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SEM  microscopía electrónica de barrido 

TEM  microscopía electrónica de transmisión 

TSB-YE  caldo triptona soja-extracto de levadura 

TPP  tripolifosfato pentasódico  

WVP  permeabilidad al vapor de agua 

WVTR  tasa de transmisión del vapor de agua 

XRD  difracción de rayos X 
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RESUMEN 

Los envases alimentarios activos pueden ser diseñados para reducir y controlar efectivamente la 

aparición de microorganismos patógenos y de deterioro, y por ende contribuir a la inocuidad y a 

prolongar la vida útil de los alimentos. Una alternativa de creciente interés dentro del área de 

envasado es el desarrollo de películas y recubrimientos comestibles y biodegradables a partir de 

productos naturales. Debido a sus propiedades únicas, los biopolímeros tales como el quitosano 

(CS) pueden ser utilizados como componentes principales de películas y recubrimientos. En 

particular, las películas 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 única bacteriocina Generalmente Reconocida Como Segura (GRAS). Sin embargo, su actividad 

en alimentos está limitada por varios factores por lo que es posible recurrir a la utilización de 

técnicas de nanoencapsulación para preservar la actividad y controlar la liberación de dicho 

compuesto.  

El objetivo del presente trabajo consistió en el desarrollo de películas biopoliméricas a base de 

CS con actividad antibacteriana para extender la vida útil de alimentos, en especial productos 

cárnicos. Las estrategias planteadas comprendieron, por una parte, la incorporación de 

nanopartículas de CS conteniendo NIS a una película biopolimérica a base de CS, y por otra, la 

formación de películas compuestas de CS y carboximetil quitosano (CMCS) con NIS libre. 

Como sistemas de nanoencapsulación de NIS, se estudiaron la reticulación de CS con 

tripolifosfato de sodio (TPP) y la formación de complejos alginato (ALG)/CS. Dado que el primer 

sistema no logró encapsular a la bacteriocina, se continuó el trabajo con el sistema de ALG/CS. 

Para optimizar la formulación de las nanopartículas, se utilizó un modelo experimental de Box-

Behnken y metodología de superficie de respuesta. Las nanopartículas obtenidas fueron 

caracterizadas y se confirmó la interacción entre sus componentes. Asimismo, las nanopartículas 

exhibieron actividad antibacteriana en estudios antimicrobianos in vitro. Por otra parte, se 

observó que el tratamiento con nanopartículas fue más efectivo que la bacteriocina sin 
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encapsular para inhibir el crecimiento de Listeria monocytogenes en muestras de carne, 

prolongando el período de inhibición con respecto al tratamiento con NIS libre.  

A continuación, se estudió la formación de películas de CS con la incorporación de las 

nanopartículas ALG/CS con NIS. La incorporación de NIS encapsulada mejoró las propiedades de 

las películas, tales como aspecto visual, opacidad, propiedades mecánicas y propiedades 

térmicas, en comparación a películas conteniendo NIS libre. Sin embargo, estas películas no 

demostraron actividad antibacteriana en los ensayos de difusión en agar realizados. Como 

alternativa, se estudió el agregado de CMCS a películas de quitosano con NIS y se encontró que 

las películas compuestas presentaron una actividad antibacteriana superior a la de las películas 

de CS con NIS. Además, la incorporación de CMCS tuvo un efecto plastificante y mejoró la 

distribución de la bacteriocina en la matriz biopolimérica, mejorando las propiedades 

estructurales. Por último, se comprobó que las películas compuestas conservaron su integridad 

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

En suma, en este trabajo se logró desarrollar nuevas alternativas para la mejora de la vida útil e 

inocuidad de alimentos, en particular de carne vacuna. Entre ellas, se destaca el desarrollo de 

nanopartículas de ALG/CS con NIS, que demostraron actividad antibacteriana tanto in vitro como 

en carne vacuna, así como el desarrollo de películas de CS/CMCS con NIS, las cuales exhibieron 

propiedades promisorias para aplicaciones de envasado de alimentos. 
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1 INTRODUCCIÓN 

1.1 Envases biopoliméricos 

1.1.1 Antecedentes 

Los cambios en el estilo de vida y hábitos alimentarios han impulsado una creciente demanda de 

alimentos de conveniencia y junto a eso, el crecimiento del mercado global de envases 

alimentarios. Según un informe de Grand View Research, Inc., se espera que dicho mercado 

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

Sin embargo, el desarrollo de envases alimentarios derivados del petróleo ha acarreado un 

incremento en los residuos plásticos no degradables, con un impacto negativo en el 

medioambiente. Es así que en las últimas 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 energía 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 tecnologías innovadoras 

como en el de compuestos naturales que sean capaces de reducir la actual dependencia con los 

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

La utilización de biopolímeros en la fabricación de envases biodegradables ha sido ampliamente 

explorada en los últimos años. De hecho, en 2011 se produjeron 3.5 billones de toneladas de 

biopolímeros a nivel mundial y se espera que en 2020 se alcance una producción de 12 billones 

de toneladas (4). En particular, existe una creciente tendencia al desarrollo de tecnologías 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 Biopolímeros 

Según la Organización Europea de Bioplásticos, los bioplásticos pueden ser definidos como 

plásticos fabricados a partir de recursos renovables (biobasados) o como plásticos que son 

biodegradables y/o compostables (5). Se entiende por polímeros biodegradables a aquellos 

capaces de descomponerse en CO2, CH4, H2O, compuestos inorgánicos o biomasa mediante 

(principalmente) la acción enzimática de microorganismos. Algunos de estos polímeros pueden 

ser compostables, implicando que su descomposición sucede a una velocidad consistente con la 

de materiales compostables conocidos (5). Bajo condiciones adecuadas de humedad, 

temperatura y disponibilidad de oxígeno, la biodegradación conduce a la fragmentación o 

desintegración de los plásticos, sin dejar residuos tóxicos o nocivos para el medio ambiente (3). 

De acuerdo a su origen, los biopolímeros pueden clasificarse en: 

• Polímeros naturales, ya sean extraídos de materias primas naturales como el almidón, 

celulosa, proteínas, o polímeros producidos por microorganismos (polihidroxialcanoatos, 

polihidroxibutiratos) 

• polímeros sintetizados químicamente a partir de monómeros bioderivados (ácido poliláctico 

(PLA)) (3,6) 

Los biopolímeros representan una alternativa interesante como materiales para envases 

biodegradables debido a sus propiedades únicas: son biocompatibles, no son tóxicos y no 

requieren el uso de disolventes orgánicos (7). 

1.1.3 Películas biopoliméricas 

En términos generales, la función 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 distribución.  

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

biopolímeros 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 

físico, químico y biológico, extendiendo su vida útil y garantizando su inocuidad (8). 

Generalmente, los materiales de base utilizados para fabricar películas y recubrimientos 

comestibles son los biopolímeros (hidrocoloides: proteínas y polisacáridos). También pueden 

utilizarse lípidos (ácidos grasos, cera), aunque éstos no son considerados biopolímeros. Estos 

materiales pueden ser utilizados solos o de manera combinada, dando lugar a la formación de 

matrices compuestas (8).  

Las películas suelen estar constituidas por polímeros que son capaces de proporcionar resistencia 

mecánica 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 asociación 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 

películas comestibles es utilizar al menos un componente capaz de formar una matriz continua 

con suficiente cohesión (8). 

Los polisacáridos y las proteínas presentan propiedades funcionales idóneas para la formación 

de películas debido a que pueden formar redes moleculares cohesionadas por una alta 

interacción entre sus moléculas (9). La formación de películas biopoliméricas involucra la 

interacción intermolecular de los biopolímeros que la conforman, a través de enlaces covalentes 

(enlaces disulfuro, reticulación química) y/o interacciones no covalentes (electrostáticas, 

hidrofóbicas) (8). 

Dentro de los polisacáridos utilizados para preparar biopelículas (películas biopoliméricas) se 

incluyen a la metilcelulosa, carboximetil celulosa, hidroxipropil celulosa, hidroxipropil metil 

celulosa, almidón de maíz, almidones modificados, amilosa, hidroxipropil amilosa, ALG, 

carragenano, pectina, CS, goma gellan, goma xantana, entre otros. Con respecto a las proteínas, 

se han reportado sistemas que incluyen proteínas del lactosuero, caseínas, colágeno, gelatina, 

ovoalbúmina, queratina, proteínas de pescado, proteína miofibrilar, zeína de maíz, gluten de 
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trigo, proteína de soja, proteína de guisante, proteína de maní, proteína de semilla de algodón, 

proteína del salvado de arroz, entre otras. 

Sin embargo, las estructuras de las películas que contienen polisacáridos y proteínas pueden ser 

quebradizas y rígidas debido a las extensas interacciones entre las moléculas de polímero. Por lo 

tanto, muchas veces es necesario agregar plastificantes para mejorar las propiedades mecánicas 

de la película. Los plastificantes son agentes de bajo peso molecular que al ser incorporados al 

material polimérico, se posicionan entre las moléculas de polímero e interfieren con las 

interacciones polímero-polímero, aumentando así la flexibilidad y extensibilidad del material (8). 

El plastificante más utilizado es el glicerol debido a su alta eficiencia y estabilidad, así como a su 

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

1.1.4 Películas antimicrobianas 

Los envases activos son aquellos materiales que, además 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 útil de 

los alimentos (11). Una característica interesante de las películas biopoliméricas es que las 

mismas pueden contener diversos aditivos para mejorar su efectividad, reducir la acción de 

microorganismos patógenos y de deterioro y retardar la oxidación y descoloración. 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 incorporación 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 útil 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 

prácticas de manufactura y manejo, sino un obstáculo adicional para los microorganismos (12). 
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Para controlar los microorganismos no deseados en los alimentos durante el almacenamiento y 

distribución, 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 películas o recubrimientos comestibles son liberados en la superficie de los 

alimentos para reducir, inhibir o retrasar el crecimiento microbiano. Además, también pueden 

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

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

han sido aplicadas a distintos alimentos. 

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

Biopolímeros Agentes antimicrobianos Alimento  Ref.  

CS/gelatina Aceite esencial de menta y tomillo Rábano (13)  
ALG Lactato de sodio, diacetato de sodio Pescado (14)  
Carboximetil 
celulosa/polivinil alcohol 

Aceite esencial de clavo Pollo (15)  

CS/gelatina Extracto de semilla de uva Pescado (16)  
ALG Enterocinas Jamón cocido (17)  
Celulosa NIS Carne procesada (18)  
Aislado de proteína de 
suero 

Aceite esencial de orégano Carne vacuna (19)  

Galactomanano NIS Queso ricota (20)  
Proteína de cebada y 
gelatina 

Extracto de semilla de uva Pescado (21)  

ALG/calcio Canela, NIS, EDTA Pescado (22)  
ALG/κ-carrageenano, 
pectina, goma xantana y 
almidón  

NIS, lactato de sodio, diacetato de 
sodio, sorbato de potasio 

Pavo (23)  

Caseinato de sodio NIS Queso (24)  
ALG NIS Carne vacuna (25)  
Caseinato de sodio NIS Queso (26)  

 

En los últimos años, se ha incrementado la demanda de productos naturales frente a la de 

productos sintéticos, así como de alimentos mínimamente procesados, sin el agregado de 

conservantes, pero con una vida útil más extensa. Por estos motivos, los agentes antimicrobianos 

de origen natural han cobrado importancia para su aplicación en envases con propiedades 

antimicrobianas. Dichos compuestos incluyen a sustancias de origen biológico 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 Películas bionanocompuestas 

La nanotecnología de polímeros es un área interdisciplinaria de investigación, desarrollo y 

actividad industrial que puede aportar soluciones innovadoras para mejorar las propiedades de 

los biopolímeros utilizados para el envasado de alimentos. De hecho, la nanotecnología de 

biopolímeros puede abordar e incluso ampliar las principales funciones del envasado de 

alimentos (contención, protección, preservación, comercialización y comunicación), 

proporcionando nuevos materiales compuestos (11). 

Un material compuesto resulta de la combinación física de dos (o más) fases químicamente 

distintas en una escala microscópica, 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 

según la función que cumpla la incorporación de las nanopartículas a la matriz biopolimérica: 

• Materiales nanocompuestos “mejorados”: Incorporación de nanopartículas para mejorar las 

propiedades mecánicas, propiedades de barrera a los gases y estabilidad frente a 

temperatura o humedad 

• Materiales nanocompuestos “activos”: Incorporación de nanopartículas que permite que el 

envase interactúe con el alimento y con el medio ambiente, desempeñando un papel 

dinámico en la conservación del producto 

• Materiales nanocompuestos “inteligentes”: Incorporación 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 tamaño nanométrico. La alta 

relación de área superficial/volumen y la mayor reactividad de la superficie de dichos agentes 
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permiten que esos sistemas sean capaces de inactivar más células microbianas en comparación 

a sus equivalentes de mayor escala (27). 

Los agentes antimicrobianos nanoestructurados más utilizados en envases alimentarios 

comprenden a las nanopartículas metálicas, como ser las de plata, oro, dióxido de titanio, óxido 

de zinc, óxido de magnesio, entre otras (27). De hecho, las nanopartículas de plata se pueden 

encontrar actualmente en varias aplicaciones comerciales. Las nanopartículas metálicas actúan 

por contacto directo, pero también pueden migrar lentamente y reaccionar preferentemente 

con los ácidos orgánicos presentes en los alimentos (28).  

Trabajos más recientes han investigado la incorporación de nanopartículas y nanoemulsiones 

preparadas a partir de hidrocoloides alimentarios a matrices biopoliméricas. Entre dichos 

sistemas, se destacan la incorporación de nanoemulsiones conteniendo aceites esenciales y de 

nanopartículas de CS, mientras que las matrices más comúnmente utilizadas son de biopolímeros 

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

1.2 Quitosano 

1.2.1 Características 

El CS es un derivado de la quitina (poli (β-(1-4)-N-acetil-D-glucosamina)), un polisacárido natural 

que se encuentra principalmente formando microfibras cristalinas y ordenadas del exoesqueleto 

de artrópodos o de la pared celular de hongos y levaduras (49). El CS se obtiene a partir de la N-

desacetilación parcial de la quitina y junto con su precursor, son materiales de gran interés 

comercial debido al alto porcentaje de nitrógeno que contienen (6.89%) en comparación 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 adsorción, entre otras, por lo que ambos polímeros naturales son ampliamente 

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

 

El CS es un cobiopolímero compuesto por unidades de β-(1,4)-2-acetamido-2-desoxi-D-glucosa y 

β-(1,4)-2-amino-2-desoxi-D-glucosa, comprendiendo una serie de polímeros que varían en 

cuanto a su peso molecular (desde aproximadamente 10000 a 1 millón de Da), con grado de 

desacetilación entre 50 y 95% (51).  

Si bien la mayoría de los polisácaridos de origen natural tales como la pectina, dextrina, agar, 

agarosa y celulosa, entre otras, son de naturaleza neutra o ácida, el CS es un polisacárido básico, 

soluble en soluciones ácidas diluidas (52). La presencia de grupos amino hace que el CS sea un 

polisácarido hidrofílico 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 (NH3
+), convirtiéndose en 

un polielectrolito catiónico soluble en agua. Por el contrario, si el pH es mayor a 6, los grupos 

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

La presencia de carga positivas permite la interacción del CS con otras moléculas polianiónicas, 

como ser proteínas, ADN, fosfolípidos u otros polisacáridos. Además, los grupos amino se prestan 

para una fácil funcionalización de la molécula de CS, ampliando aún más 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 formación de complejos de polielectrolitos (PECs por 

sus siglas en inglés), capacidad de formación de biopelículas, quelante de metales, entre otras 

(52). Asimismo, el CS resulta de interés por presentar también actividad antibacteriana y 

antifúngica (50,54). Debido a estas razones, el CS se ha aplicado en una amplia gama de áreas 

incluyendo a la biotecnología, biomedicina, alimentaria, cosmética, farmacéutica, agrícola y en 

el tratamiento de efluentes (55).   

En la industria alimentaria, el CS ha sido investigado para producir películas y recubrimientos con 

actividad antimicrobiana, como agente clarificador en jugo de manzana, antioxidante en 

salchichas e inhibidor de pardeamiento enzimático en jugos (55). De hecho, el CS está aprobado 

como aditivo alimentario en varios países incluyendo a Italia, Finlandia, Corea y Japón. Además, 

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 ácido limita la aplicación 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 Nanopartículas de quitosano 

El CS es un material que puede ser fácilmente procesado para producir nanomateriales tales 

como hidrogeles, membranas, nanofibras, micro y nanopartículas, esferas y andamios de 

regeneración tisular. Dichos materiales permiten la utilización de CS en aplicaciones de 

reparación tisular, vehiculización de drogas y compuestos activos, biosensores, entre otras (52).  

La obtención de partículas de CS mediante gelación iónica fue reportada por Calvo et al. (58) en 

el año 1996 y ha sido ampliamente estudiada desde entonces. La formación de micro o 

nanopartículas mediante el método de gelación o reticulación iónica tiene lugar debido a las 

interacciones electrostáticas que se establecen entre las cadenas de CS cargadas positivamente 

(grupo amino protonado, NH3
+) y los polianiones provenientes de un agente reticulante (58–60). 

Las condiciones de reacción para obtener micro o nanopartículas mediante gelación iónica son 
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relativamente moderadas y los agentes reticulantes pueden ser tanto sintéticos como naturales, 

siendo el más utilizado el tripolifosfato pentasódico (TPP) (Figura 2) (52,61). 

Varios trabajos han demostrado que la formación espontánea de nanopartículas de CS/TPP tiene 

lugar únicamente en determinados rangos de concentración de CS y TPP. Además, se ha 

observado que el tamaño de partícula depende de las concentraciones de CS y TPP, aumentando 

cuando una de estas concentraciones aumenta. Cuando la concentración de CS es mayor, las 

interacciones intermoleculares entre las cadenas de CS son más fuertes que la repulsión 

electrostática causada por la protonación de los grupos amino, resultando en partículas de mayor 

tamaño. Por otra parte, una mayor concentración de TPP implica una mayor densidad de grupos 

cargados negativamente que pueden interactuar con los grupos NH3
+ del CS. De esta manera, 

disminuye el potencial zeta de las partículas y por tanto la repulsión electrostática es menor y las 

partículas forman aglomerados de mayor tamaño cuando se excede el nivel de reticulado óptimo 

(58,60,62). Por esta razón, varios trabajos han estudiado el efecto de factores tales como la 

relación de concentraciones, volumen inicial y masa de CS y TPP para trabajar en el rango de 

adecuado para obtener nanopartículas de CS/TPP. 

 
Figura 2. Estructura de nanopartículas de CS reticuladas con TPP (55). 
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Calvo et al. también demostraron que las nanopartículas obtenidas podían ser utilizadas como 

sistemas de encapsulación de proteínas, encapsulando como proteína modelo a la albúmina de 

suero bovino (BSA) (58). En estudios posteriores, se encontró que las características de las 

nanopartículas de CS y su capacidad de encapsulación dependen de varios factores, como ser pH, 

fuerza iónica, densidad y distribución de cargas, peso molecular y grado de desacetilación del CS, 

así como la relación y la concentración del biopolímero, agente reticulante y compuesto a 

encapsular (51,58,60,63–67). Asimismo, se demostró que en los sistemas de encapsulación de 

proteínas conformados por CS/TPP, los mecanismos responsables de la asociación CS/proteína 

involucran interacciones hidrofóbicas, enlaces de hidrógeno y otras interacciones fisicoquímicas, 

así como el propio confinamiento físico causado por la gelación controlada del CS (68).  

1.2.3 Biopelículas de quitosano 

Las películas de CS representan una alternativa interesante como materiales para envases 

activos, no sólo por sus propiedades inherentes a los biopolímeros, 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 películas sean resistentes, flexibles 

y transparentes. Las películas de CS puro son generalmente cohesivas, compactas, con superficies 

lisas, sin poros ni grietas. Al igual que otros polisacáridos, las películas de CS tienden a presentar 

resistencia a la grasa y aceite, con permeabilidad selectiva a los gases (CO2 and O2). Sin embargo, 

son estructuras hidrofílicas por lo que ofrecen una baja resistencia a la interacción con moléculas 

de agua (69,70). Según varios estudios, las propiedades funcionales y mecánicas de las películas 

a base de CS pueden mejorarse al combinar el CS con otros hidrocoloides tales como pectina, 

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

El CS ha demostrado su actividad antimicrobiana cuando se utiliza como película sobre varios 

alimentos, aunque para ciertos productos alimentarios, las películas 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 vehiculización y liberación de otros compuestos antimicrobianos tales 
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como ácidos, sales, aceites esenciales, enzimas, bacteriocinas (70). Varias de estas aplicaciones 

se resumen en la Tabla 2. 

Tabla 2. Aplicaciones de películas 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 

pavo 
(73) 

CS Nanocelulosa Staphylococcus aureus 

Escherichia coli 

Salmonella enteritidis 

Carne 
picada 

(74) 

CS/gelatina Extracto de semilla de uva 
y aceite esencial Ziziphora 

clinopodioides 

Listeria monocytogenes Pescado (16) 

CS/gelatina Aceite esencial de menta y 
tomillo 

Listeria monocytogenes Rábano (13) 

CS/proteína de 
suero lácteo 

- Bacterias ácido lácticas y 
microorganismos 
mesófilos y 
psicrotróficos 

Queso 
ricotta 

(75) 

CS - Bacterias mesófilas 
aerobias totales, 
pseudomonas, bacterias 
productoras de H2S, 
bacterias ácido lácticas, 
enterobacterias y 
Listeria monocytogenes 

Pescado (76) 

CS/ciclodextrin
a 

Carvacrol Mesófilos, psicrófilos, 
Pseudomonas spp., 
enterobacterias, 
bacterias ácido lácticas y 
levaduras y hongos. 

Pollo (77) 

CS Nanoemulsión de aceite 
esencial de mandarina 

Listeria innocua Porotos 
verdes 

(38) 

 

1.2.4 Carboximetil quitosano 

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

baja solubilidad en agua y en solventes orgánicos (78), en particular en el área 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 químicas que introducen grupos hidrófilos a la 

molécula del CS (19). Un ejemplo es el CMCS, un derivado anfótero del CS que se obtiene a través 

de la introducción 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 obtención depende de las condiciones de reacción y de los reactivos utilizados. 

Las condiciones de reacción, el grado de carboximetilación y el pH del medio determinan la 

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

 

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 

vehiculización de drogas y enzimas, reparación de heridas, ingeniería tisular, bioimagenología y 

cosmética (81). Si bien su uso en el área alimentaria es aún limitada, el CMCS es un biomaterial 

promisorio para la conservación y envasado de alimentos debido a las propiedades mencionadas 

previamente (82). 

1.2.5 Biopelículas de carboximetil quitosano 

El estudio de biopelículas de CMCS se ha orientado principalmente a aplicaciones de liberación 

controlada de fármacos 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 películas de CMCS para aplicaciones alimentarias es más escaso y 

más reciente con respecto a otras biopelículas. Suriyatem et al. investigaron una biopelícula 

comestible a partir de CMCS y almidón de arroz (84) y el mismo grupo de trabajo posteriormente 

incorporó propóleos a dicha matriz biopolimérica para mejorar sus propiedades antimicrobianas 

y antioxidantes (85). Asimismo, recubrimientos de CMCS fueron estudiados como preservante y 

agente antifúngico en espárragos verdes (86). Por último, la empresa Nova Chem (Halifax, 

Canadá) desarrolló un recubrimiento comestible a base de CMCS para preservar frutas (87). 

Tabla 3. Biopelículas de CMCS y sus aplicaciones. 

Matriz Fármaco o ingrediente 
active 

Aplicación Ref. 

N/CMCS - - (82,88) 
CMCS/PVA Ác. salicílico, teofilina, 

ornidazol 
Liberación controlada 
de fármacos 

(89) 

CMCS/PVA Ornidazol Liberación controlada 
de fármacos 

(90) 

CS/CMCS Coenzima A Liberación controlada 
de fármacos 

(91) 

CMCS/ác. hialurónico-
carboximetil celulosa 

- - (92) 

O/CMCS Tetraciclina Liberación controlada-
antimicrobiano 

(93) 

CS/CMCS - - (94) 
CMCS cuaternizado/PVA Cobre Antimicrobiano (95) 
CMCS/pululano - - (87) 
CMCS - Recuperación de 

heridas 
(96) 

Almidón de arroz/CMCS - Biopelícula comestible (84) 
Almidón de arroz/CMCS Propóleos Biopelícula 

antimicrobiana, 
antioxidante 

(85) 

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

1.3.1 Características 

El ácido algínico es el principal polisacárido estructural de la pared celular de las algas pardas. 

Está formado por dos unidades monoméricas de ácido α-L-gulurónico (G) y ácido β-D-

manurónico (M), las cuales se agrupan formando bloques con secuencias GG, MM y GM (Figura 

4). La composición 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).  

 

Figura 4. Estructura química de ALGs compuestos por: bloques G,  
bloques M y  G y M intercaladas (99). 

 

El ALG ha sido ampliamente estudiado debido a sus propiedades físicas y químicas, 

principalmente para la formación de micropartículas y geles. El ALG es un biopolímero aniónico, 

con valores de pKa de 3.38 y 3.65 para el ácido manurónico y el ácido gulurónico respectivamente 

(100). Es una sustancia no tóxica, biodegradable, de bajo costo y fácilmente disponible. 

Asimismo, el ALG es mucoadhesivo, biocompatible y no inmunogénico (99). 
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El ALG ha sido utilizado durante muchos años en la industria de alimentos y bebidas como agente 

espesante, agente gelificante y estabilizador coloidal, y actualmente es un biopolímero con 

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

1.3.2 Micro y nanopartículas de alginato 

Las primeras micropartículas de ALG con fines de encapsulación fueron desarrolladas en 1980. 

Desde entonces, el desarrollo y la aplicación de partículas de ALG han sido ampliamente 

investigados, siendo dicho biopolímero uno de los materiales más comúnmente aplicados para 

la formación de micropartículas (hidrogel) en la actualidad (99). 

El reticulado químico o físico de las cadenas poliméricas del ALG da lugar a hidrogeles. El método 

más común para la formación de geles de ALG es mediante la reticulación iónica del ALG con 

cationes multivalentes, siendo el Ca2+ el más utilizado. Dado que este método puede llevarse a 

cabo en condiciones suaves, es ideal para la encapsulación de principios activos sensibles. La 

gelación del ALG se basa en el intercambio de iones de Na+ de los bloques de ácido gulurónico 

(G) con los cationes multivalentes y el posterior apilamiento de estos bloques G, formando una 

estructura característica conocida como "caja de huevos". En esa estructura, los iones de Ca2+ se 

sitúan 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). 

 
Figura 5. Representación de estructura de “caja de huevos”  

formada por bloques de ácido gulurónico reticulados por Ca2+ (101). 



 36 

 

Las propiedades fisicoquímicas de los geles de ALG dependen del tipo de reticulación, la densidad 

de reticulación, el peso molecular y la composición del ALG, así como de la presencia de agentes 

complejantes tales como el fosfato y el citrato.  

En 1993, Rajaonarivony et al. describieron un nuevo método de preparación de nanopartículas 

de ALG para vehiculizar fármacos, cuyos tamaños se encontraron entre 250 y 850 nm. Las 

partículas se formaron al agregar cloruro de calcio a una solución de ALG, con posterior agregado 

de una solución de poli-L-lisina (102). Dado que las concentraciones de las soluciones de ALG y 

de cloruro de calcio utilizadas fueron más bajas que las comúnmente utilizadas para formar un 

típico gel de ALG, se alcanzó un estado de “pre-gel” compuesto por agregados de tamaño 

nanométrico y dispersos en una fase acuosa continua. A dicho pre-gel se le agregó una solución 

acuosa del policatión poli-L-lisina, formando así un PEC entre ALG y poli-L-lisina para recubrir a 

las nanopartículas de ALG formadas previamente (99).  

1.3.3 Nanopartículasde alginato/quitosano 

La mezcla en solución de polielectrolitos con carga opuesta resulta en la asociación espontánea 

de los mismos, debido a la formación de interacciones electrostáticas fuertes, aunque 

reversibles. Estas interacciones directas entre cadenas poliméricas conducen a la formación de 

redes polielectrolíticas complejas con estructuras no permanentes, en ausencia de agentes 

reticulantes covalentes.  

La formación y estabilidad de los PECs dependen de muchos factores, como el grado de ionización 

de los polielectrolitos con carga opuesta, la densidad y distribución de las cargas en las cadenas 

poliméricas, la concentración de los polielectrolitos, su proporción de mezcla, la naturaleza de 

los grupos iónicos, la posición de los grupos iónicos en las cadenas poliméricas, el peso molecular 

de los polielectrolitos, la temperatura, la fuerza iónica y pH del medio de reacción, entre otros 

(61). 

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

propiedades en comparación a los biopolímeros por separado, tales como una estructura más 
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resistente, mayor estabilidad mecánica y menor tendencia a hincharse (100). Además, ciertas 

características de los PECs de ALG/CS como ser el tamaño de partícula y la carga superficial, 

pueden ser controladas variando las condiciones de preparación como ser pH, fuerza iónica y 

composición del medio, así como las características de los biopolímeros 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 oxidación, degradación enzimática e hidrólisis (104). Como se observa en la Figura 6, la 

formación de PECs entre ALG y CS ocurre mediante la interacción electrostática entre los grupos 

NH3
+ del CS y los grupos COO- del ALG (105). Los PECs de ALG/CS han sido utilizados 

principalmente en aplicaciones de administración de compuestos activos tales como la 

encapsulación de proteínas, péptidos y ADN (106,107).  

 
Figura 6. Ilustración esquemática de interacciones electrostáticas entre ALG y CS (105). 

 

Generalmente, la formación de nanopartículas 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 según se ha reportado, esto mejora la estabilidad de 

las partículas y reduce la porosidad de sus membranas (99). Por otra parte, trabajos más recientes 
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han reportado la formación de nanopartículas de ALG/CS sin el agregado de cloruro de calcio 

(105,108).  

La aplicación de PECs de ALG/CS en el área alimentaria incluye a la nanoencapsulación de 

distintas sustancias activas tales como vitamina B2 (109), aceites esenciales (104,110), ε-polilisina 

(111), lisozima (112), entre otros. Con respecto a la micro y nanoencapsulación de NIS, 

Chandrasekar et al. estudiaron la formación de micropartículas de ALG/CS conteniendo NIS (113). 

Por otra parte, Zohri et al. reportaron la formación de nanopartículas de ALG/CS cargadas con 

NIS utilizando únicamente dispersiones coloidales de ALG y CS en presencia de una solución de 

NIS (114). Estas nanopartículas 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 Características 

La fermentación bacteriana de materias primas perecederas ha sido utilizada durante siglos con 

el fin de extender el tiempo de vida útil y preservar el valor nutricional de alimentos y bebidas. 

Los productos derivados del metabolismo de las bacterias ácido-lácticas (BAL) incluyen una 

variedad de compuestos con propiedades antimicrobianas (ácido láctico, peróxido de hidrógeno, 

diacetilo, etc.), que actúan como bioconservantes inhibiendo a los microorganismos de deterioro 

(116). Además 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 acción más potente que la de los metabolitos 

mencionados anteriormente. Las bacteriocinas son aisladas de alimentos tales como carne y 

productos lácteos, 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 más de 40 países desde hace más de 50 años como conservante natural de 

alimentos (116).  

La NIS es una péptido pequeño de 34 aminoácidos que pertenece a la familia de los lantibióticos, 

la cual se caracteriza por contener aminoácidos 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 carácter anfifílco. Su extremo N-terminal tiene un número 

relativamente alto de residuos hidrofóbicos mientras que el C-terminal es más hidrofílico, con 

grupos funcionales cargados positivamente provenientes de los residuos de lisina e histidina. 

Otra característica importante de la NIS es la ausencia de residuos con carga negativa, por lo que 

es un péptido catiónico en un amplio rango de pHs (117) y su punto isoeléctrico (pI) se encuentra 

a pH 8.8 (118).  

El peso molecular de la bacteriocina es de 3510 Da y puede encontrarse formando dímeros o 

tetrámeros. Las principales variantes de la molécula son la NIS A, Z y Q. Las formas A y Z son las 

más comercializadas y la diferencia entre ambas reside en una única sustitución en la posición 

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

 
Figura 7. Estructuras de las moléculas de NIS A y Z (119). 

 

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

fácilmente 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) inoculación de alimentos con una cepa productora de NIS 

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

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

d) adición de NIS encapsulada y/o inmovilización de NIS en una matriz sólida (partículas, geles 

o películas) para controlar su liberación y protegerla de la degradación por enzimas 

proteolíticas (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 fermentación de leche descremada 

con Lactococcus lactis. El fermento resultante es luego concentrado y separado, secado por spray 

dryer y molido en pequeñas partículas. El producto final, Nisaplin®, contiene aproximadamente 

1x106 UI/g de NIS A, 74.4% NaCl, 23.8% de sólidos de leche desnaturalizada y 1.7% de humedad 

(116).  

1.4.2 Actividad antimicrobiana 

El mecanismo de acción de la NIS ha sido ampliamente estudiado. En bacterias Gram-positivas, 

la bacteriocina se ancla a la membrana celular a través de su unión con el lípido II, 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 adsorción inicial de la NIS a la superficie de la célula involucra interacciones 

electrostáticas entre la bacteriocina catiónica y los fosfolípidos cargados negativamente de la 

membrana, mientras que la hidrofobicidad del extremo N-terminal permite su inserción en la 

membrana celular (120). Debido a la impermeabilidad de su membrana, las bacterias Gram-

negativas son generalmente resistentes a la acción 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 patógenos. La listeriosis es la enfermedad causada por la bacteria ubicua L. 

monocytogenes, la cual puede crecer a temperaturas de refrigeración y a bajas concentraciones 

de oxígeno. Si bien la listeriosis es una enfermedad poco común, presenta tasas de mortalidad 

altas comparadas con las de otros patógenos. Los casos de listeriosis están 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). Según la definición 

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 elaboración 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 lácteos 

(24,114,122–129), las carnes (principalmente vacuna o de cerdo) y sus derivados 

(25,119,122,130–135). Sin embargo, su aplicación 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. Aplicación de NIS en alimentos (119). 

Alimento Microorganismo Concentración de NIS 
efectiva (UI/ml o UI/g) 

Queso cottage L. monocytogenes 2000 
Queso ricotta L. monocytogenes 100 
Leche descremada Esporas de B. cereus 4000 
Salchicha tipo bologna Lb. sake y Lb. curvatus 1000 
Queso procesado Clostridium spp.; Bacillus spp. 200-600 
Productos lácteos 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 biológica de las bacteriocinas depende de la composición química y de 

las características físicas de los alimentos a los cuales son incorporadas. En particular, la actividad 

antimicrobiana de la NIS puede verse disminuida rápidamente luego de la aplicación inicial, 

debido a mecanismos de difusión física, adsorción y/o degradación química (122). En una matriz 

cárnica, estos factores incluyen el contenido de sal y grasa, la actividad de agua, la presencia de 

agentes de curación y otros aditivos, y el tamaño de partícula del alimento. Además, la NIS es 

relativamente insoluble debido a su carácter hidrofóbico, pierde eficacia a pH > 5 (pH de la carne 

entre 5.4-5.8) y puede inactivarse en presencia de glutatión (143). La temperatura de 

almacenamiento, atmósferas 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 combinación 

con otros agentes sinérgicos de conservación u obstáculos tecnológicos, como envasada al vacío 

(122).  

Varios estudios han demostrado que la combinación de NIS con otros obstáculos 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 

retrasó 1 día a temperatura ambiente en comparación con un retraso de 2 semanas cuando se 

incubó a 5 °C (144). Cutter y Siragusa (145) demostraron que el tratamiento de carne vacuna post 

rigor con pulverización de NIS condujo a una reducción inmediata de ca. 2 log UFC/cm2 para L. 

monocytogenes. Además, estos autores estudiaron los efectos de la combinación de la aplicación 

de NIS en spray, el envasado en vacío y el almacenamiento a temperaturas de refrigeración, y 

encontraron que esta combinación de obstáculos inhibió el crecimiento de L. monocytogenes 

durante un período 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 inhibición aumentó cuando se combinó NIS con aceite esencial de tomillo, 

resultando en una disminución de 2 log UFC/g durante el almacenamiento a 4 °C (146). La 

aplicación simultánea de varias bacteriocinas también fue investigada por Vignolo et al., 
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encontrando que la mayor actividad antibacteriana se debió a la aplicación de la combinación de 

NIS junto con una o más bacteriocinas (147). 

1.4.4 Nanoencapsulación de nisina 

La aplicación de tecnologías en escala nanométrica puede ofrecer una alternativa para facilitar la 

vehiculización, conservación y liberación controlada de compuestos sensibles, mejorando la 

eficiencia de los mecanismos involucrados para lograr la encapsulación física, adsorción o 

conjugación química. Este aumento en la eficiencia se debe a una mayor área específica, así como 

a mejores condiciones de distribución, liberación y absorción (148).  

La encapsulación 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 hidrofóbicas o hidrofílicas, según 

sea necesario. Por su parte, la encapsulación permite evitar la degradación química que resulta 

de procesos de oxidación o de interacciones con la matriz alimentaria, además de facilitar el 

aprovechamiento de sinergias entre más de un agente activo (148). Además, generalmente la 

nanoencapsulación de compuestos activos permite la utilización de una menor cantidad del 

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

Como se mencionó anteriormente, la aplicación directa de NIS en la superficie de los alimentos 

puede limitar la efectividad de la acción de la bacteriocina. Es así que la nanoencapsulación de 

dicha bacteriocina puede constituir una alternativa efectiva para protegerla de la inactivación, 

evitar interacciones indeseables con los componentes de la matriz alimentaria y de ese modo 

mejorar su actividad antimicrobiana. Asimismo, la encapsulación de compuestos antimicrobianos 

puede aumentar su concentración en ciertas áreas de los alimentos en las que los 

microorganismos están localizados, como por ej., fases ricas en agua o interfaces líquido-sólido 

(149). 

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

liposomas (46,125–127,150–152), partículas formadas por biopolímeros y PECs (7,114,115,153–
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158), nanopartículas sintetizadas por precipitación antisolvente (159), nanoemulsiones (160), 

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

Los liposomas son vesículas esféricas compuestas por membranas formadas por bicapas de 

fosfolípidos, delimitando un espacio hidrofílico entre bicapa y bicapa y un espacio hidrofóbico al 

interior de la bicapa, por lo que constituyen un vehículo adecuado para encapsular bacteriocinas 

(164). Los liposomas han sido ampliamente estudiados como sistemas de encapsulación de NIS, 

pero presentan algunas desventajas como ser el alto costo de los fosfolípidos y del escalado del 

proceso de producción a nivel industrial (165). Es así que en los últimos años se han investigado 

otros sistemas para encapsular NIS tales como sistemas biopoliméricos y sus PECs. Entre los 

sistemas compuestos por un solo biopolímero como material pared, se destacan las 

nanopartículas de CS (157,166) y ALG (25,167,168). Asimismo, se han reportado varios trabajos 

que estudiaron la formación de PECs entre dos biopolímeros, incluyendo a PECs de ALG y pectina 

(156), CS y ALG (114,115,169), ALG y goma guar (170), CS y ácido gamma poli-glutámico (158), 

ALG y celulosa (171), ALG y almidón resistente (168) y CS y carragenina (169), entre otros. 

1.4.5 Incorporación de nisina en películas biopoliméricas 

La incorporación 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 aplicación 

directa de NIS implica el agregado de grandes cantidades (sin optimizar) de la bacteriocina para 

alcanzar la acción antimicrobiana deseada. Una alternativa para superar estas limitaciones es la 

incorporación de NIS en matrices sólidas tales como biopelículas, para así controlar su liberación 

y proteger a la bacteriocina de la acción de enzimas proteolíticas. De esta manera, también se 

puede asegurar una concentración 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 incorporación de NIS a distintas matrices biopoliméricas 

conformadas principalmente por proteínas y polisacáridos, incluyendo recubrimientos y películas 
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comestibles a partir de celulosa, proteína del lactosuero, proteína de soja, ovoalbúmina, gluten 

de trigo, hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), zeína, CS, ALG, entre otros (18,20,22,24–26,172–

188). La incorporación 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 película, se libera rápidamente, 

pudiendo ser una limitante para la conservación de alimentos. Por el contrario, cuando la NIS se 

agrega al seno de la matriz polimérica, su liberación podrá ser controlada y dependerá de las 

propiedades de los polímeros como ser barrera de difusión 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 adsorción o absorción de la 

NIS. Además, la relación entre la NIS adsorbida o absorbida no siempre es directamente 

proporcional a la actividad antimicrobiana del envase debido a posibles interacciones NIS-

biopolímeros (119).   

La incorporación de NIS a distintas matrices poliméricas ha sido estudiada como estrategia para 

preservar distintos alimentos, entre los cuales se encuentran los productos cárnicos. Tal como se 

observa en la Tabla 5, varios estudios han investigado la actividad antimicrobiana de películas 

conformadas principalmente por biopolímeros, en diferentes productos cárnicos. 

En particular, varios autores han investigado específicamente la acción antibacteriana de envases 

activos conteniendo NIS. Guerra et al. observaron que los envases de celofán 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 días a 4 °C (189). Por su parte, Dawson et al. encontraron que 

biopelículas de proteína de soja conteniendo NIS y aplicadas a la superficie de carne de pavo 

procesada redujo en 1 log la población de L. monocytogenes luego del almacenamiento en 

refrigeración por más de 21 días (190). En un estudio posterior, McCormick et al. estudiaron la 

aplicación de biopelículas de proteína de trigo conteniendo Nisaplin® en carne de pavo 

procesada, encontrando que su utilización en combinación con un tratamiento térmico de la 

carne permitió la disminución de la población de L. monocytogenes en 2.5 logs durante 8 semanas 

(191). A su vez, se demostró en un estudio realizado por Nguyen et al. que una película de celulosa 
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con NIS logró reducir en 2 log la población de L. monocytogenes en frankfurters, luego de 14 días 

(18). Por otra parte, Theivendran et al. encontraron que recubrimientos a base de proteína de 

soja, NIS y extracto de semilla de uva o extracto de té verde fueron capaces de reducir en más de 

2 log la población de L. monocytogenes luego de 28 días tanto a 4 °C como a 10 °C (192). En 

cuanto a películas plásticas recubiertas con CS y NIS, Ye et al. encontraron que películas de CS 

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

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

ahumado, encontrándose que el recubrimiento de dicha película plástica con una solución de CS 

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

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

de refrigeración en combinación con envasado al vacío (194). 

Tabla 5. Películas conteniendo NIS para preservación de productos cárnicos. 

Matriz Microorganismo Aplicación Ref. 

CS/etil lauroil arginato Listeria innocua Carne de pavo (73) 
ALG Staphylococcus aureus Carne vacuna (25) 
Celulosa L. monocytogenes, recuento 

aerobios total 
Frankfurters (18) 

ALG/calico Recuento viable total, 
recuento psicotrófico total 

Pescado (22) 

Proteína de soja L. monocytogenes Frankfurters (192) 

CS/hidroxipropilmetil 
celulosa (HPMC)-

Surlyn 

L. monocytogenes Jamón (193) 

CS/HPMC/Surlyn L. monocytogenes Salmón (194) 

Celulosa Listeria innocua, 

Staphylococcus aureus 

Jamón (181) 

Polietilieno Lactobacillus helveticus, 

Brochothrix thermosphacta 
Carne vacuna (195) 

Celofán Recuento aerobios total Carne vacuna (189) 

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

Proteína de trigo L. monocytogenes, 

Salmonella typhimurium 

Carne de pavo procesada (191) 
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1.4.6 Incorporación de nanopartículas de nisina a películas alimentarios 

Si bien el agregado de nanopartículas a películas alimentarias representa una alternativa 

interesante para el desarrollo de envases alimentarios activos de nueva generación, los trabajos 

que han estudiado la incorporación de nanopartículas de NIS a películas alimentarias son escasos.  

El primer trabajo reportado en el cual se fusionó el concepto de película bioactiva con la 

nanoencapsulación de NIS, fue el de Imran et al., quienes estudiaron el desarrollo de películas de 

HPMC con incorporación de nanoliposomas de NIS. En dicho estudio, se encontró que las 

películas nano-activas presentaron propiedades físico-químicas similares a las de las películas de 

HPMC. Asimismo, los autores propusieron que la incorporación de liposomas de NIS permitió una 

liberación controlada de la bacteriocina (47).  

Un estudio posterior llevado a cabo por Boelter y Brandelli investigó el agregado de liposomas 

de NIS y nanoarcilla a películas de gelatina y caseinato, los cuales exhibieron actividad 

antimicrobiana contra L. monocytogenes, C. perfringens y B. cereus y según los autores, 

representaron una alternativa interesante para el desarrollo de nuevos envases alimentarios 

(46).  
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo general 

El objetivo general del presente trabajo consistió en el desarrollo de una película biopolimérica 

para extender la vida útil de productos alimentarios. El biopolímero principal de la película fue el 

CS y como modelo de principio antimicrobiano se utilizó NIS, el cual fue testeado según su 

actividad antibacteriana frente a L. monocytogenes.  

Se plantearon dos estrategias para el desarrollo de las biopelículas con actividad antimicrobiana, 

las cuales, hasta donde se tiene conocimiento, no han sido reportadas por trabajos previos. La 

primera consistió en el desarrollo de nanopartículas de CS conteniendo NIS y su posterior 

incorporación en biopelículas de CS, de manera de conservar las propiedades y controlar la 

liberación de la NIS. La segunda alternativa consistió en la incorporación directa del principio 

activo antimicrobiano a películas compuestas de CS y CMCS. 

2.2 Objetivos específicos 

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

con las siguientes componentes: 

 

a) Formulación, síntesis, caracterización y evaluación de nanopartículas conteniendo NIS 

i. Puesta a punto de técnica de cuantificación de NIS 

ii. Desarrollo de formulación y síntesis de nanopartículas en base a CS para 

encapsulación de NIS 

iii. Optimización de la formulación mediante herramientas de diseño experimental 

iv. Ensayos de caracterización de las nanopartículas 

v. Evaluación de la actividad antimicrobiana de las nanopartículas in vitro y en carne 
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b) Formulación, síntesis, caracterización y evaluación de biopelículas a base de CS con 

incorporación de nanopartículas de CS conteniendo NIS. 

i. Síntesis y caracterización de película de CS con incorporación de nanopartículas de 

NIS 

ii. Caracterización de película de CS con incorporación de nanopartículas de NIS 

iii. Evaluación de la actividad antimicrobiana in vitro de las biopelículas 

 

c) Formulación, síntesis, caracterización y evaluación de biopelículas a base de CS y CMCS 

conteniendo NIS. 

i. Síntesis y caracterización de película de CS y CMCS con incorporación de NIS 

ii. Caracterización de película de CS y CMCS con incorporación de NIS 

iii. Evaluación de la actividad antimicrobiana in vitro de las biopelículas 

2.3 Justificación 

El presente trabajo de doctorado propuso el desarrollo de recubrimientos biopoliméricos de 

aplicación alimentaria, como solución alternativa a problemáticas de inocuidad de alimentos, 

para obtener productos alimentarios de mayor calidad y vida útil. Si bien el estudio y desarrollo 

de sistemas de envasado comestibles se han consolidado a nivel mundial, la incorporación de 

nanopartículas con actividad biológica a dichos sistemas es incipiente y por lo tanto se identificó 

una oportunidad de investigación.  

Asimismo, la aplicación de técnicas nanotecnológicas implicó la generación de conocimiento en 

un área estratégica transversal, en áreas de creciente interés como la inocuidad alimentaria y los 

envases biopoliméricos, favoreciendo la inserción científica y tecnológica de nuestro país en 

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

Por último, cabe mencionar que el trabajo propone alternativas para el desarrollo de estrategias 

de inocuidad alimentaria, apuntando a su aplicación en carne vacuna, un área de amplio interés 

nacional. En ese sentido, se seleccionó como microorganismo modelo para la evaluación 
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antimicrobiana de los sistemas estudiados a L. monocytogenes por tratarse de un patógeno 

relevante en productos cárnicos.  
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3 MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1 Materiales 

Nisaplin, la forma comercial más disponible de nisina con 2.5% de nisina pura (1 x 106 UI/g) fue 

donada por Duey S.A., representante de Danisco Inc. (Grindsted, Dinamarca). El CS con peso 

molecular viscosimétrico (Mv) de 80.98 kDa y grado de desacetilación (DD) de 81.9% (según 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, Japón). El 

ácido 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,O-CMCS con Mv 

de 295.44 kDa, DD de 96.9% y grado de sustitución (DS) de 94.5% (según lo determinado en 

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

3.2 Cepa bacteriana 

Se conservó 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 (A600) en un rango entre 0.08-0.10 equivalente al patrón 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 utilización en ensayos 

posteriores.  

3.3 Técnicas experimentales 

3.3.1 Método del ácido bicinconínico 

El método del ácido bicinconínico (BCA) es utilizado para cuantificar proteínas y su aplicación 

para determinar NIS ha sido ampliamente reportado (47,172,196). Dicho método se basa en la 

formación de un complejo Cu2+-proteína, con la posterior reducción del Cu2+ a Cu1+. La cantidad 
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reducida es proporcional al contenido de proteína. El BCA forma un complejo con el Cu1+ de color 

púrpura intenso con absorbancia máxima a λ= 562 nm.  

El ensayo de BCA es más sensible que los ensayos de Biuret o Lowry y presenta una variabilidad 

menor que la del método de Bradford. Además, el complejo coloreado es estable, es menos 

susceptible a la acción de detergentes y el método puede ser aplicado en un amplio rango de 

concentraciones de proteína (172,196,197). 

3.3.2 Diseño experimental  

En los últimos años, se ha prestado especial atención al diseño experimental y la metodología de 

superficie de respuesta (RSM, por sus siglas en inglés) para optimizar las condiciones de 

preparación de los sistemas de nanoencapsulación.  

La metodología de superficie de respuesta (RSM) es una técnica estadística eficiente para la 

optimización de experimentos con múltiples variables, que permite la determinación de los 

parámetros óptimos con un bajo número de corridas. La optimización por RSM presenta más 

ventajas que el enfoque tradicional del estudio de un sólo factor a la vez. Además de consumir 

más tiempo, los enfoques tradicionales no pueden detectar las interacciones entre distintos 

factores de un experimento (198).  

Los tipos más comunes de modelos RSM son el diseño factorial de tres niveles, el diseño 

compuesto central y el diseño de Box-Behnken. Este último es más eficiente ya que permite la 

determinación de los parámetros óptimos con un mínimo de número de corridas con respecto a 

otros diseños (198). 

3.3.3 Dispersión de luz dinámica  

La dispersión de luz dinámica (DLS, por sus siglas en inglés), también conocida como 

espectroscopia de correlación de fotones o dispersión de luz cuasi elástica (QELS, por sus siglas 

en inglés), se utiliza principalmente para medir el tamaño y su distribución en sistemas coloidales 

en la región submicrométrica.  
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Un haz de luz láser pasa a través de una suspensión líquida que contiene partículas en 

movimiento Browniano. La intensidad del haz de luz disperso fluctúa debido al movimiento 

aleatorio de las partículas y dichas fluctuaciones, proporcionales al tamaño de las partículas, son 

medidas a lo largo del tiempo con un determinado ángulo de dispersión. El equipo de DLS genera 

una función de autocorrelación para determinar el coeficiente de difusión traslacional y luego 

utiliza la ecuación de Stokes-Einstein (ecuación 1) para determinar el diámetro hidrodinámico: 

D3

kT
d(H)

πη
=                                                                                                                                                                                              (1) 

Donde d(H) es el diámetro hidrodinámico, D es el coeficiente de difusión traslacional, k la 

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

3.3.4 Dispersión 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 fenómenos involucrados en 

el movimiento tangencial del fluido adyacente a una superficie cargada. Las partículas 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 partícula (capa rígida), 

rodeada a su vez por una segunda capa de mayor extensión (capa difusa). Bajo la aplicación de 

un campo eléctrico externo, la partícula se pone en movimiento y se da una ruptura de la 

distribución iónica: hay iones que se moverán con la partícula y otros que se quedarán donde se 

encontraban originalmente. Este límite es conocido como el plano de deslizamiento y el potencial 

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

La teoría DLVO, desarrollada por Derjaguin, Landau, Verwey y Overbeek en 1940, relacionó la 

estabilidad de los sistemas coloidales al balance entre las fuerzas de repulsión de la doble capa 

eléctrica y las fuerzas de atracción de van der Waals. Si las fuerzas de repulsión predominan, las 

partículas se mantienen separadas evitando la agregación y floculación. Es así que el potencial 
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zeta, determinado a partir de mediciones de movilidad electroforética, da una indicación sobre 

la estabilidad coloidal de las partículas en suspensión. Generalmente, las partículas con potencial 

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

3.3.5 Microscopía electrónica de transmisión 

La microscopía electrónica de transmisión (TEM, por sus siglas en inglés) se basa en la obtención 

de imágenes mediante la irradiación 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 imágenes obtenidas presentan una resolución muy superior a la de las imágenes 

obtenidas por microscopía óptica. Asimismo, la técnica TEM proporciona información estructural 

y química sobre un amplio rango de escalas hasta dimensiones atómicas, por lo que su utilización 

permite comprender las propiedades de los materiales nanoestructurados.   

En el modo de funcionamiento estándar de TEM, un haz de electrones incidente penetra a través 

de una muestra muy delgada. La interacción de los electrones con la muestra resulta en la 

emisión de electrones no dispersos, electrones dispersados elásticamente y electrones 

dispersados inelásticamentes (203). Sólo una pequeña fracción de los electrones que han pasado 

a través de la muestra se utiliza para formar la imagen final amplificada, comúnmente 

denominada imagen de amplitud o de contraste de difracción. Este proceso se realiza a alto vacío, 

ya que en otro caso los electrones podrían ser desviados por el aire. 

En la técnica de microscopía electrónica de alta resolución (HREM, por sus siglas en inglés), se 

utiliza una apertura del objetivo mucho mayor (o, en ocasiones, ninguna). Así, el haz incidente 

puede interferir con uno o más haces difractados y el contraste de la imagen dependerá de las 

fases relativas de los diversos haces. Por lo tanto, este modo de formación de imágenes 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 hidratación y volatilización o reacción de moléculas orgánicas. 

3.3.6 Microscopía de fuerza atómica 

La microscopía de fuerza atómica (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 preparación de muestras, las 

imágenes son muy similares a las obtenidas por microscopía electrónica de barrido (SEM, por sus 

siglas en inglés) con resolución de hasta varios nanómetros. Además del tamaño y la forma de las 

partículas, el AFM también puede proporcionar información sobre las propiedades superficiales 

y topografía de las partículas (199). 

3.3.7 Espectroscopía Raman 

La espectroscopía Raman pertenece a la rama de la espectroscopía vibracional. Cuando un haz 

de luz monocromática incide sobre una molécula, si bien la gran mayoría de los fotones 

dispersados sufren una dispersión elástica (dispersión de Rayleigh), una pequeña proporción son 

dispersados inelásticamente (dispersión Raman). Los fotones dispersados por el efecto Raman 

experimentan ligeros cambios de frecuencia que son característicos de los enlaces químicos de 

los componentes. Los espectros Raman son complementarios, aunque intrínsecamente 

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

La espectroscopía Raman tiene como ventajas que el análisis se realiza directamente sobre la 

muestra, sin tratamientos previos, por lo que es una técnica no destructiva. Además, ya que el 

efecto Raman es poco sensible a las moléculas de agua, es posible caracterizar muestras 

hidratadas. En particular, mediante la espectroscopía Raman confocal (microscopio confocal 

acoplado al espectrómetro Raman) es posible obtener espectros Raman puntuales o realizar un 

barrido tomando varios espectros sobre la superficie de la muestra. Se obtienen imágenes 

ópticas con los espectros Raman permitiendo estudiar la composición química y su distribución 

a lo largo de la superficie de la muestra. 
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3.3.8 Síntesis de películas biopoliméricas 

Las biopelículas pueden obtenerse por dos métodos de síntesis: el método húmedo y el método 

seco. El proceso húmedo, también llamado “casting” de solución o vaciado en placa, se basa en 

la dispersión o solubilización de los biopolímeros (mediante la preparación de una “solución 

formadora de película”) y su posterior evaporación, dando lugar a la formación de la biopelícula. 

Por el contrario, el método seco incluye la utilización de prensado térmico o moldeado por 

compresión, así como de técnicas de fusión y extrusión (206). Si bien el método seco es más 

rápido y puede requerir menos energía, el método húmedo puede ser más efectivo y de menor 

costo.  

3.3.9 Microscopía electrónica de barrido 

La microscopía electrónica de barrido (SEM, por sus siglas en inglés), utiliza haces de electrones 

acelerados y lentes electrostáticas o electromagnéticas para generar imágenes de alta 

resolución, debido a la corta longitud de onda de los electrones en comparación a la de fotones 

de luz visible. Es un método utilizado para obtener imágenes 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 señales que reflejan la composición atómica y detalles 

topográficos de la muestra. Al interaccionar con la muestra, el haz de electrones incidente genera 

emisiones de electrones dispersados elásticamente, (electrones retrodifundidos), electrones de 

baja energía dispersados inelásticamente (electrones secundarios) y radiación X característica 

proveniente de los átomos en la superficie o cercanos a la superficie de la muestra. La emisión 

de electrones secundarios es la predominante en SEM y son los que dan lugar a la formación de 

la imagen. Para evitar que los electrones colisionen con las moléculas de aire, la muestra es 

colocada en un receptáculo a alto vacío. 

Esta técnica permite la obtención de información de nanomateriales tal como el tamaño, la 

distribución de tamaño, la forma y la topografía. Sin embargo, el proceso de secado y contraste 

de las muestras puede ocasionar que las muestras se encojan y por lo tanto alterar las 

características del material. Asimismo, las muestras deben ser conductoras para evitar la 
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acumulación de carga y la generación de imágenes falsas, por lo que frecuentemente se aplica 

un bañado metálico, como ser oro.  

En comparación al TEM, el SEM tiene menor resolución, pero produce imágenes 3D de la 

superficie de la muestra, mientras que el TEM penetra la muestra y produce imágenes de la 

estructura interna de la muestra. La profundidad de campo, es decir la porción de la imagen 

observable de forma nítida, alcanzada por SEM resulta notablemente mayor que la alcanzada por 

TEM (203).   

3.3.10 Propiedades mecánicas de películas biopoliméricas 

Las propiedades mecánicas describen como se comporta un material cuando se le aplican fuerzas 

externas y dado que las películas biopoliméricas pueden ser sometidas a diferentes fuerzas 

externas durante su utilización, es relevante evaluar las propiedades mecánicas de las mismas. 

Las fuerzas externas que se aplican sobre un material se pueden clasificar en fuerzas de tensión, 

compresión, cortante y torsión. Toda fuerza externa que se aplique sobre un material ocasiona 

que el mismo se deforme. En el caso de una fuerza en tensión, el material se alarga en el sentido 

de aplicación de la fuerza, y se acorta en la dirección transversal a la fuerza aplicada. Para estudiar 

la reacción de los materiales a las fuerzas externas que se les aplican, se utiliza el concepto de 

esfuerzo. 

El esfuerzo (σ) se puede definir como la fuerza aplicada por unidad de área que ocurre cuando 

dos fuerzas actúan en dirección opuesta a través de los dos extremos de una estructura. El σmax 

es el máximo esfuerzo que puede soportar la muestra durante un ensayo de tensión. Asimismo, 

la deformación del material se define como el cambio en la longitud a lo largo de la línea de 

aplicación de la fuerza (207). La deformación de rotura (ε) se determina en el punto en el que la 

película se rompe durante un ensayo mecánico 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 películas (208). 
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3.3.11 Propiedades térmicas de películas biopoliméricas 

El análisis térmico abarca al grupo de técnicas en las que se mide una propiedad física de un 

sistema (sustancia o un material) en función 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 calorimetría diferencial de barrido (DSC, por sus siglas en inglés), es una técnica de análisis 

térmico que permite la determinación de la temperatura y del flujo de calor asociados a las 

transiciones del material analizado, en función 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 polímeros dependen de la química y de las 

propiedades físicas de los polímeros puros, de la presencia de aditivos, así como del tipo de 

procesamiento aplicado a los polímeros. Por lo tanto, es posible utilizar DSC como método de 

caracterización física para estudiar el comportamiento térmico de polímeros puros, copolímeros, 

mezclas de polímeros y compuestos. Generalmente, se utiliza DSC no isotérmico para la 

identificación de polímeros básicos puros, así como para la determinación de su pureza y 

estabilidad. Los polímeros amorfos exhiben una temperatura de transición vítrea y los polímeros 

semicristalinos pueden poseer temperatura de transición vítrea, temperatura de cristalización y 

temperatura de fusión. Estas propiedades pueden modificarse frente a la presencia de aditivos o 

debido al procesamiento aplicado a los polímeros (210). 

3.3.12 Difracción de rayos X 

La difracción de rayos X (XRD, por sus siglas en inglés) es una herramienta utilizada para analizar 

e identificar la estructura atómica 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 cristalógrafo puede producir una 

imagen tridimensional de la densidad electrónica en la red cristalina. La densidad electrónica 

determinada indica las posiciones medias de los átomos en el cristal, proporcionando su 

estructura cristalina. 

Los polímeros pueden ser cristalinos, semicristalinos, microcristalinos o amorfos. La presencia y 

la cantidad relativa de estas formas dependen de la formulación y procesamiento del polímero, 

afectando las propiedades mecánicas de los mismos. Las técnicas de XRD han sido ampliamente 

utilizadas en el análisis de películas biopoliméricas para estudiar las fases cristalinas, la 

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

3.3.13 Opacidad de películas biopoliméricas 

Las propiedades visuales de una película biopolimérica para envasado de alimentos, como ser su 

transparencia, tienen un gran impacto en el grado de aceptación por parte del consumidor. Es 

esencial que los materiales de envasado presenten buenas propiedades ópticas, como 

transparencia y alto brillo, para satisfacer la demanda de los consumidores para tener una visión 

clara del producto. La transparencia, el opuesto a opacidad, depende del polímero involucrado y 

de la forma en la que se procesó la película de envase. La formación de cristales grandes durante 

la preparación de las biopelículas otorga una apariencia opaca debido a la difracción y a la 

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

3.3.14 Permeabilidad al vapor de agua de películas biopoliméricas 

La determinación de las propiedades de barrera de una película biopolimérica es crucial para 

estimar y predecir la vida útil del producto envasado en la misma. Los requisitos específicos de 

barrera de un sistema de envasado está relacionado con las características y la aplicación final 

prevista (213). 

Un requisito esencial de las películas 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 atmósfera 
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circundante o entre dos componentes en un alimento heterogéneo, de manera de prolongar la 

vida útil del alimento envasado (214). 

La permeabilidad al vapor de agua (WVP, por sus siglas en inglés) es un parámetro importante 

para evaluar la permeación del vapor de agua a una temperatura dada. Para mantener los 

alimentos frescos, el valor de WVP debería ser mantenido lo más bajo posible (215). Asimismo, 

es un parámetro clave para garantizar las cualidades organolépticas de los alimentos y la 

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

3.3.15 Solubilidad de películas biopoliméricas 

La resistencia a la exposición al agua es una propiedad importante de las películas comestibles 

para uso en envasado y protección de alimentos. La solubilidad de las biopelículas es un indicador 

de su integridad en medio acuoso y en general, una mayor solubilidad indica una menor 

resistencia al agua. Además, la solubilidad es un factor importante relacionado con la 

biodegradabilidad de las películas 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 película debe ser estar en 

contacto con agua durante el procesamiento del alimento, evitando la exudación de productos 

frescos o congelados (208). Por otra parte, una alta solubilidad puede ser una ventaja para 

algunas aplicaciones tales como para la cocción de alimentos recubiertos con películas 

comestibles (217).  

3.4 Procedimiento experimental 

3.4.1 Cuantificación de nisina  

En el presente trabajo se utilizó el ensayo QuantiPro BCA (Sigma-Aldrich), ya que brinda una 

respuesta lineal a bajas concentraciones (0.5 a 30 μg/ml) y además su uso es recomendado para 

ensayos en placas multipocillos, permitiendo la cuantificación del péptido en varias muestras de 

manera simultánea.  
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Las curvas de calibración fueron realizadas mediante el método de diluciones seriadas, a partir 

de una solución madre de NIS (Nisaplin®) en agua. Las placas conteniendo las muestras fueron 

incubadas a 60 °C y se evaluaron dos tiempos de incubación: 30 y 60 min. Luego de alcanzar 

temperatura ambiente, se realizaron medidas de absorbancia utilizando un espectrofotómetro 

UV-VIS (Ultrospec 3100 pro, Amersham Bioscience, Amersham, Reino Unido) a λ= 560 nm. Las 

curvas fueron realizadas por triplicado. 

3.4.2 Síntesis de nanopartículas de quitosano/tripolifosfato pentasódico con 

nisina 

En primer lugar se realizaron ensayos para determinar el rango de concentraciones necesarias 

para asegurar la formación de nanopartículas CS/TPP vacías (sin NIS), indicada por la aparición 

de una suspensión opalescente (58). Para eso, se estudiaron los efectos de la variación de un sólo 

factor a la vez:  

• relación ácido acético/CS: variación de la concentración de ácido acético entre 1.5 y 3.5 

mg/ml 

• variación de la relación CS/TPP (v/v) inicial entre 1.8 y 3.6. 

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

acuerdo a lo recabado en bibliografía: 

• Relación CS/TPP (p/p) = 3 

• [CS] = 1 mg/ml 

• Volumen de solución de CS = 10 ml 

• pH de trabajo = 4.8 

• Temperatura ambiente 

• Velocidad de agitación entre 600 y 800 RPM 

Para preparar las nanopartículas, se prepararon soluciones de CS en ácido acético 1% (v/v) y TPP 

con las concentraciones necesarias para alcanzar las concentraciones planteadas en los ensayos 

preliminares. En particular, para cada síntesis, se preparó una solución de CS y se dejó en 
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agitación por 30 min a temperatura ambiente. A continuación, se ajustó el pH a 4.8 con NaOH. 

Se agregó gota a gota y con agitación agua (blanco) y se mantuvo en agitación por 90 min. Por 

último, se agregó gota a gota y con agitación la solución de TPP. Se mantuvo en agitación por 60 

min.  

Luego de obtenidas las nanopartículas, se estudiaron los efectos de la concentración de ácido 

acético y de la relación inicial CS/TPP (v/v) sobre su tamaño de partícula, índice de polidispersión 

(PDI, por sus siglas en inglés) (según lo descrito en 3.4.6) y potencial zeta (según lo descrito en 

3.4.7).  

A partir de estos resultados, se establecieron los parámetros (concentración de ácido acético y 

relación CS/TPP (v/v) inicial) de trabajo y se estudió el efecto de la variación de CS/TPP (p/p) sobre 

nanopartículas conteniendo NIS. Las nanopartículas se prepararon al igual que las nanopartículas 

vacías, utilizando una solución de NIS (Nisaplin) en lugar de agua (blanco). Luego, se analizó el 

tamaño de partícula, PDI y potencial zeta y por último, se evaluó la eficiencia de encapsulación 

(según lo descrito en 3.4.5). 

3.4.3 Síntesis de nanopartículas de alginato/quitosano con nisina 

Las nanopartículas conteniendo NIS fueron preparadas según una modificación del método de 

preparación de nanopartículas de ALG-poli-L-lisina descrito en 1.3.2 (102). En el presente trabajo, 

las nanopartículas fueron preparadas por gelación iónica de ALG mediante el agregado de 

Nisaplin, seguido de una complejación con CS.  

En primer lugar, se prepararon soluciones stock de CS y ALG a 25 °C. Para preparar la solución de 

CS, se disolvió el biopolímero en ácido acético 1% (v/v) para obtener una concentración de 5 

mg/ml, se agitó por 30 min y luego se ajustó el pH a 5.4 utilizando NaOH 1 N. Por otra parte, se 

disolvió ALG en agua desionizada de manera de alcanzar una concentración de 5 mg/ml, se agitó 

por 30 min y luego se ajustó el pH a 5.2 utilizando HCl 1 N. Ambas soluciones fueron filtradas con 

un filtro de jeringa de 0.22 μm 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 



 63 

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 síntesis de las nanopartículas conteniendo NIS, se agregó gota a gota la solución de 

Nisaplin (1 ml) a la solución de ALG (8 ml), en agitación. Se mantuvo en agitación por 30 min. 

Luego, se agregó gota a gota la solución de CS (4 ml) a la mezcla ALG/NIS y se mantuvo en 

agitación por 60 min. Todos los pasos involucrados en la preparación de las nanopartículas se 

llevaron a cabo a 25 °C. 

3.4.4 Diseño experimental y optimización de la formulación 

Para evaluar y optimizar los parámetros de la formulación de las nanopartículas, se utilizó un 

diseño experimental de Box-Behnken con 3 factores en 3 niveles. La matriz del diseño 

experimental y el análisis 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 relación ALG/CS (p/p), (X2) y el contenido final de 

Nisaplin® (X3). Las variables dependientes consideradas fueron: la eficiencia de encapsulación 

(Y1), el tamaño de partícula (Y2) y el potencial zeta (Y3).  

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

Variables independientes Niveles 

Bajo (-1) Medio (0) Alto (1) 
X1= ALG (mg/ml) 0.3 0.5 0.7 

X2= ALG/CS (p/p) 2 5 8 

X3= Nisaplin (mg/ml)  0.8 2 3.2 

    
Variables dependientes Restricciones 
Y1= eficiencia de encapsulación (%) Maximizar 

Y2= tamaño de partícula (nm) Minimizar 

Y3= potencial zeta (mV) |Y3|>30  

 

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

nanopartículas, se realizaron ensayos preliminares de un factor a la vez utilizando rangos de 
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concentración final (concentración de ALG de 0.3 a 1 mg/ml, relación ALG/CS (p/p) de 0.5 a 8, 

concentración de Nisaplin de 0 a 4.4 mg/ml, seleccionados en base a lo recabado en bibliografía 

(7,108,114,169,218–220). Las muestras fueron analizadas visualmente y la ausencia de 

agregación y la formación de una dispersión opalescente indicaron la formación de las 

nanopartículas. Los rangos de concentración encontrados en dichos ensayos preliminares y que 

llevaron a la formación de nanopartículas determinaron la región experimental resultante del 

diseño de Box-Behnken. En la Tabla 6 se pueden observar los rangos utilizados en el diseño 

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

La matriz del diseño experimental comprendió 15 corridas experimentales, incluyendo 13 puntos 

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

Tabla 7. Diseño 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 estadística de los coeficientes y 

valores de R2 utilizando ANOVA. Para cada factor de respuesta (Y), se definió una ecuación de 

segundo orden según: 
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Y =β0 + β1X1 + β2X2 + β3X3 + β11X1
2 + β22X2

2 + β33X3
2 + β12X1X2 + β13X1X3 + β23X2X3                                         (2)                 

Donde Y es la respuesta medida de las variables dependientes; β0 es la ordenada en el origen; β1, 

β2 y β3 son los coeficientes lineales; β11, β22 y β33 son los coeficientes cuadráticos; β12, β13 y β23 

son los coeficientes de interacción, 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 parámetros de la 

formulación óptima. Para evaluar la precisión de los modelos obtenidos, se compararon las 

respuestas experimentales con los valores predichos. Asimismo, la aplicación de RSM incluyó la 

generación de superficies de respuesta 3D y gráficas de contorno para estudiar los efectos 

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

La formulación óptima se obtuvo utilizando el programa Design-Expert, mediante la aplicación 

de las restricciones descritas anteriormente en la Tabla 6. La formulación óptima obtenida fue 

utilizada a la hora de sintetizar nanopartículas para los ensayos de caracterización y los análisis 

antimicrobianos. 

3.4.5 Eficiencia de encapsulación de nanopartículas 

La eficiencia de encapsulación (EE) se define como la relación de NIS encapsulada con respecto a 

la NIS total incorporada. Se puede determinar de manera indirecta, utilizando la siguiente 

ecuación: 

100
W

)W(W
EE

t

ft ×
−

=                                                                                                                                                                         (3) 

Donde: Wt= NIS total (g), Wf= NIS libre en sobrenadante (g). 

Para la determinación de la EE, se cuantificó la nisina libre en el sobrenadante. Para pelletizar las 

nanopartículas, se centrifugó 5 ml de suspensión de nanopartículas a 20000 x g durante 40 min 

a 8 °C. La EE (%) se calculó según la ecuación 3.  



 66 

3.4.6 Tamaño de partícula 

Las medidas de tamaño de partícula y PDI se realizaron utilizando un analizador de tamaño de 

partícula 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 tamaño de 

partícula 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 utilizó el modelo 

de aproximación de Smoluchowski para obtener el potencial zeta a partir de la movilidad 

electroforética.  

3.4.8 Microscopía electrónica de transmisión  

Las muestras de nanopartículas fueron analizadas por microscopía electrónica de transmisión 

(TEM, por sus siglas en inglés) utilizando un microscopio electrónico de transmisión de alta 

resolución (HR-STEM JEOL 2100, Jeol, Japón). La suspensión de nanopartículas fue ultrasonicada 

por 15 min y luego se colocó una gota de la muestra en una grilla de cobre (300-mesh) con film 

de carbono. Se dejó secar por 24 h a temperatura ambiente. Las imágenes fueron tomadas con 

una cámara Gatan Orius SC 1000, sonda EDS OXFORD X-Max 65T con detector SDD de 65mm2 

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

3.4.9 Microscopía de fuerza atómica 

Las nanopartículas de NIS se analizaron utilizando un microscopio de fuerza atómica WITec Alpha 

300-RA (WITec GmbH, Ulm, Alemania) en el modo AC. Se colocó una gota de suspensión de 

nanopartículas sobre un sustrato de silicio y la muestra se dejó 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 μm, ancho promedio de 45 μm y espesor de 4.6 μm. La frecuencia de 

operación fue de 81.6 kHz. 
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3.4.10 Espectroscopía Raman 

Las mediciones de espectroscopía Raman confocal se llevaron a cabo utilizando un microscopio 

Raman-Confocal WITec Alpha 300-RA (WITec GmbH, Ulm, Alemania). Se analizaron muestras de 

nanopartículas cargadas con nisina y se compararon con soluciones de ALG/CS, NIS, CS y ALG. Las 

muestras se prepararon con las mismas concentraciones finales que la formulación óptima. Para 

preparar la muestra de NIS, se disolvió Nisaplin® en agua desionizada y se centrifugó a 4000 RPM 

durante 10 min para eliminar los sólidos insolubles. Se colocó una gota de la muestra 

correspondiente sobre un sustrato de silicio y se dejó secar a temperatura ambiente por 24 h. 

Los espectros Raman se obtuvieron utilizando un láser de excitación de λ= 785 nm y potencia de 

10 mW. Se promedió un conjunto de 20 espectros con tiempo de integración de 0.2 s. 

3.4.11 Actividad antimicrobiana in vitro de nanopartículas 

Para todos los estudios de actividad antimicrobiana (in vitro y en carne), y con el fin de lograr la 

concentración de NIS (proveniente de las nanopartículas) requerida en cada instancia, las 

suspensiones de nanopartículas de ALG/CS con NIS se centrifugaron a 20.000 x g a 8 °C por 40 

min. El sobrenadante se desechó y el precipitado se resuspendió en agua desionizada. La cantidad 

de suspensión de nanopartículas requerida para obtener la concentración de NIS equivalente se 

calculó utilizando la EE experimental de la formulación optimizada. 

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

inhibición del crecimiento microbiano a 4 °C: 

a) CMI y CMB 

Se determinó la CMI del sistema planteado con respecto al crecimiento de un inóculo de L. 

monocytogenes, comparando el efecto inhibitorio de muestras de nanopartículas de ALG/CS con 

NIS con el de soluciones de NIS libre. 

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

pocillo se sembró 100 μl de caldo triptona soja-extracto de levadura (TSB-YE, por sus siglas en 
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inglés) y 50 μl de TSB-YE inoculado con el cultivo de L. monocytogenes (5 x 105 UFC/ml) preparado 

según lo descrito en 3.2. Además, a cada pocillo se le agregó 50 μl de dispersión de nanopartículas 

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

Las concentraciones finales equivalentes de NIS fueron de 125, 250, 500, 1000, 2000 y 4000 

UI/ml, tanto para las muestras de nanopartículas como de NIS libre. Las microplacas se incubaron 

a 37 °C y se monitoreó el crecimiento microbiano a 0, 24 y 48 h mediante medidas de A600, 

utilizando un espectrofotómetro UV/Vis (Ultrospec 3100 pro, Amersham Bioscience, Amersham, 

Reino Unido).  

La inhibición del crecimiento microbiano (%) se calculó según: 

x100
A

AA
(%) Inhibición

control 600

muestra  600control 600
−

=                                                                                               (4) 

Los valores de CMB se determinaron a partir de las placas utilizadas para la determinación de la 

CMI. Luego de 24 y 48 h de incubación a 37 °C, se subcultivó 10 μl de cada pocillo en placas con 

agar PALCAM y suplemento selectivo PALCAM. Las placas se prepararon por duplicado y se 

incubaron a 37 °C por 24-48 h. Al finalizar la incubación, se examinó el crecimiento de colonias 

de L. monocytogenes en las placas. La ausencia de crecimiento indicó que el sistema probado 

tuvo acción bactericida para la dilución contenida en el pocillo correspondiente.  

 

Figura 8. Microplaca para determinación de CMI y CMB. 
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b) Inhibición del crecimiento microbiano a 4 °°°°C 

Para estudiar la inhibición del crecimiento a temperatura de refrigeración, se prepararon 

microplacas adicionales conteniendo muestras de nanopartículas y NIS libre, tal como se 

describió previamente, las cuales fueron almacenadas a 4 °C. En los pocillos de control (sin 

tratamiento) se colocó agua como blanco. Las concentraciones finales de NIS fueron 125, 250, 

500, 1000, 2000 and 4000 UI/ml. Se realizaron medidas de A600 a los 0, 1, 2, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 

24 y 27 días 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 concentración del principio 

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

3.4.12 Actividad antimicrobiana en carne de nanopartículas 

Se cortaron trozos de carne vacuna magra fresca de aproximadamente 10 g. Los trozos fueron 

sometidos a radiación UV por 15 min en cabina estéril y luego fueron inoculados (mediante 

aplicación con pipeta) con 0.5 ml de un cultivo de L. monocytogenes (preparado según lo descrito 

en 3.2) de manera de alcanzar ~ 1 x 104 UFC/g de carne. Luego de incubación a 25 °C por 15 min 

para facilitar la adhesión superficial, las muestras fueron colocadas asépticamente en bolsas 

plásticas Cryovac T7335B (Sealed Air Corp., Charlotte, NC, USA). A continuación, se aplicaron los 

siguientes tratamientos:  

a) Solución de NIS de 400 UI/g de carne 

b) Solución de NIS de 800 UI/g de carne 

c) Solución de nanopartículas de ALG/CS con NIS de 400 UI/g de carne 

d) Solución de nanopartículas de ALG/CS con NIS de 800 UI/g de carne 

e) Agua desionizada como solución control (sin tratamiento) 

A continuación, se cerraron las bolsas aplicando vacío y se conservaron a 4 °C. Se retiraron 

muestras a los 0, 4, 10, 17 y 24 días. Cada bolsa retirada fue abierta en cabina estéril y se le agregó 

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 μl 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 realizó recuento de 

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

3.4.13 Preparación de soluciones formadoras de películas de quitosano con 

nanopartículas  

En primer lugar, se prepararon soluciones stock de CS y NIS. Las soluciones stock se prepararon 

a 25 °C. Para la solución de CS, se disolvió dicho biopolímero en ácido acético 1% (v/v) para 

obtener una concentración de 2% (p/v). Dicha solución fue mantenida en agitación por 30 min, 

filtrada con un filtro de jeringa de 0.22 μm 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 concentración de 40000 UI/ml y centrifugando a 4000 RPM por 10 min a 4 °C para 

remover los sólidos insolubles. 

Luego, se prepararon las soluciones formadoras de películas. Para eso, se preparó una solución 

acuosa de CS 1% (p/v) a partir de la solución stock de CS. Se agregó glicerol como plastificante 

(0.2 g/g de biopolímero) (94). Por otra parte, se prepararon nanopartículas de ALG/CS siguiendo 

la formulación óptima encontrada en 4.3.2. Con el fin de lograr la concentración de NIS requerida 

en cada película (proveniente de las nanopartículas), las suspensiones de nanopartículas de 

ALG/CS con NIS se centrifugaron a 20.000 x g a 10 °C durante 40 min. El sobrenadante se desechó 

y el precipitado se resuspendió en agua desionizada. Para calcular la cantidad necesaria de 

nanopartículas para obtener la concentración equivalente de NIS, se consideró la EE 

experimental de la formulación óptima. Las suspensiones de nanopartículas (5 ml) se 

incorporaron gota a gota a 31 ml de la solución de CS 1% (p/v) en agitación (400 RPM). Se 

continuó agitando por 30 min. 

Para las biopelículas de CS con NIS libre, se preparó una solución acuosa de CS 1% (p/v) a partir 

de la solución stock de CS. Se agregó glicerol como plastificante (0.2 g/g de biopolímero) (94). Por 

otra parte, se agregó gota a gota y bajo agitación (400 RPM), 5 ml de una dilución de la solución 

stock de NIS a 31 ml de la solución de CS 1% (p/v), de manera de alcanzar la concentración final 
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de NIS requerida para cada biopelícula. La solución formadora de película resultante se dejó en 

agitación por 30 min. 

Por último, para las biopelículas de CS control (sin NIS ni nanopartículas de ALG/CS con NIS) se 

utilizó 5 ml de agua desionizada en lugar de la solución de NIS o de nanopartículas. 

3.4.14 Preparación de soluciones formadoras de películas 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 solución de CS, se disolvió dicho biopolímero en ácido acético 1% (v/v) 

para obtener una concentración de 2% (p/v). Por otro lado, se disolvió CMCS en agua desionizada 

para obtener una concentración de 1% (p/v). Ambas soluciones fueron mantenidas en agitación 

por 30 min, filtradas con un filtro de jeringa de 0.22 μm 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 concentración de 40000 UI/ml y centrifugando a 4000 RPM por 10 

min a 4 °C para remover los sólidos insolubles. 

Para preparar las soluciones formadoras de películas, se diluyeron las soluciones stock de CS y 

CMCS en agua desionizada para alcanzar una concentración de 1% (p/v) y las soluciones 

obtenidas se dejaron en agitación por 30 min a 25 °C. Luego, se agregó la solución de CMCS gota 

a gota a la solución de CS en agitación, en las siguientes relaciones CS/CMCS: 100/0, 95/5, 90/10, 

85/15 and 80/20 (p/p), con una concentración de biopolímero final de 1% (p/v). Dichas relaciones 

fueron obtenidas a partir de los ensayos preliminares descritos en el Anexo 2. A continuación, se 

agregó glicerol como plastificante (0.2 g/g de biopolímero) (94). La mezcla fue dejada en agitación 

por 14-16 h a 25 °C, se centrifugó a 4000 RPM por 10 min a 25 °C y se recuperó el sobrenadante, 

obteniéndose así las soluciones de CS/CMCS. Para las películas de CS/CMCS con NIS, se agregó 

gota a gota 5 ml de una dilución de la solución stock de NIS a 31 ml de la solución CS/CMCS 

correspondiente, en agitación (400 RPM), de manera de alcanzar concentraciones finales de NIS 

de 1000 y 6000 UI/ml de solución formadora de películas. Se dejó en agitación por 30 min. Las 

películas control (sin NIS) se prepararon utilizando agua desionizada. 
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3.4.15 Síntesis de películas biopoliméricas 

Todas las biopelículas se elaboraron por el método de "casting" o vaciado en placa, para lo cual 

se vertieron 31 ml de la correspondiente solución formadora de película en placas de poliestireno 

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

Las biopelículas obtenidas fueron desmoldadas con facilidad y se conservaron en desecador con 

50% de humedad relativa. Para alcanzar dicha HR, se colocó una solución acuosa de glicerol (79% 

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

3.4.16 Microscopía electrónica de barrido 

Se obtuvieron imágenes SEM para analizar la microestructura de las muestras de biopelículas. 

Las películas 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 

electrónico de barrido JEOL JSM-5900 Low Vacuum (Jeol Ltd., Tokio, Japón) a un voltaje de 

aceleración de 20 kV. 

3.4.17 Determinación del espesor de películas biopoliméricas 

El espesor de las películas se midió utilizando un micrómetro de mano (Tactix 245311, Meridian 

International Co. Ltd, China), al 0.001 mm más cercano. Las medidas se realizaron en al menos 

siete ubicaciones aleatorias de cada película 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 mecánicas. 

3.4.18 Propiedades mecánicas de películas biopoliméricas 

Las pruebas de tracción 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 películas (100 mm x 10 mm). Las medidas se 
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llevaron a cabo con una separación inicial de agarre de 50 mm y una velocidad constante de 50 

mm/min a 25 °C hasta la ruptura.  

El σmax y la ε (%) se calcularon según las siguientes ecuaciones: 

σmax (MPa) = σmax /A                                                                                                                                                 (4)  

ε (%) = 100 x (L – L0)/L                                                                                                                                      (5) 

Donde σmax es la resistencia máxima (N), A es el área de la sección transversal de la película (mm2), 

L es la longitud final (mm) y Lo es la longitud inicial (mm) de la probeta. Para cada formulación, 

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

 

Figura 9. Texturómetro utilizado para determinación de las propiedades mecánicas  
de las biopelículas mediante ensayos de tracción. 

 

3.4.19 Propiedades térmicas de películas biopoliméricas 

Las propiedades térmicas de las películas biopoliméricas se evaluaron utilizando un calorímetro 

diferencial de barrido (DSC-60, Shimadzu, Japón). Las muestras (5 mg) de películas se pesaron y 

se colocaron en crisoles de aluminio sin tapas, en atmósfera estática. Como referencia, se utilizó 

un crisol vacío. 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 °C y segundo ciclo de 25 °C a 320 °C. Las curvas se realizaron tomando los valores promedios. 

3.4.20 Difracción de rayos X 

Las películas se analizaron por XRD utilizando un difractómetro (Ultima IV, Rigaku Co., Japón), 

con radiación CuKα. Los difractogramas se realizaron en configuración Bragg-Brentano, en un 

rango de 10 a 50°, en pasos 2θ de 0.02° y tiempo de integración de 1 s por paso.  

3.4.21 Opacidad de películas biopoliméricas 

La opacidad de las películas biopoliméricas se evaluó utilizando un espectrofotómetro UV/Vis 

(Ultrospec 3100 pro, Amersham Bioscience, Reino Unido). Las muestras de biopelículas se 

cortaron en rectángulos y se colocaron en el lado interno de la cubeta del espectrofotómetro. Se 

realizaron medidas de A600 y la opacidad se calculó mediante la siguiente ecuación (225): 

Opacidad (A600/mm) = A600/L                                                                                                                            (6) 

donde L (mm) es el espesor de la película. 

3.4.22 Permeabilidad al vapor de agua 

La WVP se determinó gravimétricamente siguiendo una modificación del método estándar de 

ASTM E96-00 (226,227). Las muestras de biopelículas se cortaron en discos con un diámetro 

ligeramente mayor al diámetro de las celdas de acrílico (6 cm de diámetro externo y 3.5 cm de 

diámetro 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 contenía 

un ventilador para eliminar el aire estancado sobre las celdas, a 25 °C y 0% de HR. Se registró la 

masa de las celdas cada hora y se utilizaron gráficos de masa ganada en función del tiempo para 

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

La WVP se calculó según la siguiente ecuación: 
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WVP (x 10-10 g m-1 s-1 Pa-1) = (WVTR x L)/Δp                                                                                               (7) 

Donde L es el espesor medio de la película (m) y Δp (KPa) la diferencia de presión de vapor de 

agua parcial a través de los dos lados de la película. Las muestras se analizaron por triplicado y 

los valores se informaron como promedio ± SD. 

3.4.23 Solubilidad de películas biopoliméricas 

La solubilidad de las biopelículas se determinó como el porcentaje de materia seca de la película 

luego de su inmersión en agua (228). Se cortaron trozos de película (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 

películas se vertieron en papel de filtro cualitativo (Whatman #1) para recuperar los trozos de 

película no disueltos. A continuación, 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 calculó según 

la siguiente ecuación: 

Solubilidad (%) = (Masa seca inicial - Masa seca final) × 100 / Masa seca inicial                                          (8) 

3.4.24 Actividad antimicrobiana de películas biopoliméricas 

La actividad antimicrobiana de las biopelículas se estudió mediante el ensayo de difusión de disco 

en agar (229). Para eso, se cortaron discos de 12 mm de diámetro de las distintas películas 

obtenidas y se colocaron sobre la superficie de placas de agar con agar semi-sólido inoculado con 

0.1 ml de un inóculo de L. monocytogenes (~ 1x106 UFC/ml) preparado según lo descrito en 3.2. 

Las placas con los discos se conservaron a 4 °C durante 4 h para favorecer la liberación de la NIS 

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

La aparición de un halo de inhibición indicó la actividad antimicrobiana de cada disco. Se utilizó 

un calibre digital electrónico para medir el diámetro de cada halo y se tomaron 5 medidas por 

halo. Los valores se informaron como promedio ± SD. 



 76 

3.4.25 Tratamiento estadístico 

Para la evaluación de las nanopartículas, se realizaron tres experimentos independientes con tres 

réplicas para cada ensayo y se reportaron los valores promedio ± desviación estándar (SD). Para 

los ensayos microbiológicos in vitro, se testearon las diferencias entre los tratamientos con 

ANOVA de una vía (P < 0.05). Para los ensayos microbiológicos en carne vacuna, los recuentos se 

expresaron como log UFC/g antes de obtener los promedios y de realizar el análisis estadístico. 

Cuando no se detectó crecimiento microbiano, los datos se consideraron como 1 log menos que 

el mínimo nivel de detección, el cual fue de 200 UFC/g (230).Se utilizó el test de diferencia mínima 

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

Las propiedades de las películas biopoliméricas se determinaron al menos por triplicado y los 

resultados se expresaron como promedio ± SD. El análisis de varianza de una vía (ANOVA) y la 

prueba de rango múltiple 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 DISCUSIÓN 

4.1 Cuantificación de nisina 

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

μg/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 concentración de NIS entre 0 y 30 μg/ml, en línea con lo declarado por el 

fabricante del kit de BCA. 

 
Figura 10. Medidas de absorbancia de soluciones de NIS (0 a 200 μg/ml) utilizando el ensayo de BCA con 

incubación a 60 °C por 60 min.  
Los puntos representan el promedio de 3 réplicas, las barras de error indican la SD. 

 

A continuación, se evaluaron dos tiempos de incubación (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 calibración de NIS mediante ensayo de BCA con incubación de: 

 (●) 30 min a 60 °C y (■) 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 períodos de incubación fueron lineales, el valor del cuadrado 

del coeficiente de correlación (R2) 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 consideró 

adecuado realizar los subsiguientes ensayos de cuantificación de NIS con 30 min de incubación a 

60 °C.  

4.2 Nanopartículas de quitosano/TPP con nisina 

4.2.1 Determinación de parámetros para formación de nanopartículas 

Se estudiaron los efectos de la variación de tres factores (uno por vez) sobre las propiedades de 

las nanopartículas de CS/TPP vacías y conteniendo NIS. Los factores estudiados fueron: relación 

de concentración de ácido acético/CS, relación CS/TPP (v/v) y relación CS/TPP (p/p), y se analizó 

el tamaño de particula, PDI y potencial zeta de las nanopartículas preparadas. 

En el presente trabajo se estudió la variación de la relación de concentración de ácido acético/CS 

entre 1.5 y 3.5. Dado que se fijó la concentración de CS en 1 mg/ml, las concentraciones de ácido 

acético utilizadas se encontraron entre 1.5 y 3.5 mg/ml. Como se observa en la Tabla 8, dicha 
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variación no afectó significativamente el diámetro de partícula, índice de polidispersión (PDI) y 

potencial zeta de las muestras. Por lo tanto, en los subsiguientes ensayos se utilizó la misma 

relación de concentración de ácido 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 diámetro de partícula, índice de polidispersión (PDI) y potencial zeta 
para distintos niveles de ácido acético en nanopartículas CS/TPP vacías. 

A. acético (mg/ml) Diámetro (nm) PDI Potencial zeta (mV) 

1.5 153 ± 10 a 0.264 ± 0.011 a 34.3 ± 2.0 a 

2 146 ± 12 a 0.267 ± 0.019 a 33.2 ± 2.2 a 

2.5 153 ± 9 a 0.292 ± 0.019 a 35.5 ± 1.0 a 

3 132 ± 7 a 0.256 ± 0.036 a 31.8 ± 1.2 a 

3.5 134 ± 8 a 0.288 ± 0.034 a 34.4 ± 0.2 a 

Letras minúsculas 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 formación de 

nanopartículas de CS/TPP, en la Tabla 9 se puede apreciar que la variación de la relación CS/TPP 

(v/v) inicial entre 1.8 y 3.6 mg/ml (para una concentración de CS de 1 mg/ml), no presentó un 

efecto significativo sobre el diámetro de partícula, índice de polidispersión (PDI) y potencial zeta 

de las muestras. Por lo tanto, para los ensayos posteriores se fijó la relación CS/TPP (v/v) inicial 

de 2.5 en base a lo recabado en bibliografía (58,63–66). 

Tabla 9. Resultados promedio de diámetro de partícula, índice de polidispersión (PDI) y potencial zeta 
para distintas relaciones CS/TPP (v/v) en nanopartículas CS/TPP vacías. 

CS/TPP (v/v) Diámetro (nm) PDI Potencial zeta (mV) 

1.8 166 ± 16 a 0.346 ± 0.035 a 31.4 ± 1.8 a 

2.4 147 ± 6 a 0.314 ± 0.011 a 31.7 ± 0.7 a 

3.0 173 ± 6 a 0.358 ± 0.034 a 32.7 ± 1.3 a 

3.6 159 ± 6 a 0.328 ± 0.021 a 30.3 ± 0.5 a 

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

 

Una vez establecidos los valores de concentración de ácido acético y relación inicial CS/TPP (v/v), 

se estudió la variación de la relación CS/TPP (p/p) en nanopartículas conteniendo NIS. Según lo 
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observado en la Tabla 10, para una relación CS/TPP (p/p) de 2, el tamaño de partícula y PDI 

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

Tabla 10. Resultados promedio de diámetro de partícula, índice de polidispersión (PDI) y potencial zeta 
para distintas relaciones CS/TPP (p/p) en nanopartículas CS/TPP con NIS. 

CS/TPP (p/p) Diámetro (nm) PDI Potencial zeta (mV) 

2 232 ± 19 b 0.272 ± 0.024 b 18.8 ± 0.2 a 

2.5 164 ± 5 a 0.197 ± 0.006 a 20.8 ± 2.1 ab 

3.0 161 ± 7 a 0.203 ± 0.010 ab 22.7 ± 0.8 ab 

3.5 165 ± 7 a 0.221 ± 0.013 ab 26.7 ± 0.6 b 

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

 

Asimismo, el valor del potencial zeta exhibió un ascenso conforme la relación CS/TPP (p/p) 

aumentó, indicando que las nanopartículas serían más estables a mayores relaciones CS/TPP 

(p/p). Esto podría deberse a que una mayor relación CS/TPP (p/p) representa una mayor cantidad 

de CS, la cual puede aportar más cargas positivas a las nanopartículas, aumentando el valor de 

potencial zeta. Si bien generalmente se considera que un sistema coloidal es estable cuando su 

|potencial zeta| > 30 mV, los tamaños de partícula no presentaron una variación significativa 

cuando la relación CS/TPP (p/p) fue ≥ 2.5, por lo que a partir de este valor se obtendrían 

nanopartículas estables, con una adecuada distribución de tamaño. 

4.2.2 Eficiencia de encapsulación 

Se obtuvieron valores de EE que variaron entre 0 y 10% en el rango de relaciones CS/TPP (p/p) 

analizado (2, 2.5, 3 y 3.5). Esto indicaría que las nanopartículas CS/TPP no lograron encapsular al 

principio activo.  

Esto podría deberse a que las interacciones electrostáticas 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 (pI= 8.8 (118)) poseen carga positiva en el pH de trabajo (pH ~ 5), 

favoreciendo un efecto de repulsión entre ambas moléculas. En principio se planteó la utilización 

de este sistema teniendo en cuenta que, si bien ambas cargas serían positivas, existen otros 
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mecanismos por los cuales es posible encapsular activos utilizando nanopartículas de CS/TPP que 

involucran interacciones hidrofóbicas, enlaces de hidrógeno y otras interacciones fisicoquímicas, 

así como el propio confinamiento físico causado por la gelación controlada del CS (68). De hecho, 

en un trabajo realizado por Calvo et al. se estudió el efecto del pH del medio sobre la eficiencia 

de encapsulación de insulina en nanopartículas CS/TPP, y se observó que la EE fue de ca. 80% 

cuando la insulina tenía carga negativa (opuesta a la del CS), mientras que dicho valor se redujo 

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

Sin embargo, en el presente trabajo, el sistema CS/TPP no logró encapsular a la bacteriocina, por 

lo que se planteó cambiar el sistema de encapsulación de manera de favorecer las interacciones 

electrostáticas. Para eso, se incorporó un biopolímero con carga negativa en el medio de trabajo, 

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

4.3 Nanopartículas de alginato/quitosano con nisina 

4.3.1 Diseño experimental y metodología de superficie de respuesta 

Las nanopartículas de ALG/CS con NIS preparadas de acuerdo al diseño al experimental (Tabla 7) 

presentaron valores de EE (Y1) que variaron entre 12.1 y 35.6%, con valores de tamaño de 

partícula (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 

límite aceptado de estabilidad (|potencial zeta| > 30 mV), no se observó aglomeración ni 

precipitación 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 

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

El análisis estadístico de la varianza (ANOVA) reveló que el modelo de mejor ajuste (P < 0.0001) 

para las tres variables dependientes fue el cuadrático (Tabla 12). Además, la similaridad entre los 

valores de R2 y R2 ajustado demostró que los tres modelos generados fueron adecuados para 

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

navegar en el espacio del diseño.  

Tabla 11. Respuestas (Y1= EE (%), Y2= tamaño de partícula (nm), Y3= potencial zeta (mV)) observadas 
para las nanopartículas de ALG/CS con NIS preparadas según diseño experimental (X1= ALG (mg/ml), X2= 

ALG/CS (p/p), X3= Nisaplin (mg/ml)). 

Corrida Variables independientes Variables dependientes 

X1 (mg/ml) X2 (p/p) X3 (mg/ml) Y1 (%) 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 32.4 377 -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 análisis de regresión de las tres respuestas para los modelos cuadráticos. 

Respuesta  Significancia R2 R2 ajustado R2 predicho Precisión 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 continuación, 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 X3
2                                                                                               (9) 

Y2= 757.39 - 198.41 X2 + 14.20 X2
2                                                                                                         (10) 

Y3= - 44.40 + 13.54 X1 - 4.85 X2 + 12.87 X3 - 5.71 X1X2 + 0.63 X2
2 - 1.57 X3

2                                    (11) 
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Según la ecuación (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 gráfico de la superficie de respuesta indica el efecto 

general de Nisaplin sobre la EE (Figura 12a). En los estudios preliminares realizados se observó 

que las nanopartículas se agregaban cuando se utilizaron mayores cantidades de Nisaplin para 

su preparación. Además de NIS, el preparado comercial Nisaplin contiene Na+ (335 mg/g de 

Nisaplin) y Ca2+ (5.45 mg/g de Nisaplin) (233). Las concentraciones de Nisaplin utilizadas para 

preparar las nanopartículas cargadas con NIS variaron entre 0.8 y 3.2 mg/ml, por lo que la adición 

de Nisaplin implicó el agregado de 4.4-17 μg/ml (0.11-0.44 mM) de Ca2+ y 0.27-1.1 mg/ml (12-

47 mM) de Na+. Según lo reportado por De et al., la presencia de Na+ puede, no sólo interferir 

con la unión de Ca2+ y ALG durante la formación del estado de pre-gel necesario previa a la 

formación de nanopartículas, 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 permitió la encapsulación de NIS y la formación de nanopartículas en presencia de 

todos los constituyentes de nanopartículas, sin ocasionar la agregación de las partículas. Por otra 

parte, los gráficos 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 formación de nanopartículas 

con valores de EE más altos. En otras palabras, la EE fue directamente proporcional a la relación 

de masas Nisaplin/ALG. Dado que el preparado Nisaplin contiene 2.5% de NIS, el contenido de 

NIS en este trabajo varió entre 20 y 80 μg/ml y, 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 nanoencapsulación fue más eficiente cuando las relaciones se encontraban más cerca 

del extremo superior de este rango. 
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Figura 12. Gráficos de superficie de respuesta 3D y contorno de respuesta generados a partir del 

diseño de Box-Behnken: (a), (b) efecto de la concentración de Nisaplin y de ALG sobre la EE para 

relación ALG/CS= 5 (p/p); (c), (d) efecto de la relación ALG/CS y el contenido de Nisaplin sobre el 

tamaño de partícula para ALG= 0.5 mg/ml; (e), (f) efecto del contenido de Nisaplin y la relación 
ALG/CS (p/p) sobre el potencial zeta para ALG= 0.5 mg/ml. 

 

La ecuación (10) indica que la relación ALG/CS fue la única variable independiente que tuvo un 

efecto significativo en el tamaño de partícula (Y2). La Figura 12c y la Figura 12d muestran que a 
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medida que aumentaron las relaciones ALG/CS, se obtuvieron tamaños de partículas más 

pequeños, lo que implica que un aumento en la concentración de CS llevó a tamaños de partículas 

más altos. Sarmento et al. también observaron que el tamaño de las nanopartículas de ALG/CS 

cargadas con insulina dependía principalmente de la relación ALG/CS y que el agregado de CS 

adicional producía partículas y agregados más grandes (235). Por otra parte, De et al. encontraron 

que las nanopartículas más pequeñas se formaban cuando la relación ALG/CS era de 10 y que 

cuando se usaron relaciones inferiores a 7, el tamaño de las nanopartículas era mayor y como 

resultado observaron la agregación de las nanopartículas (234). Los resultados presentados aquí 

sugieren que se favorecieron las interacciones iónicas entre NIS y ALG en el procedimiento de 

preparación ya que la incorporación de Nisaplin a la solución de ALG fue previa a la adición de 

CS. Como consecuencia, los grupos COO- del ALG que quedaron libres luego del agregado de 

Nisaplin sólo pudieron interactuar con una cantidad limitada de CS, por lo que el exceso de este 

biopolímero condujo a la formación de agregados más grandes. 

Como se desprende de la ecuación (11), las tres variables independientes estudiadas tuvieron un 

efecto significativo sobre el potencial zeta (Y3). Esto sugirió que la carga superficial total de las 

nanopartículas dependió de las interacciones electrostáticas entre todos los componentes del 

sistema, incluidas las interacciones entre los grupos COO- del ALG y los grupos NH3
+ de la NIS y 

del CS, así como de la presencia de iones. Como era de esperar, los contenidos más altos de 

Nisaplin y CS condujeron a valores de potencial zeta menos negativos (Figura 12e y Figura 12f) 

debido a una mayor contribución de cargas positivas, y aunque estos constituyentes afectaron 

negativamente la estabilidad coloidal de las nanopartículas, se obtuvieron valores de potencial 

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

4.3.2 Optimización de la formulación y validación del modelo 

A partir de los modelos generados por el software Design-Expert, se aplicaron las restricciones 

descritas anteriormente (Tabla 6) para obtener una formulación optimizada. Usando un factor 

de deseabilidad cercano a 1, la formulación optimizada resultante presentó una concentración 

de ALG de 0.3 mg/ml, una relación ALG/CS de 7 (p/p) y una concentración de Nisaplin de 3.2 
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mg/ml. Los valores de respuesta predichos de Y1, Y2 e Y3 fueron 36.4%, 64.5 nm y -30.5 mV 

respectivamente. 

La validación del modelo demostró que los valores experimentales de EE, tamaño de partícula y 

potencial zeta se encontraron dentro de los límites para todos los puntos de control de la 

formulación optimizados, con valores promedio de EE de 36.1 ± 0.6%, tamaño de partícula de 

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

4.3.3 Morfología y tamaño 

Las nanopartículas sintetizadas siguiendo la formulación optimizada presentaron una buena 

monodispersidad y un tamaño de partícula homogéneo,  como se observa en los ensayos de TEM 

(Figura 13). Además, las micrografías mostraron que las nanopartículas tuvieron un tamaño 

cercano a 60-70 nm, también en línea con el resultado de diámetro hidrodinámico experimental 

encontrado por DLS. 

 

Figura 13. Observaciones de TEM de nanopartículas de ALG/CS con NIS. 
 

Asimismo, las nanopartículas con NIS se estudiaron por AFM y se obtuvieron imágenes para 

proporcionar más información sobre la morfología de la superficie y el tamaño de las partículas. 

La Figura 14 muestra las imágenes obtenidas por AFM en 2D y 3D, en las cuales se pueden 

apreciar cambios en la topografía de la superficie, sugiriendo la presencia de nanopartículas con 

una estructura densa sólida. Asimismo, a partir de una estimación aproximada del pico obtenido 

del análisis topográfico se encontró que las nanopartículas presentaron una altura de ca. 20 nm 

y un tamaño de partícula de 60-70 nm. Estos resultados fueron a su vez consistentes con los datos 

obtenidos previamente por análisis TEM y DLS. 
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Figura 14. Micrografías de fuerza atómica en (a) 3D, (b) 2D y (c) curva de distribución del tamaño 
de las nanopartículas de ALG/CS cargadas con NIS. El análisis topográfico se obtuvo a partir de la 

sección marcada con líneas en las imágenes. 
 

4.3.4 Espectroscopía Raman 

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

individuales como sus combinaciones fueron analizados por espectroscopía Raman.  

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

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

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

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

péptidos y proteínas, con modos vibracionales de amida I en 1676 cm-1, amida III en 1245 cm-1, 

estiramiento C-H de residuos alifáticos en 2880, 2935 y 2980 cm-1, estiramiento C-S en 625 y  

648 cm-1 (236), estiramiento C-S con conformación trans en 700, 720 y 741 cm-1 y deformaciones 

anti-simétricas de cadenas laterales de péptidos en 1425, 1450 y 1475 cm-1 (237). 
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Figura 15. Espectros Raman de ALG, CS, NIS, ALG/CS y nanopartículas de ALG/CS cargadas con NIS. 
 

Un estudio previo mostró que la unión de ALG con Ca2+ y Fe2+ modificaba la posición de la banda 

de estiramiento de COO- simétrica, originalmente en 1413 cm-1 (238,239), con corrimientos hacia 

números de onda más altos (238). En este trabajo, esta banda característica se encontró en  

1418 cm-1 en la muestra de ALG. Sin embargo, en la muestra de ALG/CS, donde el COO- del ALG 

puede interaccionar con los grupos NH3
+ del CS, se observó un desdoble de bandas con 

corrimiento dando lugar a los picos en 1415, 1448 y 1477 cm-1. Estos dos últimos picos se 

destacan por su corrimiento a mayores frecuencias, según lo observado en la deconvolución 

analítica del espectro Raman correspondiente. Por lo tanto, estos cambios confirmaron la 

formación de un complejo ALG/CS a través de interacciones iónicas entre los grupos COO- del 

ALG y los grupos NH3
+ del CS.  

Asimismo, cuando se analizaron las nanopartículas de ALG/CS cargadas con NIS, la neutralización 

de los grupos COO- del ALG con grupos NH3
+ de la NIS produjo cambios adicionales en los números 

de onda de las bandas de COO-, las cuales se desplazaron a 1413, 1450 y 1472 cm-1. Estos 

corrimientos podrían deberse a cambios en la conformación y, por lo tanto, en las interacciones 

entre los grupos COO- y NH3
+ 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. Además, la banda intensa atribuida 

a los modos de vibración de la amida I en 1676 cm-1 en la muestra de NIS se mitigó en la muestra 

de nanopartículas cargadas con NIS, como se muestra en la Figura 16. Esto podría ser otra 

evidencia de la unión iónica de NIS y ALG a través de interacciones electrostáticas tras la 

formación de las nanopartículas, como observaron Zohri et al. por espectrometría infrarroja de 

transformada de Fourier (114). 

 

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

 

Con el fin de verificar las interacciones que se identificaron previamente mediante los análisis 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 formación de diferentes complejos a través de interacciones iónicas. 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 

± 1 mV y 12.1 ± 3.8 mV respectivamente. El agregado de CS a ALG (muestra de ALG/CS) modificó 

el potencial zeta del ALG a un valor menos negativo de -43.4 ± 4.9 mV. Este cambio indicó una 

reducción de la contribución de los grupos cargados negativamente del ALG sobre la carga neta, 

debido a la neutralización de los grupos COO- de ALG tras la interacción electrostática con grupos 
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NH3
+ del CS. Este efecto también se observó cuando se agregó 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 electrostáticas más fuertes entre ALG y NIS en comparación con ALG y CS. 

Asimismo, las nanopartículas 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 contribuyó a la 

carga de las nanopartículas de la misma manera que lo hizo en las muestras de ALG/NIS, 

probablemente debido a su encapsulamiento dentro de las nanopartículas, lo que impidió su 

exposición en la superficie de nanopartículas. 

4.3.5 Determinación de concentración mínima inhibitoria 

La actividad antimicrobiana de la NIS libre y la NIS encapsulada se evaluó contra L. 

monocytogenes a 37 °C. La CMI se definió como la concentración de NIS más baja que impidió el 

crecimiento bacteriano visible,  indicada por un cambio en las medidas de absorbancia  menor a 

0.05 UA (222). 

Luego de 24 h de incubación, se observó un efecto inhibitorio del crecimiento de L. 

monocytogenes a partir de 500 UI/ml tanto para la NIS libre como encapsulada. Las 

concentraciones más bajas (125 y 250 UI/ml) no mostraron efecto inhibitorio (Figura 17). Los 

valores de inhibición alcanzados con NIS libre y encapsulada a 500 UI/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 nanopartículas cargadas con NIS para el 

crecimiento de L. monocytogenes fue de 500 UI/ml después de 24 h de incubación. Estos 

resultados fueron similares a los reportados por Zohri et al., quienes encontraron que la CMI de 

nanopartículas de ALG/CS con NIS fue de 0.5 mg/ml (500 UI/ml) para el crecimiento de S. aureus 

luego de 72 h de incubación. Sin embargo, dichos autores también observaron que la CMI para 

las muestras tratadas con NIS sin encapsular fue mayor a la de las nanopartículas, a diferencia de 

lo obtenido en este trabajo (114).  
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Los porcentajes de inhibición observados a concentraciones mayores fueron similares a los 

obtenidos con 500 UI/ml, y no se alcanzó a llegar al 100% de inhibición. Debido a esto, la prueba 

se continuó otras 24 h para verificar si las restantes células viables eran capaces de crecer. 

 

Figura 17. Inhibición del crecimiento (%) de L. monocytogenes por NIS y nanopartículas de NIS, 

luego de 24 h de incubación a 37 °C. 

 

Luego de 48 h de incubación (Figura 18), se observaron valores de inhibición menores para los 

tratamientos con 125, 250 y 500 UI/ml que los obtenidos luego de la incubación por 24. Esto 

indica que las células bacterianas que sobrevivieron a dichos tratamientos pudieron 

efectivamente crecer luego de una nueva incubación. En el tratamiento con 500 UI/ml, las 

nanopartículas cargadas con NIS fueron capaces de inhibir el crecimiento de L. monocytogenes 

de una manera más efectiva que la NIS libre, alcanzando un porcentaje de inhibición 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. Inhibición del crecimiento (%) de L. monocytogenes por NIS y nanopartículas de NIS, 

luego de 48 h de incubación a 37 °C. 

 

A concentraciones más altas (1000, 2000 y 4000 UI/ml), se observó un fuerte efecto inhibidor del 

crecimiento bacteriano, con valores de inhibición de ca. 90% para todos los tratamientos. Como 

resultado, la CMI tanto de la NIS libre como la encapsulada fue de 1000 UI/ml luego de 48 h de 

incubación. Además, los porcentajes de inhibición alcanzados con estas concentraciones no se 

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

4.3.6 Determinación de concentración mínima bactericida 

Se retiraron 10 μl de los pocillos correspondientes a las 24 y 48 h de incubación 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 incubación, la CMB resultante, obtenida a partir de la placa en la que no se 

observó crecimiento de colonias, fue de 4000 UI/pocillo tanto para las nanopartículas 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 incubación de las microplacas (Figura 20).  

0

20

40

60

80

100

125 250 500 1000 2000 4000

In
h

ib
ic

ió
n

 d
e

l 
c

re
c

im
ie

n
to

 
b

a
c

te
ri

a
n

o
 (

%
)

NIS (IU/ml)

nanopartículas CS/ALG
con NIS

NIS

a   
a   

a   
a   

b   

c  

d    d       d    d     d    d       



 93 

 

Figura 19. Determinación de CMB luego de 24 h a 37 °C de:  
(a) nanopartículas de ALG/CS con NIS y (b) NIS libre. 

 

 

Figura 20. Determinación de CMB luego de 48 h a 37 °C de:  
(a) nanopartículas 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 UI/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 comparación con las nanopartículas. Esta observación está en concordancia con 

los datos de porcentajes de inhibición mostrados en la Figura 17, en la cual se observa el mismo 

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

4.3.7 Inhibición del crecimiento a 4 °C 

Dado que la bacteria L. monocytogenes crece en la carne almacenada a temperatura de 

refrigeración, se consideró relevante estudiar la actividad antimicrobiana de las nanopartículas 

cargadas con NIS a dicha temperatura. Para la concentración más baja de NIS (125 UI/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 0 y 24 h (222), en los pocillos tratados tanto con NIS libre como 

con NIS encapsulada. Las concentraciones ≥ 250 UI/ml no permitieron el crecimiento de L. 

monocytogenes durante el período estudiado. 

 

Figura 21. Monitoreo del crecimiento bacteriano (A600) de L. monocytogenes a 4 °C, suplementado con: 
(●) 125 UI/ml de NIS en forma de nanopartículas ALG/CS con NIS, (■) 125 UI/ml de NIS libre y (▲) 

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 días cuando se aplicó a 125 UI/ml (en 

comparación con la muestra control) y, por lo tanto, esta concentración correspondió a la CMI 

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

Al comparar los valores de CMI obtenidos a 37 °C y a 4 °C, se puede inferir que la inhibición del 

crecimiento de L. monocytogenes fue más efectiva a 4 °C que a 37 °C, en línea 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 comparación 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 

podría deberse a la combinación de los efectos que tienen la NIS y el descenso de temperatura 

sobre el crecimiento de L. monocytogenes (122), así como también a la posible disminución de la 

velocidad de degradación 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 días, los pozos suplementados con NIS encapsulada 

exhibieron un aumento significativo únicamente luego de 15 días. 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 patrón de las curvas típicas de crecimiento microbiano. 

De hecho, ambas muestras aparentemente entraron en la fase estacionaria el día 18 y el valor 

máximo de absorbancia de las muestras tratadas con NIS libre (0.349 ± 0.015 UA) fue 

significativamente menor que la absorbancia máxima de los pocillos control (0.524 ± 0.028 UA). 

Sin embargo, cuando las bacterias se trataron con NIS encapsulada, no se observó fase 

estacionaria durante todo el período de almacenamiento y el valor de absorbancia más alto 

(0.307 ± 0.007 UA) recién se midió en el día 27. 

Estos resultados sugirieron que el proceso de encapsulación controló de manera efectiva la 

liberación de NIS durante al menos 21 días a temperatura de refrigeración, lo que proporcionó 

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 sólo una liberación lenta y 

controlada in vitro de NIS en diferentes sistemas de nanoencapsulación, sino también una 

actividad antimicrobiana in vitro sostenida de la bacteriocina nanoencapsulada (243). Bernela et 

al. demostraron que la liberación de NIS de un sistema de nanoencapsulación compuesto por CS, 

ALG y pluronic PF68, ocurrió de manera sostenida por 240 h, a diferencia de la bacteriocina libre 

que lo hizo en 2 h. En ese mismo estudio, se observó que el efecto inhibitorio de la NIS 

nanoencapsulada contra Micrococcus luteus, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella entérica y 

Enterobacter aerogenes se prolongó por 20 días (7).  

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

significativamente más altos que aquellos de observados en los pocillos con NIS encapsulada, lo 
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que indica que las nanopartículas cargadas con NIS tuvieron un efecto en el control del 

crecimiento bacteriano más fuerte que la bacteriocina libre durante 21 días. Un estudio reciente, 

en el cual se estudió la actividad antimicrobiana de NIS encapsulada utilizando pectina con 

distintos grados de metoxilación, demostró que la actividad antimicrobiana (Arthrobacter spp. 

Bacillus subtilis, Escherichia coli y Klebsiella spp.) fue mayor cuando se utilizó pectina de bajo 

metoxilo y ácido péctico, es decir con mayor número de grupos carboxílicos libres. En dicho 

estudio se sugirió que ese efecto puede haber sido ocasionado por una disminución de la 

repulsión electrostática inducida por los cationes divalentes asociados con las paredes celulares 

bacterianas (244). En consecuencia, es razonable suponer que las nanopartículas cargadas 

negativamente preparadas en este trabajo también hayan tenido un efecto positivo en la 

actividad antimicrobiana de los NIS encapsulada en comparación 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 nanopartículas 

cargadas con NIS o NIS libre de manera de alcanzar concentraciones equivalentes de NIS de 400 

y 800 UI/g de carne. Asimismo, se prepararon muestras control (sin tratamiento). Como se 

muestra en la Figura 22, la aplicación de los diferentes tratamientos no afectó el aspecto visual 

de las muestras. 

 

Figura 22. Muestras de carne magra luego de inoculación con L. monocytogenes y tratamiento con:  
(a) NIS libre en 400 UI/ml, (b) NIS libre en 800 UI/ml; nanopartículas cargadas con NIS en (c) 400 UI/ml, 

(d) 800 UI/ml y (e) control (sin tratamiento). 
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Durante el almacenamiento a 4 °C, las poblaciones más altas del patógeno fueron encontradas 

en las muestras control (Tabla 13). En dichas muestras sin tratamiento, los recuentos de bacterias 

fueron significativamente más 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 período de almacenamiento, 

todas las muestras tratadas mostraron una disminución inicial de ca. 3 log UFC/g. Esto sugirió 

que la aplicación de nanopartículas 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 

aplicación de NIS en spray en carne vacuna redujo de manera inmediata ca. 2 log UFC/cm2 el 

crecimiento de L. monocytogenes. 

Tabla 13. Efecto de NIS libre y de las nanopartículas 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 (días) 

0 4 10 17 24 

Control* 4.5 ± 0.2 a, AB  4.9 ± 0.2 a, B  4.3 ± 0.7 a, AB  4.2 ± 0.5 a, A 4.5 ± 0.4 a, AB 

NIS 400 UI/g* 1.3 ± 0.0 b, C 2.3 ± 0.1 b, B  3.6 ± 0.5 a, A 3.1 ± 0.8 a, AB 2.7 ± 1.2 bc, AB 

NPs 400 UI/g* 1.3 ± 0.0 b, B  1.3 ± 0.0 c, B 3.5 ± 0.6 a, A 3.1 ± 0.8 a. A 3.9 ± 0.5 ac, A 

NIS 800 UI/g* 1.3 ± 0.0 b, B 1.3 ± 0.0 c, B 1.6 ± 0.6 b, B 3.2 ± 0.7 a, A 2.0 ± 1.2 d, AB 

NPs 800 UI/g* 1.3 ± 0.0 b, A 1.3 ± 0.0 c, A 1.6 ± 0.6 b, A 1.6 ± 0.6 b, A 1.7 ± 0.8 bd, A 

* Los valores se expresaron como promedio log (UFC/g) ± SD (n= 3).  
Letras mayúsculas distintas en una fila indican diferencias significativas en los promedios para cada 
tiempo (P < 0.05).  
Letras minúsculas distintas en una columna indican diferencias significativas en los promedios para cada 
tratamiento (P < 0.05). 
 

Las muestras tratadas con NIS libre en 400 UI/g mostraron un aumento significativo en los 

recuentos bacterianos a los 4 días, mientras que las nanopartículas con NIS mostraron un 

aumento en los recuentos bacterianos únicamente a los 10 días. Además, después de 17 días de 

almacenamiento a 4 °C, los recuentos bacterianos de muestras de carne tratadas con NIS libre a 

800 UI/g fueron dos veces más altos que los de las muestras tratadas con nanopartículas cargadas 

con NIS a la misma concentración (3.2 ± 0.7 log UFC/g y 1.6 ± 0.6 log UFC/g, respectivamente). 

De hecho, el efecto inhibitorio de las nanopartículas cargadas con NIS en 800 UI/g también se 
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observó después de 24 días de almacenamiento. Estos hallazgos sugirieron que el crecimiento 

microbiano comenzó más tarde en las muestras tratadas con nanopartículas cargadas con NIS, 

en línea con el trabajo de Huq et al., quienes informaron que la NIS microencapsulada ocasionó 

inhibición 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 análisis in vitro, mostrando que las nanopartículas cargadas con NIS presentaron una 

actividad antimicrobiana sostenida, lo que permitiría la aplicación de concentraciones de NIS más 

bajas para obtener el mismo efecto antibacteriano en muestras de carne refrigerada por al 

menos 10 días. De hecho, es bien sabido que la encapsulación de NIS puede superar las 

limitaciones que surgen de su aplicación directa en sistemas alimentarios, como su degradación 

por enzimas proteolíticas (243). Otros estudios más recientes han demostrado que la formación 

de complejos de NIS con biopolímeros cargados negativamente mejora la estabilidad proteolítica 

de la bacteriocina, observándose que la estabilidad estaba relacionada con el grado de grupos 

cargados negativamente del biopolímero (245). De acuerdo con los resultados presentados en 

este trabajo, las nanopartículas cargadas con NIS exhibieron una actividad antimicrobiana 

mejorada posiblemente debido a su liberación controlada del sistema de nanoencapsulación y 

también debido a la carga superficial negativa de las nanopartículas, que a su vez confirió 

protección a la NIS contra su degradación proteolítica y disminuyó la repulsión electrostática con 

componentes de las paredes celulares bacterianas. 

4.4 Biopelículas de quitosano con nanopartículas de nisina 

4.4.1 Morfología 

Se prepararon soluciones formadoras de película de CS, conteniendo NIS (1000 y 6000 UI/ml), 

nanopartículas de ALG/CS de manera de alcanzar concentraciones (equivalentes) de 1000 y 6000 

UI/ml de NIS, y películas control (sin NIS ni nanopartículas). Dichas soluciones se vertieron en 

placas, y luego de secadas se obtuvieron las películas, las cuales pudieron ser desprendidas con 

facilidad de las placas. 
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Tal como se observa en la Figura 23, las biopelículas de CS fueron transparentes, continuas y con 

buena flexibilidad. Sin embargo, la incorporación de NIS libre tuvo un efecto negativo en la 

homogeneidad de las películas y a medida que la concentración de NIS fue mayor se formaron 

zonas más opacas y agregados o depósitos de material, generando zonas más opacas y rígidas. 

Estas características fueron observadas también por Grower et al., quienes sugirieron que 

estarían relacionadas con la incorporación del cloruro de sodio encontrado inherentemente en 

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

Por otra parte, las biopelículas de CS con incorporación de nanopartículas de ALG/CS con NIS 

conservaron la flexibilidad y rigidez original. Si bien estas películas fueron transparentes, se 

formaron unos muy pequeños agregados que pudieron ser notados sólo a trasluz, aumentando 

su presencia conforme aumentó la concentración de las nanopartículas en la biopelícula. Estos 

resultados fueron concordantes con lo observado en estudios previos relacionados con la 

incorporación de nanopartículas a biopelículas de CS, probablemente debido a que la 

incorporación afectó la organización de las cadenas biopoliméricas y generó distintas 

irregularidades (217). Boelter et al. sugirieron que estas irregularidades también podrían estar 

asociadas con la separación de fase de los aditivos de la matriz durante el secado de la biopelícula, 

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

 

Figura 23. Películas de: (a) CS y de CS con (b) 1000 UI/ml de NIS, (c) 6000 UI/ml de NIS,  
(d) nanopartículas de ALG/CS con NIS a 1000 UI/ml de NIS (equivalente) y (e) nanopartículas de ALG/CS 

con NIS a 6000 UI/ml de NIS (equivalente). 

 

Para un análisis más detallado de la microestructura, se obtuvieron imágenes por SEM de las 

superficies y de las secciones transversales de las películas biopoliméricas. En línea con las 

observaciones macroscópicas, las superficies y secciones transversales de las películas de control 

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

por lo tanto, la incorporación de NIS a niveles bajos no alteró la microestructura de las películas.  

Por el contrario, las superficies y secciones transversales de las películas con mayor 

concentración de NIS no fueron uniformes y presentaron rugosidades. De hecho, un estudio 

previo reportó características morfológicas similares en películas 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 película, pero cuando el péptido se incorpora en altas concentraciones, puede saturar estas 

áreas amorfas e interferir con las interacciones polímero/polímero de las regiones cristalinas (10). 

Por lo tanto, estos resultados indicaron que el agregado de NIS a 6000 UI/ml ocasionó cambios 

en la macro y microestructura de las biopelículas, debido a la irrupción de la NIS en la red 

biopolimérica. 

 

Figura 24. Micrografías obtenidas por SEM de la superficie de las películas de (a) CS y de CS con: (b) NIS 
a 1000 UI/ml, (c) NIS a 6000 UI/ml, nanopartículas de ALG/CS con NIS a 1000 UI/ml de NIS (equivalente) 

y (e) nanopartículas de ALG/CS con NIS a 6000 UI/ml de NIS (equivalente). 

 
 

 

Figura 25. Micrografías obtenidas por SEM del corte transversal de películas de (a) CS y de CS con: (b) 
NIS a 1000 UI/ml, (c) NIS a 6000 UI/ml, nanopartículas de ALG/CS con NIS a 1000 UI/ml de NIS 

(equivalente) y (e) nanopartículas de ALG/CS con NIS a 6000 UI/ml de NIS (equivalente). 

 

4.4.2 Espesor 

El espesor de las películas biopoliméricas es un parámetro crucial para determinar las 

propiedades físicas y mecánicas de las biopelículas. En este trabajo, se determinó el espesor de 
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las distintas biopelículas, tanto de las películas de CS control (sin ningún agregado) como de 

aquellas con incorporación de NIS y de nanopartículas ALG/CS en niveles equivalentes (1000 y 

6000 UI/ml).  

Los espesores obtenidos variaron entre 0.021 y 0.043 mm para las distintas biopelículas, con 

valores de SD consistentes con lo reportado previamente para películas comestibles delgadas 

(247).  

Tal como se observa en la Tabla 14, las películas control de CS, es decir sin agregado de NIS ni de 

nanopartículas, presentaron un espesor de 0.021 ± 0.003 mm, al igual que la película con 

agregado de nanopartículas con concentración equivalente de 1000 UI/ml. Sin embargo, la 

biopelícula con NIS libre (1000 UI/ml) presentó un espesor mayor que el de la película con la 

bacteriocina encapsulada, y este efecto también se observó para las concentraciones de 6000 

UI/ml. De hecho, el espesor más alto lo exhibió la película de CS con NIS a 6000 UI/ml, alcanzando 

un valor promedio de 0.043 ± 0.006 mm. 

Tabla 14. Espesor de biopelículas de CS con incorporación de distintos niveles de NIS y de nanopartículas 
(NPs) ALG/CS. 

Tratamiento Espesor (mm) * 

0 UI/ml 0.021 ± 0.003 c 
NIS 1000  UI/ml 0.026 ± 0.005 bc 
NPs 1000 UI/ml 0.021 ± 0.004 c 
NIS 6000 UI/ml 0.043 ± 0.006 a 
NPs 6000  UI/ml 0.034 ± 0.006 b 

* Promedio ± SD (n= 3).  
Letras minúsculas distintas indican diferencias significativas en los promedios (P < 0.05). 
 

Estos resultados indicaron que tanto el agregado de NIS libre como encapsulada ocasionó un 

incremento del espesor de las biopelículas. El aumento del espesor debido al agregado de 

nanopartículas a biopelículas ya fue reportado anteriormente, el cual fue atribuido al aumento 

del contenido de sólidos en las soluciones formadoras de películas y al tipo de los aditivos 

incorporados (46,248). Asimismo, otras investigaciones revelaron que el agregado de NIS libre 

también ocasionó un incremento en el espesor de biopelículas, e incluso se encontró que el 

espesor aumentó conforme se incrementó la concentración del péptido, debido a un aumento 
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del peso total de las soluciones formadoras de película, así como a la formación de agregados 

(20), en línea con las observaciones del presente trabajo. Además, otros estudios informaron que 

la presencia de cloruro de sodio en la formulación comercial Nisaplin condujo a la formación de 

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

4.4.3 Propiedades ópticas 

Las propiedades ópticas de los envases de alimentos afectan directamente a la apariencia del 

alimento y, por consiguiente, a la aceptación del producto envasado. La transmisión de luz de las 

películas biopoliméricas se evaluó mediante medidas de absorbancia para determinar el grado 

de opacidad. Los valores más altos de opacidad indicaron una menor transparencia de las 

muestras de película. 

Tabla 15. Opacidad de biopelículas de CS con incorporación de distintos niveles de NIS y de 
nanopartículas (NPs) ALG/CS. 

Tratamiento Opacidad (%) * 

0 UI/ml 2.5 ± 0.3 c 
NIS 1000  UI/ml 3.1 ± 0.4 c 
NPs 1000 UI/ml 2.6 ± 0.2 c 
NIS 6000 UI/ml 16.9 ± 1.5 a 
NPs 6000  UI/ml 4.9 ± 0.7 b 

* Promedio ± SD (n= 3).  
Letras minúsculas distintas indican diferencias significativas en los promedios (P < 0.05). 
 

En la Tabla 15 se observa que el valor de opacidad de las películas control fue de 2.5 ± 0.3%, 

comparable con aquellos de películas con NIS libre y encapsulada en la concentración más baja 

(1000 UI/ml). Sin embargo, la transparencia de las películas se vio significativamente afectada 

cuando se aumentó la concentración de los aditivos incorporados. El efecto del agregado de NIS 

libre (6000 UI/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 

incorporación de nanoliposomas de lecitina a biopelículas de HPMC permitió mejorar las 

propiedades ópticas de las mismas en comparación a las películas con lecitina sin encapsular (47). 



 103

Por lo tanto, estos resultados sugirieron que la encapsulación permitió una mejor distribución 

del péptido a lo largo de la matriz biopolimérica, mejorando la transparencia de las biopelículas 

preparadas. 

4.4.4 WVP 

El intercambio de humedad con la atmósfera circundante puede afectar la vida útil de los 

alimentos, por lo que es conveniente estudiar la WVP de las biopelículas para envasado de 

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

Las películas control de CS presentaron un valor de WVP de 3.54 ± 0.67 x 10-10 g m-1 s-1 Pa-1, similar 

a los valores reportados en trabajos anteriores (249,250). Además, dicho valor no tuvo 

diferencias significativas con los valores de WVP de las películas con incorporación de NIS libre y 

de nanopartículas de ALG/CS conteniendo 1000 UI/ ml de NIS, presentando los valores más bajos 

de WVP. 

Tabla 16. WVP de biopelículas de CS con incorporación de distintos niveles de NIS y de nanopartículas 
(NPs) ALG/CS. 

Tratamiento WVP (x 10-10 g m-1 s-1 Pa-1) * 

0 UI/ml 3.54 ± 0.67 c 
NIS 1000  UI/ml 3.88 ± 0.61 c 
NPs 1000 UI/ml 3.39 ± 0.25 c 
NIS 6000 UI/ml 6.32 ± 0.19 a 
NPs 6000  UI/ml 5.08 ± 0.45 b 

* Promedio ± SD (n= 3).  
Letras minúsculas distintas indican diferencias significativas (P < 0.05). 
 

Por otra parte, la WVP aumentó significativamente con el agregado de nanopartículas en 

concentración de 6000 UI/ml y fue aún más alta con la incorporación de NIS sin encapsular.Estos 

resultados concuerdan con lo reportado por Pranoto et al., quienes observaron que los valores 

de WVP de las biopelículas 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 así el paso 

del vapor de agua (174). Asimismo, otra investigación propuso que los grupos hidrofílicos -OH y 
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-COOH introducidos por la NIS aumentaron la retención de humedad y la tasa de transmisión de 

vapor de agua (177). Por último, el efecto de la incorporación de NIS sobre los valores de WVP 

también podría estar relacionado con el contenido de sal de Nisaplin, el cual probablemente 

otorgó a las películas una mayor afinidad por el agua (183). 

Dado que la WVP es una medida de la facilidad con la cual la humedad puede penetrar y atravesar 

un material, los resultados obtenidos en el presente trabajo indicaron que, si bien las 

nanopartículas de CS/ALG conteniendo NIS en 6000 UI/ml interrumpieron la matriz 

biopolimérica, esta interrupción fue menor a la ocasionada por la NIS libre, por lo que el agregado 

de NIS encapsulada permitió un pasaje de humedad menor en comparación al agregado de NIS 

libre. Asimismo, es plausible que al encapsular el péptido, sus grupos hidrofílicos hayan quedado 

menos expuestos, mejorando las propiedades de barrera de las películas con incorporación de 

nanopartículas con respecto a aquellas con NIS libre. 

4.4.5 Solubilidad en agua 

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

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

Tabla 17. Solubilidad de biopelículas de CS con incorporación de distintos niveles de NIS y de 
nanopartículas (NPs) ALG/CS. 

Tratamiento Solubilidad (%) * 

0 UI/ml 16.6 ± 1.1 c 
NIS 1000  UI/ml 25.3 ± 2.6 b 
NPs 1000 UI/ml 23.9 ± 3.4 b 
NIS 6000 UI/ml 37.5 ± 7.4 a 
NPs 6000  UI/ml 28.2 ± 1.1b 

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

La película control presentó el valor más bajo de solubilidad (16.6 ± 1.1%), el cual aumentó 

significativamente conforme se aplicaron los distintos tratamientos con NIS libre y encapsulada. 

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

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

Por otra parte, las películas con la bacteriocina nanoencapsulada en la concentración más alta 

presentaron una solubilidad similar a la de las películas con NIS libre y encapsulada en la 

concentración de 1000 UI/ml, permitiendo una mayor incorporación de NIS sin afectar la 

solubilidad de las películas. Esto podría deberse a una menor exposición de los grupos hidrofílicos 

de la bacteriocina debido al proceso de nanoencapsulación.  

4.4.6 Propiedades mecánicas 

Los materiales para envasado de alimentos deben mantener su integridad 

al soportar estrés durante su manipulación, almacenamiento y distribución (31). Para evaluar las 

propiedades mecánicas de las biopelículas se realizaron ensayos de tracción. Los resultados de 

σmax y ε se observan en la Tabla 18. 

Tabla 18. Propiedades mecánicas de biopelículas de CS con incorporación de distintos niveles de NIS y 
de nanopartículas (NPs) ALG/CS. 

Tratamiento σmax (MPa)* ε (%)* 

0 UI/ml 29.1 ± 5.4 a 38.2 ± 6.5 a 

NIS 1000 UI/ml 16.9 ± 5.1 bc 20.1 ± 3.5 b 

NPs 1000 UI/ml 20.9 ± 6.9 b 19.0 ± 3.9 b 

NIS 6000 UI/ml 11.4 ± 2.0 c 15.3 ± 6.6 b 

NPs 6000 UI/ml 22.6 ± 0.8 b 19.8 ± 5.3 b 

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

Las películas de CS control fueron las que presentaron el valor más alto de σmax y el más alto de 

ε. De hecho, tanto la incorporación del péptido libre como encapsulado ocasionó disminuciones 

significativas tanto en σmax como en ε. Estos resultados están en línea con otras investigaciones 
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que han reportado que la incorporación de NIS (174,177,180,251) así como de nanopartículas 

(30,43), afectó las propiedades mecánicas de distintas matrices biopoliméricas. 

En el presente trabajo, si bien en todos los casos se observaron reducciones en los valores de 

σmax y de ε, estos cambios fueron mayores en el caso de las películas con NIS a 6000 UI/ml. Tal 

como se mencionó anteriormente a partir de las observaciones visuales y por SEM (4.4.1), las 

películas que contenían 6000 UI/ml exhibieron áreas rugosas y zonas con agregados, y estas 

características pueden haber afectado negativamente las propiedades mecánicas de las películas 

debido a la formación de una película con una estructura más débil (251). Además, la sal presente 

en el preparado comercial Nisaplin, utilizado para preparar la solución de NIS, también puede 

haber alterado las propiedades mecánicas debido a su alta afinidad por el agua, la cual es un 

efectivo agente plastificante para la mayoría de los biopolímeros, que como tal puede afectar las 

propiedades mecánicas de las películas (196). 

4.4.7 Propiedades térmicas 

La estabilidad térmica de las películas de CS control y con NIS libre y NIS encapsulada se evaluó 

mediante DSC. Los resultados se describen en la Tabla 19 y los termogramas más relevantes se 

presentan en la Figura 26. 

Tabla 19. Temperaturas máximas (Tp) de las películas de CS con incorporación de distintos niveles de NIS 
y de nanopartículas (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 Tp ( °C) Exotérmico Tp ( °C) 

Control 55.3 ± 1.5 a  296.9 ± 1.2 ab 

NIS 1000 UI/ml 50.9 ± 2,4 a  292.1 ± 1.7 bc 

NIS 6000 UI/ml  51.6 ± 5.3 a 281.6 ± 6.8 d 

NPs 1000 UI/ml 58.7 ± 12.1 a 300.8 ± 5.6 a 

NPs 6000 UI/ml  59.8 ± 7.2 a 287.5 ± 2.5 cd 

Letras minúsculas 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 evaporación del agua presente en las 

muestras, que puede relacionarse con la capacidad de retención de agua y la fuerza de las 

interacciones agua-carbohidrato (31,252). 

En el segundo ciclo de calentamiento, todas las películas presentaron un solo pico exotérmico 

(Tp) entre 280-300 °C, asignado a la despolimerización y descomposición pirolítica del esqueleto 

del polisacárido (215). No se observó temperatura de transición vítrea, probablemente porque 

la descomposición impidió su determinación (252). La Tp del evento exotérmico de la película de 

CS control se encontró a 296.9 ± 1.2 °C, en línea con resultados publicados anteriormente 

(215,227,252). Cuando se incorporó NIS a 1000 y 6000 UI/ml la formulación, los valores de Tp 

disminuyeron a 292.1 ± 1.7 °C y 281.6 ± 6.8 °C respectivamente. Es decir que la disminución en 

Tp fue mayor a medida que aumentó la concentración del agente antimicrobiano. Por el 

contrario, cuando se añadió el péptido nanoencapsulado, solo se observó una disminución en el 

valor de Tp cuando se utilizó la mayor concentración.  

 

Figura 26. Termogramas de las películas de CS con incorporación de distintos niveles de NIS y de 
nanopartículas (NPs) de ALG/CS, obtenidos por DSC (segundo ciclo de calentamiento): (a) control, (b) NIS 

1000 UI/ml, (c) NPs 1000 UI/ml, (d) NIS 6000 IU/ml y (e) NPs 6000 UI/ml. 



 108

Según lo propuesto por Sun et al., quienes informaron que la Tp de películas de CS se redujo tras 

la incorporación de polifenoles de manzana, es posible que la NIS haya interrumpido las 

interacciones polímero-polímero, formando matrices menos estables debido a enlaces de 

hidrógeno intermoleculares más débiles, resultando en valores de Tp más bajos (215). Estos 

resultados también concuerdan con lo observado anteriormente en este trabajo en relación a la 

interrupción de las regiones cristalinas de las películas debido a los altos contenidos de NIS 

cuando fue incorporada a 6000 UI/ml.  

4.4.8 XRD 

Se realizaron análisis de XRD para estudiar los efectos de la incorporación de NIS libre y 

encapsulada sobre las propiedades estructurales de las películas de CS. En la Figura 27 se observa 

que la película de CS presentó un pico amplio en ca. 2θ = 25°, el cual puede ser asignado a la fase 

amorfa de la estructura de la película de CS (87). Además, la incorporación del péptido en forma 

libre y encapsulada a 1000 UI/ml parecería no ocasionar cambios significativos en el grado de 

orden de las películas.   

 
Figura 27. Difractogramas de películas de CS: (a) control,  

(b) con NIS 1000 UI/ml, (c) con NIS 6000 UI/ml, (d) con nanopartículas ALG/CS en 1000 UI/ml, y (e) con 
nanopartículas ALG/CS en 6000 UI/ml. 
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Sin embargo, cuando la concentración de NIS fue de 6000 UI/ml, los picos exhibidos en los 

difractogramas de las películas con nanopartículas aparecieron más definidos que los 

correspondientes a los de las películas con NIS libre, sugiriendo que la incorporación de NIS 

encapsulada mejoró el grado de orden de las películas en comparación a la incorporación de la 

bacteriocina sin encapsular. 

4.4.9 Actividad antimicrobiana 

Se llevaron a cabo ensayos de difusión en agar para estudiar la actividad antibacteriana de las 

películas de CS control (sin agregado) y de CS conteniendo NIS libre y NIS encapsulada, con 

concentraciones equivalentes de 1000 y 6000 UI/ml.  

De todas las biopelículas estudiadas, las únicas que presentaron halo de inhibición fueron 

aquellas con incorporación de NIS libre en concentración de 6000UI/ml con diámetro promedio 

de 5.1 ± 4.0 mm. En las condiciones experimentales de los ensayos, tanto las biopelículas de CS 

como las de CS con NIS encapsulada no demostraron actividad antibacteriana frente a L. 

monocytogenes (Figura 28). 

 

Figura 28. Zonas de inhibición de crecimiento de L. monocytogenes en pruebas de difusión en agar de 
biopelículas de CS (a) control, (b) con nanopartículas (NPs) ALG/CS en concentración equivalente de 

6000 UI/ y (c) con NIS 6000 UI/ml. 
 

En línea con estos resultados, Imran et al. compararon la actividad antibacteriana frente a L. 

monocytogenes de películas de HPMC conteniendo NIS y NIS nanoliposomada mediante ensayos 

de difusión en agar, encontrando que la acción antibacteriana de las películas con el péptido 

encapsulado fue menor a la de las películas con NIS libre, probablemente debido a la liberación 

controlada de la NIS por parte de los liposomas (47). En el presente estudio, se contempló un 

tiempo de predifusión de 4 h para favorecer la liberación de NIS de las nanopartículas, tal como 
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se detalló en 3.4.24. En vista de los resultados obtenidos, se realizaron ensayos adicionales con 

un tiempo de predifusión de 20 h. De todas maneras, no se observó la formación de halos de 

inhibición por lo que se concluyó que la estrategia de incorporación de nanopartículas de ALG/CS 

conteniendo NIS no demostró actividad antibacteriana frente a L. monocytogenes en las 

condiciones de los ensayos realizados. 

Por lo tanto, se investigó una alternativa para obtener biopelículas de CS con NIS con una mayor 

actividad antibacteriana. La hipótesis de trabajo se basó en que el agregado de un biopolímero 

más hidrofílico y con mayor solubilidad que el CS permitiría modular la solubilización y liberación 

del péptido y posiblemente mejorar la actividad antibacteriana frente a L. monocytogenes de 

biopelículas de CS con NIS.   

4.5 Biopelículas de quitosano/carboximetil quitosano con nisina 

4.5.1 Morfología 

Se prepararon soluciones formadoras de película con diferentes relaciones de masa CS/CMCS 

conteniendo NIS (1000 y 6000 UI/ml) y control (sin NIS). Dichas soluciones se vertieron en placas, 

y luego de secadas se obtuvieron las películas, las cuales pudieron ser desprendidas con facilidad 

de las placas. 

 

Figura 29. Imágenes de películas 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 UI/ml y (3) 6000 UI/ml. 
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Las letras indican una relación de masa CS/CMCS diferente en cada fila y los números indican una 
concentración NIS creciente en cada columna. 

 

Como puede observarse en la Figura 29, tanto las películas control (a1-e1) como las películas con 

NIS a 1000 UI/ml (a2-e2) fueron visualmente homogéneas, claras, suaves y flexibles. Por el 

contrario, las películas con NIS a 6000 UI/ml (a3-e3) presentaron superficies rugosas e 

irregulares. Además, al igual que lo observado en 4.4.1, estas películas exhibieron algunas zonas 

con agregados y con mayor opacidad, lo cual podría estar vinculado a la presencia de cloruro de 

sodio en Nisaplin (246). 

Asimismo, se obtuvieron imágenes por SEM de las superficies (Figura 30) y de las secciones 

transversales (Figura 31) de las películas biopoliméricas. En concordancia con lo observado en 

4.4.1, la incorporación de NIS a 1000 UI/ml no tuvo efectos notorios en la microestructura de las 

películas de CS y de las películas compuestas de CS/CMCS. Sin embargo, tanto las superficies 

como los cortes transversales de las películas conteniendo NIS a 6000 UI/ml mostraron notables 

alteraciones en su microestructura, confirmando que el agregado de altos contenidos de la 

bacteriocina interrumpió la matriz conformada por ambos biopolímeros. 

 

Figura 30. Micrografías obtenidas por SEM de la superficie de las películas 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 UI/ml y (3) 6000 UI/ml. 
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Las letras indican una relación de masa CS/CMCS diferente en cada fila y los números indican una 
concentración NIS creciente en cada columna. 

 

 

Figura 31. Micrografías obtenidas por SEM de la sección transversal de las películas 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 UI/ml y (3) 6000 UI/ml. 

Las letras indican una relación de masa CS/CMCS diferente en cada fila y los números indican una 
concentración NIS creciente en cada columna. 

 

4.5.2 Espesor 

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

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

Como se puede apreciar en la Tabla 20, no se observaron diferencias significativas entre los 

espesores de las películas de CS y los de las películas con diferentes relaciones CS/CMCS (p/p), 

tanto para las películas control como para aquellas con NIS a 1000 UI/ml. Este resultado indicó 

que el espesor de las biopelículas no se vio alterado por la presencia de CMCS ni por la de NIS a 

1000 UI/ml. Sin embargo, cuando se agregó NIS a 6000 UI/ml, las películas presentaron valores 

de espesor más elevados. Otras investigaciones también revelaron que el espesor de películas 

conteniendo NIS fue mayor al incrementar la concentración de péptidos, y esto fue atribuido a 

un aumento del peso total de las soluciones formadoras de película, así como a la formación de 
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agregados (20), tal como se observó anteriormente en este trabajo. Asimismo, otros estudios 

informaron que la presencia de cloruro de sodio en la formulación comercial Nisaplin condujo 

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

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

CS/CMCS (p/p) Espesor (mm) * 

Control NIS 1000 UI/ml NIS 6000 UI/ml 

100/0 0.021 ± 0.003 B, a 0.026 ± 0.005 B, a 0.043 ± 0.007 A, b 

95/5 0.023 ± 0.003 B, a 0.031 ± 0.005 B, a 0.050 ± 0.009 A, ab 

90/10 0.021 ± 0.002 B, a 0.029 ± 0.001 B, a 0.048 ± 0.010 A, ab 

85/15 0.021 ± 0.003 B, a 0.031 ± 0.005 B, a 0.058 ± 0.011 A, a 

80/20 0.022 ± 0.004 B, a 0.029 ± 0.006 B, a 0.053 ± 0.011 A, ab 

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

4.5.3 Propiedades ópticas 

De acuerdo con los resultados mostrados en la Tabla 21, las películas control de CS presentaron 

un grado de opacidad de ca. 2.5%, similar al de las películas con diferentes relaciones de masa 

CS/CMCS sin NIS. Asimismo, los valores no cambiaron tras la adición del péptido antimicrobiano 

a 1000 UI/ml para una misma relación de masa CS/CMCS. Sin embargo, la transparencia de las 

películas fue significativamente menor cuando se agregó NIS a 6000 UI/ml. Estos hallazgos 

coinciden con otros resultados publicados anteriormente, los cuales demostraron que la 

incorporación de NIS ocasionó una disminución de la transparencia de las biopelículas 

(20,174,183). Dicho efecto fue atribuido a la dispersión del péptido antimicrobiano en la matriz 

del polímero y a la formación de agregados y zonas más opacas, tal como se observó 

anteriormente en el análisis morfológico de las películas. 

Cuando se agregó NIS a 1000 y 6000 UI/ml, los porcentajes de opacidad de las películas 

compuestas de CS/CMCS fueron significativamente más bajos que los de las películas de CS para 

el mismo contenido de NIS. Estos resultados sugirieron que la presencia de CMCS tuvo un efecto 



 114

en la dispersión de NIS en las matrices biopoliméricas. Es posible que, dado que el péptido 

cargado positivamente se puede unir a través de interacciones iónicas con grupos cargados 

negativamente (253) -como grupos carboximetilo del CMCS-, mejorando la dispersión de la NIS, 

lo que implicaría formación de menos agregados y películas más transparentes. 

Tabla 21. Opacidad (A600/mm) de las biopelículas con distintas relaciones de masas CS/CMCS y 
contenido de NIS. 

CS/CMCS (p/p) Opacidad (A600/mm)* 

Control NIS 1000 UI/ml NIS 6000 UI/ml 

100/0 2.49 ± 0.29 B, a 3.05 ± 0.39 B, a 16.87 ± 1.51 A, a 

95/5 2.16 ± 0.33 B, a 1.68 ± 0.07 B, c 7.23 ± 2.14 A, c 

90/10 2.73 ± 0.29 B, a 2.23 ± 0.29 B, b 9.86 ± 1.41 A, bc 

85/15 2.48 ± 0.46 B, a 2.12 ± 0.21 B, bc 12.83 ± 1.06 A, bc 

80/20 2.22 ± 0.56 B, a 2.15 ± 0.26 B, bc 9.15 ± 2.87 A, b 

* Promedio ± SD (n= 3).  
Letras mayúsculas distintas en una fila indican diferencias significativas en los promedios para cada 
propiedad (P < 0.05).  
Letras minúsculas 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 presentó 

diferencias significativas con respecto al valor de WVP de las películas control. En general, los 

grupos -OH de las moléculas de biopolímeros pueden formar enlaces de hidrógeno con las 

moléculas de agua, facilitando así la difusión del vapor de agua a través de la película (254). Dado 

que los valores de WVP se mantuvieron iguales a pesar de la introducción de los grupos -OH del 

CMCS, estos grupos podrían estar formando enlaces de hidrógeno con CS según lo reportado 

anteriormente en otros estudios (214). 

Por otra parte, la incorporación de 1000 UI/ml de NIS no afectó la WVP de las películas de CS ni 

la de las películas compuestas de CS/CMCS. Sin embargo, todas las películas analizadas 

exhibieron un aumento significativo en WVP luego del agregado del péptido antimicrobiano a 

6000 UI/ml. Tal como se discutió en 4.4.4, el aumento de WVP al incorporar NIS en alta 
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concentración puede estar relacionados con una mayor cantidad de grupos hidrofílicos 

introducidos por la bacteriocina (177), así como por la interrupción de las interacciones polímero-

polímero, la formación de estructuras irregulares y rugosas (174) y el mayor contenido de sal 

proveniente de Nisaplin (183). Además, para NIS a 6000 UI/ml, las películas 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 más de 2 veces para dicho valor. Este 

aumento podría deberse a la contribución de los grupos hidrófilos de NIS sumados a los del CMCS. 

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

CS/CMCS (p/p) WVP (x 10-10 g m-1 s-1 Pa-1)* 

Control NIS 1000 UI/ml NIS 6000 UI/ml 

100/0 3.43 ± 0.32 B, a 4.07 ± 0.68 B, a 6.35 ± 0.22 A, c 

95/5 3.93 ± 0.36 B, a 4.84 ± 0.89 B, a 6.45 ± 0.55 A, c 

90/10 3.43 ± 0.89 B, a 3.78 ± 0.28 B, a 7.65 ± 0.13 A, b 

85/15 2.98 ± 0.76 B, a 4.18 ± 0.11 B, a 7.71 ± 0.87 A, b 

80/20 3.65 ± 0.04 C, a 4.73 ± 0.41 B, a 9.25 ± 0.19 A, a 

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

4.5.5 Solubilidad en agua 

A continuación, se estudió la solubilidad en agua de las biopelículas de CS y CS/CMCS y los 

resultados se aprecian en la Tabla 23. Las películas de CS tuvieron una solubilidad en agua de 

16.6 ± 1.1%, similar a los valores de solubilidad informados previamente (215,255). Además, 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 UI/ml. Sin embargo, la 

incorporación del péptido en el nivel más alto resultó en un aumento de solubilidad de entre 2-

3 veces de los valores de las películas control, alcanzando un valor de 48.9 ± 1.1% para la película 

con CS/CMCS 80/20 (p/p). Estos hallazgos fueron consistentes con los resultados de WVP y 
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también pueden atribuirse a los grupos hidrofílicos contribuidos por la NIS, así como al efecto del 

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

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

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

Control NIS 1000 UI/ml NIS 6000 UI/ml 

100/0 16.6 ± 1.1 B, a 25.3 ± 2.6 B, a 37.5 ± 7.4 A, b 

95/5 17.4 ± 1.7 B, a 22.4 ± 3.2 B, a 36.8 ± 2.5 A, b 

90/10 15.4 ± 0.6 B, a 22.1 ± 1.8 B, a 45.4 ± 5.9 A, ab 

85/15 17.6 ± 0.7 C, a 25.3 ± 1.4 B, a 44.2 ± 3.5 A, ab 

80/20 15.3 ± 1.9 C, a 24.7 ± 0.5 B, a 48.9 ± 1.1 A, a 

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

4.5.6 Propiedades mecánicas 

Las propiedades mecánicas de las películas control y las películas con NIS se evaluaron mediante 

la determinación de σmax y ε, los cuales se pueden observaren la Tabla 24. 

Las películas de CS sin NIS presentaron el valor de σmax más alto (29.1 ± 5.4 MPa), el cual 

disminuyó al aumentar la fracción de CMCS. Por otro lado, las películas compuestas de CS/CMCS 

sin NIS presentaron porcentajes de ε cercanos al 55%, siendo significativamente más altos que 

los de las películas de CS (38.2 ± 6.5%). De manera similar, se reportó que en películas compuestas 

de polipropilenglicol (PPG) y CMCS, los valores de σmax disminuyeron al aumentar la fracción de 

PPG, probablemente debido al entrelazamiento e interacción de las cadenas de polímero (256). 

También, otros estudios revelaron que la incorporación de PVA a películas de CS resultó en 

valores de σmax más bajos y valores de ε más altos (249,257). Dado que por lo general los 

plastificantes disminuyen σmax y aumentan ε (258), los cambios observados en el presente estudio 

sugirieron que el agregado de CMCS tuvo una acción plastificante en las matrices de CS sin NIS. 

Este efecto podría atribuirse a un proceso interno de plastificación que causó fuerzas 
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intermoleculares más débiles entre las cadenas del polímero, debido a la voluminosidad de los 

segmentos CMCS incorporados a la matriz de CS (259). Además, estos resultados respaldan los 

resultados obtenidos en los ensayos de opacidad (sección 4.5.3), ya que los plastificantes 

también pueden mejorar la transparencia de la película debido a una mejor capacidad de 

dispersión de las matrices (183). 

Tabla 24. Propiedades mecánicas de las películas con diferentes relaciones de masa CS/CMCS y 
concentración variable de NIS: esfuerzo máximo (σmax) y deformación de rotura (ε). 

Propiedad CS/CMCS (p/p) Tratamiento 

Control NIS 1000 UI/ml NIS 6000 UI/ml 

σmax (MPa)* 100/0 29.1 ± 5.4 A, a 16.9 ± 5.1 B, a 11.4 ± 2.0 C, a 

 95/5 21.3 ± 5.6 A, abc 19.9 ± 7.1 A, a 7.9 ± 3.7 B, ab 

 90/10 25.4 ± 6.4 A, ab 20.8 ± 4.3 A, a 9.2 ± 2.4 B, ab 

 85/15 18.6 ± 6.5 A, bc 15.8 ± 3.4 A, a 6.2 ± 1.9 B, b 

  80/20 14.1 ± 5.2 A, c 17.9 ± 2.5 A, a 5.9 ± 0.2 B, b 

ε (%)* 100/0 38.2 ± 6.5 A, b 20.1 ± 3.4 B, c 15.3 ± 6.6 B, a 

 95/5 55.1 ± 6.6 A, a 43.2 ± 13.7 A, b 14.1 ± 4.5 B, a 

 90/10 58.4 ± 10.0 A, a 55.8 ± 6.4 A, ab 19.8 ± 4.7 B, a 

 85/15 60.5 ± 7.6 A, a 52.9 ± 14.7 A, a 12.4 ± 2.3 B, a 

  80/20 56.8 ± 12.7 A, a 62.5 ± 7.4 A, ab 12.6 ± 1.6 B, a 

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

Si bien las películas control de CS presentaron una reducción significativa en los valores de σmax y 

de ε al agregar el péptido antimicrobiano a 1000 y 6000 UI/ml, se observó que la incorporación 

de NIS a 1000 UI/ml no afectó las propiedades mecánicas de las películas compuestas de 

CS/CMCS. Sin embargo, el agregado de la bacteriocina a 6000 UI/ml tuvo un efecto más notorio 
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en las propiedades mecánicas y llevó a reducciones del 60-80% de los valores de σmax y de ε, de 

acuerdo a lo discutido en 4.4.6.  

4.5.7 Propiedades térmicas 

Se realizaron análisis por DSC para estudiar la estabilidad térmica de las películas. Los resultados 

se describen en la Tabla 25 y los termogramas más 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 máximas (Tp) de las películas 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 UI/ml NIS 6000 UI/ml 

Tp endotérmico (°C)* 100/0 55.3 ± 1.5 A, a 50.9 ± 2.4 A, a 51.6 ± 5.3 A, a 

 95/5 55.0 ± 8.0 A, a 52.1 ± 2.5 A, a 50.2 ± 6.7 A, a 

 90/10 54.8 ± 5.1 A, a 55.1 ± 8.1 A, a 47.9 ± 7.6 A, a 

 85/15 54.9 ± 3.5 A, a 56.7 ± 11.3 A, a 53.2 ± 9.3 A, a 

  80/20 53.9 ± 8.7 A, a 59.7 ± 7.3 A, a 49.2 ± 2.1 A, a 

Tp exotérmico (°C)* 100/0 296.9 ± 1.2 A, a 292.1 ± 1.7 A, a 281.6 ± 6.8 B, ab 

 95/5 287.7 ± 0.3 A, b 291.2 ± 1.8 A, a 291.1 ± 1.8 A, a 

 90/10 280.3 ± 5.3 B, bc 283.6 ± 6.2 A, b 291.1 ± 1.9 A, a 

 85/15 274.4 ± 5.1 A, cd 274.7 ± 2.4 A, c 277.7 ± 7.5 A, b 

  80/20 271.6 ± 4.8 B, d 275.2 ± 1.6 AB, c 282.5 ± 6.6 A, ab 

* Promedio ± SD (n= 3).  
Letras mayúsculas distintas en una fila indican diferencias significativas en los promedios para cada 
propiedad (P < 0.05).  
Letras minúsculas 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 despolimerización y descomposición 

pirolítica del esqueleto del polisacárido (215). No se observó temperatura de transición vítrea, 
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probablemente porque la descomposición impidió su determinación (252). Para la película de CS, 

se encontró la Tp del evento exotérmico a 296.9 ± 1.2 °C, y este resultado fue similar a otros 

resultados publicados anteriormente (215,227,252). Curiosamente, la Tp se corrió a 

temperaturas menores cuando el contenido de CMCS aumentó, alcanzando el valor más bajo 

(271.6 ± 4.8 °C) en la muestra de película compuesta de CS/CMCS 80/20 (p/p). Esto concuerda 

con otros trabajos en los cuales se demostró que las películas compuestas de CS y CMC (227) y 

de CMCS y PPG (256) presentaron una estabilidad térmica que las películas de los mismos 

biopolímeros puros, debido a la interrupción y al reordenamiento de las principales cadenas de 

polímeros por parte de los segmentos de biopolímeros introducidos, siendo necesario aplicar 

menos energía para su descomposición. Por otra parte, los plastificantes también debilitan la red 

de polímeros y de hecho, varios autores han reportado que la incorporación de plastificantes 

disminuyó la Tp de diferentes películas (260–262).Por lo tanto, el efecto plastificante otorgado 

por el CMCS que se observó en las pruebas mecánicas y en la evaluación de la opacidad realizadas 

en el presente trabajo, también podría explicar la disminución de la estabilidad térmica 

observada conforme aumentó el contenido de CMCS. 
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Figura 32. Termogramas obtenidos por DSC (segundo ciclo de calentamiento) de películas con NIS 
(6000 UI/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). 
 

Además de esto, la Tp de las películas de CS disminuyó cuando se añadió NIS, lo que indicaría que 

la incorporación del péptido modificó las propiedades térmicas de las películas, según lo discutido 

en 4.4.6. Por el contrario, este efecto no se observó en las películas de CS/CMCS e incluso las 

películas compuestas de CS/CMCS con relación 80/20 (p/p) conteniendo NIS presentaron una Tp 

más alta que la misma formulación sin el péptido. Según estos resultados, la combinación de CS 

con CMCS podría haber tenido un efecto en la distribución de NIS dentro de la red de películas, 

como también se mencionó anteriormente. 

4.5.8 XRD 

Se realizaron análisis 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 películas resultantes. 

Como se puede apreciar en la Figura 33a y Figura 33b, la película de CS presentó un pico amplio 

en ca. 2θ = 25°, atribuible a la fase amorfa de la estructura de la película de CS (87). Por el 
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contrario, las películas control compuestas de CS/CMCS presentaron picos más definidos e 

intensos, que se desplazaron hacia ángulos ligeramente inferiores a ca. 2θ = 20°, sugiriendo que 

la introducción de CMCS tuvo un efecto en la disposición de las cadenas poliméricas de CS, 

aumentando el grado de orden. En general, el agregado de plastificantes a polímeros 

semicristalinos como el CS, conlleva a una disminución de la Tp debido a una disminución de la 

cristalinidad (261). Sin embargo, varios autores han descrito que los plastificantes aumentan la 

velocidad de cristalización debido a una mayor movilidad de las cadenas de polímeros 

(261,263,264) por lo que es posible que la incorporación de CMCS haya aumentado el grado de 

orden tal como sugieren los resultados aquí presentados. 

Como se observa en las Figura 33c-f, los difractogramas de las películas incorporadas con NIS 

presentaron picos más amplios y más aplanados, lo que indicaría que la adición de NIS disminuyó 

su grado de orden. Estos hallazgos concuerdan con estudios previos que demostraron que la 

intensidad del patrón de XRD disminuyó tras el agregado de NIS a películas poliméricas (251,265). 

Asimismo, estos resultados y confirmaron que la adición de la bacteriocina condujo a la ruptura 

de la red de polímeros de las regiones cristalinas de la matriz de la película. 
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Figura 33. Difractogramas de: (a) películas control con diferentes relaciones de masa CS/CMCS, y 
de películas 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 películas incorporadas con NIS, se 
agregó NIS a 1000 y 6000 UI/ml. 
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4.5.9 Actividad antimicrobiana 

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

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

Al igual que en el caso de las películas de CS con NIS libre y NIS encapsulada estudiadas 

previamente en este trabajo, no se observaron zonas de inhibición tanto en las películas control 

como en las películas que contenían el péptido antimicrobiano en la concentración más baja de 

1000 UI/ml. Sin embargo, se observaron zonas de inhibición en las películas compuestas de CS y 

CS/CMCS con NIS a 6000 UI/ml (Figura 34). Estos resultados indicaron que se necesitó aplicar el 

nivel más alto de NIS para inhibir el crecimiento de L. monocytogenes en las condiciones 

experimentales de los ensayos. 

 

Figura 34. Zonas de inhibición de crecimiento de L. monocytogenes en pruebas de difusión en agar de 
biopelículas 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 UI/ml y (2) 6000 UI/ml. 

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

 

Como se muestra en la Figura 35, las zonas de inhibición producidas por las películas compuestas 

de CS/CMCS con NIS a 6000 UI/ml presentaron un diámetro promedio de ca. 15 mm, el cual se 

mantuvo al incrementar el contenido de CMCS. Por otro lado, las películas de CS con NIS 

produjeron zonas de inhibición significativamente más pequeñas, lo que sugirió que la actividad 
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antimicrobiana contra L. monocytogenes de dichas películas fue inferior a la de las películas 

compuestas CS/CMCS. 

Estudios anteriores han informado que películas biopoliméricas con NIS, preparadas utilizando 

biopolímeros hidrófilos, fueron más efectivas contra L. monocytogenes que aquellas preparadas 

con biopolímeros hidrófobos. Esto se debió al carácter anfifílico del péptido y su tendencia a 

adherirse a las superficies hidrófobas de manera que las superficies hidrófilas mejoraron tanto la 

liberación como la solubilidad en agua de NIS, mejorando la actividad antimicrobiana de las 

películas (179,180,266). Por lo tanto, la mayor actividad antibacteriana observada en las películas 

compuestas CS/CMCS podría atribuirse a la introducción de grupos carboximetilo hidrofílicos que 

posiblemente condujeron a una mayor difusión de la NIS en agar, así como a una mejor 

solubilidad en agua de las películas CMCS/CS con NIS, tal como se describió en las pruebas de 

solubilidad del presente trabajo. 

 

Figura 35. Diámetro de las zonas de inhibición de las películas conteniendo NIS (6000 UI/ml) con 
relaciones CS/CMCS de 100/0, 95/5, 90/10, 85/15 y 80/20 (p/p). 
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4.5.10 Evaluación cualitativa 

A modo de tener una primera aproximación sobre la factibilidad de aplicación de las películas 

obtenidas, se recubrieron trozos de carne con películas de CS, CMCS y CS/CMCS para evaluar 

cualitativamente el comportamiento del recubrimiento. Los trozos envueltos fueron 

almacenados a 4 °C durante 21 días.   

Tal como se observa en la Figura 36, todas las películas se mantuvieron íntegras, sin degradación 

apreciable luego de su almacenamiento en refrigeración por 21 días. Por lo tanto, estas 

observaciones sugirieron que las películas desarrolladas en el presente trabajo podrían ser 

potencialmente utilizadas para el envasado de alimentos, incluso aquellos con alto porcentaje de 

humedad como la carne. 

 

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

En la primera etapa del trabajo se estudió la formación de nanopartículas para encapsular NIS 

(proveniente del preparado comercial Nisaplin) mediante gelación iónica de CS con TPP. Se 

determinaron los rangos de concentraciones necesarias para la formación de nanopartículas, 

obteniéndose nanopartículas CS/TPP estables. Sin embargo, dicho sistema no logró encapsular a 

la bacteriocina, por lo que se modificó el sistema de encapsulación utilizando ALG, un 

biopolímero aniónico, que podría interaccionar con la NIS catiónica. De esa manera, se estudió 

la formación de nanopartículas de ALG/CS conteniendo NIS, preparadas por gelación iónica de 

ALG y posterior complejación con CS. Para optimizar y estudiar los efectos de los parámetros de 

formulación en las propiedades de dicho sistema, se utilizó un diseño experimental de Box-

Behnken y RSM. La formulación optimizada presentó una EE de 36.1 ± 0.6%, un tamaño de 

partícula de 66.4 ± 8.9 nm y una buena estabilidad coloidal, indicada por un valor de potencial 

zeta de -31.7 ± 2.6 mV. Además, la aplicación de dichas herramientas de diseño experimental 

sugirió que la encapsulación fue favorecida principalmente por las interacciones Nisaplin y ALG, 

mientras que el contenido de CS tuvo un efecto importante en el tamaño de las nanopartículas y 

la estabilidad coloidal. Los análisis de morfología confirmaron el tamaño de las nanopartículas 

encontrado por DLS y se demostró la existencia de interacciones iónicas entre NIS, CS ALG 

mediante espectroscopía Raman, describiéndose por primera vez el espectro Raman para NIS. 

Con respecto a su actividad antimicrobiana, las nanopartículas 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 aplicación de nanopartículas conteniendo NIS permitiría utilizar 

concentraciones de NIS más bajas respecto a la que se requeriría si ésta estuviera sin encapsular, 

para obtener el mismo efecto antibacteriano en carne vacuna y, por lo tanto, dichas 

nanopartículas presentan una potencial aplicación en la industria alimentaria como un agente 

biopreservante de carne vacuna, refrigerada y envasada al vacío. 

En la segunda etapa de esta investigación, se estudió la incorporación de las nanopartículas 

desarrolladas previamente (de ALG/CS conteniendo NIS) a películas de CS. Para eso, se 
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prepararon y caracterizaron biopelículas de CS y de CS con agregado de NIS libre y con NIS 

encapsulada. La incorporación del péptido sin encapsular afectó negativamente el aspecto visual 

de las películas de CS, produciendo películas no homogéneas con zonas más opacas y de mayor 

rigidez en comparación a las películas control y a las películas conteniendo nanopartículas de NIS. 

Los ensayos realizados por espectrofotometría confirmaron una mayor opacidad de las películas 

con NIS libre y los análisis por DSC sugirieron que las mismas tuvieron una menor estabilidad 

térmica que las películas con nanopartículas. Además, se observó que la incorporación de NIS 

encapsulada tuvo un efecto menor en los valores de WVP y solubilidad que la NIS libre, 

posiblemente debido a una menor exposición de los grupos hidrofílicos de la NIS por el proceso 

de nanoencapsulación. Por otra parte, la incorporación de NIS libre resultó en un efecto negativo 

sobre las propiedades mecánicas de la película de CS, disminuyendo los valores de σmax y ε (%), y 

que la incorporación de la NIS encapsulada logró disminuir este efecto negativo. Las películas con 

NIS libre exhibieron una menor estabilidad térmica en los análisis por DSC, y los ensayos por XRD 

mostraron que la encapsulación mejoró el grado de orden cuando se utilizó una alta 

concentración de NIS. Sin embargo, los ensayos de actividad antimicrobiana no demostraron 

actividad antibacteriana por parte de las biopelículas con nanopartículas de NIS, mientras que las 

películas con NIS sin encapsular exhibieron halo de inhibición. Por lo tanto, a pesar de que la 

incorporación de nanopartículas de NIS a películas de CS mejoró su aspecto visual y sus 

propiedades físico-químicas en comparación con las biopelículas con la bacteriocina libre, no se 

obtuvo el efecto antimicrobiano deseado, posiblemente debido a que la nanoencapsulación 

retrasó la liberación de la NIS en las condiciones estudiadas. 

Es así que en la última etapa del presente trabajo se investigó una nueva alternativa para mejorar 

la actividad antibacteriana de las películas de CS con NIS sin encapsular. Con ese fin, se estudiaron 

biopelículas preparadas utilizando CS, CMCS y NIS libre. La combinación de CMCS con CS no alteró 

la estructura, el grosor, la transparencia y la sensibilidad al agua de las películas en comparación 

con las películas de CS con el mismo nivel de NIS. La incorporación de CMCS en la formulación de 

las biopelículas ocasionó cambios en las propiedades mecánicas como ser mayor valor de ε y 

menores valores de σmax. Asimismo, las películas compuestas presentaron una estabilidad 

térmica más baja, lo que, sumado a los efectos observados en las propiedades mecánicas, sugirió 
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que el CMCS tuvo un efecto plastificante sobre las películas de CS. Además, los resultados 

obtenidos sugirieron que la presencia de CMCS mejoró la dispersión de la bacteriocina en la 

matriz biopolimérica y por tanto a las propiedades físico-químicas de las películas. Luego, se 

realizaron pruebas de difusión en agar para evaluar la actividad antimicrobiana de las películas 

contra L. monocytogenes y estos ensayos indicaron que las películas compuestas CS/CMCS 

presentaronuna mayor inhibición del crecimiento microbiano en comparación a las películas de 

CS, probablemente debido a una mejor difusión y solubilidad de la NIS en presencia de grupos 

más hidrófilos aportados por el CMCS. Por último, se observó que la integridad de las películas 

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

En conclusión, se desarrollaron dos sistemas que presentaron propiedades promisorias para 

mejorar la vida útil de alimentos, orientados a su aplicación en carne vacuna. Por una parte, el 

sistema nanométrico ALG/CS con NIS, el cual demostró poder ser aplicado de forma directa en 

productos cárnicos, sin que sea necesaria su incorporación a un envase, con una actividad 

antimicrobiana en carne superior a la de la bacteriocina sin encapsular. Por otra parte, la 

incorporación de CMCS a películas de CS con NIS, tuvo un efecto positivo en las propiedades 

físico-químicas y favoreció la actividad antibacteriana contra L. monocytogenes de las películas, 

ofreciendo ventajas a la hora de diseñar biopelículas con potencial acción antimicrobiana de 

aplicación en envasado de alimentos. 
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6 PERSPECTIVAS 

De acuerdo a lo observado en la presente investigación, la incorporación de NIS en altas 

concentraciones tuvo efectos indeseados tanto en el aspecto como en las propiedades físico-

químicas de las biopelículas de CS.  

Para obtener soluciones formadoras de películas más uniformes y estables, recientemente se ha 

comenzado a utilizar la homogenización por altas presiones (HPH, por sus siglas en inglés). El 

pasaje del producto líquido a muy alta presión a través de una válvula especialmente diseñada 

con apertura variable, llamada válvula de homogeneización, permite romper pequeñas partículas 

dispersas en el orden de micrones y nanómetros. Además de facilitar la obtención de 

dispersiones homogéneas, los cambios conformacionales en las cadenas biopoliméricas 

resultantes de la HPH pueden ocasionar modificaciones en el número de grupos cargados en los 

polímeros (267), lo que a su vez puede llevar a distintas interacciones entre el biopolímero y la 

NIS, posiblemente modulando la liberación de dicho péptido. Además, es una técnica sencilla de 

utilizar y no requiere de la utilización de solventes peligrosos. 

Debido a estas razones, se ha comenzado a estudiar la incorporación de NIS a biopelículas de CS 

con posterior aplicación de HPH como continuación de la investigación descrita en este trabajo. 

Se planea analizar las propiedades físico-químicas de las películas resultantes y evaluar los 

efectos de la aplicación de HPH en comparación con otras tecnologías de homogenización. 

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 investigación, para continuar 

estudiando este tipo de películas biopolímericas bioactivas. Esto permitiría 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: Caracterización de quitosano y carboximetil 

quitosano 

1 Procedimiento experimental 

1.1 Determinación del peso molecular de CS  

Se determinó la masa molecular promedio viscosimétrica (Mv) mediante la determinación de la 

viscosidad intrínseca [η] de soluciones de CS en ácido acético 0.3 M/acetato de sodio 0.2 M a  

25 °C.  Los valores de tiempo de caída (t) se obtuvieron utilizando un viscosímetro de tipo 

Ubbelohde y se obtuvo el promedio de cinco medidas de tiempo. La viscosidad relativa (ηr) y la 

viscosidad específica (ηsp) se calcularon según: 

ηr= t/t0  

ηsp= 1- ηr 

El valor de [η] correspondió a la ordenada en el origen de la regresión lineal de la curva de ηsp en 

función de la concentración (c). Para calcular Mv se utilizó la ecuación de Mark-Houwink-

Sakurada (MHS) (268): 

[η]= K (Mv)a 

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

1.2 Determinación del peso molecular de CMCS  

El Mv de CMCS se determinó mediante la determinación de [η] de soluciones de CMCS en NaCl 

0.1 M a 30 °C.  Los valores de (t) se obtuvieron utilizando un viscosímetro de tipo Ubbelohde y se 

obtuvo el promedio de cinco medidas de tiempo y Mv se calculó utilizando la ecuación de MHS, 

usando valores de K= 7.92 x10-4 ml/g y a= 1 (269). 
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1.3 Grado de sustitución de CMCS 

El grado de sustitución (DS) de CMCS se determinó por titulación potenciométrica. Para eso, se 

disolvió CMCS (0.21 g) en agua destilada (40 ml). La solución se ajustó a pH <2 con HCl. Luego, se 

tituló la solución de CMCS con NaOH acuoso 0.45 M y se registraron los valores de pH de la 

solución. La cantidad de NaOH acuoso se determinó mediante el método diferencial de segundo 

orden. El DS se calculó de acuerdo con la siguiente ecuación (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 concentración de NaOH, v1 es el volumen de base agregado para alcanzar el primer punto 

de inflexión; v2 es el volumen de base agregado para alcanzar el segundo punto de inflexión; m 

es la masa de CMCS y 80 es la masa molar promedio del grupo –CH2COONa. 

1.4 Espectroscopía 1H NMR 

Los análisis de CS y CMCS por 1H NMR se realizaron en un espectrómetro Bruker Avance Neo a 

25 °C. Los biopolímeros (5 mg) se disolvieron en 1 ml de DCl/D2O 1% (v/v). Las condiciones de 

medida fueron: ventana espectral de 400 MHz, 32k puntos de datos, ángulo de pulso de 30° y 

tiempo de adquisición de 3.99 s.  

El grado de desacetilación (DD) de cada biopolímero se calculó según (79,271): 

DD�%� = �1 − 	
��
	������
�x100 

donde ICH3 es la integral de la señal de los hidrógenos de las unidades de GlcNAc (~ 2.0 ppm), IH2–

H6 es la integral correspondiente a los hidrógenosH3–H6 de las unidades GlcNy al hidrógeno 

unido al C2 de la unidad GlcNAc (~ 3.3–4.0 ppm). 
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2 Resultados 

2.1 Determinación del peso molecular de CS 

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

de Mv para el CS analizado, calculado utilizando la ecuación de MHS, fue de 80.98 kDa. 

 

Figura A 1. Regresión lineal de ηsp versus concentración (c) para soluciones de CS en ácido acético 0.3 
M/acetato de sodio 0.2 M a 25 °C. 

 

2.2 Determinación del peso molecular de CMCS 

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

de Mv para el CS analizado, calculado utilizando la ecuación de MHS, fue de 295.44 kDa. 
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Figura A 2. Regresión lineal de ηsp versus concentración (c)  

para soluciones de CMCSen NaCl 0.1 M a 30 °C. 
 

2.3 Determinación del DS de CMCS 

A partir de la curva de titulación (Figura A 3a) y su derivada segunda (Figura A 3b) se 

determinaron los valores de v1 and v2, los cuales resultaron 20.1 y 18.5 ml respectivamente. Por 

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

 

Figura A 3. (a) Curva de titulación potenciométrica de CMCS, (b) curva de derivada segunda. 
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2.4 Análisis por 1H NMR 

Se obtuvieron los espectros para las muestras de CS y CMCS en DCl/D2O 1% (Figura A 4 y Figura 

A 5) y los valores obtenidos de DD fueron de 81.9% para CS y 96.9% para CMCS. 

 

Figura A 4. Espectro1H NMR de CS enDCl/D2O 1% (v/v). 

 

 

Figura A 5. Espectro1H NMR de CMCS en DCl/D2O 1% (v/v). 
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Tal como se muestra en la Figura A 5, se observa que las señales se solapan en la región que se 

ubica entre 4.05 y 4.55 ppm, por lo que no se pudo distinguir la resonancia de los protones de 

hidrógeno unidos a C3 de aquellos hidrógenos unidos a C6. Estos resultados estuvieron en línea 

con aquellos reportados por Kong (270), por lo que las señales observadas en esta región fueron 

atribuidas a los protones de ambos grupos 3- y 6- carboximetilo sustituidos (-O-CH2-COOD) de 

CMCS. Por otra parte, se encontraron señales 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 carboximetilación. 

Las integrales de la región 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 presentó un 86.4% de carboximetilación en la 

posición O (C3 y C6) y un 13.6% en la posición N (N2). 
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Anexo 2: Ensayos preliminares de películas 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 concentración de biopolímero 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 biopolímeros, se determinó el rendimiento (R) del proceso. 

Para eso, las suspensiones con distintas relaciones CS/CMCS se centrifugaron a 4000 RPM por 10 

min, se separó el sobrenadante (soluciones formadoras de películas) y se dejó secar el 

precipitado en estufa a 40 °C hasta alcanzar peso constante. El rendimiento (R) se calculó según:    

R�%�= �mt- mp�
mt

 x 100 

Donde mt (g) es la masa de biopolímero total (inicial) y mp (g) es la masa de biopolímero 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 función de la cantidad de biopolímeros 

utilizada, como se aprecia en la Tabla A 1. Todas las mezclas (4/1, 3/1, 1/1 y 1/3) presentaron 

turbidez y precipitación de biopolímeros en distintos grados siendo las dispersiones con mayor 

proporción de CS las que alcanzaron los porcentajes de R más elevados.  

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

9.8. El CS es soluble en solución acética diluida, mientras que el CMCS es soluble a pH neutro. Es 
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decir que a medida que aumentó la proporción de CS, el pH resultante fue más ácido y los sólidos 

precipitados probablemente correspondieron a CMCS y a PECs de CS/CMCS insolubles a ese pH. 

De la misma manera, a medida que la proporción de CMCS en la mezcla aumentó, también 

aumentó el pH, precipitando mayoritariamente CS y PECs insolubles. Por lo tanto, la formación 

de soluciones turbias, pero sin precipitación indicaría la formación de PECs de CS/CMCS solubles.  

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

que aumentó la fracción de CMCS, las películas se tornaron levemente más quebradizas.    

A partir de estos resultados preliminares, se estableció una zona de trabajo (de mayor 

miscibilidad entre los biopolímeros) que comprendió desde relaciones CS/CMCS 4/1 hasta 1/0 

(p/p). Esto se basó tanto en la evaluación cualitativa de las películas 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 84.9 ± 4.2  4.73 ± 0.05 
50 50 1/1 54.9 ± 0.9  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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Anexo 3: Publicaciones y ponencias 

(a) Artículo publicado en Carbohydrate Polymers (Elsevier): “Physico-chemical and antilisterial 

properties of nisin-incorporated chitosan/carboxymethyl chitosan films”. 

 

(b) Artículo publicado en LWT- Food Science and Technology (Elsevier): “Optimization and 

characterization of nisin-loaded alginate/chitosan nanoparticles with antimicrobial activity in 

lean beef”.  

 

(c) Presentación de póster: “Optimización y caracterización de nanopartículas de alginato-

quitosano conteniendo nisina con actividad listericida en carne vacuna magra”. Patricia 
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Zimet; Álvaro W. Mombrú; Ricardo Faccio; Giannina Brugnini; Iris Miraballes; Analía Castro; 

Pablo Miranda; Luciana Pereira; Juan Pablo Villanueva; Caterina Rufo; Helena Pardo, Quinto 

Encuentro Nacional de Ciencias Químicas (ENAQUI), octubre de 2017. 

(d) Presentación de póster: “Preparación y evaluación de película bionanocompuesta a base de 

quitosano y nanopartículas de nisina”. Patricia Zimet; Álvaro W. Mombrú; Analía Castro; 

Pablo Miranda; Luciana Pereira; Juan Pablo Villanueva; Caterina Rufo; Helena Pardo, Quinto 

Encuentro Nacional de Ciencias Químicas (ENAQUI), octubre de 2017. 

(e) Presentación oral: “SISTEMA DE NANOENCAPSULACIÓN DE NISINA CON ACTIVIDAD 

LISTERICIDA EN CARNE VACUNA”. Patricia Zimet; Álvaro W. Mombrú; Ricardo Faccio; 

Giannina Brugnini; Iris Miraballes; Analía Castro; Pablo Miranda; Luciana Pereira; Juan Pablo 

Villanueva; Caterina Rufo; Helena Pardo, Simposio INNOVA, setiembre de 2017. 

(f) Presentación de póster: “SISTEMA DE NANOENCAPSULACIÓN DE NISINA CON ACTIVIDAD 

LISTERICIDA EN CARNE VACUNA”. Patricia Zimet; Álvaro W. Mombrú; Ricardo Faccio; 

Giannina Brugnini; Iris Miraballes; Analía Castro; Pablo Miranda; Luciana Pereira; Juan Pablo 

Villanueva; Caterina Rufo; Helena Pardo, Simposio INNOVA, setiembre de 2017. 

(g) Presentación de póster: “INCORPORACIÓN DE NANOPARTÍCULAS DE NISINA A PELÍCULA 

COMESTIBLE BIODEGRADABLE DE POTENCIAL APLICACIÓN EN PRODUCTOS ALIMENTARIOS”. 

Patricia Zimet; Álvaro W. Mombrú; Analía Castro; Pablo Miranda; Luciana Pereira; Juan Pablo 

Villanueva; Caterina Rufo; Helena Pardo, Simposio INNOVA, setiembre de 2017. 

(h) Presentación de póster: "Síntesis de nanopartículas de alginato y quitosano con actividad 

antibacteriana". Patricia Zimet; Analía Castro; Pablo Miranda; Luciana Pereira; Iris Miraballes; 

Químicas (ENAQUI), noviembre de 2015. 


