NIS sobre las propiedades estructurales de las peliculas resultantes.

Como se puede apreciar en la Figura 33ay Figura 33b, la pelicula de CS presentd un pico amplio

en ca. 20 = 25°, atribuible a la fase amorfa de la estructura de la pelicula de CS (87). Por el
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contrario, las peliculas control compuestas de CS/CMCS presentaron picos mas definidos e
intensos, que se desplazaron hacia angulos ligeramente inferiores a ca. 26 = 20°, sugiriendo que
la introduccién de CMCS tuvo un efecto en la disposicion de las cadenas poliméricas de CS,
aumentando el grado de orden. En general, el agregado de plastificantes a polimeros
semicristalinos como el CS, conlleva a una disminucién de la T, debido a una disminucién de la
cristalinidad (261). Sin embargo, varios autores han descrito que los plastificantes aumentan la
velocidad de cristalizacion debido a una mayor movilidad de las cadenas de polimeros
(261,263,264) por lo que es posible que la incorporacién de CMCS haya aumentado el grado de

orden tal como sugieren los resultados aqui presentados.

Como se observa en las Figura 33c-f, los difractogramas de las peliculas incorporadas con NIS
presentaron picos mds amplios y mas aplanados, lo que indicaria que la adicién de NIS disminuyé
su grado de orden. Estos hallazgos concuerdan con estudios previos que demostraron que la
intensidad del patrén de XRD disminuyd tras el agregado de NIS a peliculas poliméricas (251,265).
Asimismo, estos resultados y confirmaron que la adicidn de la bacteriocina condujo a la ruptura

de la red de polimeros de las regiones cristalinas de la matriz de la pelicula.
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Figura 33. Difractogramas de: (a) peliculas control con diferentes relaciones de masa CS/CMCS, y

de peliculas incorporadas en NIS con relaciones de masa CS/CMCS de:

(b) 100/0, (c) 95/5, (d) 90/10, (e) 85/15 y (f) 80/20 (p/p). Para las peliculas incorporadas con NIS, se
agregd NIS a 1000 y 6000 Ul/ml.
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4,5.9 Actividad antimicrobiana

Se llevaron a cabo ensayos de difusidén en agar para estudiar la actividad antibacteriana frente a

L. monocytogenes de las peliculas control y de las peliculas conteniendo NIS.

Al igual que en el caso de las peliculas de CS con NIS libre y NIS encapsulada estudiadas
previamente en este trabajo, no se observaron zonas de inhibicion tanto en las peliculas control
como en las peliculas que contenian el péptido antimicrobiano en la concentracién mas baja de
1000 Ul/ml. Sin embargo, se observaron zonas de inhibicion en las peliculas compuestas de CSy
CS/CMCS con NIS a 6000 Ul/ml (Figura 34). Estos resultados indicaron que se necesité aplicar el
nivel mas alto de NIS para inhibir el crecimiento de L. monocytogenes en las condiciones

experimentales de los ensayos.

Figura 34. Zonas de inhibicion de crecimiento de L. monocytogenes en pruebas de difusion en agar de
biopeliculas con relaciones CS/CMCS de: (a) 100/0, (b) 95/5, (c) 90/10, (d) 85/15 y (e) 80/20 (p/p),
conteniendo NIS a (1) 1000 Ul/ml y (2) 6000 Ul/ml.

Las letras indican relaciones CS/CMCS (p/p) diferentes entre cada fila y los nimeros indican concentracion
creciente de NIS en cada columna.

Como se muestra en la Figura 35, las zonas de inhibicién producidas por las peliculas compuestas
de CS/CMCS con NIS a 6000 Ul/ml presentaron un didmetro promedio de ca. 15 mm, el cual se
mantuvo al incrementar el contenido de CMCS. Por otro lado, las peliculas de CS con NIS

produjeron zonas de inhibicion significativamente mas pequeiias, lo que sugirié que la actividad
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antimicrobiana contra L. monocytogenes de dichas peliculas fue inferior a la de las peliculas

compuestas CS/CMCS.

Estudios anteriores han informado que peliculas biopoliméricas con NIS, preparadas utilizando
biopolimeros hidroéfilos, fueron mas efectivas contra L. monocytogenes que aquellas preparadas
con biopolimeros hidréfobos. Esto se debid al caracter anfifilico del péptido y su tendencia a
adherirse a las superficies hidréfobas de manera que las superficies hidrofilas mejoraron tanto la
liberacién como la solubilidad en agua de NIS, mejorando la actividad antimicrobiana de las
peliculas (179,180,266). Por lo tanto, la mayor actividad antibacteriana observada en las peliculas
compuestas CS/CMCS podria atribuirse a la introduccién de grupos carboximetilo hidrofilicos que
posiblemente condujeron a una mayor difusién de la NIS en agar, asi como a una mejor
solubilidad en agua de las peliculas CMCS/CS con NIS, tal como se describid en las pruebas de

solubilidad del presente trabajo.
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Figura 35. Diametro de las zonas de inhibicion de las peliculas conteniendo NIS (6000 Ul/ml) con
relaciones CS/CMCS de 100/0, 95/5, 90/10, 85/15 y 80/20 (p/p).
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4.5.10Evaluacion cualitativa

A modo de tener una primera aproximacién sobre la factibilidad de aplicacién de las peliculas
obtenidas, se recubrieron trozos de carne con peliculas de CS, CMCS y CS/CMCS para evaluar
cualitativamente el comportamiento del recubrimiento. Los trozos envueltos fueron

almacenados a 4 °C durante 21 dias.

Tal como se observa en la Figura 36, todas las peliculas se mantuvieron integras, sin degradacién
apreciable luego de su almacenamiento en refrigeracion por 21 dias. Por lo tanto, estas
observaciones sugirieron que las peliculas desarrolladas en el presente trabajo podrian ser
potencialmente utilizadas para el envasado de alimentos, incluso aquellos con alto porcentaje de

humedad como la carne.

Figura 36. Peliculas comestibles aplicadas a trozos de carne, elaboradas con: (a) CS, (b) CS y CMCS,
(c) CMCS, donde (1) corresponde a t=0y (2) corresponde a t=21 dias.
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5 CONCLUSIONES

En la primera etapa del trabajo se estudié la formacidén de nanoparticulas para encapsular NIS
(proveniente del preparado comercial Nisaplin®) mediante gelacién iénica de CS con TPP. Se
determinaron los rangos de concentraciones necesarias para la formacion de nanoparticulas,
obteniéndose nanoparticulas CS/TPP estables. Sin embargo, dicho sistema no logré encapsular a
la bacteriocina, por lo que se modificé el sistema de encapsulacion utilizando ALG, un
biopolimero anidnico, que podria interaccionar con la NIS catidnica. De esa manera, se estudid
la formacion de nanoparticulas de ALG/CS conteniendo NIS, preparadas por gelacion idnica de
ALG y posterior complejacion con CS. Para optimizar y estudiar los efectos de los parametros de
formulacion en las propiedades de dicho sistema, se utilizd un diseno experimental de Box-
Behnken y RSM. La formulacién optimizada presentd una EE de 36.1 + 0.6%, un tamafo de
particula de 66.4 + 8.9 nm y una buena estabilidad coloidal, indicada por un valor de potencial
zeta de -31.7 + 2.6 mV. Ademas, la aplicacion de dichas herramientas de disefio experimental
sugirié que la encapsulacién fue favorecida principalmente por las interacciones Nisaplin® y ALG,
mientras que el contenido de CS tuvo un efecto importante en el tamafio de las nanoparticulas y
la estabilidad coloidal. Los andlisis de morfologia confirmaron el tamafo de las nanoparticulas
encontrado por DLS y se demostrd la existencia de interacciones idnicas entre NIS, CS ALG
mediante espectroscopia Raman, describiéndose por primera vez el espectro Raman para NIS.
Con respecto a su actividad antimicrobiana, las nanoparticulas cargadas con NIS no solo
retrasaron el crecimiento de L. monocytogenes sino que también mostraron una actividad
sostenida a lo largo del tiempo, tanto en ensayos in vitro como en ensayos en carne vacuna. Estos
hallazgos sugirieron que la aplicacion de nanoparticulas conteniendo NIS permitiria utilizar
concentraciones de NIS mas bajas respecto a la que se requeriria si ésta estuviera sin encapsular,
para obtener el mismo efecto antibacteriano en carne vacuna y, por lo tanto, dichas
nanoparticulas presentan una potencial aplicacién en la industria alimentaria como un agente

biopreservante de carne vacuna, refrigerada y envasada al vacio.

En la segunda etapa de esta investigacion, se estudid la incorporacién de las nanoparticulas

desarrolladas previamente (de ALG/CS conteniendo NIS) a peliculas de CS. Para eso, se
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prepararon y caracterizaron biopeliculas de CS y de CS con agregado de NIS libre y con NIS
encapsulada. La incorporacidn del péptido sin encapsular afecté negativamente el aspecto visual
de las peliculas de CS, produciendo peliculas no homogéneas con zonas mas opacas y de mayor
rigidez en comparacion a las peliculas control y a las peliculas conteniendo nanoparticulas de NIS.
Los ensayos realizados por espectrofotometria confirmaron una mayor opacidad de las peliculas
con NIS libre y los analisis por DSC sugirieron que las mismas tuvieron una menor estabilidad
térmica que las peliculas con nanoparticulas. Ademas, se observd que la incorporacién de NIS
encapsulada tuvo un efecto menor en los valores de WVP vy solubilidad que la NIS libre,
posiblemente debido a una menor exposicion de los grupos hidrofilicos de la NIS por el proceso
de nanoencapsulacién. Por otra parte, la incorporacién de NIS libre resulté en un efecto negativo
sobre las propiedades mecanicas de la pelicula de CS, disminuyendo los valores de omax Y € (%), Y
gue laincorporacion de la NIS encapsulada logré disminuir este efecto negativo. Las peliculas con
NIS libre exhibieron una menor estabilidad térmica en los analisis por DSC, y los ensayos por XRD
mostraron que la encapsulacidn mejord el grado de orden cuando se utilizé una alta
concentracion de NIS. Sin embargo, los ensayos de actividad antimicrobiana no demostraron
actividad antibacteriana por parte de las biopeliculas con nanoparticulas de NIS, mientras que las
peliculas con NIS sin encapsular exhibieron halo de inhibicién. Por lo tanto, a pesar de que la
incorporacion de nanoparticulas de NIS a peliculas de CS mejord su aspecto visual y sus
propiedades fisico-quimicas en comparacion con las biopeliculas con la bacteriocina libre, no se
obtuvo el efecto antimicrobiano deseado, posiblemente debido a que la nanoencapsulacion

retraso la liberacion de la NIS en las condiciones estudiadas.

Es asi que en la ultima etapa del presente trabajo se investigd una nueva alternativa para mejorar
la actividad antibacteriana de las peliculas de CS con NIS sin encapsular. Con ese fin, se estudiaron
biopeliculas preparadas utilizando CS, CMCS y NIS libre. La combinacién de CMCS con CS no alteré
la estructura, el grosor, la transparencia y la sensibilidad al agua de las peliculas en comparacién
con las peliculas de CS con el mismo nivel de NIS. La incorporacién de CMCS en la formulacion de
las biopeliculas ocasioné cambios en las propiedades mecdnicas como ser mayor valor de € y
menores valores de omax. Asimismo, las peliculas compuestas presentaron una estabilidad

térmica mas baja, lo que, sumado a los efectos observados en las propiedades mecdnicas, sugirié
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que el CMCS tuvo un efecto plastificante sobre las peliculas de CS. Ademas, los resultados
obtenidos sugirieron que la presencia de CMCS mejoré la dispersién de la bacteriocina en la
matriz biopolimérica y por tanto a las propiedades fisico-quimicas de las peliculas. Luego, se
realizaron pruebas de difusidn en agar para evaluar la actividad antimicrobiana de las peliculas
contra L. monocytogenes y estos ensayos indicaron que las peliculas compuestas CS/CMCS
presentaronuna mayor inhibicién del crecimiento microbiano en comparacion a las peliculas de
CS, probablemente debido a una mejor difusién y solubilidad de la NIS en presencia de grupos
mas hidrofilos aportados por el CMCS. Por ultimo, se observé que la integridad de las peliculas

se mantuvo al envolver trozos de carne almacenados a 4 °C por 21 dias.

En conclusion, se desarrollaron dos sistemas que presentaron propiedades promisorias para
mejorar la vida util de alimentos, orientados a su aplicacidon en carne vacuna. Por una parte, el
sistema nanométrico ALG/CS con NIS, el cual demostré poder ser aplicado de forma directa en
productos cdrnicos, sin que sea necesaria su incorporacién a un envase, con una actividad
antimicrobiana en carne superior a la de la bacteriocina sin encapsular. Por otra parte, la
incorporacion de CMCS a peliculas de CS con NIS, tuvo un efecto positivo en las propiedades
fisico-quimicas y favorecio la actividad antibacteriana contra L. monocytogenes de las peliculas,
ofreciendo ventajas a la hora de disefar biopeliculas con potencial accidon antimicrobiana de

aplicacion en envasado de alimentos.
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6 PERSPECTIVAS

De acuerdo a lo observado en la presente investigacidon, la incorporacion de NIS en altas
concentraciones tuvo efectos indeseados tanto en el aspecto como en las propiedades fisico-

guimicas de las biopeliculas de CS.

Para obtener soluciones formadoras de peliculas mds uniformes y estables, recientemente se ha
comenzado a utilizar la homogenizacién por altas presiones (HPH, por sus siglas en inglés). El
pasaje del producto liquido a muy alta presion a través de una valvula especialmente disefiada
con apertura variable, llamada valvula de homogeneizacién, permite romper pequenas particulas
dispersas en el orden de micrones y nandmetros. Ademas de facilitar la obtencion de
dispersiones homogéneas, los cambios conformacionales en las cadenas biopoliméricas
resultantes de la HPH pueden ocasionar modificaciones en el nimero de grupos cargados en los
polimeros (267), lo que a su vez puede llevar a distintas interacciones entre el biopolimero y la
NIS, posiblemente modulando la liberacion de dicho péptido. Ademas, es una técnica sencilla de

utilizar y no requiere de la utilizacién de solventes peligrosos.

Debido a estas razones, se ha comenzado a estudiar la incorporacion de NIS a biopeliculas de CS
con posterior aplicacion de HPH como continuacion de la investigacion descrita en este trabajo.
Se planea analizar las propiedades fisico-quimicas de las peliculas resultantes y evaluar los

efectos de la aplicacion de HPH en comparacion con otras tecnologias de homogenizacion.

Asimismo, el conocimiento y know-how desarrollado en este trabajo ha permitido sentar las
bases en el grupo de trabajo al cual pertenece la autora de esta investigacion, para continuar
estudiando este tipo de peliculas biopolimericas bioactivas. Esto permitiria ampliar el rango de
aplicaciones, sumando nuevas estrategias preparativas (tales como HPH o técnicas de
electrospinning y electrospraying) e incorporar nuevos agentes funcionales como ser

antimicrobianos, antioxidantes, para estudiar su actividad y posibles sinergias.
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Anexo 1: Caracterizacion de quitosano y carboximetil

quitosano

1 Procedimiento experimental

1.1 Determinacion del peso molecular de CS

Se determind la masa molecular promedio viscosimétrica (M,) mediante la determinacion de la
viscosidad intrinseca [n] de soluciones de CS en acido acético 0.3 M/acetato de sodio 0.2 M a
25 °C. Los valores de tiempo de caida (t) se obtuvieron utilizando un viscosimetro de tipo
Ubbelohde y se obtuvo el promedio de cinco medidas de tiempo. La viscosidad relativa (nr) y la

viscosidad especifica (nsp) se calcularon segun:
ne= t/tO
Nsp=1- Nr

El valor de [n] correspondié a la ordenada en el origen de la regresion lineal de la curva de nspen
funcién de la concentracién (c). Para calcular Mv se utilizé la ecuacién de Mark-Houwink-

Sakurada (MHS) (268):
[n]= K (M\)?

Donde K=0.0745 ml/g y a= 0.76 (268).

1.2 Determinacion del peso molecular de CMCS

El M, de CMCS se determind mediante la determinacidn de [n] de soluciones de CMCS en NaCl
0.1 M a 30 °C. Los valores de (t) se obtuvieron utilizando un viscosimetro de tipo Ubbelohde y se
obtuvo el promedio de cinco medidas de tiempo y M, se calculé utilizando la ecuacién de MHS,

usando valores de K= 7.92 x10* ml/gy a= 1 (269).
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1.3 Grado de sustitucion de CMCS

El grado de sustitucion (DS) de CMCS se determind por titulacidon potenciométrica. Para eso, se
disolvio CMCS (0.21 g) en agua destilada (40 ml). La solucidn se ajustd a pH <2 con HCl. Luego, se
titulo la solucion de CMCS con NaOH acuoso 0.45 M y se registraron los valores de pH de la
solucion. La cantidad de NaOH acuoso se determind mediante el método diferencial de segundo

orden. El DS se calculd de acuerdo con la siguiente ecuacion (57,270):
DS =203 x ([NaOH] x (v2—v1))/m — (80 x [NaOH] x (v2-v1))

Donde 203 es la masa molar promedio del residuo de quitina, la unidad repetitiva de CS; [NaOH]
es la concentracion de NaOH, vi es el volumen de base agregado para alcanzar el primer punto
de inflexidn; vz es el volumen de base agregado para alcanzar el segundo punto de inflexion; m

es la masa de CMCS y 80 es la masa molar promedio del grupo —CH,COONa.

1.4 Espectroscopia 'H NMR

Los andlisis de CS y CMCS por 'H NMR se realizaron en un espectrémetro Bruker Avance Neo a
25 °C. Los biopolimeros (5 mg) se disolvieron en 1 ml de DCI/D20 1% (v/v). Las condiciones de
medida fueron: ventana espectral de 400 MHz, 32k puntos de datos, angulo de pulso de 30° y

tiempo de adquisicion de 3.99 s.
El grado de desacetilacién (DD) de cada biopolimero se calculé segun (79,271):

Iens
DD(%) = | 1 - —— |x100
6

donde Ichs3 es la integral de la sefial de los hidrégenos de las unidades de GIcNAc (~ 2.0 ppm), l2-
H6 es la integral correspondiente a los hidrogenosH3—H6 de las unidades GlcNy al hidrégeno

unido al C2 de la unidad GIcNAc (~ 3.3—4.0 ppm).
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2 Resultados

2.1 Determinacién del peso molecular de CS

Como se observa en la Figura A 1, se obtuvo un valor de [n] de 400.26 (ml/g) y el valor resultante

de M, para el CS analizado, calculado utilizando la ecuacion de MHS, fue de 80.98 kDa.

800 -
700 -
600 1
S 500
E y = 75651x + 400.26
o 400+ R? = 0.9962
5
< 300 -
200 1
100 |
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 0.001 0.002 0.003 0.004 0.005

c (g/ml)

Figura A 1. Regresion lineal de ns, versus concentracion (c) para soluciones de CS en acido acético 0.3
M/acetato de sodio 0.2 M a 25 °C.

2.2 Determinacién del peso molecular de CMCS

Como se observa en la Figura A 2, se obtuvo un valor de [n] de 233.99 (ml/g) y el valor resultante

de M, para el CS analizado, calculado utilizando |la ecuacion de MHS, fue de 295.44 kDa.

149



400 -
350 ~
300 - ®

250 ~

200 ~ y =26590x +233.99
R?=0.9535

150 A

ngp/C (ml/g)

100 4

50 4

0 0.001 0.002 0.003 0.004 0.005

¢ (g/ml)

Figura A 2. Regresidn lineal de ns, versus concentracion (c)
para soluciones de CMCSen NaCl 0.1 M a 30 °C.

2.3 Determinacion del DS de CMCS

A partir de la curva de titulacion (Figura A 3a) y su derivada segunda (Figura A 3b) se
determinaron los valores de vi and v, los cuales resultaron 20.1 y 18.5 ml respectivamente. Por

lo tanto, el valor de DS obtenido fue de 94.5% segun los calculos descritos en 1.3.

14 a 100 b
- PRER . -
10 0 —_/\/ M/
: 15 17 21 23 25
8 i s
L ] P -50
% .f e
6 &
g -100
4
-150
2
............ 200
0
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Volumen NaOH (ml) Volumen NaOH (ml)

Figura A 3. (a) Curva de titulacién potenciométrica de CMCS, (b) curva de derivada segunda.
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2.4 Andlisis por *H NMR

Se obtuvieron los espectros para las muestras de CSy CMCS en DCI/D20 1% (Figura A 4 y Figura
A 5) y los valores obtenidos de DD fueron de 81.9% para CSy 96.9% para CMCS.

-

I — T T v T y T v T — T T 1
55 50 45 4,0 35 3,0 2,5 2,0 1,5

Desplazamiento quimico (ppm)

Figura A 4. Espectro*H NMR de CS enDCI/D20 1% (v/v).

I y T z T Y T T T T T v T y T Y 1
55 50 4,5 4,0 3,5 3,0 2,5 2,0 1,5

Desplazamiento quimico (ppm)

Figura A 5. EspectroH NMR de CMCS en DCI/D20 1% (v/v).
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Tal como se muestra en la Figura A 5, se observa que las sefales se solapan en la regién que se
ubica entre 4.05 y 4.55 ppm, por lo que no se pudo distinguir la resonancia de los protones de
hidrogeno unidos a C3 de aquellos hidrogenos unidos a C6. Estos resultados estuvieron en linea
con aquellos reportados por Kong (270), por lo que las sefales observadas en esta region fueron
atribuidas a los protones de ambos grupos 3- y 6- carboximetilo sustituidos (-O-CH2-COOD) de
CMCS. Por otra parte, se encontraron sefiales entre 3.2 y 3.3 ppm, las cuales fueron atribuidos a
los protones de los grupos N-CH2-COOD, sugiriendo que fracciones de los grupos amino fueron

afectados por la carboximetilacién.

Las integrales de la regidon entre 4.05 y 4.55 ppm y 3.2 y 3.3 ppm fueron de 3.89 y 0.61
respectivamente, por lo que el CMCS analizado presentd un 86.4% de carboximetilacidén en la

posicién O (C3y C6) y un 13.6% en la posiciéon N (N2).
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Anexo 2: Ensayos preliminares de peliculas de

quitosano/carboximetil quitosano

1 Procedimiento experimental

Se prepararon distintas dispersiones de CS/CMCS variando el volumen de ambas soluciones de
manera de alcanzar una concentracion de biopolimero total de 1% (p/v). Las relaciones CS/CMCS

ensayadas fueron 1/0, 4/1, 3/1, 1/1, 1/3 y 0/1 (p/p).

Para evaluar la miscibilidad de ambos biopolimeros, se determind el rendimiento (R) del proceso.
Para eso, las suspensiones con distintas relaciones CS/CMCS se centrifugaron a 4000 RPM por 10
min, se separd el sobrenadante (soluciones formadoras de peliculas) y se dejo secar el

precipitado en estufa a 40 °C hasta alcanzar peso constante. El rendimiento (R) se calculé segun:
|mt' mpl
R(%)=———— x 100
m
Donde m¢(g) es la masa de biopolimero total (inicial) y mp (g) es la masa de biopolimero insoluble
(precipitado).
Asimismo, se tomaron medidas de pH de las dispersiones obtenidas.

2 Resultados

Se estudiaron formulaciones conteniendo distintas relaciones de CS y CMCS. Los valores de pH y
de R(%) encontrados variaron considerablemente en funcion de la cantidad de biopolimeros
utilizada, como se aprecia en la Tabla A 1. Todas las mezclas (4/1, 3/1, 1/1 y 1/3) presentaron
turbidez y precipitacion de biopolimeros en distintos grados siendo las dispersiones con mayor

proporcién de CS las que alcanzaron los porcentajes de R mas elevados.

Por otra parte, los valores de pH obtenidos para las distintas dispersiones variaron entre 4.5 y

9.8. EI CS es soluble en solucion acética diluida, mientras que el CMCS es soluble a pH neutro. Es
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decir que a medida que aumento la proporcidn de CS, el pH resultante fue mas acido y los sélidos
precipitados probablemente correspondieron a CMCS y a PECs de CS/CMCS insolubles a ese pH.
De la misma manera, a medida que la proporcion de CMCS en la mezcla aumentd, también
aumento el pH, precipitando mayoritariamente CS y PECs insolubles. Por lo tanto, la formacion

de soluciones turbias, pero sin precipitaciéon indicaria la formacion de PECs de CS/CMCS solubles.

En todos los casos las peliculas obtenidas fueron transparentes y flexibles. Sin embargo, a medida

qgue aumento la fraccion de CMCS, las peliculas se tornaron levemente mas quebradizas.

A partir de estos resultados preliminares, se estableci6 una zona de trabajo (de mayor
miscibilidad entre los biopolimeros) que comprendié desde relaciones CS/CMCS 4/1 hasta 1/0
(p/p). Esto se baso tanto en la evaluacion cualitativa de las peliculas y en el hecho de que el R fue

mayor en esta zona.

Tabla A 1. Valores de pH y R (%) para distintas relaciones CS/CMCS.

CS(%)  CMCS(%) CS/CMCS (p/p) R (%) pH
100 0 1/0 100 £ 0 4.49+0.02
80 20 4/1 85.6+2.3  4.69+0.01
75 25 3/1 849+42  4.73%0.05
50 50 1/1 549+09  5.27+0.01
25 75 1/3 45.0+6.1  7.27+0.05

0 100 0/1 100 £ 0 9.81 +0.07
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